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ABSTRAKT

Hodnoceni ekotoxicity je v séasné dob vyZzadovano legislativou pro vSechny chemické
latky a chemicke ipravky. V posledni dabje mu gipisovan velky vyznam. Tato prace je
zameétena na ekotoxikologické hodnoceni vybranych monénaerditiv polymel pomoci
testi toxicity. Testovana bylafit aditiva polymeti a dva monomery pomogityi test
ekotoxicity. Byly pouZzity nasledujici testy: teshibice fistu kaene cibuleAllium cepa La
test inhibice @istu kdene hacice bilé Sinapis alba Z alternativnich test toxicity byly
pouzity Thamnotoxkit F na testovacim organisiihamnocephalus playurws Daphnotoxkit
F na testovacim organisnidaphnia magmaNa zaklad vysledki testi byly pro testované
latky stanoveny hodnoty LC50, IC50, EC50 a poroan@jich ekotoxicita.

ABSTRACT

Evaluation of ecotoxicity is demanded for all cheahi substances and chemical
preparation following the current Czech legislati®ecently this evaluation is gaining great
importance. This work is aimed on ecotoxicity ewdilon of selected monomers and additives
of polymers via tests of ecotoxicity. Three adaiivof polymers and two monomers were
tested using four ecotoxicity tests. Following sestere usedAllium cepa Lroot growth
inhibition toxicity test andSinapis albaroot growth inhibition toxicity test. As alterneg#
toxicity tests, Thamnotoxkit F on sense organisthamnocephalus platyurusand
Daphnotoxkit F on sense organiflaphnia magnavere used. On the basis of the test results
the values of LC50, IC50, EC50 were determined ecatoxicity of tested substances was
compared.

KLi COVA SLOVA

monomer, ekotoxikologie, alternativni testy, teskptoxicity, testy fytotoxicity
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1 UvOD

Clovék se setkaval s jedovatymi rostlinami a Zileby po celou dobu své existence. Na
zaklad empirickych zkuSenosti se postdpseznamoval s jejich toxickymicinky na jiné
organizmy i pislusniky vlastniho druhu a &l tyto poznatky vyuZivat ve 8y prospch.
Teprve s rozvojem moderni chemie a biologie bylgiteté toxicity rostlin, Ziveicha, ale
také dalSich forem Zivota rozpoznany. Také bylongop jejich chemické sloZeni a obj&sn
mechanizmy jejich toxickéhatinku na zZivé tvory.

Z hlediska toxicity je mozné kazdou latku povazaeapotencialni Skodlivinu, nebonize
mit za danych okolnosti¢jaky negiznivy (inek. NejwtSi pozornost je snovana latkam,
které gedstavuji nebezpeé dlouhodobé kontaminace vodyady a ovzdusi, zvia§tpokud
jsou spojeny s rizikem jejichipnaseni v potravinovycketzcich. RedevsSim se jedna o
perzistentni toxické sl@eniny, z nichz nejvyznandjsi skupinu pedstavuji organické
polutanty. [1, 2]

Ochranou zdravi a Zivotniho priedi ged Skodlivymi @inky chemickych latek a
chemickych pipravki se zabyva zako&i 356/2003 Sb., o chemickych latkach a chemickych
piipravcich, ve zéni pozdjSich gedpidi. Pro vS8echny chemické latky a chemickéibmavky
jsou timto zakonem teny zpmisoby, jak s nimi zachazet, jak je evidovatggravovat,
skladovat atd. VSechny chemické latky idppavky uvedené na trh musi byt klasifikovany.
Klasifikaci se rozumi postup zfidvani a hodnoceni nebezpgch vlastnosti latek nebo
piipravki a jejich nasledné razeni do jednotlivych skupin nebezpesti (napiklad zdravi
Skodlivé, toxick&i nebezpeéné pro zivotni prosedi). [2, 3]

Natizeni REACH (Registration, Evaluation, Authorisatiand Restriction of Chemicals —
systém registrace, hodnoceni a povolovani chemickdtek), které vstoupilo v platnost dne
1c¢ervna 2007, ma za ukol zracionalizovat a vylegsityslegislativni systém Evropské unie
pro chemickeé latky. Jeden z dojacthplementace tohoto fiaeni je zlepSit ochranu lidského
zdravi a Zivotniho prosdi ged riziky, které mohou chemické latkyeplstavovat. Realizaci
REACH by n¢lo byt do roku 2020 dosazeno stavu, Ze v Evropskié hudou vyrakny,
pouzivany a dovazeny pouze chemické latky se znambastnostmi, jejiz bezpmost bude
piedem proviena. [4]

Chemické latky jsou s@asti celéifady spatebnich vyrobl, které se pozgi stavaji
odpady. Tato problematika jeg@métem zakonat. 185/2001 Sb., o odpadech a o¢mn
n¢kterych dalSich zakdn Odpad je hodnocen jako nebeamg pokud je uveden v seznamu
nebezpeénych odpad nebo se jedn& o jiny odpad vykazujici jednu neloe nebezpsych
vlastnosti. K nebezgaym vlastnostem p#ti ekotoxicita. Jako ekotoxické jsou ozpaany
latky nebo odpady, které, pokud se uvolni, mohaisapit okamzit&i opozdné nebezpd
v disledku nefiznivého zatizeni Zivotniho prosti. [5, 6]

Hodnoceni kvality Zivotniho prasdi je u nas tradiné zalozeno na nastrojich chemicke
analyzy, a proto je vyzvouedevSim pro odbornou chemickou sgalest zajimat se ro¥i o
ekotoxikologické nastroje enviromentalniho monitgad a podporovat jejich vyvoj i aplikaci.

[7]



2 CIL PRACE

Stale vziéstajici produkce novych chemickych latekiza pedstavovat vazné riziko
Z hlediska projeveni se jejich negativni@nia. K témto inkam pati predevsim toxicita, a
to nejvice ta, kteragsobi na lidské zdravi a zivotni priedi. Pra¥ ekotoxikologické testy se
zabyvaji hodnocenim negativniho dopadu chemicKkgtdk, snsi, odpad a polutani na
ekosystém a pomahaji t&kSit otazku bezgaosti novych latek. Jejich pouziti jeildzité
nejen z hlediska posouzeni rizik chemickych latekemickych pipravki na zdraviclovéka,
ale zejména na Zivotni prostli. Pro komplexni posouzeni je vyhodné kombinovat
ekotoxikologické hodnoceni s enviromentalni analyz

Cilem této diplomové prace je wibvhodnych standardnich a alternativnichttaskicity
pro posouzeni vlivu vybranych monomex aditiv polymeit na Zivotni prosedi. Na zaklagl
ziskanych vysledk pomoci vybranych testtoxicity bude hodnocen vliv mononiea aditiv
polymeii na Zivotni prosedi. Pro dosazeni cile bude provedeno:

= ekotoxikologické hodnoceni vybranych monotea aditiv polymei pomoci
standardnich testoxicity

= ekotoxikologické hodnoceni vybranych monotea aditiv polymei pomoci
alternativnich testtoxicity

= zhodnoceni ziskanych vysladk



3 TEORETICKA CAST

U kazdé latky, se kteroudiphézi do styku organizmus$ vybrani Ziv@ichove, je nutné znét
jeji toxicitu. Touto toxicitou se rozumi ireverZii i reverzibilni poskozeni. P
ireverzibilnim poskozeni tdezitych fyziologickych funkci dochazi k trvalym Zédoucim
nasledkim, kterécasto vedou az ke smrti. Reverzibilni poSkozeni nidea utitou dobu po
pieruSeni expozice toxické latky. Ke z§ist toxickych &inka latek nebo jejich sisi byla
vypracovanarada experimentalnich téstkteré se provagi jak in vitro, tak in vivo na
vybranych organizmech. Na vypracova&ihto zkouSek se podili Mezinarodni organizace
pro normalizaci 1SO (International Organization f8tandardization). VeSkeré biologicke
testy se musi provatpodle zasad spravné laboratorni praxe GLP (Gadmbiatory Practice)
a podle zasad etické prace s laboratorninfiatyis ohledem na zaka@n 77/2004 Sb., kterym
se nmeéni zakore. 246/1992 Sb., na ochranu atiproti tyrani, ve zni pozdjSich gedpisi.

Pomoci ekotoxikologického hodnoceni je jednotliviiestim toxicity dodan spravny
ekologicky vyznam, nehlio pomahaji zhodnotit vysledky téstoxicity na fizné slozky
Zivotniho prosiedi a naizna spoléenstva.

Ekotoxikologie se fevazre zabyva posuzovanim toxickyclkigku latek, smisi, vyluhi
odpadi, polutanti a vzorki na ekosystémy, a proto by ekotoxikologické studigdy vzdy
zahrnovat vysledky tefttoxicity na rékolika organizmech ziznych trofickych pozic
sledovaného ekosystému. [7, 8]

3.1 Ekotoxikologie

Veédni obor ekotoxikologie je pofmé mlady a zabyva se hodnocenim i posuzovanim vlivu
acinku chemikalii na Zivé organizmy, populace a jejgpolé€enstva krom ¢lovéka. Dale
sleduje pohyb latek vifrodé, moznosti jejich odstivani a prevenci Skodlivych¢inka
chemikalii na vSechny slozkytipody. Latky gichazejici do styku s Zivymi organizmy je
ovlivauji pozitivre ¢i negativrg v zavislosti na davce. [9, 10, 11]

Ekotoxikologie je pirodnim oborem, ktery zahrnujézné varianty experimentalnich i
teoretickych metod z obdjako biologie (obzvlastekologie), chemie, toxikologie, geologie,
geografie a fyzika. Hlavnim cilem je vyvoj metodedé umo#uji sledovat nefiznivy
vliv chemickych latek na Zivé organizmy a jejich olgenstva za standardnich a
reprodukovatelnych podminek. Zvlastni pozornostjevana potravnirettzcim. [12]

3.1.1 Historie

Poprvé byly pozorovany ekotoxikologické dopadyekasystém v roce 1850, coz spada do
obdobi pémyslové revoluce. Tehdy doslo k abnormalnimémém na kzi nékterych
Zivocichu. Prvni test akutni toxicity byl proveden v rocés3& tykal se sledovani, hodnoceni
a studia psobeni toxickych chemikaliiiffomnych v odpadnich vodach.

Termin ekotoxikologie poprvé pouzil, okolo roku6B9 ¢len francouzské akademieds
Dr. Rene Truhaut. Definoval tutdinnost jako studium néfznivych &inka chemikalii
s cilem chranit firodni druhy a spotenstva. K dalSimddcim zabyvajici se ekotoxikologii



pafti i Cairnse a Newman. Cairnse ekotoxikologii defiaigako testovani toxicity Skodlivych
latek na jednu nebo vice sloZzek ekosystéemu. Newpmastndo své definice ekotoxikologie o
dopadech zrw@stujicich latek na biosféru zahrnujéloveka. [12]

V letech 1960, 1970 a 198Cdci zjistili, Ze giroda je mnohem rozmagj§i nez se
puvodnré piredpokladalo. To iispelo k rozvoji ekotoxikologie zp&atku ve vodnim progedi.
Provadné standardizace v tomto presti byly relativé snadné a jednoduché, na rozdil od
standardizacetaly a lidského organizmu. [9]

Patateeni studie zahrnovaly zakladni zdroje definic a tdiéace biologie i morfologie
jezer, potok a iek. Tyto studie vyuzivaly zkoumani rostlin, iati a mikroorganizrin
reagujici s biologickyméastmi odpadnich vod. To vedlo ke sniZeni organickat@isteni.

Nyni existuji péetné standardni metody na sladkou vodu a nskdadruhy, vetns ryb,
bezobratlych fas, které jsou neodmyslitelnou géati vod a sedimeinprostedi. [13]

3.2 Ekotoxikologicky biotest

Biotest je definovan jako zkouSka vyuZivajici bgitky systém. Zahrnuje expozici
organizmu testovacim materiadlem a odfabwrganizmu. Je to procesii mémz je testovaci
systém (tka# organizmy, populace apod.) exponovanirasp definovanych podminkach
raznymi koncentracemi zkoumané chemické latky, chkéfo gipravku nebo sgsnéhoci
piirodniho vzorku nebo vyluhu odpiadjak je poZzadovano v zakért. 185/2001 Sb., o
odpadech a o zén¢ nékterych dalSich zakan

Biotest je nespecificky, relati¢rlevny, screeningovy test, jehoz vyhodou je jehthhyst.
Ma vyznam v monitoringu Zivotniho praéstli a slouzi pro odhad rizik spojenych s vyskytem
toxickych latek v Zivotnim progdi.

Pro stanoveni sledovaného jevu vyuziva ekotoxikoky biotest detedni systémy, které
jsou relevantni, to znamena4, Ze utng? interpretaci vysledk a maji dostataou vypowdni
hodnotu pro sledované ekosystémy nebo hodnocengcejanap. vodni prostedi, pidni
prostedi, odpadyi chemickeé latky. [12, 14]

3.2.1 Rozaleni ekotoxikologickych biotesti
3.2.1.1 Podle doby expozice
Akutni testy

Akutnimi testy jsou hodnocenyciaky latek, smdsi, vyluhi odpadi, polutant a
environmentalnich vzotk které se projevi v kratké dépo jednordzovém podanitikladem
je stanoveni mortality, ktera se vyfage jako LD50 (davka latky, ktera vyvola uhyn 50 %
testovanych organizinv dok® testovaci studie) nebo LC50 (koncentrace latkgré&iyvola
uhyn 50 % testovanych organianv doke testovaci studie). Prdastnictvim &chto tesk se
stanovi zavislost dinnosti na davce a nasledse vypgita toxicky index. Akutni toxicita
byva vyrazg zavisla na typu expozice, proto tento udagta charakterizace testu, musi byt
u hodnoty stanoveného indexu uveden (oralni, ighala-= 4 hod, 8 hod, atd.).

10



Kontrolni skupina zde neni, ale je vhodné kontratospravnost sodliré na jiné skupii
podavanim referemi latky. [13, 15]

Subchronické testy (subakutni)

Cilem testu je hodnoceni biologickéh@inku latek, smisi, vyluhi odpadi, polutanti nebo
environmentalnich vzotk a patologickych zgn. Subchronické testy jsou zaloZeny na
sledovani tinku po dobu rovnajici se 10 %ieupokladané doby Zivota testovaného
organizmu. Studie subchronické toxicity vedou kade¢Sim informacim o toxickych
(eincich podavané latky. Hodnoceni reétip koncentrace, ip kterych dochazi ke
kumulativnim @inka, je podkladem pro sledovani chronické toxicity2,[16]

Chronické testy

Pti chronickych testech jsou sledovanyinky toxickych latek, smsi, vyluhi odpadi,
polutanti nebo environmentalnich vzdrkpo delSi dob nebo v delSiméasovém obdobi.
Duraz se klade na sledovéani vlivu dlouhoglopakovanych mensich davek na organizmus. V
pribéhu testu jsou sledovany patologické ¢y pomoci vhodnych bioindikatbr které
indikuji Skodlivy &inek testované chemikalie. Kontrolni skupina jejretepaietna jako
exponovana a je testovana za stejnych podminekéigpodavani testovaci chemikalie.

Cilem testu je najit nejvySSi davku, kterd nevgivél prokazatekh toxicky &inek.
Chronické testy poskytuji informace nutné ke stamdvhodnot NOAEL (No Observable
Adverse Effect Level — nejvySSi davkaj ateré jeS¥ nebyl pozorovan Skodlivydinek) a
LOAEL (Lowest Observable Adverse Effect Level — mg§i davka, p které jiz byl
pozorovan skodlivy &inek). [15, 16]

3.2.1.2 Podle usp@dani testu
Biotesty 1. generace (klasické, standardni)

Tyto biotesty jsou nejrozZ&nsjSi a uznavané mezinarodni legislativou. Jejictvadni je
ekonomicky naréné, nebé kultury testovacich organismje nutno dlouhodab udrZzovat.
K testu musi byt pouZzity pouze zdravé a homogemttulky. Doba testovani se pohybuje
v rozmezi 48 az 96 hodin, proto se jedna o testyrdéitoxicity, nap. na rybach Roecilia
reticulata, Brachidanio reriq atd.), imobiliz&ni test na perlatkach Qaphnia magna a
test inhibice #istu sladkovodniclkas Raphidocelis subcapitaté&scenedesmus subspicatus
Scenedesmus quadricaydfll, 12]

Biotesty 2. generace (mikrobiotesty)
Neustéla produkce tigicnovych latek o neznamyckidcich na zZivé organizmy vede k

rozvoji novych trend ve vyvoji testi. Z tohoto divodu nafista poteba testovani ve velkych
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sériich za vyuziti miniaturizace zkumavek, kywetmikrotitra¢nich destiek. Disledkem
miniaturizace je zkraceni doby inkubace na 24 hedima minuty a zjednoduSeni i zlémn
testi. Testovaci organismy pro mikrobiotesty se uchojfavklidovych stadiich (bezobratli),
v lyofilizovaném stavu (bakterie) nebo v imobilizné forng (rasy). [11, 12, 14]

Biotesty 3. generace (biosenzory, biosondy, biomagky)

Biomarkery pinaSi znénu v meéteni burkk nebo biochemickych procesa funkci ve
slozkach ekosystému. Identifikace a vhodné&fremi pomoci biomarkér umoziuje
piedpokladat moznou poruchu v ekosystému. \Easné dob jsou testy iteti generace na
arovni zakladniho vyzkumu. Jejich vyuziti s¢eava v on — line monitorovacich systémech
a ve screeningovych testech. [11, 12, 17]

3.2.1.3 Podle urovéprovedeni
Testy na Grovni bunék

Testy na bu&né arovni vodnich organizinjsou vyuzivany pedevSim pro teoretické
objasrkni &inka toxickych agens. Mezi vyhodyédhto test pati vysoka citlivost,
reprodukovatelnost, nizké finém acasové naroky. Naopak nevyhodou jsou systémwtro,
které nemohou suplovat enzymaticko — imunitni syskévého organizmu, a proto gasto
liSi od faktofi ziskanych systémem vivo. [11, 14]

Testy na urovni organizmi

Nejwtsi vyuZziti zaznamenaly testy na darovni orgariisnPies potize s jejich
reprodukovatelnosti a s rizikemii pinterpretaci ziskanych vysledlkna Zzivotni prosedi
dosahly tyto testy velkého ro¥sni. Redstavuji kompromis ifjatelny z ekonomického i
technického hlediska. Vyb organizmi je provadn tak, aby byly postizeny vSechny trofické
arovrg ve vodnim prosedi tj. cely potravnirettzec. Odpovd’ organiznii na gitomnost
toxickych latek neni jednotnd, ale ovliyje ji mnoho faktol, nag. dosazitelnost toxikantu,
zpisob ijimani toxikantu organizmem, jeho bioakumulace ehopnost organizmu
odbouravat Skodlivinu. Neni vhodné vyteazavry z testovani pouze na jednom organizmu.
Pri pouziti wtSiho pdtu testovacich organizitdochazi kiistu informovanosti o zkoumaném
vzorku a nasledhke zvySovani vypasdni hodnoty testu. [11, 12, 14]

Testy na Urovni biocen6z
U tesfi na Urovni biocendz je vyhodné sledovat toxickinék v giirodé nebo na modelu
piirodk blizkém. Zmény ve slozeni biocen6z nemusi byt vzdy vyvolanyidiogm inkem,

ale mohou byt zjsobeny narusenim potravnikegzce. Velmi obtizné je vytvd identické
podminky pedchozich teff neba@ je omezena reprodukovatelnost vysledkchto tesi.
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Velké vyuziti maji tyto testyip sledovani vlivu chemickych latek &pravki nachazejicich
se ve vodnim prosdi, nap. krmivaci farmaka. [11, 14]

3.2.1.4 Podle trofické Urowhtestovacich organizeh
Producenti (sinice,fasy, vySSi rostliny)

Tento typ testovacich organigmtvori hlavni zdroj energie a organické hmoty
v ekosystému; kromtoho je zdrojem kysliku pro ostatni organizmy. @&ecela skupina
produceni je fazena mezi ekonomicky i esteticky vyznamné orgapjzento z hlediska
zdroje surovin i potravin.

Zasadni vyznam pro cely ekosystém ma ekotoxiciadyrent zpisobujici akutni i
chronické efekty. Bsledkem akutnich efektnha producentech v ekosystému jsouéayn
sloZeni spoléenstva, coz vede ke ztratam citlivych diyiroduceni, nebo sniZeni diverzity,
kdy zistava pouze jediny druh. Mezisledky chronickych efelitpaki genotoxicita, poruchy
Vv rozmnozovani, poputai zmeny, vyskyt chemicky indukovanych nadou rostlinci zmény
genofondu. [11, 12, 16, 17]

Konzumenti (ryby, obojzivelnici, ptaci, savci)

Obratlovci i bezobratli ziwichové vytvdi v ekosystému vyznamnylanek jako
mezistupé pro konzumenty vysSidtadi a jako regulator peetnosti nizSich pater potravnich
fetézcia. Ekonomicky a esteticky velmi vyznamna je skupteaminélnich konzumeft
(dravai), ktera je zastoupena vippdk v malém mnozstvi a je velmi citliva ke stresu.

Také u konzumentse objevuje akutni i chronickd toxicita. Akutnkitwtou se rozumi
nag. poruchy zdravi a ijimani potravy, jehoz ikledkem jsou zemy spol€enstev.
Mechanismy chronické toxicity jsou m&anamé i studované nez akutni efekty, a proto je
jejich poznani a identifikace obtiggi. Fresto jsou v firodé pozorovany dsledky chronické
toxicity jako nap. genotoxicita, karcinogenita, teratogenita a imarigita. [11, 12, 17]

Destruenti (bakterie, plisrg, kvasinky)

Mikroorganizmy paf mezi dilezitou slozku ekosystému z hlediska recyklace nZivi
materiah, udrzeni Grodnosti a kvalityagy, biodegradénich proces v pidé a samdistici
schopnosti vody.

Nevyhodou destrueintje vysoka citlivost k ekotoxikafim, které negativh ovliviuiji
jednobur¢né mikroorganizmy majici velky specificky povrchskbou but¢nou seénu ci
pro toxické latky. K dsledikim ekotoxicity destruefit pati snizena metabolicka aktivita,
snizena recyklace materialu v ekosystému a nesoBbpsamoisténi a biodegradace
toxickych latek. [11, 12, 17]
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3.2.1.5 Podle testované matrice a spektra testaaofganizmi

Vhodné testovaci matrice pro ekotoxikologické ésty jsou jida, voda, vzduch, sediment,
odpady a chemickeé latky.

Organizmy, které se testuji, je mozné mitdna dw skupiny. Prvni skupinou jsou
jednodruhové organizmy a druhou skupinurtwdcedruhové organizmy, a to jak rpdnimi
populacemi tak i s laboratornimi gsmi kultur. [11, 12, 18]

3.2.1.6 Podle typu testovaného vzorku @gpbu gipravy vzorku

U ekotoxikologickych bioteéit je mozné k testovani vyuzitistych chemickych latek
(hydrofilni, hydrofobni, volatilni), sisi latek (znamych i nezndmych), ale iiirpdnich
vzorka (vétSinou nezname, sfsné, s neznamymi interakcemi).

Veskeré testované latky mohou bytizwmém stavu. Népasgji se testuji znamé koncentrace
chemickych latek a vyluhyfipodnich vzork. Také je mozné provad piimé testy a
srovnavaci testy sokhich matric. [12, 18]

3.2.1.7 Podle stuphkomplexnosti deteéniho systému

D¢leni testt podle komplexnosti detékiho systému postupuje od nejjednodussich
k nejslozigjSim — enzymy, biosondy, b&né a tkéové kultury in vitro, intaktni Zivy
organizmus, populace, mikro/mezo kosmos, terénmemxenty. Zde vyvoj chapani
ekotoxikologickych biotest pokraiil. Pavodni definice uznavala pouze vliv latek na Zivé
organizmy, ale dnes jsou s pronikanitetit generace ekotoxikologickych biotiestznavany

pro hodnoceni rizik také biotesty na urovni subaig@alni. [11, 12]

3.2.1.8 Podle zgsobu vyhodnocovani

Souéasti provedeni testu toxicity je i &gpb jeho vyhodnoceni. Po ukami testu se
mohou objevit nap letalni efekty (mortalita, imobilizace), subletalefekty (chovani
organiznti nag. rychlost a sir pohybu), hodnoceni fyziologické aktivity (fotoggticka
aktivita, enzymaticka aktivita, efekty na membrdnggirastky - nap. délka kdene, pdet
burgk v populaci, hmotnost organizmu, nachylnost k apd chorobami, Sidci ¢i parazity,
apod.), reprodulni aktivita, malformace a teratogenita. [11, 12, 18

3.3 Metody testovani toxicity

Podstatou ekotoxikologické prace jsou testy tdoyicikteré sleduji reakce d&itého
organizmu s date znamymi projevy, stavbosla a fyziologii v ungle piipraveném prosgedi,
kdy je vystaven znamé koncentraci znameé latky mezmamému prosdi. Tyto testy slouzi
ke zjis€ni ¢i odhadu moZného toxického vlivu testovanych lawek Zivé organizmy.
Ekotoxikologické testy jsou nespecifické, to znaimebe zachycuji celkové toxick€iaky

14



vSech latek fitomnych v testovanych vzorcich bez dalSi blizSalasti jejich slozenii
chemické struktury. Tato nespecifost ma své vyhody i nevyhody. Hlavni vyhodou jehitg
a dostaten¢ informativni zhodnoceni danych vzdérknag. odpad ¢i latek uvolrénych do
prostedi v disledku ekologické havarie. ¥ahto gipadech hraje roli fedevSiméas a je
tteba na prvnim mistvédét, zda je dany vzorek toxickyi nikoliv. Podrobna chemicka
analyza je zalezitost dlouhodg®i a gedevsSim nakladisi. Provadi se az u vzarkkterée
vykazuji toxické dinky a je tedy opodstatné se jimi podrok¥)i zabyvat. Zarove neni
mozné u vzorku obsahujiciho vice latek odhadnathznutit jeho toxické dinky pouze na
zaklad chemického slozeni. [16, 19]

V souwasnosti je zaznamenan zvysSeny zajem o testovanchay existujicich chemikalii
reagujicich v prosedi. Proto neustdle dochazi k rozvoji metod testovioxicity
v akvatickém i terestrickém prastli. [20]

3.3.1 Ekotoxikologické hodnoceni latek na zaklagtestu toxicity
3.3.1.1 Fedi¥Zny test

Vzorek o neznamé toxigitse podrobi prvni zkousce s testovacimi organizddelem
predlEzZného testu je zjistit, zda latka toxickéinky vykazujeci nikoliv. Pouzivaji se dv
paralelni nasazeni se @wa kontrolami. Pokud nedojde k Zddnému Uhynu orgamici
inhibici rastu kaeni rostlin, je gedkéZny test hodnocen jako negativni a provadi s#awaci
test. [12, 21]

3.3.1.2 Ov¥fovaci test

Owtovaci test se provadi v Sesti paralelnich nasazenfgipad negativniho vysledku
predl®Zzného testu. Vysledek se hodnoti jako negativhikugonedojde v testovanych
roztocich k uhynu, imobilizacti inhibici prevySujici o 10 % ahyn, imobilizadi inhibici
v kontrole. Poté se dalSi testovani neprovadi. &ojas vysledek pozitivni, tj. dhyn,
imobilizace nebo inhibice v testovaném vzorkieysi o vice nez 10 % uhyn, imobilizaci
nebo inhibici v kontrole, zaleZi dalSi postup naeniihynu, imobilizace nebo inhibici. Jestlize
je mortalita nebo inhibice nizsi nez 50 %, dalSiytese neprovagi. V pripadc, Ze mortalita
nebo inhibice pekrasi 50 %, provadi se orientai test. [12, 21, 22]

3.3.1.3 Orienténi test

U tohoto testu je iezité ukit rozmezi, ve kterém lzec¢ekavat hodnotu LC50, EC50
(koncentrace latky, ktera vyvola 50 % Uhyn nebohitiwaci testovaného organizmu) nebo
IC50 (koncentrace, ktera agobi 50 % inhibici &innosti) testované latky. N&gsgji se
pouziva deset koncentraci volenych v Sirokém ¢tzpo kazdé testované koncentrace se
nasazujictyti organizmy. Celko¥ se u orienténiho testu, oproti jinym, nasazuje menstgio
organiznii. Ugelem je zjistit nejvy3si koncentraci latkyki fteré jest nedochazi k Ghynti
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imobilizaci jeding@ (OCO — orient&ni koncentrace 0) a nejnizsi koncentraci, kterdojiobi
letalne (OC100 — orieniéni koncentrace 100). [11, 21, 22]

3.3.1.4 Z&kladni test

K vlastnimu uteni hodnoty LC50, EC50 nebo IC50 slouzi zakladst. fEest se néast;ji
sklada ze sedmiienych koncentraci testované latky v rozmezi stamé@we orientdnim
testem. Pro kazdou koncentraci se nasazuji 2 —r8lgha stanoveni. Po 24, 48 nebo
72 hodinach se od@a paet uhynulych nebo imobilizovanych jedinoebo se z&ii délka
kofeni rostlin a ze zjinych udaj se spoitd hodnota LC50, EC50 nebo IC50. V kazdé
testované koncentraci se nataiku i na konci pokusu zaznamenava teplota, korment
rozpuséného kysliku a pH. [12, 21]

3.3.2 Hodnoceni vysledi

Vysledek je hodnocen jako negativni, pokud ¥rovacim testu nedojde Kgkrateni 10 %
ahynu ¢i imobilizaci nebo je dosaZzeno 90 % diiosti ve srovnani s kontrolou. Hodnotu
LC50 ¢i EC50 nelze stanovit, jestlize v&wovacim testu uhyne mémez 50 % (ale vice nez
10 %) testovanych organiZm

Vysledek je hodnocen jako pozitivni, pokud test@véatka zpsobi tSi nez 50 % dhyn,
imobilizaci ¢i inhibici.

Vysledkem ekotoxikologické zkouSky je hodnota IEZ( IC) 50, pop i dopkkové
hodnoty LC (EC, IC) 10, LC (EC, IC) 90, LC (EC, I6)/NOEC. [21]

pozitivni PREDBLEZNY TEST| negativni

pozitivni OVEROVACI
] TEST
[ |
Mortalita= 50% Mortalita< 50%
\ !
ORIENTACNI TEST negativni
A 4
ZAKLADNI
TEST
A A
> HODNOCENI

Obr. 1. Schéma postupti pestu toxicity. [21]
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3.4 Standardni metody testovani toxicity

v laboratorni praxi. Ve $#¢ existuje cel&ada ekotoxikologickych metodik. Velkou snahou
je rozsfit jednotnou metodiku a jednotné hodnoceni toxittgk do vSech zemi. Zidodi
porovnatelnosti vypasdni hodnoty jednotlivych testa pouzitych organisin se neprovadi
testovani latky pouze na jednom typu organismujale se aplikuje alespana ti druhy.
Toto paralelni testovani se ozoge jako zakladni baterie tésizaloZzené na poznatku o stavb
a propustnosti butné sény u mtiznych organisri, nag. destruent, producent a konzument.
Baterie test vyuziva rozdilného charakteru skladby &tme stny bakterialniho, rostlinného
a zivaiiSného typu biky. NejpouZzivanjSi baterii test akutni toxicity jsou testy toxicity na
fasach (chlorokokalni drucenedesmus subspicaitisSelenastrum capricornutynsyn.
Raphidocelis subcapitatatesty toxicity na semenech (kratkodoby testiktisti na semenech
hoicice biléSinapis albg bezobratlych (testy toxicity na korySich, haperloaka Daphnia
magng a testy toxicity na rybach (akvarijni rybRaecilia reticulata¢i Brachydanio rerig.
[23]

Standardni testy toxicity zaznamendavaji velké ityupii hodnoceni nebezpeych
vlastnosti chemickych latek &ipravki, stanoveni ekotoxicity odpadbiologickém testovani
piitokovych a odpadnich vod, biologické zkouSce tibxipii havariich a testovani latek
s potencialnim dopadem na vodni ekosystémy. [24]

V jednotlivych zemich sita byly standardizovanyizné metodiky umatujici porovnani
vysledki mezi laborattemi. Mezi nejroz§ergjSi pati evropské metodiky popsané
v normach ISO a OECD (Organization for Economicaloferation of Development —
Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj)di@okterych se Ceské republice
identicky provadttyti zkousSky akutni toxicity:

= (SN EN ISO 6341 Jakost vod — Zkouska inhibice pafigbti Daphnia magn&traus
(Cladocera, Crustacea) — Zkouska akuticity

= (SN EN 28692 Jakost vod — Zkouska inhibitstu sladkovodnickasScenedesmus
subspicatua Selenastrum capricornutu(hfSO 8692; 1989)

= (SN EN ISO 7346-2 Jakost vod — Stanoveni akutninietéxicity pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] ¢ast 2:
Obnovovaci metoda

» Test inhibice istu kaene hdcice bilé Sinapsis alba Metodicky pokyn Ministerstva
Zivotniho progedi ke stanoveni ekotoxicity odpgad3, 25, 26]

3.4.1 Akutni imobilizaéni test na perlo@kach Daphnia magna

Po dobu 48 hodin se perliky vystavi @&inku riznych koncentraci testované latky
rozpuséné ve standardnpripravenéiedici vo@. Za stejnych podminek se nasadi testovaci
organizmy doredici vody bez testované latky — kontrola. V indéduv24 hodin se kontroluje
stav perloéek a zaznamenavaji se uhynuli a imobilizovani @din jednotlivych
koncentracich a v kontrole. Ze ziskanych hodnosta@ovi stedni efektivni koncentrace
EC50 véasovém Useku 24 a 48 hodin (24hEC50 a 48hEC50).
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Testovacim organizmem j@aphnia magnalviz obr. 2) ve st do 24 hodin nejmentieti
generace.

Platnost testu (validace)

Vysledky se povazuji za platné, jestlize koncer@reozpudiného kysliku v testovanych
roztocich na konci testu je&téi nebo rovna 2 mg/l, koncentrace testované latkem testu
neklesla pod 80 % nomindlni koncentrace, imobikzkontrolnich organizinje mensi nebo
rovna 10 % a zjigha hodnota 24hEC50 dichromanu draselného je viozsd 0,6 mg/l do
1,7 mg/l.

Vyhodnoceni testu

Vysledky testu se vyhodnocuiji graficky s vyuzigpatitatové techniky. [12, 20, 27]

Obr. 2. Testovany organizmus Daphnia magna. [24]

3.4.2 Test inhibice fistu koFeneSinapis alba

Vybrana semena ktice bilé se na dobu 72 hodin vysta¥inkim riznych koncentraci
testované latky rozpusté ve standardnpripravenéedici vod. Sowasreé se na stejnou dobu
nasadi semena dedici vody bez ifitomnosti testované latky — kontrola. Po 72 hodinac
pasobeni se v jednotlivych koncentracich i v kontretanovi poet vyklicenych semen a
zmefi se délka keni. Ze ziskanych hodnot se pro kazdou koncentracrarélu vypdita
praimérné délka keéene a uti se koncentrace latky, jezigobi 50 % inhibicistu kaene ve
srovnani s kontrolou (72hIC50). Pokud testovankalgfisobi na idist kaene stimulané,
vypocet IC50 se neprovadi.

Testovacim organizmem jsoueprana, okro¥ Zluta, semena Hicice bilé s kikivosti
minimalrg 90 % a sedni velikosti 1,5 — 2,5 mm.
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Vypa’et primerné délky keéene Sinapis alba:

L= 2L . kde
n

n je p@et semen ve zvolené koncentraci (30)
L je pimérné délka kéene ve zvolené koncentraci (mm)
L, je délkai— tého kene ve zvolené koncentraci (mm)

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

Vypaet inhibice fistu ka'ene v testované latce oproti kontrole:

| = LCL_ L .100, kde

|
C

I, je inhibice @istu kaene (%) v dané koncentraci, jetikO, jedna se o stimulaadistu
L. je ptimérna délka kéene v kontrole (mm)

C

L, je ptmérna délka kéene v testované koncentraci (mm)

\

Platnost testu (validace)

Vysledky se povaZzuji za platné, jestlize je v kolet dosazeno minimalni Klivosti 90 % a
zjisténa hodnota 72hIC50 dichromanu draselného je veésheogsledky odpovidajicimi pro
tento standard.

Vyhodnoceni testu

Vysledky testu se vyhodnocuji graficky s vyuZitpoeitacové techniky. Zékladem pro
hodnoceni inhildnich &inka testované latky n&inapis albaje praimérna délka keéene
zjiSten4 v testovacich miskach ve srovnanitsngrnou délkou kéene v kontrole. Semena,
ktera nevykléi nebo vykliéi, ale nevytvéi koren, se do mgiméru zapgitavaji jako nulova.
Hodnota IC50 se vymita pro kazdé paralelni stanoveni zvlas vysledna hodnota je
praimérem uvedenych hodnot. [12, 14, 26, 27]

3.4.3 Test inhibice fistu sladkovodnichias Raphidocellis subcapitata
Rasové jednodruhové kmeny se kultivuji peplo& 25+ 2 °C a kontinualnim ostieni
6 000 lux viedici vod, ktera obsahuje koncentrd fadu testované latkRasy se inkubuji po

dobu 72 hodin. V dabinkubace se v nich jedenkrat za 24 hodiirhustota bugk atrasova
suspenze, ktera ma geini koncentraci 10 0002 000 bugk v 1 ml, se minimala trikrat
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denrgé promichava. Ginek testované latky nmsovou kulturu se projevi jako inhibice, kdy se
vyhodnoti 72hIC50, nebo jako stimulace, kdy se ¥gb@2hIC50 neprovadi.

Jako testovaci organizmus je mozné pouzit plamkt@adkovodnifasu Scenedesmus
subspicatusmeboSelenastrum capricornutu(syn.Raphidocellis subcapitaja

Rasové inokulum sefjpravi tak, Ze s¢asova suspenze necha usadit a hairai vrstva
roztoku se slije. Timto Zigobem séasova suspenze zahusti a jeji hustotu je moznévitan
v Biirkerow patitaci kontirce. Rasy je mozné pitat v 50 velkychétvercich, kdy vysledna
hodnota se nasolgislem 5 000, nebo ve 1Qfvercich, kdy vyslednd hodnota se nasobi
¢islem 2 500. Odma zmisoby se ziska get burgk v 1 mlifasové suspenze.

Vypaiet objemu inokula:
x =YL ke
a
X je potebny objem inokula v ml
V je pozadovana hustatasoveé kultury na zatku testu (péet burgk v 1 ml)
C je mnozstvi testovaného roztoku v ml

a je hustota inokutai kultury (paet burgk v 1 ml)
Stanoveni hodnoty IC50 pomoci integrblomasy:

Vypocet hodnoty IC50 se provadi na zakladistovych Kivek fasové kultury pro
jednotlivé koncentrace, které se porovnaji s kdatro Inhibici nistu je mozné stanovit
porovnanim ploch podustovymi Kivkami fasové kultury v kontrole a v testovanych
vzorcich.

A = (N1 _ NO)'tl + (N1 + N, _2N0)'(t2 _tl) + + (Nn—l +N, _ZNO)'(tn _tn—l), kde

2 2 2

A je plocha podistovou Kivkou

t, je doba prvniho gteni od pdatku testu (ve dnech)

t, je doba n - tého &eni od pdatku testu (ve dnech)

N, jejmenovita peateeni hustota bugk (pacet burgk v 1 ml)
N, je znefena hustota bk v ¢aset,; (pocet burgk v 1 ml)

N, je znefena hustota bk v doke t, (pacet burgk v 1 ml)

Vypocet inhibice fistu | ,; :

IA|

w (%), kde

|, Je inhibice pro danou koncentraci zi$a na zaklaglporovnani ploch podistovymi
Kivkami, je — li | ,, <0, jedna se o stimulaaistu

A je pimérna plocha pro danou koncentraci

A. je pimérna plocha pro kontrolni vzorek
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Stanoveni hodnoty IC50 pomodgstovych rychlosti:

Inhibice fistu se také iZe stanovit porovnanimustovych rychlostifasové kultury
v kontrole a v testovanych vzorcich.

L= InNn—InNO’ kde

n

N, je hustota busk nantrena v zagru testu (poet burgk v 1 ml)

N, je hustota busk na p&atku testu (péet burgk v 1 ml)
t  je doba trvani testu (dny)

n

Vypocet inhibicel, :
|, = w (%), kde

C

I, je inhibice pro danou koncentraci z}i$4 na zaklatglporovnaniéistovych rychlosti,
je —lil; <0, jedna se o stimuladistu

M, je rastova rychlostasové kultury v testované koncentraci

M. je rastova rychlostasové kultury v kontrole

Platnost testu (validace)

Vysledky se povaZuji za platné, jestlize hustatack se u kontrolniho vzorku zvysi vice
nez Sestnactkrat vigsehu 72 hodin a pH se v kontrolnim vzorku nénino vice nez 1,5
jednotky.

Vyhodnoceni testu

Vysledky testu se vyhodnocuji graficky s vyuZigpatitacové techniky. [14, 27]

3.4.4 Test akutni toxicity na rybachPoecilia reticulata

P tomto testu se ryby vystaviiaku riznych koncentraci testované latky rozpnétve
standard# pripravenéredici vo@ po dobu 48 hodin. Stejnym #gobem se nasadi testovaci
organizmy daedici vody bez testované latky — kontrola. Wlgghu testu se kontroluje stav a
chovani ryb a odlovuji se uhynuli jedinci.cdsovém Useku 24 a 48 hodin se zaznamenavaji
celkové pdéty uhynulych ryb v jednotlivych koncentracich aankrolach. Z &chto hodnot se
stanovi gtedni letalni koncentrace LC50 ¢asovém Useku 24, 48 hodin (24hLC50,
48hLC50). V praxi se tento test obvykle provadilpatbrmovanych postupsemistatickym
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zpasobem po dobu 96 hodin s v§mou 14z kazdych 24 hodin dIESN EN ISO 7346 — 2.
Je v3ak také mozno vyuzivat i metodytpéného testu di€SN EN ISO 7346 — 3.

Jako testovaci organizmus se pouZtaecilia reticulata(Zzivorodka duhovd) viz obr. 3,
kterda ma byt k teBm akutni toxicity pohlavé diferencovana, v rozmezi déledda 15 az
25 mm a ve ¥ku 3 az 4 misial. Samice nesmi mitetelnou ,zarodénou” skvrnu. PouZivaji
se ryby v pirozeném porru pohlavi (nejastji 1:1), pricemz se ryby do jednotlivych
testovacich nadob vybiraji ndh@dn

Vedle zZivorodky duhové je mozno k tést akutni toxicity pouzit i dalSi druhy ryb, riap
Brachydanio rerio(danio pruhované) viz obr. 4. PouZivaji se rybyskeu 2,5 az 3,5 @sice a
v rozmezi déleksta 25 az 35 mm.

Ryby maji byt vybrany z populace jednotnéhiwgru, homogenni a dobrého zdravotniho
stavu. Ped testem maji byt aklimatizovany nejmiéid dmi v fedici vod, piiteplog a
oswtleni jako u vlastniho testu. Dvac#yii hodin ped zahdjenim testu by neéiy byt ryby
jiz krmeny. K tesim toxicity by se newly pouZzivat dlouhodob vySlechéné formy. Po
ukonieni testu jsou jedinci, ktiepreziji (s vyjimkou v kontrolni skup#), usmrceni oxidem
uhli¢itym vyrobenym v sifonové lahvi. Usmrceni je proead bezprogedre po ukorgeni
testu osobu zjsobilou podle zakon& 77/2004 Sb., kterym seémi zakon¢. 246/1992 Sb.,
na ochranu zvat proti tyrani, ve z¢ni pozajSich gedpigi.

Platnost testu (validace)

Vysledky se povazuji za platné, jestlize koncergreozpudtného kysliku v testovanych
roztocich a v kontroledmhem celého testu neklesla pod 60 % nasyceni, ktnacentestované
latky béhem testu neklesla pod 80 % nomindlni koncentragrodalita kontrolnich ryb
negekratila 10 % a zji&¥na hodnota 24hLC50 standardu je ve shaglvysledky
odpovidajicimi pro tento standard.

Vyhodnoceni testu

Vysledky testu se vyhodnocuji graficky s vyuZigpatitacové techniky. [12, 25, 27]

Obr. 3. Testovany organizmus Obr. 4. Testpwaganizmus
Poecilia reticulata. [11] Brachydanio rerio. [11]

22



3.5 Testy fytotoxicity

Rustové testy na suchozemskych rostlindch Jytvayznamny ukazatel stupn
ekotoxikologického zn@steni Zivotniho prosedi. Fytotoxicita hodnoti toxicitu a riziko
environmentalnich Skodlivin na rostoucich i stasighh rostlinach. Testy fytotoxicity
poskytuji informace o vlivu jednotlivych Skodlivydatek ¢i jejich smési v @girodé. Také
umoiuji posoudit vliv vzajemného ugobeni vijSich a vnitnich faktofi i citlivost
jednotlivych rostlinnych druln Prioritou tesi je jejich jednoduchost, flexibilita, materialova
a ekonomicka nenatnost.

Z environmentalniho hlediska se fytotesty pouzizajména k hodnoceni vlivu polutént
na fist rostlin, k hodnoceni ¢innosti bicisticich technologii, k monitorovani tchu
degradace a ke zji&ti kvalitativniho¢i kvantitativniho zastoupeni polutdéana hodnoceni
jejich vlivu na vegetaci. [12, 28]

| ptesto, Ze nasledujici fytotesty nejsod’R standardizovany, jsou v s@snosti velmi
casto i UspSre vyuzivany. Je mozné, Ze v budoucnu budou tytoytestazeny do
standardnich testoxicity.

3.5.1 Test inhibice fstu okirehku mensihoLemna minor

Kolonie okehku se nechajitust @i teplo€ 24+2°C po dobu 7 dni vuenych
koncentracich testované latky rozpm&t viedici vo@d. Za stejnych podminek se kolonie
listki nasadi doredici vody bez testované latky — kontrola. V teatdeh i kontrolnich
kadinkach gedici vodou musi bytifiomny kolonie okehku s identickym ptiem listki (9 —
12). Po nasazeni se kadinkigkryji potravindéskou folii a vystavi se kontinualnimu égfeni
6 500 — 10 000 lux. Stav rostlin aged listki se kontroluje a zaznamenava kazdych 24 hodin
béhem sedmidenni expozice.

Ucelem testu je vyhodnotitéinky latky na vegetativnitist okehku mensiho na zaklkad
poctu listka, rychlosti fistu ¢i na hmotnosti biomasy. Pro kvantifikactigkia latky se
porovnavaiist v testovacich vzorcich a kontrol. Vysledkemrjgeni koncentrace 1C50.

Testovacim organizmem je i@hek menSiLemna minorL. (viz obr. 5), jehoZz zdrave
kolonie jsou tveeny 2 — 5 listky.

Stanoveni inhibiceistu porovnanimaistovych rychlosti:

p :InNn—InNO’ kde

n

U je fistova rychlost
N, je paet listki v zawru testu

N, je paet listki na p@&atku testu
t  je doba trvani testu (dny)

n
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Vypocet inhibice distu |
|, = M (%), kde
He

|, je inhibice pro danou koncentraci Z}i$h na zaklagiporovnaniiistovych rychlosti,

je—1il <0, jedna se o stimuladistu
M, Je rastova rychlost v testované koncentraci
U, jerastova rychlost v kontrole

Stanoveni inhibiceistu porovnanim ploch podstovymi Kivkami:

(Nl B NO)'tl + (Nl + No _2N0)'(t2 _tl) i + (Nn—l + Nn _2NO)'(tn _tn—l) kde
2 2 2 '

A =

A je plocha podiistovou Kivkou
t, jecas prvniho od#tani od poatku testu

t, jecas n—tého oad&ani od poatku testu
N, je paet listki zjiSttny v testované koncentraci nebo v kontrole rgtia testut,
N, je paet listki zjiSteny v testované koncentraci nebo v kontrot&aset,
N, je paet listki zjiSteny v testované koncentraci nebo v kontrokaset,
Vypocet inhibicel ,:

- A )100
& (%), kde

IAI

je inhibice pro danou koncentraci z}i$& na z&klaglporovnani ploch podistovymi
Kivkami, je —li | , <0, jedna se o stimuladistu

A. je ptimérna hodnota plochy podistovou Kivkou u kontrolniho vzorku

A je ptimérna hodnota plochy podistovou Kivkou u testovaného vzorku

IAi

Stanoveni inhibicedistu porovnanim hmotnosti kam& biomasy:

_ (B, -B)100

ls B (%), kde

C

je procento produkce biomasy
je kon€néa biomasa v kontrole
je kon€na biomasa u testované koncentrace

I B
Bc
B.



Platnost testu (validace)

Vysledky jsou platné, jestlize gmérny paiet listki v kontrole vzrostl po dobu testu na

osminasobek, pH kontrolniho vzorku seéhém testu nezvysi o vice nez 1,5 jednotky a
zjisten& hodnota 168hIC50 dichromanu draselného je \atazed 10 — 60 mgl/l.

Vyhodnoceni testu
Cilem testu je stanovit¢inky testované latky na vegetativnist okehku, které se dr

pomoci rychlostidstu, plochy podirstovou Kivkou nebo mnoZzstvi koaé biomasy.
[12, 14, 27]

Obr. 5. Testovana rostlina Lemna minor. [11]

3.5.2 Test inhibice fistu korene cibuleAllium cepa L.

Malé oloupané cibulky stejné velikosti s fgplot 20 °C po dobu 48 — 72 hodin nechaji
kultivovat v miznych koncentracich testované latky rozposty fistovém médiu. Vhodnym
rastovym médiem je studend vodovodni voda &emwou kvalitou, s pH okolo 7 a bez
piitomnosti toxickych iont. Kazda cibulka musi byt poloZzena na hrdlo zkumatdky aby
kofenova primordia byla potiena v médiu. Pro kazdou koncentraci se pouzivaildided,
ale v gipad malého mnozstvi testovanych chemikalii nebo vzdrkupouzit mé# cibulek.
Souwasre se na stejnou dobu nasadi cibulky #mici vody bez ifitomnosti testované
latky — kontrola. Kazdych 24 hodin se obimh médium ve zkumavkach se vzorky i
s kontrolou. Po 72 hodinachagpbeni se v jednotlivych koncentracich i v kontralesii
délka svazku kieeni jednotlivych cibulek. Ze ziskanych hodnot se paddou koncentraci a
kontrolu vypc@ita pfimérna délka kéene a uwti se koncentrace latky, jez tgwbi 50 %
inhibici ristu kaene ve srovnani s kontrolou (72hIC50). Pokud testavatka psobi na st
kofene stimulang, vypaet IC50 se neprovadi.

Testovacim organizmem jsou cibulky cibuddium cepa L.(viz obr. 6) pamérné velikosti
1,5 cm, které nejsou vyschlé ani jinak viditeposkozené.
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Vyhodnoceni testu

Vysledky testu se vyhodnocuji graficky s vyuzigpatitatové techniky. [25, 29]

Obr. 6. Testovana rostlina Allium cepa L. [30]

3.6 Alternativni metody testovani toxicity

Testovani toxického dinku chemikalii na jednotlivych organizmech se u&snosti
rozSkuje hlavie proto, aby byl Séen ¢as i finagni naklady. Nkdy jsou tyto testy
ozna&ovany jako mikrobiotesty. K testovani vyuzivajiddva stadia testovacich organizm
(pf. vajicka, cysty),¢imz je snadna jejich dostupnost v dgioteby, bez nutnosti ohrozeni
chovu organizr. Jejich velkou pednosti je rychlost, jednoduchost a citlivost. ktitm je za
potreba malé mnoZstvi testovaného roztoku, coZ wmjezprovedeni vice paralelnich tiest
nebo i jejich opakovatelnost. Vyhodné jsou i madéoky na laboratorni vybaveni a prostor.
S testem se soasré provadi i kontrola, ve které nesmi mortalitagahnout 10 %. V kontrole
se misto sledované latky pouzije jen standarddkal&oda.

Mikrobiotesty vyuzivaji z jednoduchych organiznprvoky, btikovce, bakterie fasy,
klicky semen rostlin, apod. Dochazi k znovuoziveniutesa btikovcich {Tetrahymena
pyrifornis), ovocnych musk&chDfosophilg, Daphnia magna fosforeskujicich bakteriich
(Vibrio fischer), na rybkach Roecillia — pavi @ka) nebo natervech Tubifex tubifex—
niténky), a dalsi.

Prostednictvim &chto tesk se stanovuje toxicita chemikalii na systémy Ziltwbrprostedi
nebo se vyuZivd ekosystémk meieni bioakumulace a transportu chemikdlii a jejich
degradanich produki v riznych slozkach ifprody. Alternativni metody musi pracovat
S minimalnim pétem organizn.

Mikrobiotesty jsou vhodné pro zhodnoceni toxicigontaminovaného vodného a
suchozemského prdeti, odpadnich vod a vylihz pevnych odpad Nekteré toxkity se
vyuZivaji pro detekci biotoxinve vod, ktera obsahuje sinice (vodnidya pro rychly odhad
rizika v kontaminované vad Testy toxicity jsou druhay rozdilné, protoZze Zadny druh
organizmu neni shodreitlivy na pisobeni vSech chemickych latekidggpavki. [10, 14, 31]
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3.6.1 Toxkity

Toxkity jsou celosstové nejrozSfergjSi testy toxicity. BnasSi s sebou zejména
miniaturizaci testu, jednoduchost, dobrou dostupnegsokou citlivost a dalSi vlastnosti,
které jsou dvodem jejich pouzivani. Testy toxicityTpxkity’ se provadji v akvatickém
prostedi. Pomoci d&hto biotesi je mozné hodnotittzné druhy matric (odpadni vody,
sedimenty, odpadni vody uveime do sladké vody, ktera usti do iinaebo odpadni vody,
které jsou vypoushy primo do mai). Doména, ktera se udava u kazdého toxkitwjer pro
jakou vodu je dany test ¢en; nap. ,F* pro sladkou vodu aM*“ pro vodu slanou, mgkou.
[13, 31]

3.6.1.1 Algatoxkit F

Algatoxkit F je biotest, fp kterém se pomoci inhibiceistu testovaného organizmu
Selenastrum capricornuturfviz obr. 7 a 8) stanovi 72hIC50. VyuZzitichto fas v testech
toxicity je velmi vyhodné z@lodu jejich rychléhotrstu. Red nasazenim do testu jstasy
imobilizovany ve specialnim prdasdi, kde jsou schopny igrit i rekolik mésiai.
Deimobilizace se provadi ptepanim a naslednou centrifugadi 000 otékach za minutu
po dobu deseti minut.

Vznikla suspenzéas se potéipvede do odirné baiky o objemu 25 ml a je dopina
kultivatnim médiemCast suspenze ségvede do vialky a pouZije se pro spektrofotomegrick
stanoveni optické hustoty. Obdobny postup se pmvead @gipravenych koncenttaich fad
pripravenych vzork.

Pro spektrofotometrické stanoveni optické huswtyezbytnaifdenni inkubaceipteplot
21 — 25 °C. V pib¢hu inkubace (24, 48 hodin) a po 72 hodinach seostd@50. [31, 32]

. i . — ¥ 1
Obr. 7. Testovany organizmus Obr. 8. Testp\ganizmu
Selenastrum capricornutum Selenastrum capricornutum
v imobilizované forei [31] v mobilizované foren[31]
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3.6.1.2 Daphnotoxkit F

Daphnotoxkit F pdt mezi nefastji vyuzZivané alternativni testy.f{iPtestu na korySi
Daphnia magna(viz obr. 9), Daphnia pulexnebo Ceriodaphnia dubiapo 24 a 48 hodin
trvajicim testu se stanovi gt mrtvych (LC50) nebo imobilizovanych (EC50) neiinpo
expozici testovanym vzorkem.

Daphnie se velmi¢asto pouZivaji pro screeningigobeni toxickych prosdki na
sladkovodni ekosystémy. Véia Daphnia magnajsou chrasna chitinovou skiapkou
zvanou ephippium, coz umife jejich skladovani po dlouhou dobu, bez ztraty
Zivotaschopnosti. KdyZ jsou ephippia undigt do specifickych Zivotnich podminek, vyvinou
se vajéka bthem i dni v neonaty, které mohou bytimo pouzity pro testovani. Kultivace
vajicek Daphnia magnae provadi f teplo 20 — 22 °C, f oswtleni 6 000 lux a ¥asovéem
intervalu 72 — 80 hodin. Neonaty jsou vyZivovanyda¥ doby pouZiti v testu,fpnémz jiz
krmeni nepokréuje. Pro tento &el se nejasgji pouzivaji lyofilizované rasy Spirulina
microalgae [31, 33]

Obr. 9. Testovany organizmu Daphnia magna. [31]

3.6.1.3 Rotoxkit F

Tento test byl vyvinut dtma vyzkumnymi tymy pracujicimi na dvou pracovistiehto
tymem Prof. Dr. Persoona na Statni Gentské Univeaztymem Prof. Dr. T. W. Snella na
univerzig v Tamg na Floridt. Jako testovaci organizmus se pro tento typ t@sto pouziva
vitnik Brachionus calicyflorugviz obr. 10) vylihly z cyst. Tyto cysty je nutneskladiovat
v ampulich k tomu wenych, a to f teplo€ okolo 4 °C. Ped provedenim testu je nezbytné
cysty ozivit v inkubatoru ip teplog 25 °C za kontinualniho osteni, po dobu 16 — 18 hodin.
Oziveni vinici se poté podrobi testu toxicity n&igpavené koncenttai rack testovaného
vzorku. Biotest se provadi v temnti feplog€ 25 °C po dobu 24 hodin, po ukamni inkubace
se zjisti umrtnost a hodnota LC50. [24, 31, 34]
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Obr. 10. Testovany organizmu Brachionus calicy#of35]

3.6.1.4 Thamnotoxkit F

Jedné se o alternativni biotest, ktery je v mnopéciobny testu Rotoxkit F. Podabjako
u Rotoxkit F vyvinul tento alternativni test vyzkagntym Prof. Dr. Persoona; pomoci tohoto
testu se stanovuje 24hLC50. Testovacim organizmeou jvtomto gpadc larvy
sladkovodniho koryS&hamnocephalus platyurugsiz obr. 11), které jsou vylihlé z cyst.
Inkubace probihd vasovém intervalu 20 — 22 hodirii geplot 25 °C, za kontinuélniho
oswtleni.

Tyto testy slouzi k praitovani toxicity smisi chemickych latek, pmyslovych odpadnich
vod, sedimerit, povrchové a podzemni vody a biotaxifi24, 31, 36]

Obr. 11. Testovany organizmu Thamnocephalus plasyyB1]
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3.6.2 Vyhodnoceni alternativnich tedt a interpretace vysledk

Testy se vyhodnocuiji graficky. 8 mrtvych jeding se vyjadi v procentech a nanese se
na osuy. Na osex jsou logaritmy koncentraci (log c). Ziskané hognee vynesou do
soudadnicového systému, body se prolo#inka (rovnice linearni regrese) nebo se rovnice
linearni regrese vypgita metodou nejmensictiverai. Z rovnice linearni regrese se vyjfta
hodnota letalni koncentrace LC50 a to tak, Ze zdnbtuy v rovnici se dosadi hodnota
odpovidajici 50 % mortatit tj. hodnota 0,5 a z rovnice se vyfia logaritmus koncentrace
Zpétnym odlogaritmovanim se ziska koncentrace latkmgvl, pii které dochazi k 50 %
amrtnosti testovanych organifin{31]

3.7 Souvisejici legislativni pedpisy

Z&kon ¢. 356/2003 Sb., o chemickych latkach a chemickyeipravcich, ve z#ni
pozcjSich gedpidi, se zabyva nebezfigymi vlastnostmi chemickych latek a chemickych
piipravki a zpisobem zaji&ni ochrany zdravi i zivotniho prdeti ged Skodlivymi @inky
téchto latek. Nebezgeé latky nebo fipravky jsou latky neboifpravky, které za podminek
stanovenych timto zékonem maji jednu nebo vice zpedeych vlastnosti. Radu
nebezpeénych vlastnosti mohou obsahovatkteré monomery, kteréfipvstupu do Zivotniho
prostedi zmisobi nebo mohou #Zgobit okamzité nebo opo&té nebezpd pro jednudi vice
slozek Zivotniho progtdi. Nebezpmé latky nebo fipravky musi byt v souladu s timto
zdkonem opaeny bezpénostnim listem. Bezgaostni list obsahuje identifikai Udaje o
vyrobci nebo dovozci, Udaje o0 nebeape latce neboifpravku a Udaje pt¢bné pro ochranu
zdravi a Zivotniho prostdi. Podle tohoto zakona lze testované latky charakvat
z hlediska jejich rizikovosti tzv. R&tami (standardnidty ozna&ujici specifickou rizikovost ):

» R 50 Vysoce toxické pro vodni organizmy LC50 (EC50, IC50k 1 mg/l
= R 51 Toxické pro vodni organizmy 1 mg/l < IBCECS50, IC50X 10 mg/l
= R 52 Skodlivé pro vodni organizmy 10 mg/I <HEC50, IC50% 100 mg/l

Rozhodujici pro zazeni latky doitdy toxicity je zjiS&na hodnota LC50 (EC50, IC50) pro
nejcitlivéjSi druh z testovacich organizni3]

Vyhlaskac. 232/2004 Sb., kterou se pro¥fdnektera ustanoveni zakona o chemickych
latkach a chemickychifpravcich a o z#né nékterych zakon, tykajici se klasifikace, baleni
a ozngovani nebezpmych chemickych latek a chemickyctigravki, mimo jiné klasifikuje
chemické latky na zakl&dicinkt na Zivotni prosedi. Latky nebo fdpravky klasifikované
jako nebezp&né musi byt opétny obalem a ozkany tak, aby vyhovovaly podminkam
stanovenym touto vyhlaSkou (ffagchemicky nazev latky, vystrazné symboly a pisemna
ozna&eni nebezpmych vlastnosti, R4ty, standardni pokyny pro bezpe zachazeni
(S-wty), atd.). [37]

Okolo roku 2000 se na trhu EU vyskytovalo necel@aB00 novych latek s prékenym
rizikem a vice nez 30 000 jiz existujicich latekstarych nebylo riziko komplexnprowieno.
Tato zcela nevyhovujici situace feSena ndzenim REACH. Je to tieni o registraci,
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hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych laetié vstoupilo v platnost dervna

2007; v podst&tse REACH vztahuje na vSechny chemické latky, mkana chemické latky
pouzivané v pmimyslovych procesech, tak i na ty, které se vyutivajomacnostech, nap
Cistici prostedky, n&rové hmoty, atd.

REACH nahrazuje fiiblizn¢ 40 pravnich pedpisi jednim zmodernizovanym a
zdokonalenym legislativnim Haenim. Toto nézeni genasi ¥tSinu odpo¥dnosti za
kontrolu rizik, které chemické latky mohoueplstavovat, a za poskytovani beapmestnich
informaci uzivatelm. REACH také pedpoklada systém povolovani, ktery ma zajistit, sdy
latky vzbuzujici miméadné obavy systematicky kontrolovaly a postuge nahrazovaly
bezpengjSimi latkami. Vyrobci a dovozci musi uzivaiel poskytnout informace o vSech
rizicich chemickych latek, aby mohly byt bezp& pouzivany. Doiin4cti let od uvedeni
v platnosti néizeni REACH by mily byt vyrakeny a pouzivany pouze ty latky, které budou
mit zndmé vlastnosti bezp®& oveéreny, nap. ekotoxicky a bezpmostrE zajiSeny. [4, 38, 39]

Vyhlaska ¢. 376/2001 Sb., o hodnoceni nebergyeh vlastnosti odpdd ve zréni
pozcjSich predpidi, hodnoti odpad jako odpad nebeapge jestlize je pekroieno jedno
Z kritérii pro nebezpmé vlastnosti odpad Tyto nebezpsé vlastnosti odpdd jsou
ozna&ovany jako H1 — H14. Posledni nebesapau viastnosti je ekotoxicita (H14). Vysledky
testi ekotoxicity na utenych testovacich organizmech slouzi kazani odpail do #id
vyluhovatelnosti podle vyhlasky. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladani s odpaaly,
znéni pozdjSich gedpidi. [5, 26, 40]

3.8 Polymery

Velmi vyuzivanymi a dlezitymi materialy sotasnosti jsou polymery. Polymery jsou
chemické latky obsahujici ve svych velkych molekhlagtSinou atomy uhliku, vodiku,
kysliku, ¢asto i dusiku, chloru a jinych prirk V urgitém stadiu zpracovani se polymery
nachazi v kapalném stavu, ktery mu dovolujéiSmou za zvySené teploty a tlaku,
vymodelovat tvar pro kortey stav. Vznikly polymer jiz byva ve stavu tuhém.

Synonymem k pojmu polymer je pojem makromolekul#tka. Zakladni stavebiastice
polymeii se tedy nazyvaji makromolekuly. Vznikaji spojovamholekul nizkomolekularnich
latek tzv. monomernich jednotek chemickymi vazbdpudle typu makromolekul je mozné
polymery d¢lit na:

» linearni (tvdené nerozétvenymi makromolekulami)

» vétvené (tvdené makromolekulami, u nichZ jsou na hlavriigttzci navazanyiazné
dlouhé postranrietzce)

» sitované (tvéené z makromolekul navzajem spojenyéitmpymi vazbami).

Polymery se také krontypu makromolekul liSi velikosti, molekulovou hmosti,
chemickym sloZenim a mnoha dalSimi faktory. [4]], 42
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Z&kladni klasifikace polymeri
Polymery se z hlediska svého chovani &k a zvySené teplotgld na:

= eleastomery
= plasty.

Eleastomery jsou polymery svysoce elastickou tutati. Malym nagtim zna&né
deformuiji, ale po uvokni nagti se rychle nebo pomalu vraci dévpdniho tvaru. Do této
skupiny jsou pevazr fazeny pirodni a syntetické k&uky.

Plasty jsou polymery &Sinou tvrdécasto i Kehké, ale p zvySené teplat se stavaji
plastickymi a tvarovatelnymi. Plasty se dati da:

» termoplasty (vratna zéma z plastického stavu do tuhého stavu)
= reaktoplasty (nevratna zma z plastického stavu do tuhého). [41, 42]

Pouziti polymeni

Obrovska rozmanitost vlastnosti polyrnesebou En4si i Siroky rozsah pouziti. Vyuziti
makromolekul se projevuje napv oblasti technické vyroby, sgebniho zbozi, k vyrab
lisovacich hmot, letfenych hmot, né&tovych hmotci prostedki pro Upravu papiru, textilu,
dieva, Kize, atd. [41]

3.8.1 Monomery

Vychozi nizkomolekularni sl@eniny, které jsou stavebnimi jednotkami polymerniho
fetzce, se nazyvaji monomery. Monomer je mozné &irmm slodeninu skladajici se
z molekul, z nichz kazda iwie poskytnout jednu nebo vice monomernich jedndtek.
n¢kterych polymet muze byt stavebni a strukturni jednotka shodna. Vypopdukce
monomet je Uzce spjat s vyrobou polynierjejich aplikaci a v neposledifadt souvisi
s celkovou urovni chemickych technologii. [43, 48]

Rozdéleni monomeri
Dé¢leni monomaet se provadi podleiznych hledisek, a to podle:
» Kklasifikace organickeé sl@eniny
» prevladajiciho pouzitiiipravenych polymer (pi. pryskyice, eleastomery, aj.)

= zpasobu vyroby
* iniciace polymerizace, atd. [43]
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Monomery mohou byt také rodeény podle polarity na:

= monomery nerozpustné ve ogstyren, butadien, vysSi akrylaty a methakrylaty)

= monomerycéast&né rozpustné ve vag jejichZz polymery jsou ve v@dnerozpustné
(akrylonitril, methylmethakrylat)

* monomerycéast&né rozpustné ve vag jejichz polymery maji hydrofilni charakter
(vinylacetat)

= monomery, které jsou zcela rozpustné veévadejichz polymery a kopolymery jsou
ve voc bud také rozpustné, nebo v ni bobtnaji (akrylova ahalatylova kyselina).
[44]

Mezi nejvhodijsi rozctleni monomet pati déleni podle procesietézeni, které vede ke
vzniku polymet. [43]

VyuZiti monomera

Nizkomolekularni latky, monomery, jsou vychozi kit pouzivané Kk vyrob
makromolekularnich latek tzv. polynier K vyrobé polymefi je nutné, aby molekuly
monomeru byly schopné vytiib se sousednimi molekulamitiplusny pgéet chemickych
vazeb. Molekuly vychozich monontewobsahujici funé&ni skupiny mohou byt z hlediska
jejich reakci pi syntéze makromolekuly jedno —, dvoj —, trojétyi — i vicefunkni. Pod
pojmem funkni skupina se rozumi napaktivni atom vodiku, skupiny — OH, — NH —
COOH, — SH, atd. Zakladnimigdpokladem a podminkou pro vznik makromolekuly je
existence nejmén dvou vhodnych funknich skupin v molekule monomeru; fumost
monomeru musi byt proto 2 nebo vy3Si. Nejjednodemsgiromolekuly s linearnirrettzcem
jsou tvaeny monomery dvojfurdnimi. Pokud jsou id syntéze pouZzity monomery vysSi nez
dvojfunkéni, vznikaji makromolekuly s&venou strukturou, ifpadré trojrozmerné
polymerni sit. [43, 44, 45]

Problémem byvaji odpady zvyroby polymerTy obsahuji polyfunéni reaguijici
monomery, z nichz mnohé jsou nebeapr nap. formaldehyd a styren. Uualji plynné
emise zn&Sténé nebezpmymi tékavymi monomery, ale zejména réakmi zbytky
s obsahem monomerpolymefi, rozpou&tdel, emulgatar a dalSich né@stot. Jiné odpady
mohou pedstavovat zr@Sténé monomeryi kaly ze zpracovani reakich sngsi s obsahem
téZkych kowva a pigmenty. [46]

3.8.2 Aditiva polymeni
Aditiva (prisady) jsou latky fidavané k polymeém za &elem Gpravy jejich vlastnosti.
Pouzivani samotnych tzvistych polymei se v podstétnevyuziva. Na vyrobky z polymir

jsou kladeny takiznorodé pozadavky, Ze je nutné je dafpravovat pomoci dalSich latek —
piisad, které spolu s nimi téigpolymerni snasi. [41]
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Zvlastni aditiva — odolné viéi biologickym ¢initeldm

Do skupiny zvlastnich aditiv se izauji takové fsady, které davaji polymernim
materiaim specifické vlastnosti. iRlavaji se pouze doc¢kterych smisi, a to viiznych
davkach.

Aditiva odolna w¢i biologickym ¢initelam jsou novou skupinouifsad, kterd poskytuje
ochranu proti plisnim, houbam a bakterialnindgtu na povrchu polymér Rozhodujicim
faktorem moZznosti napadeni polymerniho materiallkkrooirganizmy je jeho chemické
slozeni.

U vSech dosud znamych aditiv je vyZadovana registrv mezinarodni organizaci
US — EPA (United States Environmental Protectioreday — Americka agentura ochrany
Zivotniho prostedi). [41, 47]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem zadané diplomové prace bylo ekotoxikologitiaginoceni vybranych mononter
piipadré aditiv polymet, ktera byla cilet vyrobena v laboratona Ustavu chemie matenl
VUT v Brné. Pro &ely tohoto ekotoxikologického hodnoceni byly zvoladva alternativni
testy, a to Thamnotoxkit F na testovacim organisifltamnocephalus platyurus
Daphnotoxkit F na testovacim organisiaphnia magnaa dva fytotesty, test inhibicéstu
korene hdacice biléSinapis albaktery je standardnim testem fytotoxicity a testibice Gstu
kotfene cibuleAllium cepapaki mezi testy alternativni. Na zakkadysledki téchto test byla
porovnana ekotoxicita testovanych latek.

Vybrané monomery byly v kapalném stavu o koncentfag/l rozpustné v methanolu.
VSechna vybrana aditiva byla v pevném stavu, aopfogla gevedena do roztoku o
koncentraci 1 g/l visslusném rozpoudtle (na@. destilovana voda nebo standardiadka
voda pro pislusny organizmus). Pro testovani byly vybranyewsgici latky:

monomery aditiva polymerua
1,1,2-trichlorethylen 2-Br-5-Cl-pyridin
1,1,2,2-tetrachlorethylen 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid
sodna 8l 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu

Struéna charakteristika jednotlivych latek
Trichlorethylen

Trichlorethylen (1,1,2-trichlorethylen, trichlohetn, TCE) je bezbarva viskégai kapalina
s nasladlym zadpachem podobnym chloroformu. Jedra lagku tkavou a mira haorlavou.
Rozpousti se ddb v organickych rozpouitlech (ether, chloroform, aceton).idauje se do
skupiny tkavych organickych latek (VOC - volatile organic ngmounds). Strukturu
molekuly této latky znazéuje obr. 12.

Cl Cl

H Cl

Obr. 12. Struktura molekuly trichlorethylenu

teplota varu teplota tani rozpustnost ve vad hustota
() () pri 25°C (g/l) (kg/m?)
| 872 84,7 1,1 1465

Trichlorethylen je stabilni, nekorozivni a je véldobrym rozpou&dlem, proto byl nejvice
vyuZivan jako odma®vacicinidlo. V sowasnosti se uplatje v ptimyslovém odma®vani
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kovovych vyrobki, jako fisada v #kterych lepidlech, pro syntézy v chemickéntimyslu,
jako surovina pro vyrobu hydrochlorofluorouhlovoilikHCFC) a jako rozpou&tlo pro
razné vyrobky.

Jedna se o syntetickou latku uzivanou a vyrobe&tmugkem,a proto jeji irozené zdroje
emisi neexistuji. Antropogenim zdrojem emisi tichthylenu mohou byt Unikyfpjeho
vyrob¢ nebo Uniky spojené s jeho transportem nebo maagpulStopova mnozZstvi této
chemikdlie se mohou dostat do Zivotniho pexdit i neodborné likvidaci autovrak
Vyjimec¢né Ize trichlorethylen naleznout v odpadnich olejiahv rekterych sodastech
motorovych vozidel.

Tato latka nize ohroZovat Zivotni prasidi, ale v naprostéetsing pripadh se vyskytuje
pouze ve velmi nizkych koncentracich, avSak na mandemich. Nebylo dok&zano, Ze by se
trichlorethylen vyznamnym Zigobem biokoncentroval v rostlinach a Zidmych
organizmech. Pokud se trichlorethylen dostane doghovych vod, velice rychle se odpa
do ovzduSi. V pd¢ se nmize sorbovat naifiomné castice a setrvat zde relatiévalouho.
V Zivotnim prostedi se pevaznacast trichlorethylenu nachazi ve fatrpar v ovzdusi, kde
muze reagovat s dalSimi latkami a takitespivat ke tvorb Skodlivého pizemniho ozénu.

Na zé&klad uvedenych vlastnosti trichlorethylenu je prégpadobné, Ze tato latka
nevykazuje globalni negativni dopady na Zivotnsgieali. [48, 50]

Tetrachlorethylen
Tetrachlorethylen (1,1,2,2-tetrachlorethylen, péethylen, PCE) je bezbarva nélava
kapalina nasladié imeé. Jedna se o latku velmékavou, a proto se #azuje do skupiny

tekavych organickych latek (VOC). Struktura molektéyo latky je znazokma na obr. 13.

Cl cl

Cl Cl

Obr. 13. Struktura molekuly tetrachlorethylenu.

teplota varu teplota tani rozpustnost ve vad hustota
(°C) (°C) pii 25°C (mg/l) (kg/m?®)
| 1213 -22,3 150 1623

Tetrachlorethylen se pouziva jakestici prostedek, rozpoustlo nebo jako extraini
¢inidlo pro tuky, pryskyice, oleje, vosky atd. Ve stopovych mnoZstviclizen byt také
nalezen ve sptebitelském zboZzi jako jsou inkousty do tiskaremidi, nosie barev a
silikonova maziva. Vyhodné vlastnosti tetrachloyghu lze ovSem pkh vyuZzit jen
v technologicky dokonalém #aeni a pi dodrzeni aplikénich postup.

Jedna se o syntetickou latku uzivanou a vyrobetmeekem, proto jeji firozené zdroje
emisi neexistuji. Tetrachlorethylemipe byt vzhledem ke svékiavosti uvohovan vsude tam,
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kde se pouziva a kde neni zcela dokonale #a@Stecirkulace vznikajicich par. Jedna se
piedevsim o Uniky ip chemickémgisténi odva, pii pramyslové vyrols tetrachlorethylenu
nebo o emise pochazejici ze skladek odpad

Pokud se tetrachlorethylen dostane do vody nelaly,pma snahu se rychle odjpado
ovzdusi. V adé miZze byt gitomen ve form volné faze, nebo rozpusity ve vod, kde mize
byt pomalu odbouravartijpomnymi organizmy.

Tetrachlorethylen nejevi sklony k bioakumulaci ybd&ch ani jinych Ziv&iSnych
organizmech, a proto se rfedpoklada, Ze by tato latkacha vyrazrejsi globalni dopady na
Zivotni prostedi. [49, 50]

Aditiva polymer:

Testovaneé latky je moznéiaagit do skupiny aditiv odolnychiei pasobeni biologickych
Cinitela. VSechny it latky pati k prekurzoim fungicidnich a mikrobialnichéinidel.
Vlastnosti jednotlivych latek nejsou uvedeny, pratdyly syntetizovany na Ustavu chemie
materiah FCH VUT v Brre a jejich charakterizace neni dosud dal@ra. Struktura
molekuly 2-Br-5-Cl-pyridinu je znazoéna na obr. 14; struktura molekuly 2-Br-5-Cl-pyridin
N-oxidu na obr. 15. a struktura molekuly sodné sbherkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu na
obr. 16.

Cl
Cl = |
= \N+
S | Br
N Br o
Obr. 14. Struktura molekuly Obr. 15. Struktunolekuly
2-Br-5-Cl-pyridinu. 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxidu.
Cl
/ ‘
X+
T S-Na
o

Obr. 16. Struktura molekuly
sodné soli 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-axid
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4.1 Test inhibice fistu kofeneSinapis alba
Priprava fedici vody

Nejprve byly pipraveny étyti zasobni roztoky. Na analytickych vahach bylo riavé
11,76 g CaCJ.2H, O, které bylo kvantitativh prevedeno do odsnné baiky o objemu 1 litr
a doplréno destilovanou vodou po rysku. Stejnymiggbem byly fipraveny dalSi roztoky,
ve kterych byly rozpushy navazky 4,93 g MgSQ7H, O, 2,59 g NaHCQ a 0,23 g KCI. Na
1 litr fedici vody bylo nadavkovano 25 ml kazdéeho zasobmdzboku. Takto fipravena
fedici voda byla 24 hodin sycena vzduSnym kyslikpwté nechana 24 hodin odstat a
nakonec byla zkontrolovana hodnota pH, ktera byngka pohybovat v rozmezi 7480,2.
V piipact jiné hodnoty je nutno pH upravit roztokem 1 m&lAOH nebo 1 mol/l HCI. [27]

Provedeni testu

Pro testovani monomernich latek byly k nasazémdlpzného testu ifijpraveny roztoky o
koncentracich 0, 20, 40, 60, 80 a 100 mg/l. i@aw roztoku o koncentraci 100 mg/I
testované latky byl odebran 1 ml roztoku o konaaitb g/l testované latky a dopgmredici
vodou do 50 ml. Ostatni roztoky bylyipraveny nasledovn

= 20 mg/l — odebrano 2 ml z roztoku o koncentraci a@fl a doplgno do 10 mli
= 40 mg/l — odebrano 4 ml z roztoku o koncentraci d@@l a dopldno do 10 ml
» 60 mg/l — odebrano 6 ml z roztoku o koncentraci a@fl a doplgno do 10 mli
= 80 mg/l — odebrano 8 ml z roztoku o koncentraci @@l a dopldno do 10 ml

Pro testovani aditivnich latek byly k nasazergdpéZzného testu ffpraveny roztoky o
koncentracich 0, 20, 40, 60, 80, 100, 160 a 320.nkgpripraw roztoku o koncentraci
20 mg/l testované latky bylo odebrano 0,5 ml roatakkoncentraci 1 g/l testované latky a
doplrenofedici vodou do 25 ml. Obdobnymimbem byly fipraveny dalSi roztoky:

* 40 mg/l — odebran 1 ml a doptro do 25 ml

* 60 mg/l — odebrano 1,5 ml a dogho do 25 ml
80 mg/l — odebrano 2 ml a dopio do 25 mi

100 mg/l — odebrano 2,5 ml a dogho do 25 ml

160 mg/l — odebrano 4 ml a dopiho do 25 ml

320 mg/l — odebrano 8 ml a dopiro do 25 ml

Na dno Petriho misky o améru 120 az 140 mm byl vloZen fil¢ai papir, na ktery bylo
napipetovano 5 mlifslusného roztoku (filtkani papir byl vihky, ale nestala nam voda). Na
takto @ipraveny filtra&ni papir byla pinzetou pokladan&prana semena tiice bilé, v Sesti
fadach po §i semenech, viz obr. 17; misky bylyikryty vickem a vioZzeny do temného
inkubatoru o tepla@t 20+ 2 °C. VSechny testované roztoky bylsigzaveny paraleléy kromg
roztoku o koncentraci 0 mg/l. [27]

Na zaklad vysledki predkEZzného testu byla nasleginpripravena individualni série
koncentraci pro kazdou testovanou latku (zaklaekst).t
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Vyhodnoceni testu

Po 72 hodinach inkubace byly misky vyjmuty z teimménkubéatoru a u jednotlivych
vyklicenych semen byla zffena délka kifene s pesnosti na 1 mm. Vykiéna semena po
inkubaci znazatuje obr. 18. Z pimérnych délek kéeni byla nasledé vypatitana hodnota
72hIC50. [27]

Obr. 17. Semena lidce bilé @i nasazeni Obr. 18. Semena k¢ce bilé po 72 hodinach

4.2 Test inhibice fistu korene cibuleAllium cepa L.
Ristové médium

Jako fistové médium byla pouZita vodovodni voda, kteraesshala 3 minuty odtékat.

Provedeni testu

Pro nasazeni testu bylyipraveny roztoky o koncentracich 0; 0,01; 0,1; @;al100 mg/|
kazdé testované latky. Kipraw roztoku o koncentraci 100 mg/l testované latkyybyl
odebrany 2 ml roztoku o koncentraci 5 g/l testovktky a doplgny nistovym médiem na
objem 100 ml. Ostatni roztoky bylyipraveny nasledovn

= 10 mg/l — odebrano 10 ml z roztoku o koncentra€ a1/l a doplgno do 100 ml

» 1 mg/l - odebrano 10 ml z roztoku o koncentr&cinig/l a dopléno do 100 ml

= 0,1 mg/l — odebrano 10 ml z roztoku o koncenttaeig/l a doplsno do 100 ml

* 0,01 mg/l — odebrano 10 ml z roztoku o koncemnt®at mg/l a doplano do 100 ml

Roztoky pro aditivni latky byly fpraveny stejnym zjsobem jen stim rozdilem, Ze
vychozi roztok byl o koncentraci 1 g/l.
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Veskeré viyjSi slupky cibulek byly odstrany tak, aby nebyla poSkozena jejichidmova
primordia. Takto ¢isttné cibulky byly ponechany 24 hodin v nadobk vodou. Poté byly
cibulky vytazeny z nadoby, osuSeny jemnym papirenpodozeny na hrdlo zkumavky
s testovanymi roztoky tak, aby ilemova primordia byla pomiena v médiu. Pro vSechny
testované roztoky bylo pouzito 7 cibulek, krommoztoku o koncentraci 0 mg/l, kde byly
pouzity pouze 2 cibulky. Taktaipravené cibulky byly ponechanyigaboratorni teplat bez
ptimého slunéniho zdeni po dobu 72 hodin (viz obr. 19). Po 24 hodinkgly roztoky ve
zkumavkach doplovany. [29]

Na z&klad vysledki predZzného testu byla nasletinpripravena individualni série
koncentraci pro kazdou testovanou latku (zaklaektj.t

Vyhodnoceni testu

Po 72 hodinach byla ztena délka kifenovych svazk v kazdém testovaném roztoku.
Z pramérnych délek kéeni byla nasledé vypcatitana hodnota 72hIC50. [29]

Obr. 19. Test na cibuli po 72 hodinach.

4.3 Thamnotoxkit F
Priprava standardni sladké vody

Jednolitrova odrrné baika byla naplana cca 800 ml destilované vody. Poté byla
oteena ampule s koncentrovanym sodnym roztokem denaetislem 1 (NaHCQ) a jeji

obsah byl kvantitativh preveden do hiy. Tento krok byl opakovan s ostatnimi ampulemi
obsahujicimi koncentrované roztoky, tj.édampule ozné&né cislem 2 (CaSQ), jedna

ampule gislem 3 (MgSQ) a jedna ampule &slem 4 (KCI). Toto ptadi bylo dodrzeno.
Nakonec byla higka doplréna po rysku destilovanou vodou a promichana.
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Standardni sladké& voda slouZi dale jako médiumindobaci cyst a jakdedici médium
pro @ipravu série roztaktoxikanti. Pred jejim pouZitim pro inkubaci cyst d@ed @ipravou
roztoki toxikanti musi byt 15 minut provzdiadvana. Standardni sladka voda byla
uchovavana v ledtce @i teplo€ maximalré 4°C. [31, 36]

Inkubace cystThamnocephalus platyurus

Inkubace cyst byla zapata 24 hodin fed z&atkem testovani a provadi se edné
standardni sladké ved

Zirednd standardni sladka voda byl&ippavena smichanim 17,5 ml destilované vody
s 2,5 ml standardni sladké vody. TrKa s cystami byla napina Zedétnou standardni
sladkou vodou (1 ml) a byla 30 minut preppdvana. Poté byly cysty kvantitatbvpieneseny
do malé Petriho misky, kam bylofigano 10 ml redéné standardni sladké vody.
Cysty se nechaly inkubovatiip25 °C po dobu 20 — 22 hodin za kontinualniho stdewi
(3 000 — 4 000 lux). [31, 36]

Priprava roztoka toxikanta

Pro nasazeniipdl®zného testu bylaipravena série koncentraci 0, 0,01, 0,1, 1, 10 a
100 mg/l kazdé testované latky. Kgraw roztoku o koncentraci 100 mg/l testované latky
bylo odebrano 0,2 ml roztoku o koncentraci 5 g8tagané latky a dopémo standardni
sladkou vodou do 10 ml. Ostatni roztoky bylippaveny nasledowin

= 10 mg/l — odebran 1 ml z roztoku o koncentraci &@fJl a doplgno do 10 mi

= 1 mg/l - odebran 1 ml z roztoku o koncentraciig)l a doplgno do 10 ml
0,1 mg/l — odebran 1 ml z roztoku o koncentracidll a doplgno do 10 ml
0,01 mg/l — odebran 1 ml z roztoku o koncentéatimg/l a dopléno do 10 ml

Roztoky pro testovani aditivnich latek bylyigsaveny stejnym zpsobem, pouze
s takovym rozdilem, Ze vychozi roztok byl o koncacitl g/l.

Na zaklad vysledki predkEZzného testu byla naslegimpripravena individudlni série
koncentraci pro kazdou testovanou latku (zaklaekstj.t

Plnéni testovaci desky
Sachty jsou ozri@ny 1 aZ 6 horizontétna A aZ D vertikaly. Prenos testovanych roztbk

byl vzdy provadn smérem od kontroly (prvni sloupec vlevo) k nejvysSinkentraci (Sesty
sloupec vpravo).
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Do kazdé Sachty sloupce 1 (Sachty Al, B1, C1 a IDA)napipetovan 1 ml standardni
sladké vody (kontrola), do kazdé Sachty v sloupahty A2, B2, C2 a D2) bylignesen
1 ml ze zkumavky 5 (nejnizsi koncentrace). Tentsty byl opakovan se zkumavkami 4, 3,
2 a 1 knaplaeni Sachet slougc3, 4, 5 a 6. Kazda zkumavka s roztoky byla vZzdgdp
napipetovanim intenziwprotepana. Ukéazka testovaci desky je znasmama obr. 20.
[31, 36]

Prenos larev do testovacich Sachet

Ke shroméazéhi larev byla Petriho miska vyjmuta z inkubatorufaminut red nanesenim
do Sachet. Nasledujici kroky byly provay pod mikroskopem, ip zvétSeni 10 — 12x.
Pomoci mikropipety bylofieneseno nejmérm0 larev z Petriho misky do kazdé myci Sachty
viadku D v psadi D1 az D6 (s rostouci koncentraci toxikantu)at®m bylo penést co
nejmért kapaliny, aby nedoslo k rekni jednotlivych koncentraci. Z myci Sachty D1 bylo
do ostatnich Sachet v sloupci (A1, B1 a Cigngeseno 10 larev. Tentdgemos byl nasledn
zopakovan pro sloupce 2, 3, 4, 5 a 6 vtomtéagb Nakonec bylaioZzena parafiimova
paska a pewnprilozen kryt. Destika byla obalena alobalem (inkubace probiha v tenanu)
vloZena do inkubétoru (viz obr. 21) o tegl@°C na dobu 24 hodin. [31,36]

Vyhodnoceni testu

Po 24 hodinach byla desta vyjmuta z inkubatoru a ve vSech Sachta¢hdcich A, Bi C
byl zjiS&n patet mrtvych a Zivych larev. Larvy byly povaZzovany matvé, pokud Bhem
10 sekund pozorovani nevykazovaly zadny pohyb. &oky kontrola pesahla 10 %
mortalitu, je biotest povaZzovan za chybny a je auino opakovat. Ze ziskanych vyslédse
vypccitalo procento umrtnosti a zjistila se hodnota 2280Q. [31, 36]

= ==

BELL o o T rany

Obr. 20. Testovaci deska Obr. 21. Inkubétor
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4.4 Daphnotoxkit F

Priprava standardni sladké vody

Dvoulitrova odndrnd baka byl naplgna asi 1 000 ml destilované vody. Poté byla
otewena ampule ozranacislem 1 obsahujici koncentrovany sodny roztok NaHGQeji

obsah byl peveden do h&ky. Tento krok byl opakovdn s ostatnimi ampulemi
s koncentrovanymi roztoky, tj. jedna ampule azme cislem 2 (CaCl), jedna ampule
scislem 3 (MgSQ) a jedna ampule dslem 4 (KCI). Toto ptadi bylo dodrzeno. Nakonec
byla baika doplréna po rysku destilovanou vodou a promichana.

Standardni sladka voda slouzi jako médium pro baku ephippii a pro ifpravu série
roztoki toxikanti. Pred jejim pouzitim pro inkubaci ephippii aed p@ipravou roztok
toxikanti musi byt 15 minut provzdiiévana. Standardni sladka voda byla uchovavana
v lednice. [31, 33]

Inkubace ephippii Daphnia magna

Inkubace ephippii byla zapata 3 dny ped z&atkem test toxicity. Ephippia byla
z ampule kvantitativé prevedena na mikrositko a byléakiiadné promyta vodovodni vodou.
V 15 ml provzduséné standardni sladké vodyla ephippia fenesena na inkubtiai Petriho
misku a takto se inkubovala 72 hodiin 20 — 22°C za kontinualniho asleni 6 000 lux.
[31, 33]

Priprava roztoka toxikanta

Pro nasazeniipdlEzného testu bylafjpravena série koncentraci 0; 0,01; 0,1; 1; 10 a
100 mg/l kazdé testované latky. Kgraw roztoku o koncentraci 100 mg/l testované latky
byly odebrany 2 ml roztoku o koncentraci 5 g/l tesiné latky a dopbmy standardni sladkou
vodou do 100 ml. Ostatni roztoky bylyigraveny nasledowin

10 mg/l — odebrano 10 ml z roztoku o koncentra€i &@/I a dopléno do 100 ml

= 1 mg/l - odebrano 10 ml z roztoku o koncentr&ciig/l a dopléno do 100 ml

* 0,1 mg/l — odebrano 10 ml z roztoku o koncenttaeig/l a doplsno do 100 ml
0,01 mg/l — odebrano 10 ml z roztoku o koncemntdadc mg/l a doplano do 100 ml

Roztoky pro aditivni latky byly jipraveny stejnym zigsobem jen stim rozdilem, Ze
vychozi roztok byl o koncentraci 1 g/l.

Na zaklad vysledki predkEZzného testu byla naslegimpripravena individudlni série
koncentraci pro kazdou testovanou latku (zaklaekstj.t
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Predkrmeni testovacich organizni

Dvé hodiny ged odebranim neonabyla suspenz#as Spirulina microalgaeorottepana se
standardni sladkou vodou a nalita na inkubamisku. Opatrnym ot@&nim obsahu byl
predkrm rovnondrné rozptylen. [31, 33]

PInéni testovaci desky

Sloupce testovacich Sachet byly acarey A, B, C, D a&adky pismenem X (kontrola), vzdy
1 az 5 pro @t koncentraci toxikantu. VSechny Sachty v kazdéaku byly plgny jednou
koncentraci toxikantu. Do kazdé Sachty v kontroli@aku bylo pevedeno 10 ml standardni
sladké vody. Do Sachet ostatni¢hdki bylo prevedeno 10 ml ijfsluSné koncentrace
toxikantu, v psadi podle klesajici koncentrace. Ukazka testoveskylje uvedena na obr. 22.
[31, 33]

Pifenos neonal do testovacich Sachet

Nasledujici kroky byly provashy pod mikroskopem ip zvétSeni 10x nebo na &elné
tabuli s tmavym okrajem (viz obr. 23). Pomoci mipety bylo geneseno nejmén20
neonatt z Petriho misky do kazdé myci Sachtyadku X, 1. az 5iadek (s rostouci
koncentraci toxikantu). Snahou byltepést co nejménkapaliny. Z kazdé myci Sachty bylo
do ostatnich Sachet (A, B, C a D) v kazdéwlku geneseno 5 neonat Nakonec byla
piiloZzena parafiimovd paska a peévprilozen kryt. Destika byla vloZzena do zater#@iého
inkubatoru o tepl@20°C na dobu 24 a 48 hodin. [31, 33]

Vyhodnoceni testu

Po 24 a 48 hodinach byla dékaA vyjmuta z inkubatoru a ve vSech Sachtach b
pocet mrtvych a imobilizovanych neotiat Neonaty, které nebyly schopny plavat po
15 sekundovém promichani kapaliny, i kdyZz hybalynsvtykadly, byly povazovany za
imobilizované. Z celkového @tu mrtvych a imobilizovanych neoratbylo pro kazdou
koncentraci vypditdno procento umrtnosti. Pokud by kontrolieegahla 10 % mortalitu je
biotest povazovan za chybny a je nutno ho opak@etziskanych vysledkbyla zjiS€na
hodnota 24h a 48hEC50 nebo LC50. [31, 33]
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Obr. 22. Testovaci deska

LeHmnY

Obr. 23. Sgtelna tabule.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Vybrané organické latky byly hodnoceny pomoci dtesfi fytotoxicity naSinapis albaa
Allium cepa L Také byly hodnoceny pomoci alternativnichitestotoxicity Thamnotoxkit F
a Daphnotoxkit F. Vysledky tdstbyly pro kazdou latku zpracovany do tabulek.cf@ni
spravnosti postupa kvality semen, cibulek i citlivost organignbylo provedeno pomoci
standardnich testtoxicity s dichromanem draselnym {ICr, O, ). Vysledné hodnoty LC50,

EC50 a IC50 dichromanu draselného vyhovovaly timibdpovidajicim pro dany standard.

Standardni testy

Standardni testy byly prové&ay podle metodiky a za stejnych podminek jako rogiei
testy s testovanymi latkami. VSechny standardy bgbtovany nejménjednou. K testovani
byl pouzivan roztok dichromanu draselného o korreentl g/l.

Ziskané hodnoty jsou uvedeny v nasledujicich tamil; tabulkac. 1 test na h@ici,
tabulkac. 2 test na cibuli, tabulk& 3 test na korySich a tabulka4 test na perladach.

Tabulka¢. 1: Vypaiet inhibice fistu kadeni hoicice (standardni test).

¢ (koncentrace) L (pramérné li (inhibice rastu | li (inhibice rastu
mg/| délka koirenii) mm koreni) korenit) %
0 47,5
5 41,7 0,12 12
10 38,6 0,18 18
30 38,2 0,20 20
60 23,3 0,51 51
80 16,9 0,64 64
160 11,3 0,76 76

Hodnota 72hIC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnfipky acinila 53,5 mg/l.

Tabulka¢. 2: Vypaiet inhibice fistu kdeni cibule (standardni test).

¢ (koncentrace) L (pramérna li (inhibice rastu | li (inhibice rastu
mg/ délka koienii) mm koreni) korenit) %
0 24,0
0,01 19,0 0,21 21
0,1 12,7 0,47 47
1 12,1 0,50 50
10 6,0 0,75 75
100 3,4 0,86 86

Hodnota 72hIC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnfipky acinila 0,44 mgl/l.
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c (koncentrace)| zivé organlz_mylocelkem % mortality
mg/I organizmi

0 30/30 0

0,032 30/30 0
0,056 27/30 10
0,10 13/30 57
0,18 0/30 100
0,32 0/30 100

Tabulka¢. 3: Vypaiet mortality pro organizmuBhamnocephalus platyurystandardni test).

Hodnota 24hLC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnfipky acinila 0,08 mg/l.

Tabulka¢. 4: Vypatet imobilizace pro organizmi3aphnia magngstandardni test).

c (koncentrace)| zivé organlgmy{celkem % imobilizace
mg/I organizmi
24h 48h 24h 48h
0 20/20 19/20 0 5
0,32 19/20 18/20 5 10|
0,56 19/20 17/20 5 15
1,0 15/20 11/20 25 45|
1,8 3/20 1/20 85 95|
3,2 0/20 0/20 | 100 100||

Hodnota 48hEC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnfipky acinila 0,94 mgl/l.

Vysledné hodnoty dichromanu draselného pro jetir@tkesty vyhovovaly limiim
odpovidajicim pro dany standard.

5.1 1,1,2-trichlorethylen

Patet testt provedenych s 1,1,2- trichlorethylenem bylzpisoben mnozZstvi testované
latky, které bylo k dispozici na testovani. Z tamhativodu byly u hdcice a perlodek
provedeny pouze testyqrlEZzné. Test na cibuli, ktery vyZaduje velké mnozsegitovaciho
media a tim klade i vysoké naroky na mnozstvi testé latky, byl zcela vynechan. Pouze
test na korySThamnocephalus platyurdsyl proveden komplexn
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5.1.1 Test inhibice fistu kofene hd<ice biléSinapis alba

Byl proveden pedkEZzny test s roztoky o koncentracich uvedenych vtképi4.1l pro
monomerni latky.

Ziskané vysledky zipdhEZného testu jsou zaznamenany v tabulde V kontrole (0 mg/l)
bylo dosazeno minimalni Kivosti semen 90 %, a tim byla spia jedna z podminek validity
testu.

Tabulka¢. 5: Vypaset inhibice fistu kadeni hoicice (predkezny test).

¢ (koncentrace) L (pramérné li (inhibice rastu | li (inhibice rastu
mg/ délka koirenti) mm korenii) korenit) %
0 38,8
20 35,0 0,10 10
40 35,9 0,08 8
60 25,6 0,34 34
80 25,3 0,35 35
100 21,0 0,46 46

Z vysledki predlEzného testu vyplyva, Ze tato latka bude vykazova®dbinhibici g
koncentraci vysSi nez 100 mg/l. Z tohotdvddu byla pro o¥feni graficky vyhodnocena
50 % inhibice, jejiz hodnotainila 141,11 mg/l. Rozmezi koncentraci pro zaklatdsit tak
bylo stanoveno na 100 az 250 mg/l. Zé&kladni testyln@roveden zidvodu nedostatku
testované latky nelsopii tomto testu je padeba, na rozdil od tastna aquatickych
organismech, velké mnoZstvi testovaciho media a tiistované latky.

5.1.2 Thamnotoxkit F

PredlEzny test byl pipraven s roztoky o koncentracich uvedenych v képitt.3. Potom
byl ptipraven zakladni test v rozsahu koncentraci stam@mregedlEznym testem.

Ziskané hodnoty zipdlEzného testu jsou uvedeny v tabutcé a vysledky ze zakladniho
testu jsou naslednuvedeny v tabulce. 7. Spolu s testovanou latkou byla u obouittgstu

hodnocena i kontrola, ve které diepadhla mortalita hranici 10 %.
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Tabulka¢. 6: Vypaiet mortality pro organizmushamnocephalus platyurpiediEzny test).

c (koncentrace)| zivé organlz_mylocelkem % mortality
mg/I organizmi
0 30/30 0
0,01 0/30 100
0,1 27/30 10
1 5/30 83
10 27/30 10
100 0/30 100

Na zaklad vysledki piredt®Zzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentracizgktadni
test 1 az 60 mg/l.

Tabulka¢. 7: Vypaiet mortality pro organizmuBhamnocephalus platyurgakladni test).

¢ (koncentrace)| Zive organlz_mylocelkem % mortality probity
mg/l organizmii
0 29/30 3 3,12
1 29/30 3 3,12
10 29/30 3 3,12
30 28/30 7 3,52
45 18/30 40 4,75
60 0/30 100 8,09

Hodnota 24hLC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnitipky a ¢inila 51,64 mgl/l.
Hodnota 24hLC50 byla pro porovnani reé¥nstanovena také pomoci probitové analyzy a
¢inila 27,72 mg/l. Porovnanim obou vyslédje zZejmé, Ze hodnoty se od selietelrg lisi.
Hodnota zji&na probitovou analyzou je o 23,92 mg/l niZSi nedriwda stanovena graficky.
Tento rozdil mohl byt pravghodobré zpisoben nestandardnosti organismro objasgni by
bylo vhodné provést vice testovani a porovnat piskiaodnoty. Teprve potom ibeme
s definitivni platnosti stanovit spravnou hodnotu.

5.1.3 Daphnotoxkit F
PredlEzny test byl testovan s roztoky o koncentracichdemgch v kapitole 4.4. Ziskané

hodnoty z pedk®Zzného testu jsou uvedeny v tabukee8. Spolu s testovanou latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které diegahla mortalita hranici 10 %.
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Tabulka¢. 8: Vypatet imobilizace pro organizmu3aphnia magndpredkézny test).

c (koncentrace)| zivé organlgmy{celkem % imobilizace
mg/I organizmi

24h 48h 24h 48h

0 20/20 19/20 0 5

0,01 19/20 18/20 5 10

0,1 19/20 17/20 5 15
1 17/20 14/20 15 30
10 16/20 15/20 20 25
100 11/20 9/20 45 55

Porovnanim vysledkz tabulky¢. 8 po 24 a 48 hodinach testovani bylo stanovenmeai
zakladniho testu v rozsahu koncentraci 10 az 100 B blizSi zhodnoceni byla pro &eni
graficky vyhodnocena 50 % imobilizace, jejiz hodndEC cinila 68,10 mg/l. Rozmezi

koncentraci pro zakladni test tak bylo stanovenoS5@aaz 90 mg/l. Zakladni test nebyl
proveden z tivodu nedostatku testované latky.

5.2 1,1,2,2-tetrachlorethylen

Patet testi provedenych s 1,1,2,2 - tetrachlorethylenem bkE t@izpisoben mnozstvi
testované latky, které bylo k dispozici na testovahtohoto dvodu byly u hécice a
perloaiek provedeny pouze testyeulEzné. Test na cibuli, ktery vyZaduje velké mnoZzstvi
testovaciho media a tim klade i vysoké naroky napastvi testované latky, byl zcela
vynechan. Pouze test na kory§iamnocephalus platyurioyl proveden komplexn

5.2.1 Test inhibice fistu korene hd-¢ice biléSinapis alba

Byl proveden pedleZny test s roztoky o koncentracich uvedenych vtképi4.1 pro
monomerni latky.

Ziskané hodnoty zipdkEZného testu jsou zaznamenany v tabdlc® V kontrole (0 mg/l)
bylo dosazeno minimalni kKivosti 90 %.
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Tabulka¢. 9: Vypaiet inhibice fistu kadeni hoicice (predlezny test).

¢ (koncentrace) L (pramérné li (inhibice rastu | li (inhibice rastu
mg/l délka koirenti) mm korenii) korenit) %
0 31,3
20 28,3 0,10 10
40 26,8 0,14 14
60 23,7 0,24 24
80 23,3 0,26 26
100 22,7 0,28 28

Z vysledki predlEzného testu jeiejmé, Ze tato latka bude vykazovat 50 % inhibigi p
koncentracich o mnohonasa@bpievysujicich hodnotu 100 mg/l. Z tohotévddu byla pro
ovéteni graficky vyhodnocena 50 % inhibice, jejiz ha@néinila 626,61 mg/l. Rozmezi
koncentraci pro z&kladni test tak bylo stanovend®®@ az 700 mg/l. Zakladni test nebyl
proveden z @ivodu nedostatku testované latky nélps tomto testu je pdeba, na rozdil od
testi na aquatickych organismech, velké mnozstvi tesibeamedia a tim i testované latky.

5.2.2 Thamnotoxkit F

PredlEzny test byl pipraven s roztoky o koncentracich uvedenych v kégpid.3. Poté byl
pripraven zakladni test v rozsahu koncentraci stanmregedkEZnym testem.

Ziskané hodnoty zipdkEZného testu jsou uvedeny v tabul¢e 10 a vysledky ze
zakladniho testu jsou nasleédprezentovany v tabulae 11. Spolu s testovanou latkou byla u
obou typ testu hodnocena i kontrola, ve kteréisghla mortalita hranici 10 %.

Tabulkac¢.10: Vypaiet mortality pro organizmushamnocephalus platyurpiedkEzny test).

c (koncentrace)| zivé organlz_mylocelkem % mortality
mg/I organizmi
0 30/30 0
0,01 29/30 3
0,1 30/30 0
1 29/30 3
10 29/30 3
100 9/30 70

Na zaklad vysledki piredt&Zzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentracizgktadni
test 10 az 300 mg/l.
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Tabulka¢. 11: Vypaet mortality pro organizmuBhamnocephalus platyurgakladni test).

c (koncentrace)| Zivé organi;my{celkem % mortality probity

mg/I organizmi

0 30/30 0 0

10 30/30 0 0

50 29/30 3 3,12
100 11/30 63 5,33
200 2/30 93 6,48
300 0/30 100 8,09

Hodnota 24hLC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnitipky a ¢inila 74,39 mgl/l.
Hodnota 24hLC50 byla zji&a také pomoci probitové analyzy; vtomtéippd byla
stanovena hodnota vysSi, a to 93,13 mg/l. Porovmébiou vysledi je Zejmé, Ze hodnoty se
od sebe ietelrg liSi. Hodnota zji&tna probitovou analyzou je o 18,74 mg/l vySSi nedniota
stanovena graficky. | v tomtaipadt nelze jednoznané tento rozdil objasnit, bylo by patrn
zapotebi provést $Si patet hodnoceni.

5.2.3 Daphnotoxkit F
PredlEzny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v kapitole 4.4. Ziskané

hodnoty z pedkéZného testu jsou uvedeny v tabukcel2. Spolu s testovanou latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které degahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka¢. 12: Vypaiet imobilizace pro organizmu@aphnia magndpredlEzny test).

c (koncentrace)| zZivé organlz_mylocelkem % imobilizace
mg/I organizmi
24h 48h 24h 48h
0 20/20 20/20 0 0
0,01 20/20 19/20 0 5
0,1 19/20 18/20 5 10
1 18/20 16/20 10 20
10 14/20 11/20 30 45
100 11/20 7/20 45 65

Porovnanim zjignych hodnot z tabulky. 12 stanovenych po 24 a 48 hodinach testovani
bylo ugeno rozmezi zakladniho testu v rozsahu koncentt@ciaZz 100 mg/l. Pro blizsi
zhodnoceni byla graficky vyhodnocena 50 % imobdegejiz hodnotainila 22,62 mg/l; tato
hodnota byla prokazana po 24 nebo 48 hodinachviasitoRozmezi koncentraci pro zakladni
test tak bylo stanoveno na 10 az 50 mg/I.
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5.3 2-Br-5-Cl-pyridin
5.3.1 Test inhibice fistu korene hd-ice biléSinapis alba

Nejdtive byl proveden jgdkEzny test s roztoky o koncentracich uvedenych vtkbpi.1.
Nasledr byl pripraven zakladni test v rozsahu koncentraci stanmregedznym testem.

Ziskané hodnoty zipdlEZzného testu jsou zaznamenany v tabuicel3, vysledky ze
zakladniho testu jsou naslédovedeny v tabulc&. 14. U kontroly (0 mg/l) byly v obou
piipadech spkny podminky, kdy bylo dosazeno minimalnicklosti semen 90 %.

Tabulkac¢. 13: Vypaet inhibice fistu kaeni hor¢ice (predkEzny test).

c (koncentrace) L (pr amérna li (inhibice rastu | li (inhibice rdstu
mg/| délka korenii) mm koreni) koreni) %
0 29,4
20 29,6 -0,007 0,7
40 25,6 0,13 13
60 28,5 0,03 3
80 22,5 0,24 24
100 23,9 0,19 19
160 20,0 0,32 32
320 11,0 0,63 63

Zaporna hodnota ztstimulaci fistu, proto jiz nebyla Zazena do dalSiho hodnoceni. Na
zaklad vysledk predkézného testu bylo pro zakladni test.stanoveno rozkwxentraci 220
az 380 mgl/l.

Tabulka¢. 14: Vypaet inhibice fistu kaen haicice (zakladni test).

¢ (koncentrace) L (pramérné li (inhibice rastu | li (inhibice rastu
mg/ délka koienii) mm koreni) korenit) %
0 33,0
220 25,0 0,24 24
260 19,2 0,42 42
300 18,3 0,45 45
340 12,0 0,64 64
380 10,6 0,68 68

Hodnota 72hIC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnfipky acinila 300,38 mg/I.
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5.3.2 Test inhibice fistu korene cibuleAllium cepa L.

Test byl proveden s roztoky o koncentracich uvgdew kapitole 4.2. Vysledky testu jsou
zaznamendany v nasledujici tabuicéd 5.

Tabulka¢. 15: Vypaet inhibice fistu kaen cibule.

¢ (koncentrace) L (pramérna li (inhibice rastu | li (inhibice rastu
mg/ délka koirenti) mm korenii) korenit) %
0 29,0
0,01 22,7 0,22 22
0,1 18,3 0,37 37
1 21,7 0,25 25
10 25,7 0,11 11
100 4,0 0,86 86

Hodnota 72hIC50 byla zji&ta graficky pomaoci regresnfipky acinila 21,21 mgl/l.

5.3.3 Thamnotoxkit F

PredlEzny test byl pipraven s roztoky o koncentracich uvedenych v képitt.3. Potom
byl pripraven zakladni test v rozsahu koncentraci stammlretimto pedlEznym testem.

Ziskané hodnoty zipdkEZného testu jsou uvedeny v tabuicd 6. Vysledky ze zakladniho
testu jsou nasledruvedeny v tabulcé. 17. Spolu s testovanou latkou byla u obouitigstu
hodnocena i kontrola, ve které diegdhla mortalita hranici 10 %.

Tabulka¢.16: Vypatet mortality pro organizmuBhamnocephalus platyurpiedlEzny test).

c (koncentrace)| zivé organlgmy{celkem % mortality
mg/I organizmi
0 29/30 4
0,01 29/30 4
0,1 29/30 4
1 26/30 13
10 25/30 17
100 0/30 100

Na zaklad vysledki predkEzného testu bylo pro zakladni test stanoveno rozmez
koncentraci 0,1 az 50 mg/I.
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Tabulka¢. 17: Vypaet mortality pro organizmuBhamnocephalus platyurgakladni test).

c (koncentrace)| zZivé organlz_mylocelkem % mortality probity

mg/l organizmi

0 30/30 0 0

01 29/30 3 3,12

1 28/30 7 3,52
10 25/30 17 4,05
30 14/30 53 5,08
50 5/30 83 5,95

Hodnota 24hLC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnitipmky a ¢inila 20,53 mgl/l.
Hodnota 24hLC50 byla zji&ba také pomoci probitové analyzy; pomoci tohotdygms bylo
dosazeno hodnoty 21,54 mg/l. Z porovnani obou ho@narejmé, Ze hodnoty se od sebe
piilis nelisi, hodnota zji8ha probitovou analyzou je o 1,01 mg/l vySSi neZnoba stanovena
graficky. V tomto pipact bylo u obou zpsohi hodnoceni dosazeno lepSi shody.

5.3.4 Daphnotoxkit F

PredlEzny test byl proveden s roztoky o koncentracichdemgch v kapitole 4.4. Na jeho
podklad byl pripraven zakladni test v rozsahu koncentraci stanmlegedlEznym testem.

Ziskané hodnoty zipdkEZného testu jsou uvedeny v tabuécd 8. Vysledky ze zakladniho
testu jsou nasled@nuvedeny v tabulc€. 19. Spolu s testovanou latkou byla u obouitest
hodnocena i kontrola, ve které mortalita fesggihla hranici 10 %.

Tabulka¢. 18: Vypaiet imobilizace pro organizmu@aphnia magndpredlezny test).

c (koncentrace)| zZivé organlz_mylocelkem % imobilizace
mg/I organizmi
24h 48h 24h 48h
0 20/20 20/20 0 0
0,01 17/20 15/20 15 25
0,1 20/20 17/20 0 15
1 15/20 13/20 25 35
10 14/20 12/20 30 40
100 0/20 0/20 100 100

Porovnanim hodnot testovani z tabutkyl8, které byly oddtany po 24 a 48 hodinach
testovani bylo stanoveno rozmezi definitivnihouestozsahu koncentraci 10 az 100 mg/I.
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Tabulka¢. 19: Vypaet imobilizace pro organizmu3aphnia magngzakladni test).

c (koncentrace)| Zivé organlgmy{celkem % imobilizace probity
mg/I organizmi
24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 19/20 19/20 5 5 3,36 3,36
10 19/20 12/20 5 40 3,36 4,75
18 15/20 7/20 25 65 4,338 5,3|b
32 3/20 2/20 85 90 6,04 6,2“3
56 0/20 0/20 100 100 8,00 8,0|b
100 0/20 0/20 100 100 8,00 8,0|b

Hodnota 48hEC50 byla zji§ta graficky pomoci regresnitipmky a ¢inila 10,86 mgl/l.
Hodnota 48hEC50 byla zji&ta také pomoci probitové analyzy, a byly stanoveaa
12,51 mg/l. Porovnanim obou vyslédike zZejmé, Ze hodnoty se od sebe vyrazrelisi,
hodnota zji&na probitovou analyzou je o 1,65 mg/l vySSi neZnwba stanovena graficky.

Také vtomto fipact Ize konstatovat, Ze u oboutgohi hodnoceni bylo dosaZzeno lepSi
shody.

5.4 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid
5.4.1 Test inhibice fistu koFeneSinapis alba

Nejprve byl provedenipdlEzny test s roztoky o koncentracich uvedenych vtképi.1.
Nasled’ byl pripraven zakladni test v rozsahu koncentraci stanmregedkEZznym testem.

Ziskané hodnoty zipdhlEZzného testu jsou zaznamenany v tabuice20, vysledky ze
zakladniho testu jsou nasleédavedeny v tabulcé. 21. U obou tegtbyly splreny podminky,
kdy v kontrole (0 mg/l) bylo dosazeno minimalnicklosti 90 %.

Tabulka¢. 20: Vypaet inhibice fistu kaen haicice (predlEzny test).

¢ (koncentrace) L (pramérna li (inhibice rastu | li (inhibice rastu
mg/ délka koienii) mm koreni) korenit) %
0 38,4
20 37,4 0,03 3
40 30,2 0,21 21
60 26,3 0,32 32
80 24,1 0,37 37
100 21,1 0,45 45
160 19,2 0,50 50
320 10,0 0,74 74
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Na zaklad vysledki predk®Zzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraci 80 a

170 mg/l pro zékladni test.

Tabulka¢. 21: Vypaet inhibice fistu kaen haicice (zakladni test).

¢ (koncentrace) L (pramérna li (inhibice rastu | li (inhibice rastu
mg/ délka koirenti) mm korenii) korenit) %
0 32,6
90 19,9 0,39 39
110 18,0 0,45 45
130 18,7 0,43 43
150 16,1 0,51 51
170 13,7 0,58 58

Hodnota 72hIC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnfipky acinila 141,83 mg/I.

5.4.2 Test inhibice fistu koirene cibuleAllium cepa L

Test byl proveden s roztoky o koncentracich uvgderv kapitole 4.2. Vysledky z testu

jsou zaznamenany v tabulee??2.

Tabulkac. 22: Vypaet inhibice fistu kaen cibule.

¢ (koncentrace) L (pr amérna li (inhibice rastu | li (inhibice rdstu
mg/I délka korenii) mm koreni) koreni) %
0 28,5
0,01 16,0 0,44 44
0,1 17,7 0,38 38
1 14,4 0,50 50
10 11,1 0,61 61
100 12,0 0,58 58

Hodnota 72hIC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnfipky acinila 0,98 mgl/l.

5.4.3 Thamnotoxkit F

Byl proveden pedkEZny test s roztoky o koncentracich uvedenych vtképi.3. Nasledh

byl ptipraven zakladni test v rozsahu koncentraci stam@mregedlEznym testem.




Ziskané hodnoty zipdkEZného testu jsou uvedeny v tabul¢e 23 a vysledky ze
zakladniho testu jsou nasleédmvedeny v tabulcé. 24. Spolu s testovanou latkou byla u obou

typt testu hodnocena i kontrola, ve které ies@hla mortalita hranici 10 %.

Tabulka¢.23: Vypatet mortality pro organizmuBhamnocephalus platyurpiedlEzny test).

c (koncentrace)| zivé organlgmy{celkem % mortality
mg/I organizmi
0 30/30 0
0,01 29/30 4
0,1 26/30 14
1 5/30 84
10 0/30 100
100 0/30 100

Na zaklad vysledki predkEZzného testu (tabulk& 23), kdy se 50 % mortalita nachazela
v rozmezi koncentraci testované latky 0,1 az 1 rjay/lrejmé, Ze zakladni test musi byt

proveden v rozsahgcthto koncentraci.

Tabulkac. 24: Vypaset mortality pro organizmuBhamnocephalus platyurgakladni test).

¢ (koncentrace) | Zive organlz_mylocelkem % mortality probity
mg/| organizmi
0 30/30 0 0
0,10 30/30 0 0
0,18 30/30 0 0
0.32 30/30 0 0
0,56 19/30 37 4,61
1,00 1/30 97 6,88

Hodnota 24hLC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnifipmky a ¢inila 0,57 mg/I.
Hodnota 24hLC50 byla zji&ha také pomoci probitové analyzy a byla stanoveaa n
0,74 mg/l. Porovnanim obou vysledle zZejmé, Ze hodnoty se od sebilip nelisi, i kdyz
hodnota zji&na probitovou analyzou je o 0,17 mg/l vySSi neZnwba stanovena graficky.
RovreZz v tomto gipack Ize konstatovat, Ze oba postupy hodnoceni poskigthyou shodu.

5.4.4 Daphnotoxkit F

PredlEzny test byl proveden sroztoky o koncentracichdewgch v kapitole 4.4. Na
z&klad poznatk ziskanych ztohoto testovani byligraven z&kladni test vrozsahu

koncentraci stanovenyclhiqulEznym testem.
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Ziskané hodnoty zipdlEZného testu jsou uvedeny v tabuice5, vysledky ze zakladniho
testu jsou nasledruvedeny v tabulcé. 26. Spolu s testovanou latkou byla u obouitigstu
hodnocena i kontrola, ve které diegadhla mortalita hranici 10 %.

Tabulka¢. 25: Vypaet imobilizace pro organizmudaphnia magngpiedkEzny test).

c (koncentrace)| zivé organlgmy{celkem % imobilizace
mg/I organizmi

24h 48h 24h 48h

0 18/20 18/20 10 10

0,01 16/20 14/20 20 30

0,1 16/20 12/20 20 40

1 14/20 10/20 30 50

10 8/20 4/20 40 80

100 0/20 0/20 100 10(

Porovnanim vysledk z tabulky ¢. 25 po 24 a 48 hodinach testovani bylo stanoveno
rozmezi zakladniho testu v rozsahu koncentraci0ahg/I.

Tabulka¢. 26: Vypaiet imobilizace pro organizmu@aphnia magndzakladni test).

¢ (koncentrace)| zive organlz_mylocelkem % imobilizace probity
mg/| organizmi
24h 48h 24h 48h 24h 48l
0 20/20 19/20 0 5 0 3,36
1,0 18/20 16/20 10 20 3,72 4,16
1,8 17/20 16/20 15 20 396 4,16
3,2 10/20 7/20 50 65 500 5,39
5,6 0/20 0/20 100 100 8,09 8,49
10,0 5/20 2/20 75 90 567 6,28

Hodnota 48hEC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnifipky a c¢inila 2,51 mg/I.
Hodnota 48hEC50 byla zji&ta také pomoci probitové analyzy a v tomtépad bylo
dosazeno hodnoty 2,06 mg/l. Porovhanim obou pastiginoceni je iejmée, Ze hodnoty se
od sebe fliS nelisi, i kdyZz hodnota zji&ha probitovou analyzou byla o 0,45 mg/l nizsi nez
hodnota stanovena graficky. Proto i v tomigppd je mozné vyslovit z&kr, Ze oba zfisoby
hodnoceni poskytly dobrou shodu.
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5.5 Sodna @l 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu
5.5.1 Test inhibice fistu kofeneSinapis alba

Nejdtive byl proveden jgdkEzny test s roztoky o koncentracich uvedenych vtkbpi.1.
Nasledr byl pripraven zakladni test v rozsahu koncentraci stanmregedznym testem.

Ziskané hodnoty zipdkEZzného testu jsou zaznamenany v tabdlc®7 a vysledky ze
z&kladniho testu jsou uvedeny v tabulee 28. U obou tesét byly splrény podminky
vyZaduijici, aby v kontrole (0 mg/l) bylo dosazenimimalni klicivosti 90 %.

Tabulkac¢. 27: Vypaet inhibice fistu kaeni horéice (predkEzny test).

c (koncentrace) L (pr amérna li (inhibice rastu | li (inhibice rdstu
mg/| délka korenii) mm koreni) koreni) %
0 44,9
20 18,2 0,60 60
40 9,3 0,79 79
60 53 0,88 88
80 5,9 0,87 87
100 2,5 0,94 94
160 15 0,97 97
320 0,6 0,99 99

Na zéklad vysledki predkEZzného testu (tabulk& 27) bylo pro zakladni test stanoveno
rozmezi koncentraci 2 az 10 mg/l.

Tabulkac. 28: Vypaet inhibice fistu kaeni hor¢ice (z&kladni test).

¢ (koncentrace) L (pr amérna li (inhibice rastu | li (inhibice rdstu
mg/I délka korenii) mm koreni) koreni) %

0 44,5

2 46,7 -0,05 5

4 36,6 0,18 18

6 25,8 0,42 42

8 20,4 0,54 54

10 15,5 0,65 65

Zaporna hodnota zdastimulaci fistu, a proto jiZ nebyla ¥azena do dalSiho hodnoceni.
Hodnota 72hIC50 byla zji&ba graficky pomoci regresnfipky acinila 7,33 mg/I.
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5.5.2 Test inhibice fistu korene cibuleAllium cepa L.

Nasledujici test byl proveden sroztoky o konaith uvedenych v kapitole 4.2.
Vysledky z testu jsou zaznamenany v tabglce29.

Tabulkac. 29: Vypaet inhibice fistu kaem cibule.

c (koncentrace) L (pr amérna li (inhibice rastu | li (inhibice rdstu
mg/| délka korenii) mm koreni) koreni) %
0 22,5
0,01 22,4 0,004 0,4
0,1 18,6 0,17 17
1 16,4 0,27 27
10 6,7 0,70 70
100 1,3 0,94 94

Hodnota 72hIC50 byla zji&ta graficky pomoci regresnfipky acinila 2,18 mgl/l.

5.5.3 Thamnotoxkit F

Byl proveden pedkEZny test s roztoky o koncentracich uvedenych vtképi.3. Nasledh
byl ptipraven zakladni test v rozsahu koncentraci stammregedlEznym testem.

Ziskané hodnoty zipdkEZného testu jsou uvedeny v tabulé¢e 30 a vysledky ze
zakladniho testu v tabulée 31. Spolu s testovanou latkou byla u obouitgstu hodnocena i
kontrola, ve které ndépsahla mortalita hranici 10 %.

Tabulkac¢.30: Vypaiet mortality pro organizmushamnocephalus platyurpiedkEzny test).

c (koncentrace)| zivé organlz_mylocelkem % mortality
mg/I organizmi
0 30/30 0
0,01 0/30 100
0,1 0/30 100
1 0/30 100
10 0/30 100
100 0/30 100

Na zaklad vysledki predt&Zzného testu (tabulk& 30) bylo stanoveno rozmezi koncentraci
pro zakladni test 0,01 az 0,001 mg/l. V tomto rozimgxt ve vSech fipadech vychazela
100 % mortalita pro vSechny koncentrace, a proto btanoveno dalSi rozmezi koncentraci.
Koneiné testované rozmezi koncentraci pro zakladnbigst0,001 az 0,0001 mg/l.
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Tabulka¢. 31: Vypaet mortality pro organizmuBhamnocephalus platyurgakladni test).

c (koncentrace)| Zivé organi;my{celkem % mortality probity

mg/I organizmi

0 28/30 7 3,52
0,0001 24/30 20 4,16
0,00018 14/30 53 5,08
0,00032 10/30 67 5,44
0,00056 0/30 100 8,09
0,001 0/30 100 8,09

Hodnota 24hLC50 byla zji&ta graficky pomoci regresniipky a ¢inila 0,00019 mg/l.
Hodnota 24hLC50 byla prokazana také pomoci probitawalyzy; pi tomto zpisobu
hodnoceni byla 0,00017 mg/l. Z porovnani obou \diglevyplyva, Ze hodnoty se od sebe
témet nelisi, i kdyZz hodnota zji&a probitovou analyzou je o 0,00002 mg/I niZSi hednota
stanovena graficky. V tomtdipact bylo prozatim dosaZzeno nejlepSi shody.

5.5.4 Daphnotoxkit F

Také tento fedkEZny test byl provath s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole
4.4. Na jejich podklagl byl pripraven zakladni test vrozsahu koncentraci stammle
predkEznym testem.

Ziskané hodnoty zipdkEZného testu jsou uvedeny v tabulé¢e 32 a vysledky ze
zakladniho testu v tabul&e 33. Spolu s testovanou latkou byla u obouitgstu hodnocena i
kontrola, ve které ndépsahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka¢. 32: Vypatet imobilizace pro organizmudaphnia magndpredlezny test).

c (koncentrace)| zZivé organlz_mylocelkem % imobilizace
mg/I organizmi
24h 48h 24h 48h
0 20/20 19/20 0 5
0,01 15/20 12/20 25 40
0,1 6/20 1/20 70 95
1 3/20 1/20 85 95
10 0/20 0/20 100 100
100 0/20 0/20 100 100

Porovnanim vysledk z tabulky ¢. 32 po 24 a 48 hodinach testovani bylo stanoveno
rozmezi zakladniho testu v rozsahu koncentraci &01,1 mg/l.
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Tabulka¢. 33: Vypaet imobilizace pro organizmu3aphnia magngzakladni test).

c (koncentrace)| Zivé organlgmy{celkem % imobilizace probity
mg/I organizmi
24h 48h 24h 48h 24h 48h

0 20/20 19/20 0 5 0 3,3#
0,01 17/20 13/20 15 35 396  46P
0,018 16/20 13/20 20 35 4,16 4,4R
0,032 14/20 8/20 30 60 4,48 5,45
0,056 12/20 5/20 40 75 4,75 5,47
0,1 10/20 3/20 50 85 5,00 6,04

Hodnota 48hEC50 byla zji§ta graficky pomoci regresnitipmky a ¢inila 0,023 mgl/l.
Hodnota 48hEC50 byla prokdzana také pomoci proditamalyzy acinila 0,022 mgl/l.
Porovnanim obou vysledke zZzejmé, Ze hodnoty se témshoduji, i kdyZz hodnota zji&ta
probitovou analyzou je o 0,001 mg/l niz8i nez hddrstanovena graficky; i v tomtdipact
bylo dosazeno dobré shodii pouZziti obou zfisohi hodnoceni.

5.6 Zhodnoceni vysledi

Jak vyplyva z pedlozenych vysledk byla hodnocena toxicitackterych monomer a
aditiv polymeifi prostednictvim test ekotoxicity. Tyto latky byly vybrany proto, Ze jso
prekurzorem i syntézach mnoha slogjsich polymernich latek. Na naSem pracovisti nelze
provadt vesSkeré standardni testy podle OECD. Z tohdteodu byly pro testovanithto
latek pouzity dva alternativni testy toxicity nastt@vacich organismecbBaphnia magnaa
Thamnocephalus platyurus dva fytotestypricemZ test inhibicetistu kaene haécice bilé
Sinapis albge testem standardnim a test inhibigstu kaene cibuleAllium cepa Lje testem
alternativnim. Ekotoxikologické hodnoceschto latek je podle naSeho nazoru velriledité
a jeho vysledky by #ly byt nedilnou sotasti zakladnich charakteristik vSech vyir&jch
chemickych substanci, nebtyto se stavaji s@asti mnoha spgbnich vyrobk

Pro lepSi porovnani a zhodnoceni vysfed&stovani byly ziskané hodnoty shrnuty do
nésledujicich tabulek a gtafV tabulce¢. 34 jsou pro fehlednost prezentovany vysledné
hodnoty LC, IC, EC50 pro testované monomery a Ved@gici tabulcet. 35 jsou uvedeny
vysledné hodnoty LC, IC, EC50 pro aditiva polyfner
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Tabulka¢. 34: Vysledné hodnoty LC, IC, EC50 pro testovarmdamery.

Sinapis alba
(72h1C50) mgl/l

Thamnotoxkit F
(24hLC50) mg/I

Daphnotoxkit F
(48hEC50) mg/I

1,1,2-trichlorethylen

141,11

51,64 (9)

68,10 ()

1,1,2,2-tetrachlorethylen

626,61

74,39 (9)

22,62 (g)

Tabulka¢. 35: Vysledné hodnoty LC, IC, EC50 pro testovaaifiva monomei.

Sinapis alba| Allium cepa L. | Thamnotoxkit F | Daphnotoxkit F
(72hI1C50) (72hIC50) (24hLC50) (48hEC50)
mg/I mg/l mg/l mg/I
2-Br-5-Cl-
pyridin 300,38 21,21 20,53 (9) 10,86 (Q)
2-Br-5-Cl-
pyridin-N-oxid 141,83 0,98 0,57 (9) 2,51 (9)
sodna sil
2-merkapto-5-
Cl-pyridin-N- 7,33 2,18 0,00019 (g) 0,023 (9)
oxidu

g — vysledek stanoven graficky pomoci regresithky

Z vysledki tesfi ekotoxicity u obou skupin latek vyplyva, Ze testg aquatickych
organizmech jsou citl§jSi, nez testy vyuzivajici jako testovaci organignayssi rostliny. Ve
skupirg fytotesti je pak citliwjSi test naAllium cepa prostednictvim tohoto testu byly u
testovanych aditiv polymér ziskany nizSi hodnoty 72IC50, coZ znamena, Ze hotto
organizmu jsou negativniiinky latek vyvolany mnohem niz8imi koncentraceng? fe tomu
u Sinapis alba Pro lepSi znazo#ni této skuténosti jsou v grafuc. 1 uvedeny hodnoty
72hIC50 stanovené pro aditiva polym@rostednictvim dvou fytotest

Monomery byly testovany pouze priEinictvim jednoho fytotestu, a to testem inhibice
rastu kdene Sinapis alba.Tyto vysledky koresponduji s vysledky jinych prd2b], ve
kterych je také jako citl&Si testovaci organizmus ve zimavanych fytotestech uvada
Allium cepa
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Graf ¢. 1: Porovnani vysledkfytotets pro testovana aditiva polymir

Z tohoto grafu vyplyva nejenom jiz vySe zmvand vyssi citlivost testu na organizmu
Allium cepa ale také ekotoxicita aditiv polymemhodnocena pro&dnictvim €chto tesi.
NejvetSi ekotoxické Ginky vykazuje sodndud 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu. Hodnota
72hIC50 byla u této testované latky 2,18 mg/l ptlilum cepaa proSinapis alba7,33 mg/l;
2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid vykazoval jiz niZSi ekot@itu, hodnota 72hIC50 byla stanovena na
141,83 mg/l proSinapis Albaa 0,98 mg/l prdAllium cepa Jako nejméh ekotoxicky se z
testovanych aditiv polymérmna zaklad hodnoceni pomoci tasfytotoxicity projevil 2-Br-5-
Cl-pyridin. V testu inhibice kiene Sinapis albaa Allium cepavykazoval tyto hodnoty
ekotoxicity; 72h1C50 bylo 300,38 mg/l a 21,21 mgl/l.

Podobny trend ip porovnavani ekotoxicity jednotlivych aditiv polami vykazuji tyto
latky také v pipack, jsou-li hodnoceny prosgdnictvim alternativnich testekotoxicity na
aquatickych organismech (graf 2). Z tohoto pohledu se mnoZstvi a charaktertgubsti
zdéa byt uéujicim faktorem ekotoxicity, nelfchodnota chemického individua pyridu 48EC50
je podle udaj bezpé&nostniho listu 940 mg/I.

Pri porovnéni ekotoxicity testovanych monoringtab.¢. 34, grafc. 3) lzeftici, ze 1,1,2,2-
tetrachlorethylen vykazuje nizsi ekotoxicitu, néstanovené hodnoty IC, EC a LC 50 pro
tuto latku jsou térr ve vSech fipadech vysSi. Vyjimku twd pouze vysledek testu zafnii
magnakdy hodnota 48EC50 pro tuto latku byla 22,62 magtimco pro 1,1,2-trichlorethylen
byla 68,1 mg/l. Tato skuteost nemohla byt potvrzena ani vyvracena opakovadestu pro
nedostaténé mnozstvi testované latky. Domnivame se, Ze teygledek mohl byt zjsoben
vysokou &kavosti obou latek, takze nemohla byt zcela &ra koncentrace testované latky.
Hodnota 48EC50 nami stanovena pro 1,1,2-trichlgtethje téndt ve shod s Udaji, které
uvadi bezpénostni list pro tuto chemickou substanci, kde jedena hodnota 24EC5Qimi
76 mg/l.
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Graf ¢. 2: Porovnani vysledkalternativnich test pro testovana aditiva polymiéer
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Graf ¢. 3: Porovnani vysledkalternativnich test pro testované monomery.

Rovrez bylo provedeno posouzeni citlivosti a vhodnostowd pouzitych alternativnich

testi toxicity Thamnotoxkit F a Daphnotoxkit pro vSechny testované latkyNasledujici

grafy ¢. 4 az 8 znazawuji prehledné porovnani citlivosti alternativnich fegoxicity na
aquatickych organizmech pro vSechny testované .|&ky nazor&si porovnani vychazi tyto
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grafy z vysledk predkEZnych tesi, ve kterych byla pro oba testy zvolena stejné katrace

testovanych latek. Pro porovnani byl pouzit Dapbrkit Fode&itany za 24 hodin, aby byla
také shodnd testovaci doba obou alternativnich.test

Porovnani alternativnich test G toxicity
trichlorethylen
< 150
s 100
g 50
g 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100
¢ (mg/l)
—e— thamnotoxkit —— daphnotoxkit

Graf ¢. 4: Porovnani mortality § pouZiti dvou alternativnich tespro trichlorethylen.

Z grafu¢. 4, kde je provedeno porovnani pouzitych altewméth tesi pro trichlorethylen
vyplyva, Ze powrkud vysSi mortalita byla prokazana t&nv celé koncentkai rac pomoci
testu Thamnotoxkit F; vyjimku t¥ rozmezi koncentraci cca 10 — 40 mg/l testovatig/ la
kde se mortalita a tedy i citlivost testovanychamrigmi ténét shoduje.

Porovnani alternativnich test G toxicity
tetrachlorethylen

mortalita (%)

¢ (mg/l)

—e— thamnotoxkit —=— daphnotoxkit

Graf ¢. 5: Porovnani mortality ff pouZiti dvou alternativnich tespro tetrachlorethylen.
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Porekud  odligny

trend vykazuje grafické porovnani

altdivnich test pro

tetrachlorethylen (graf. 5). U této testované latky byla prokadzana vys8itatita pro nizsi
koncentrace pomoci testu Daphnotoxkit F — 24. Negeavzfistajici koncentraci, ginaje
hodnotou koncentrace 60 mg/l, vykazuje vysSi mibutédst Thamnotoxkit F

Porovnani alternativnich test 4 toxicity
2-Br-5-Cl-pyridin
S
8
=
= .
o
E T T T T 1
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—e— thamnotoxkit —=— daphnotoxkit

Graf ¢. 6: Porovnani mortality § pouZiti dvou alternativnich tespro 2-Br-5-Cl-pyridin.

Posouzeni vhodnosti obou alternativnichitdsylo provedeno takétptestovani aditiv

polymefi. Jako prvni byl hodnocen 2-Br-5-Cl-pyridin

(graf 6). Z tohoto porovnani je

ziejme, Zze mezi alma testy nebyl prokazan témzadny rozdil. Pouze nepatrné rozdily

vykazovaly oba testy v niZzSich koncentracich, kggsv
testu Daphnotoxkit F

mortalita byla prokazdna pomoci

Porovnani alternativnich test
2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid

el
o O
S O

toxicity
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o O

s
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—e— thamnotoxkit = daphnotoxkit

Graf ¢. 7: Porovnani mortality fi pouZiti dvou alternativnich tespro

2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid.
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V grafech¢. 7 a 8 jsou znazoény vysledky posouzeni vhodnosti obou alternativiiést
pro dalSi testovana aditiva polymera to pro 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid a pro sodnotl s
2-merkapto-5-ClI-pyridin-N-oxidu. Z porovnani poyzh alternativnich tegtu obou aditiv je
ziejmeé, Ze potkud vySSi mortalita byla prokdzana pro ThamnotokkiZatimco u testované
latky 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxidu vykazuje mortalitabou tesi podobny trend az u vysSich
koncentraci, u sodné soli 2-merkapto-5-Cl-pyridiodu vykazuji oba testy shodnou
100 % mortalitu jiz B nizkych koncentracich této latky, coz vyplyva adhot vysoké
ekotoxicity prokazané pro tuto latku.

Porovnani alternativnich test 0 toxicity
sodna s Ul 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu
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Graf ¢. 8: Porovnani mortality f pouZziti dvou alternativnich tespro
sodnou 8l 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu.
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6 ZAVER

PredloZzena diplomova prace byla z#ena na ekotoxikologické hodnoceni dvou
monomett ze skupiny chlorovanych alifatickych uhlovodika i aditiv polymeti
reprezentujicich Sesétné heterocyklické sl@geniny. Jednalo se o nasledujici chemické
latky: 1,1,2-trichlorethylen; 1,1,2,2-tetrachlorgtim; 2-Br-5-Cl-pyridin; 2-Br-5-Cl-pyridin-
N-oxid a sodnoutd 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu. ifblizna toxicita pro Zivotni prosedi
vSech testovanych latek nebyla znama, proto bytly wrovedeny testyipdlEzné, na jejichz
z&klad byl stanoven rozsah koncentraci pro provedeniagakho testu, jehoz vysledky
umoznily stanoveni LC, IC a EC50 pro vSechny testé@jiatky.

Vramci teoretické c¢asti byla zpracovana reSerSe o0 moznosti vyuZziti
ekotoxikologickych test pro hodnoceni vybranych monomex aditiv polymei; jeji
sourasti byl gehled nejastji vyuzivanych test.

K ekotoxikologickému hodnoceni vybranych chemicksgeiiostanci byly vyuzity dva
alternativni testy toxicity a dva testy fytotoxicitVSechny testy byly provedeny
v souladu s danou metodikou. Re¥nbyly provedeny referéni testy za &elem
prowieni korektnosti provedené testovaci procedury divasti testovacich
organiznii. Jako standard pro kontrolu kvality byl pouzit ldieman draselny
K,Cr,0O,. VSechny stanovené hodnoty 48hEC50, 24hLC50 aC&thpro pouzité

testy toxicity jsou ve shads vysledky odpovidajicimi pro tento standard.

Z alternativnich testbyly pouZzity testy toxicity pro vodni ekosystémizamnotoxkit

F a Daphnotoxkit F. Pro terestrické ekosystémy khybuZity dva fyfotesty: test
inhibice 1astu kaeneSinapis albajako edstavitel standardnich tégbxicity a test
inhibice istu kaene cibuleAllium cepa Lktery pati do skupiny alternativnich test

Z testovanych  monomir 1,1,2-trichlorethylenu a 1,1,2,2-tetrachlorethylen
vykazoval vySSi ekotoxicitu téh ve vSech testech 1,1,2-trichlorethylen, vyjimku
tvorily vysledky test ekotoxicity ziskané prosdnictvim alternativnino testu na
Dapnhia magnaTuto skuténost Ize vystutlit vysokou €kavosti standardu této latky.
U testovanych aditiv polymérse stanovena ekotoxicita zvySovala s mnozstvim a
charakterem substitudgnt pficemz tento trend vykazovaly hodnoty t&mvSech
pouzitych test. NejvySSi ekotoxicita byla takto prokazana u sosiolé 2-merkapto-5-
prokazana u 2-Br-5-Cl-pyridinu.

Z porovnani citlivosti alternativnich téstnevyplynul zcela jednoziiay zawr;
Thamnotoxkit F se vSak jevi mirncitlivéjSi, nebd testovaci organizmus
Thamnocephalus platyurwykazoval vyssi mortalitu ve vicéipadech oproti testu na
Daphnia magnaRozdily vSak nebyly signifikantni.

Porovnanim citlivosti testfytotoxicity jsme dosli k zaru, Ze pro testovani latek ve
vlastnosti ekotoxicita je citlgSi test s vyuzitimAllium cepa L Tento test vSak
prozatim neni pro svoji&Si nar@nost &zn¢ vyuzivan.

Na zaklad porovnani ekotoxicity obou skupin organickych katg§. monomei a
aditiv polymefi Ize konstatovat, Ze&tsi nebezp# pro Zivotni prosedni gedstavuji
aditiva, neb@ vykazuji &tSi ekotoxicitu.
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Monomery a aditiva polyméy jsou vychozimi latkami pro tvorbu polyntea je nutné brat
zietel na jejich ekotoxicitu. Jejich pouZzivani, skiadni a recyklovani by neflo negativié
ovliviiovat Zivotni prosedi. Porovnanim vysledk testovanych latek s hodnotami pro
kategorie nebezpaosti latek stanovenymi zakonam356/2003 Sb., o chemickych latkach a
chemickych pipravcich, je mozné vyslovit z&y Ze testované monomery i aditiva polyier

by na zaklad vysledki této diplomové prace neily piedstavovat vyznamné riziko pro
Zivotni prostedi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

REACH:

ISO:

GLP:
OECD:

Registration, Evaluation, Authorisation and Rietittn of Chemicals
(registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani ahegich latek)
International Organization for Standardizat{bfezinarodni organizace pro
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Good Laboratory Practice (spravna laboratprake)

Organization for Economical Cooperation of Depenent (Organizace pro
ekonomickou spolupraci a rozvoj)

US — EPA United States Environmental Protection Agency élicka agentura ochrany

LD50:

LC50:

ECS0:

IC50:
NOAEL:

LOAEL :

OCO:

OC10G
24h EC5Q

48h EC5Q
72h IC50;
24h LC50
48h LC50;
R-véta:
S-wéta:
VOC:

TCE:
PCE:

Zivotniho prostedi)

davka latky, ktera vyvola ahyn 50 % testovangopaniznt v doke testovaci
studie

koncentrace latky, ktera vyvola ahyn 50 % teatych organizrinv doke
testovaci studie

koncentrace latky, ktera vyvola 50 % uhyn nebobilizaci testovaneho
organizmu

koncentrace, ktera agobi 50 % inhibici dinnosti sledované latky

No Observable Adverse Effect Level (nejvysSikdaai které jeSt nebyl
pozorovan skodlivydinek)

Lowest Observable Adverse Effect Level (nejnd@ika, pi které jiz byl
pozorovan skodlivydinek)

orient&ni koncentrace (nejvyssi koncentrace latkykperé jest nedochazi
k Uhynuci imobilizaci jedingi)

koncentrace testovaného vzorku, kteréspbi Uhynci imobilizaci 50 %
testovacich organiZznbbaphnia magnas ¢asovém useku 24 2 hodin
koncentrace testovaného vzorku, kteréspbi Uhyrci imobilizaci 50 %
testovacich organiZznbDaphnia magnas ¢asovém useku 48 2 hodin
koncentrace testovaného vzorku, kteréspbi 50 % inhibiciistu kaene
hd<¢ice bilé oproti kontrole ¢asovém Useku 72 2 hodin

koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvolanBy % testovanych ryb
véasovém Useku 24 2 hodin

koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvolanBy % testovanych ryb
véasovém Useku 4& 2 hodin

standardni&ta ozngujici specifickou rizikovost

standardni pokyn pro bezim& zachazeni

volatile organic compoundskiavé organicke latky)

trichlorethylen

tetrachlorethylen
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Imobilizace Daphnia magna makroskopicky pozorovatelnd neschopnost samadtatn
prostorového pohybDaphnia magnado 15 s po krouzivém zamichani l&znako
imobilizované organizmy hodnotime i jedince, tkipohybuji tykadly 2. paru, ale vyse
uvedeného pohybu nejsou schopny

Inhibice ristu koiFene zkraceni pkmérné délky kéene hdcice bilé v testovaném vzorku
ve srovnani s kontrolou

Stimulace rastu korene prodlouzeni pimérné délky kadene hdécice bilé v testovaném
vzorku ve srovnani s kontrolou

Inhibice ristu Fas snizeni #istu fas na zakla# zjiSttné hustotyiasové kultury ve
srovnani s kontrolou

Stimulace rastu Fas zvySeni @stu fas na zaklatl zjiSttné hustotyfasové kultury ve
srovnani s kontrolou

Inokulum: mnoZzstvi budk vloZzenych do testovacich b#&nna z&atku testu, vyjaiené
jako hustotaasové kultury na zatku testu (p&et burgk v 1 ml)
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9 PRILOHY

Tabulka¢. 36: Probitové hodnoty.

% probity % probity % probity % probity
0,2 2,12 21,0 4,19 52,0 5,05 83,0 5,94
0,4 2,35 22,0 4,23 53,0 5,08 84,0 5,99
0,6 2,49 23,0 4,26 54,0 5,10 85,0 6,04
0,8 2,59 24,0 4,29 55,0 5,13 86,0 6,04
1,0 2,57 25,0 4,33 56,0 5,15 87,0 6,1
1,2 2,74 26,0 4,36 57,0 5,18 88,0 6,1
1,4 2,80 27,0 4,39 58,0 5,20 89,0 6,2
1,6 2,86 28,0 4,42 59,0 5,23 90,0 6,24
1,8 2,90 29,0 4,45 60,0 5,25 91,0 6,34
2,0 2,95 30,0 4,48 61,0 5,28 92,0 6,41
2,5 3,04 31,0 4,50 62,0 5,31 93,0 6,44
3,0 3,12 32,0 4,53 63,0 5,33 94,0 6,54
3,5 3,19 33,0 4,56 64,0 5,36 95,0 6,64
4,0 3,25 34,0 4,59 65,0 5,39 95,5 6,7(
4,5 3,31 35,0 4,62 66,0 5,41 96,0 6,74
5,0 3,36 36,0 4,64 67,0 5,44 96,5 6,8]
6,0 3,45 37,0 4,67 68,0 5,47 97,0 6,84
7,0 3,52 38,0 4,70 69,0 5,50 97,5 6,94
8,0 3,60 39,0 4,72 70,0 5,52 98,0 7,0
9,0 3,66 40,0 4,75 71,0 5,55 98,2 7,14
10,0 3,72 41,0 4,77 72,0 5,58 98,4 7,14
11,0 3,77 42,0 4,80 73,0 5,61 98,6 7,20
12,0 3,83 43,0 4,82 74,0 5,64 98,8 7,26
13,0 3,87 44,0 4,85 75,0 5,67 99,0 7,3
14,0 3,92 45,0 4,87 76,0 5,71 99,2 7,41
15,0 3,96 46,0 4,90 77,0 5,74 99,4 7,5]
16,0 4,01 47,0 4,93 78,0 5,77 99,6 7,6%
17,0 4,05 48,0 4,95 79,0 5,81 99,8 7,88
18,0 4,09 49,0 4,98 80,0 5,84 |
19,0 4,12 50,0 5,00 81,0 5,88 |
20,0 4,16 51,0 5,03 82,0 5,92 |
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