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ABSTRAKT

Hodnoceni ekotoxicity je v souCasné dob€ vyzadovano legislativou pro vSechny chemické
latky a chemické ptipravky. V posledni dob€ je mu pfipisovdn velky vyznam. Tato price je
zaméfena na ekotoxikologické hodnoceni vybranych monomert a aditiv polymert pomoci
testl toxicity. Testovdna byla tfi aditiva polymert a dva monomery pomoci Ctyf testd
ekotoxicity. Byly pouzity nasledujici testy: test inhibice ristu kofene cibule Allium cepa L. a
test inhibice ristu kofene hoiCice bilé Sinapis alba. Z alternativnich testl toxicity byly
pouzity Thamnotoxkit F na testovacim organismu Thamnocephalus playurus a Daphnotoxkit
F na testovacim organismu Daphnia magma. Na zakladé vysledku testd byly pro testované
latky stanoveny hodnoty LC50, IC50, EC50 a porovndna jejich ekotoxicita.

ABSTRACT

Evaluation of ecotoxicity is demanded for all chemical substances and chemical
preparation following the current Czech legislation. Recently this evaluation is gaining great
importance. This work is aimed on ecotoxicity evaluation of selected monomers and additives
of polymers via tests of ecotoxicity. Three additives of polymers and two monomers were
tested using four ecotoxicity tests. Following tests were used: Allium cepa L root growth
inhibition toxicity test and Sinapis alba root growth inhibition toxicity test. As alternative
toxicity tests, Thamnotoxkit F on sense organism Thamnocephalus platyurus and
Daphnotoxkit F on sense organism Daphnia magna were used. On the basis of the test results
the values of LC50, IC50, EC50 were determined and ecotoxicity of tested substances was
compared.

KLICOVA SLOVA
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1 UVOD

Clovék se setkdval s jedovatymi rostlinami a Zivogichy po celou dobu své existence. Na
zakladé empirickych zkuSenosti se postupné seznamoval s jejich toxickymi uc¢inky na jiné
organizmy i pfisluSniky vlastniho druhu a zacal tyto poznatky vyuZivat ve svij prospéch.
Teprve s rozvojem moderni chemie a biologie byly nositelé toxicity rostlin, Zivocicha, ale
také dalSich forem Zivota rozpozndny. Také bylo poznéno jejich chemické sloZeni a objasnény
mechanizmy jejich toxického ucinku na Zivé tvory.

Z hlediska toxicity je mozné kazdou latku povazZovat za potencidlni Skodlivinu, nebot muze
mit za danych okolnosti néjaky nepiiznivy dcinek. Nejvetsi pozornost je vénovana latkdm,
které predstavuji nebezpe¢i dlouhodobé kontaminace vody, pudy a ovzdusi, zvlasté pokud
jsou spojeny s rizikem jejich prendSeni v potravinovych fetézcich. PredevSim se jednd o
perzistentni toxické slouCeniny, znichZ nejvyznamnéjs$i skupinu pfedstavuji organické
polutanty. [1, 2]

Ochranou zdravi a Zivotniho prostredi pred Skodlivymi ucinky chemickych litek a
chemickych ptipravkl se zabyva zakon ¢. 356/2003 Sb., o chemickych latkdch a chemickych
ptipravcich, ve znéni pozdéjSich predpist. Pro vSechny chemické latky a chemické ptipravky
jsou timto zdkonem urCeny zpusoby, jak snimi zachazet, jak je evidovat, pfepravovat,
skladovat atd. VSechny chemické latky a piipravky uvedené na trh musi byt klasifikovény.
Klasifikaci se rozumi postup zjisStovani a hodnoceni nebezpecnych vlastnosti latek nebo
piipravkil a jejich nasledné zarazeni do jednotlivych skupin nebezpecnosti (napiiklad zdravi
Skodlivé, toxické €i nebezpecné pro Zivotni prostredi). [2, 3]

Narizeni REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals —
systém registrace, hodnoceni a povolovéani chemickych latek), které vstoupilo v platnost dne
1.€ervna 2007, mé za ukol zracionalizovat a vylepsit stary legislativni systém Evropské unie
pro chemické latky. Jeden z dopadt implementace tohoto nafizeni je zlepSit ochranu lidského
zdravi a Zivotniho prostfedi pred riziky, které mohou chemické latky predstavovat. Realizaci
REACH by mélo byt do roku 2020 dosazeno stavu, Ze v Evropské unii budou vyrdbény,
pouzivdny a dovaZeny pouze chemické latky se zndmymi vlastnostmi, jejiZ bezpecnost bude
pfedem proveéfena. [4]

Chemické latky jsou soucasti celé fady spotiebnich vyrobku, které se pozdéji stavaji
odpady. Tato problematika je pfedmétem zdkona ¢. 185/2001 Sb., o odpadech a o zméné
nékterych dalSich zdkont. Odpad je hodnocen jako nebezpecny, pokud je uveden v seznamu
nebezpecnych odpadl nebo se jednd o jiny odpad vykazujici jednu nebo vice nebezpeénych
vlastnosti. K nebezpenym vlastnostem patii i ekotoxicita. Jako ekotoxické jsou oznaCovény
latky nebo odpady, které, pokud se uvolni, mohou zpusobit okamzité ¢i opozdéné nebezpedi
v disledku nepiiznivého zatiZzeni Zivotniho prostiedi. [5, 6]

Hodnoceni kvality Zivotniho prostfedi je u nds tradicné zaloZeno na ndstrojich chemické
analyzy, a proto je vyzvou pfedev§im pro odbornou chemickou spolecnost zajimat se rovnéz o
ekotoxikologické ndstroje enviromentalniho monitoringu a podporovat jejich vyvoj i aplikaci.

(7]



2 CIL PRACE

Stale vzrustajici produkce novych chemickych latek muaze pfedstavovat vazné riziko
z hlediska projeveni se jejich negativnich ucinku. K témto uc¢inkiim patfi predevsim toxicita, a
to nejvice ta, ktera pusobi na lidské zdravi a Zivotni prostiedi. Pravé ekotoxikologické testy se
zabyvaji hodnocenim negativnitho dopadu chemickych latek, smési, odpada a polutantii na
ekosystém a pomadhaji tak feSit otdzku bezpecnosti novych latek. Jejich pouziti je dulezité
nejen z hlediska posouzeni rizik chemickych latek a chemickych piipravkl na zdravi clovéka,
ale zejména na Zivotni prostfedi. Pro komplexni posouzeni je vyhodné kombinovat
ekotoxikologické hodnoceni s enviromentélni analyzou.

Cilem této diplomové prace je vybér vhodnych standardnich a alternativnich testd toxicity
pro posouzeni vlivu vybranych monomert a aditiv polymert na Zivotni prostfedi. Na zakladé
ziskanych vysledkdl pomoci vybranych testd toxicity bude hodnocen vliv monomerd a aditiv
polymert na Zivotni prostredi. Pro dosaZeni cile bude provedeno:

» ckotoxikologické hodnoceni vybranych monomerd a aditiv polymert pomoci
standardnich testt toxicity

» ckotoxikologické hodnoceni vybranych monomerd a aditiv polymert pomoci
alternativnich testd toxicity

* zhodnoceni ziskanych vysledku.



3 TEORETICKA CAST

U kazdé latky, se kterou ptichdzi do styku organizmus ¢i vybrani Zivo€ichové, je nutné znat
jeji toxicitu. Touto toxicitou se rozumi ireverzibilni i reverzibilni poSkozeni. Pri
ireverzibilnim poskozeni dulezitych fyziologickych funkci dochdzi k trvalym nezadoucim
nasledkim, které Casto vedou az ke smrti. Reverzibilni poSkozeni odezni za urcitou dobu po
preruseni expozice toxické latky. Ke zjisténi toxickych ucinkt latek nebo jejich smeési byla
vypracovana fada experimentdlnich testd, které se provadéji jak in vitro, tak in vivo na
vybranych organizmech. Na vypracovéni téchto zkousek se podili Mezindrodni organizace
pro normalizaci ISO (International Organization for Standardization). VeSkeré biologické
testy se musi provadet podle zdsad spravné laboratorni praxe GLP (Good Laboratory Practice)
a podle zdsad etické prace s laboratornimi zvifaty s ohledem na zékon ¢. 77/2004 Sb., kterym
se méni zakon €. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich predpisu.

Pomoci ekotoxikologického hodnoceni je jednotlivym testim toxicity dodan spravny
ekologicky vyznam, nebot pomahaji zhodnotit vysledky testi toxicity na razné slozky
zZivotniho prostfedi a na rizna spoleCenstva.

Ekotoxikologie se prevdzné zabyva posuzovanim toxickych ucinki latek, smési, vyluht
odpadd, polutanti a vzorku na ekosystémy, a proto by ekotoxikologické studie mély vzdy
zahrnovat vysledky testll toxicity na nékolika organizmech z riznych trofickych pozic
sledovaného ekosystému. [7, 8]

3.1 Ekotoxikologie

Védni obor ekotoxikologie je pomé&rmé mlady a zabyva se hodnocenim i posuzovanim vlivu
ucinku chemikdlii na Zivé organizmy, populace a jejich spoleCenstva kromé Clov€ka. Déle
sleduje pohyb latek v piirodé€, moznosti jejich odstraniovani a prevenci Skodlivych ucinka
chemikdlii na vSechny sloZzky pfirody. Latky pfichdzejici do styku s Zivymi organizmy je
ovliviiuji pozitivné €i negativné v zavislosti na davce. [9, 10, 11]

Ekotoxikologie je pfirodnim oborem, ktery zahrnuje rtizné varianty experimentdlnich i
teoretickych metod z oborta jako biologie (obzvlasté ekologie), chemie, toxikologie, geologie,
geografie a fyzika. Hlavnim cilem je vyvoj metod, které umoZiuji sledovat nepiiznivy
vliv chemickych latek na Zivé organizmy a jejich spoleCenstva za standardnich a
reprodukovatelnych podminek. Zvlastni pozornost je vénovana potravnim fetézcum. [12]

3.1.1 Historie

Poprvé byly pozorovany ekotoxikologické dopady na ekosystém v roce 1850, coZ spada do
obdobi prumyslové revoluce. Tehdy doslo k abnormdlnim zménam na kazi nékterych
ZivocCichu. Prvni test akutni toxicity byl proveden v roce 1863 a tykal se sledovani, hodnocen{
a studia pasobeni toxickych chemikalii pfitomnych v odpadnich vodach.

Termin ekotoxikologie poprvé pouzil, okolo roku 1969, Clen francouzské akademie véd
Dr. Rene Truhaut. Definoval tuto Cinnost jako studium nepfiznivych ucinkt chemikalif
s cilem chrénit ptirodn{ druhy a spoleCenstva. K dal§im védcim zabyvajici se ekotoxikologif



patii i Cairnse a Newman. Cairnse ekotoxikologii definoval jako testovani toxicity Skodlivych
latek na jednu nebo vice slozek ekosystému. Newman pak do své definice ekotoxikologie o
dopadech znecistujicich latek na biosféru zahrnuje i ¢loveka. [12]

puvodné predpokladalo. To prispélo k rozvoji ekotoxikologie zpocatku ve vodnim prostiedi.
Provadéné standardizace v tomto prostifedi byly relativn€ snadné a jednoduché, na rozdil od
standardizace pudy a lidského organizmu. [9]

Pocatecni studie zahrnovaly zdkladni zdroje definic a identifikace biologie i morfologie
jezer, potoki a fek. Tyto studie vyuzivaly zkoumani rostlin, zvifat a mikroorganizmu
reagujici s biologickymi ¢astmi odpadnich vod. To vedlo ke sniZeni organického znecisténi.

Nyni existuji pocetné standardni metody na sladkou vodu a na motské druhy, vcetné ryb,
bezobratlych i fas, které jsou neodmyslitelnou soucasti vod a sedimentt prostiedi. [13]

3.2 Ekotoxikologicky biotest

Biotest je definovdn jako zkouSka vyuZivajici biologicky systém. Zahrnuje expozici
organizmu testovacim materidlem a odpovéd’ organizmu. Je to proces, pii némz je testovaci
systém (tkdn€, organizmy, populace apod.) exponovin v presné definovanych podminkach
raznymi koncentracemi zkoumané chemické latky, chemického pripravku nebo smésného ¢i
ptirodniho vzorku nebo vyluhu odpadi, jak je pozadovano v zdkoné ¢. 185/2001 Sb., o
odpadech a o zmeén¢ nékterych dalsich zakona.

Biotest je nespecificky, relativné levny, screeningovy test, jehoZ vyhodou je jeho rychlost.
M4 vyznam v monitoringu Zivotniho prostfedi a slouzi pro odhad rizik spojenych s vyskytem
toxickych latek v Zivotnim prostfedi.

Pro stanoveni sledovaného jevu vyuzivd ekotoxikologicky biotest detekCni systémy, které
jsou relevantni, to znamenad, Ze umoziuji interpretaci vysledkt a maji dostateCnou vypoveédni
hodnotu pro sledované ekosystémy nebo hodnocené matrice, napi. vodni prostfedi, pudni
prostiedi, odpady ¢i chemické latky. [12, 14]

3.2.1 Rozdéleni ekotoxikologickych biotestu
3.2.1.1 Podle doby expozice
AKkutni testy

Akutnimi testy jsou hodnoceny ucinky latek, smeési, vyluhti odpadi, polutanti a
environmentalnich vzorkd, které se projevi v kratké dobé€ po jednordzovém podani. Prikladem
je stanoveni mortality, kterd se vyjadiuje jako LD50 (ddvka latky, kterd vyvold dhyn 50 %
testovanych organizmti v dobé testovaci studie) nebo LC50 (koncentrace latky, kterd vyvola
thyn 50 % testovanych organizmu v dobé testovaci studie). Prostfednictvim téchto testi se
stanovi zdvislost G¢innosti na ddvce a ndsledné se vypocitd toxicky index. Akutni toxicita
byva vyrazné zavisla na typu expozice, proto tento udaj, vCetne charakterizace testu, musi byt
u hodnoty stanoveného indexu uveden (ordlni, inhalaéni — 4 hod, 8 hod, atd.).

10



Kontrolni skupina zde neni, ale je vhodné kontrolovat spridvnost soub&Zné na jiné skupiné
podavanim referencni latky. [13, 15]

Subchronické testy (subakutni)

Cilem testu je hodnoceni biologického tc¢inku latek, smési, vyluhti odpadd, polutanti nebo
environmentdlnich vzorki a patologickych zmén. Subchronické testy jsou zaloZeny na
sledovani dc¢inku po dobu rovnajici se 10 % piedpoklddané doby Zivota testovaného
organizmu. Studie subchronické toxicity vedou k detailn€jSim informacim o toxickych
uCincich poddvané latky. Hodnoceni rozpéti koncentrace, pii kterych dochdzi ke
kumulativnim Gc¢inki, je podkladem pro sledovani chronické toxicity. [12, 16]

Chronické testy

Pfi chronickych testech jsou sledovany tucinky toxickych latek, smési, vyluht odpadd,
polutantti nebo environmentdlnich vzorkd po del§i dobé nebo v delsim cCasovém obdobi.
Duraz se klade na sledovani vlivu dlouhodobé opakovanych mensich davek na organizmus. V
prubéhu testu jsou sledovany patologické zmény pomoci vhodnych bioindikatort, které
indikuji Skodlivy tucinek testované chemikdlie. Kontrolni skupina je stejné pocetnd jako
exponovand a je testovdna za stejnych podminek, kromé podavani testovaci chemikdlie.

Cilem testu je najit nejvyS$i ddavku, kterd nevyvoldvd prokazatelné toxicky ucinek.
Chronické testy poskytuji informace nutné ke stanoveni hodnot NOAEL (No Observable
Adverse Effect Level — nejvyssi ddvka, pfi které jesté nebyl pozorovan Skodlivy ucinek) a
LOAEL (Lowest Observable Adverse Effect Level — nejniz§i ddvka, pii které jiz byl

pozorovén Skodlivy dcinek). [15, 16]

3.2.1.2 Podle uspordddni testu
Biotesty 1. generace (klasické, standardni)

Tyto biotesty jsou nejrozsitenéjsi a uzndvané mezindrodni legislativou. Jejich provadéni je
ekonomicky naro¢né, nebot’ kultury testovacich organismi je nutno dlouhodobé udrZovat.
K testu musi byt pouzity pouze zdravé a homogenni kultury. Doba testovdni se pohybuje
v rozmezi 48 az 96 hodin, proto se jednd o testy akutni toxicity, napf. na rybach (Poecilia
reticulata, Brachidanio rerio, atd.), imobilizacni test na perlooCkidch (Daphnia magna) a
test inhibice rastu sladkovodnich fas (Raphidocelis subcapitata, Scenedesmus subspicatus,
Scenedesmus quadricauda). [11, 12]

Biotesty 2. generace (mikrobiotesty)

Neustala produkce tisici novych litek o neznamych tdcincich na zivé organizmy vede k
rozvoji novych trendl ve vyvoji testi. Z tohoto divodu nartsta potieba testovani ve velkych
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sériich za vyuziti miniaturizace zkumavek, kyvet ¢i mikrotitracnich desti¢ek. Dusledkem
miniaturizace je zkrdceni doby inkubace na 24 hodin aZ na minuty a zjednoduSeni i zlevnéni
testli. Testovaci organismy pro mikrobiotesty se uchovavaji v klidovych stadiich (bezobratli),
v lyofilizovaném stavu (bakterie) nebo v imobilizované formé (fasy). [11, 12, 14]

Biotesty 3. generace (biosenzory, biosondy, biomarkery)

Biomarkery pfindsi zménu v méfeni bunék nebo biochemickych procesti a funkci ve
slozkach ekosystému. Identifikace a vhodné méfeni pomoci biomarkerit umoziuje
pfedpoklddat moznou poruchu v ekosystému. V soucasné dobé€ jsou testy tfeti generace na
urovni zdkladniho vyzkumu. Jejich vyuZiti se ocekdva v on — line monitorovacich systémech
a ve screeningovych testech. [11, 12, 17]

3.2.1.3 Podle iirovné provedeni
Testy na trovni bunék

Testy na bunéfné drovni vodnich organizmi jsou vyuzivany predevSim pro teoretické
objasnéni ucinkd toxickych agens. Mezi vyhody téchto testd patii vysoka citlivost,
reprodukovatelnost, nizké financni a ¢asové naroky. Naopak nevyhodou jsou systémy in vitro,
které nemohou suplovat enzymaticko — imunitni systém Zivého organizmu, a proto se asto
1is1 od faktora ziskanych systémem in vivo. [11, 14]

Testy na drovni organizmi

Nejveétsi vyuZziti zaznamenaly testy na drovni organismu. Pres potize s jejich
reprodukovatelnosti a srizikem pfi interpretaci ziskanych vysledkd na Zivotni prostiedi
dosdhly tyto testy velkého rozSiteni. Pfedstavuji kompromis prijatelny z ekonomického i
technického hlediska. Vybér organizmu je provadén tak, aby byly postiZzeny vSechny trofické
urovné ve vodnim prostiedi tj. cely potravni fetézec. Odpoveéd organizmi na pritomnost
toxickych latek neni jednotnd, ale ovliviiuje ji mnoho faktord, napf. dosazitelnost toxikantu,
zpusob piijimani toxikantu organizmem, jeho bioakumulace a schopnost organizmu
odbourdvat Skodlivinu. Neni vhodné vytvéret zavery z testovani pouze na jednom organizmu.
P1i pouZiti vétsiho pocCtu testovacich organizmt dochazi k rustu informovanosti o zkoumaném

vzorku a ndsledné€ ke zvySovani vypovédni hodnoty testu. [11, 12, 14]

Testy na tirovni biocenoz

U testd na urovni biocendz je vyhodné sledovat toxicky tcinek v pfirodé nebo na modelu
piirodé blizkém. Zmény ve sloZeni biocendz nemusi byt vZdy vyvoldny toxickym udcinkem,
ale mohou byt zptiisobeny narusenim potravniho fetézce. Velmi obtizné je vytvorit identické
podminky predchozich testd, nebot je omezena reprodukovatelnost vysledku téchto testh.
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Velké vyuziti maji tyto testy pfi sledovani vlivu chemickych latek a pfipravka nachazejicich
se ve vodnim prostfedi, napt. krmiva ¢i farmaka. [11, 14]

3.2.1.4 Podle trofické iirovné testovacich organizmiui

Vv,

Producenti (sinice, iasy, vyssi rostliny)

Tento typ testovacich organizma tvoii hlavni zdroj energie a organické hmoty
v ekosystému; kromé toho je zdrojem kysliku pro ostatni organizmy. Obecné celd skupina
producentd je fazena mezi ekonomicky i esteticky vyznamné organizmy, a to z hlediska
zdroje surovin i potravin.

Zasadni vyznam pro cely ekosystém ma ekotoxicita producentd zpusobujici akutni i
chronické efekty. Dusledkem akutnich efekti na producentech v ekosystému jsou zmeény
slozeni spoleCenstva, coz vede ke ztratam citlivych druhti producentd, nebo sniZeni diverzity,
kdy zustava pouze jediny druh. Mezi dasledky chronickych efektt patii genotoxicita, poruchy
v rozmnozovani, populaéni zmény, vyskyt chemicky indukovanych nadort u rostlin ¢i zmény
genofondu. [11, 12, 16, 17]

Konzumenti (ryby, obojZzivelnici, ptaci, savci)

Obratlovci 1 bezobratli ZivoCichové vytvaii v ekosystému vyznamny cldnek jako
mezistupen pro konzumenty vyssich fadi a jako regulator pocetnosti nizsich pater potravnich
fetézcl. Ekonomicky a esteticky velmi vyznamnd je skupina termindlnich konzumentd
(dravci), kterd je zastoupena v pifrodé v malém mnozstvi a je velmi citliva ke stresu.

Také u konzumentl se objevuje akutni i chronickd toxicita. Akutni toxicitou se rozumi
napf. poruchy zdravi a pfijimani potravy, jehoz disledkem jsou zmény spolecenstev.
Mechanismy chronické toxicity jsou méneé zndmé 1 studované nez akutni efekty, a proto je

jejich poznani a identifikace obtizné&jsi. Piesto jsou v pfirod€ pozorovany dusledky chronické
toxicity jako napf. genotoxicita, karcinogenita, teratogenita a imunotoxicita. [11, 12, 17]

Destruenti (bakterie, plisné, kvasinky)

Mikroorganizmy patii mezi dilezitou slozku ekosystému z hlediska recyklace Zivin i
materiald, udrZeni drodnosti a kvality pudy, biodegrada¢nich procest v pudé a samodistici
schopnosti vody.

Nevyhodou destruentii je vysoka citlivost k ekotoxikantim, které negativné ovliviiuji
jednobunécné mikroorganizmy majici velky specificky povrch a slabou bunécnou sténu i
membrinu. To je pfi¢inou nizké mechanické ochrany pted okolim a nasledné snadného cile
pro toxické latky. K disledkiim ekotoxicity destruentii patii sniZend metabolickd aktivita,
snizend recyklace materidlu v ekosystému a neschopnost samoci$téni a biodegradace
toxickych latek. [11, 12, 17]
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3.2.1.5 Podle testované matrice a spektra testovacich organizmi

Vhodné testovaci matrice pro ekotoxikologické biotesty jsou puda, voda, vzduch, sediment,
odpady a chemické latky.

Organizmy, které se testuji, je mozné rozdelit na dveé skupiny. Prvni skupinou jsou
jednodruhové organizmy a druhou skupinu tvoii vicedruhové organizmy, a to jak s pfirodnimi
populacemi tak i s laboratornimi smésmi kultur. [11, 12, 18]

3.2.1.6 Podle typu testovaného vzorku a zpusobu pripravy vzorku

U ekotoxikologickych biotesti je mozné k testovani vyuzit Cistych chemickych latek
(hydrofilni, hydrofobni, volatilni), smési litek (zndmych i nezndmych), ale i pfirodnich
vzorku (vétSinou neznamé, smésné, s neznamymi interakcemi).

Veskeré testované latky mohou byt v rizném stavu. Nejcasté&ji se testuji zndmé koncentrace
chemickych latek a vyluhy pfirodnich vzorkl. Také je mozné provadét piimé testy a
srovnavaci testy sorbénich matric. [12, 18]

3.2.1.7 Podle stupné komplexnosti detekcniho systému

Déleni testi podle komplexnosti detekéniho systému postupuje od nejjednodussich
k nejslozitéjSim — enzymy, biosondy, bunécné a tkanové kultury in vitro, intaktni Zivy
organizmus, populace, mikro/mezo kosmos, terénni experimenty. Zde vyvoj chdpani
ekotoxikologickych biotestd pokrocil. Pivodni definice uznavala pouze vliv latek na Zivé
organizmy, ale dnes jsou s pronikanim tfeti generace ekotoxikologickych biotestl uznavany
pro hodnocent rizik také biotesty na drovni suborganizmadlni. [11, 12]

3.2.1.8 Podle zpusobu vyhodnocovdni

Soucasti provedeni testu toxicity je i zpusob jeho vyhodnoceni. Po ukonceni testu se
mohou objevit napf. letdlni efekty (mortalita, imobilizace), subletdlni efekty (chovani
organizmi napf. rychlost a smér pohybu), hodnoceni fyziologické aktivity (fotosynteticka
aktivita, enzymatickd aktivita, efekty na membranach, piirastky - napf. délka kofene, pocet
bunék v populaci, hmotnost organizmu, nachylnost k napadeni chorobami, Skadci i parazity,
apod.), reproduk¢ni aktivita, malformace a teratogenita. [11, 12, 18]

3.3 Metody testovani toxicity

Podstatou ekotoxikologické priace jsou testy toxicity, které sleduji reakce urcitého
organizmu s dobfe zndmymi projevy, stavbou téla a fyziologii v uméle pfipraveném prostiedi,
kdy je vystaven zndmé koncentraci zndmé latky nebo nezndmému prostiedi. Tyto testy slouZi
ke zjiSténi €1 odhadu mozného toxického vlivu testovanych litek na Zivé organizmy.
Ekotoxikologické testy jsou nespecifické, to znamend, Ze zachycuji celkové toxické ucinky
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vSech latek pfitomnych v testovanych vzorcich bez dalSi bliz§i znalosti jejich sloZeni ¢i
chemické struktury. Tato nespecifi¢nost ma své vyhody i nevyhody. Hlavni vyhodou je rychlé
a dostatecné informativni zhodnoceni danych vzorku, napf. odpadi ¢i latek uvolnénych do
prostiedi v disledku ekologické havarie. V téchto piipadech hraje roli predevsim cas a je
tteba na prvnim mist€¢ védet, zda je dany vzorek toxicky Ci nikoliv. Podrobna chemickd

Yev s

analyza je zdlezitost dlouhodobé&jsi a predevsim nakladnéjsi. Provadi se az u vzorka, které
vykazuji toxické ucinky a je tedy opodstatnéné se jimi podrobnéji zabyvat. Ziroven neni
mozné u vzorku obsahujictho vice latek odhadnout, natoz urcit jeho toxické ucinky pouze na
zakladé chemického sloZeni. [16, 19]

V soucasnosti je zaznamendn zvySeny zdjem o testovani novych a existujicich chemikalii
reagujicich v prostiedi. Proto neustidle dochdzi k rozvoji metod testovani toxicity

v akvatickém i terestrickém prostiedi. [20]

3.3.1 Ekotoxikologické hodnoceni latek na zakladé testu toxicity
3.3.1.1 PredbéZny test

Vzorek o neznimé toxicité se podrobi prvni zkousce s testovacimi organizmy. Ulelem
pfedbéZného testu je zjistit, zda latka toxické ucCinky vykazuje Ci nikoliv. Pouzivaji se dvé
paralelni nasazeni se dvéma kontrolami. Pokud nedojde k Zddnému dhynu organizmu ci
inhibici rastu kofent rostlin, je pfedbézny test hodnocen jako negativni a provadi se ovéfovaci
test. [12, 21]

3.3.1.2 Ovérovaci test

Oveétovaci test se provadi v Sesti paralelnich nasazenich v pfipad€ negativniho vysledku
pfedbéZného testu. Vysledek se hodnoti jako negativni, pokud nedojde v testovanych
roztocich k dhynu, imobilizaci €i inhibici pfevySujici o 10 % thyn, imobilizaci €i inhibici
v kontrole. Poté se dalSi testovdni neprovddi. Pokud je vysledek pozitivni, tj. thyn,
imobilizace nebo inhibice v testovaném vzorku pfevysi o vice neZ 10 % udhyn, imobilizaci
nebo inhibici v kontrole, zéleZi dalsi postup na mife dthynu, imobilizace nebo inhibici. Jestlize
je mortalita nebo inhibice niz§i nez 50 %, dalsi testy se neprovadé€ji. V piipade€, Ze mortalita
nebo inhibice pfekroci 50 %, provadi se orientacni test. [12, 21, 22]

3.3.1.3 Orientacni test

U tohoto testu je dulezité urCit rozmezi, ve kterém lze ocekavat hodnotu LC50, EC50
(koncentrace latky, kterd vyvold 50 % thyn nebo imobilizaci testovaného organizmu) nebo
IC50 (koncentrace, kterd zpusobi 50 % inhibici ucCinnosti) testované latky. NejCast&ji se
pouzivd deset koncentraci volenych v Sirokém rozpéti. Do kazdé testované koncentrace se
nasazuji Ctyfi organizmy. Celkové se u orientacniho testu, oproti jinym, nasazuje mensi pocet
organizmd. Uelem je zjistit nejvyssi koncentraci latky, pfi které jesté nedochdzi k dhynu &i
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imobilizaci jedinct (OCO - orientacni koncentrace 0) a nejnizsi koncentraci, kterd jiz pasobi
letalné (OC100 — orientacni koncentrace 100). [11, 21, 22]

3.3.1.4 Zdkladni test

K vlastnimu ur€eni hodnoty LC50, EC50 nebo IC50 slouzi zdkladni test. Test se nejcastéji
sklada ze sedmi rtuznych koncentraci testované latky v rozmezi stanoveném orientaénim
testem. Pro kaZzdou koncentraci se nasazuji 2 — 3 paralelni stanoveni. Po 24, 48 nebo
72 hodinéach se odecitd pocet uhynulych nebo imobilizovanych jedinct nebo se zméii délka
kofenu rostlin a ze zjisténych ddaju se spocita hodnota LC50, EC50 nebo IC50. V kazdé
testované koncentraci se na zaCdtku i na konci pokusu zaznamendvé teplota, koncentrace
rozpusSténého kysliku a pH. [12, 21]

3.3.2 Hodnoceni vysledku

Vysledek je hodnocen jako negativni, pokud v ovéfovacim testu nedojde k prekroceni 10 %
dhynu ¢i imobilizaci nebo je dosaZzeno 90 % kliCivosti ve srovnani s kontrolou. Hodnotu
LC50 ¢i EC50 nelze stanovit, jestlize v oveéfovacim testu uhyne méné nez 50 % (ale vice nez
10 %) testovanych organizmu.

Vysledek je hodnocen jako pozitivni, pokud testovana latka zptusobi vétsi nez 50 % thyn,
imobilizaci €i inhibici.

Vysledkem ekotoxikologické zkousky je hodnota LC (EC, IC) 50, popt. i dopliikové
hodnoty LC (EC, IC) 10, LC (EC, IC) 90, LC (EC, IC) 50/NOEC. [21]

pozitivn{ PREDBEZNY TEST | negativni

pozitivn{ OVEROVACI
] TEST
| |
Mortalita = 50% Mortalita < 50%
‘ !
ORIENTACNI TEST negativni
v
Z AKLADNI
TEST
A \ 4
> HODNOCENT

Obr. 1. Schéma postupu pfi testu toxicity. [21]

16



3.4 Standardni metody testovani toxicity

Standardni laboratorni testy akutni toxicity patii mezi nejzndméjSi a nejrozSitené;si
v laboratorni praxi. Ve svété existuje celd fada ekotoxikologickych metodik. Velkou snahou
je rozsifit jednotnou metodiku a jednotné hodnoceni toxicity latek do vSech zemi. Z davodu
porovnatelnosti vypoveédni hodnoty jednotlivych testd a pouzitych organismi, se neprovadi
testovani latky pouze na jednom typu organismu, ale litka se aplikuje alesponl na tfi druhy.
Toto paralelni testovani se oznaCuje jako zakladni baterie testt, zaloZzené na poznatku o stavbé
a propustnosti bunécné stény u rtuznych organismu, napf. destruent, producent a konzument.
Baterie testt vyuZiva rozdilného charakteru skladby bunécné stény bakterialniho, rostlinného
a zivoCiSného typu buriky. Nejpouzivanéjsi baterii testd akutni toxicity jsou testy toxicity na
fasidch (chlorokokdlni druh Scenedesmus subspicatus Ci Selenastrum capricornutum, syn.
Raphidocelis subcapitata), testy toxicity na semenech (kratkodoby test kliCivosti na semenech
hoi€ice bilé Sinapis alba), bezobratlych (testy toxicity na korysich, napt. perlooCka Daphnia
magna) a testy toxicity na rybach (akvarijni rybka Poecilia reticulata i Brachydanio rerio).
[23]

Standardni testy toxicity zaznamendvaji velké vyuZiti pii hodnoceni nebezpecnych
vlastnosti chemickych latek a piipravki, stanoveni ekotoxicity odpadu, biologickém testovani
pfitokovych a odpadnich vod, biologické zkouSce toxicity pti havdriich a testovani latek
s potencidlnim dopadem na vodni ekosystémy. [24]

V jednotlivych zemich svéta byly standardizovany rtizné metodiky umoziujici porovnani
vysledkl mezi laboratofemi. Mezi nejrozsitenéjsi patii evropské metodiky popsané
vnormich ISO a OECD (Organization for Economical Cooperation of Development —
Organizace pro ekonomickou spoluprdci a rozvoj), podle kterych se v Ceské republice
identicky provadi Ctyfi zkouSky akutni toxicity:

= CSN EN ISO 6341 Jakost vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni toxicity

= CSN EN 28692 Jakost vod — Zkougka inhibice ristu sladkovodnich fas Scenedesmus
subspicatus a Selenastrum capricornutum (ISO 8692; 1989)

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

» Test inhibice rastu kofene hoicice bilé (Sinapsis alba). Metodicky pokyn Ministerstva
zivotniho prostiedi ke stanoveni ekotoxicity odpadu. [3, 25, 26]

3.4.1 Akutni imobiliza¢ni test na perloo¢kach Daphnia magna

Po dobu 48 hodin se perlooCky vystavi ucinku riznych koncentraci testované latky
rozpusténé ve standardné ptipravené tedici vodé. Za stejnych podminek se nasadi testovaci
organizmy do fedici vody bez testované latky — kontrola. V intervalu 24 hodin se kontroluje
stav perloocek a zaznamendvaji se uhynuli a imobilizovani jedinci v jednotlivych
koncentracich a v kontrole. Ze ziskanych hodnot se stanovi stfedni efektivni koncentrace
EC50 v casovém tseku 24 a 48 hodin (24hEC50 a 48hEC50).
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Testovacim organizmem je Daphnia magna (viz obr. 2) ve stdfi do 24 hodin nejméné¢ tieti
generace.

Platnost testu (validace)

Vysledky se povazuji za platné, jestlize koncentrace rozpusténého kysliku v testovanych
roztocich na konci testu je vétsi nebo rovna 2 mg/l, koncentrace testované latky béhem testu
neklesla pod 80 % nomindlni koncentrace, imobilizace kontrolnich organizmii je mensi nebo
rovna 10 % a zjisténd hodnota 24hEC50 dichromanu draselného je v rozsahu od 0,6 mg/l do
1,7 mg/l.

Vyhodnoceni testu

Vysledky testu se vyhodnocuji graficky s vyuZitim pocitacové techniky. [12, 20, 27]

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

3.4.2 Test inhibice rustu korene Sinapis alba

Vybrand semena hoiCice bilé se na dobu 72 hodin vystavi G¢inkim rtznych koncentraci
testované latky rozpusténé ve standardné pfipravené fedici vodé€. SouCasné se na stejnou dobu
nasadi semena do fedici vody bez pfitomnosti testované latky — kontrola. Po 72 hodindch
pusobeni se v jednotlivych koncentracich i v kontrole stanovi pocet vykliCenych semen a
zméii se délka kofent. Ze ziskanych hodnot se pro kazdou koncentraci a kontrolu vypocita
pramérna délka kotene a urci se koncentrace latky, jez zptisobi 50 % inhibici rastu kofene ve
srovnani s kontrolou (72hIC50). Pokud testovana latka pusobi na rast kofene stimula¢né,
vypocet IC50 se neprovadi.

Testovacim organizmem jsou prebrand, okroveé Zlutd, semena hoiCice bilé s kliCivosti
miniméalné 90 % a stifedni velikosti 1,5 — 2,5 mm.
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Vypocet priumérné délky korene Sinapis alba:

L,
=25 g

, kde
n

n  je pocCet semen ve zvolené koncentraci (30)
L  je prumérna délka kofene ve zvolené koncentraci (mm)
L, je délkai— tého kofene ve zvolené koncentraci (mm)

Stejnym zplsobem se vypocte primérna délka kofene v kontrole L. (mm)

Vypocet inhibice riistu korene v testované ldtce oproti kontrole:

L —-L
I, = ——=.100, kde
L

1
c

I, je inhibice rustu kofene (%) v dané koncentraci, je-li I <0, jedna se o stimulaci rastu

1

L. je prumeérnd délka kofene v kontrole (mm)

L, je primérna délka kofene v testované koncentraci (mm)

Platnost testu (validace)

Vysledky se povazuji za platné, jestliZe je v kontrole dosaZeno minimdlni kli¢ivosti 90 % a
zjisténd hodnota 72hIC50 dichromanu draselného je ve shod¢ s vysledky odpovidajicimi pro
tento standard.

Vyhodnoceni testu

Vysledky testu se vyhodnocuji graficky s vyuZitim pocitaCové techniky. Zakladem pro
hodnoceni inhibi¢nich ucinka testované latky na Sinapis alba je primérnd délka kofene
zjisténd v testovacich miskdch ve srovnani s primérmou délkou kofene v kontrole. Semena,
ktera nevykli¢i nebo vykli¢i, ale nevytvoii kofen, se do pruméru zapocitavaji jako nulova.
Hodnota IC50 se vypocitd pro kazdé paralelni stanoveni zvlast a vyslednd hodnota je
prumérem uvedenych hodnot. [12, 14, 26, 27]

3.4.3 Test inhibice rustu sladkovodnich ras Raphidocellis subcapitata
Rasové jednodruhové kmeny se kultivuji pii teploté 25+2 °C a kontinudlnim osvétleni
6 000 lux v fedici vode, kterd obsahuje koncentracni fadu testované latky. Rasy se inkubuji po

dobu 72 hodin. V dob¢ inkubace se v nich jedenkrat za 24 hodin méfi hustota bunék a rfasova
suspenze, kterd ma pocdtecni koncentraci 10 000+ 2 000 bun€k v 1 ml, se minimalné& tfikrit
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denné promichava. Uginek testované latky na fasovou kulturu se projevi jako inhibice, kdy se
vyhodnoti 72hIC50, nebo jako stimulace, kdy se vypocet 72hIC50 neprovadi.

Jako testovaci organizmus je moZzné pouzit planktonni sladkovodni fasu Scenedesmus
subspicatus nebo Selenastrum capricornutum (syn. Raphidocellis subcapitata).

Rasové inokulum se piipravi tak, Ze se Fasova suspenze nechd usadit a horni &ird vrstva
roztoku se slije. Timto zpiisobem se fasovd suspenze zahusti a jeji hustotu je mozné stanovit
v Biirkerové poéitaci komtirce. Rasy je mozné poéitat v 50 velkych &tvercich, kdy vysledné
hodnota se ndsobi Cislem 5 000, nebo ve 100 cCtvercich, kdy vyslednd hodnota se ndsobi
¢islem 2 500. Obéma zpusoby se ziskd pocet buné€k v 1 ml fasové suspenze.

Vypocet objemu inokula:
X = Ve , kde
a
x je potfebny objem inokula v ml
V' je poZadovand hustota fasové kultury na zacatku testu (pocet bun€k v 1 ml)
¢ je mnozstvi testovaného roztoku v ml

a je hustota inokulacni kultury (pocet bunék v 1 ml)
Stanoveni hodnoty IC50 pomoct integrdlit biomasy:

Vypocet hodnoty IC50 se provadi na zdkladé rastovych kiivek fasové kultury pro
jednotlivé koncentrace, které se porovnaji s kontrolou. Inhibici ristu je mozné stanovit
porovnanim ploch pod rastovymi kfivkami fasové kultury v kontrole a v testovanych
vzorcich.

(Nl _No)'t1 +(N1 +N0_2N0)'(t2_t1)+ +(Nn—1 +Nn_2NO)‘(tn _tn—l)
) e 5

A =

, kde

A je plocha pod ristovou kiivkou
t, je doba prvniho méfeni od pocatku testu (ve dnech)

t, Je doban — tého meéfeni od pocétku testu (ve dnech)

N, je jmenovitd pocatecni hustota bunék (pocet bunck v 1 ml)
N, je zméfend hustota bunék v Case 7, (poCet buné€k v 1 ml)
N, je zméfena hustota bunék v dobé ¢, (pocet bunék v 1 ml)

Vypocet inhibice rustu 7, :
(A, —A,).100

Ly == (%), kde

c

I,, jeinhibice pro danou koncentraci zji§ténd na zdkladé porovnani ploch pod ristovymi
kiivkami, je —li 1, <0, jednd se o stimulaci ristu
A, je primérnd plocha pro danou koncentraci

A. je primérnd plocha pro kontrolni vzorek

c
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Stanoveni hodnoty IC50 pomoct riistovych rychlosti:

Inhibice rastu se také muze stanovit porovnanim rustovych rychlosti fasové kultury
v kontrole a v testovanych vzorcich.

InN, —InN
ﬂ:w,kde

N, je hustota bunék naméfend v zaveru testu (pocet bunék v 1 ml)

N, je hustota bun€k na pocatku testu (pocet bunék v 1 ml)
t, je doba trvéni testu (dny)

Vypocet inhibice I, :

I = w (%), kde

i
c

I, je inhibice pro danou koncentraci zjisténa na zaklad€ porovnani ristovych rychlosti,
je—1i I, <0, jedna se o stimulaci rastu
M. je rustovd rychlost fasové kultury v testované koncentraci

M. je rustovd rychlost fasové kultury v kontrole

Platnost testu (validace)

Vysledky se povazuji za platné, jestlize hustota buné€k se u kontrolniho vzorku zvysi vice
nez Sestnactkrat v prub€hu 72 hodin a pH se v kontrolnim vzorku nezméni o vice nez 1,5
jednotky.

Vyhodnoceni testu

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

3.4.4 Test akutni toxicity na rybach Poecilia reticulata

Pfi tomto testu se ryby vystavi d¢inku riznych koncentraci testované latky rozpusténé ve
standardné pfipravené fedici vodé po dobu 48 hodin. Stejnym zptisobem se nasadi testovaci
organizmy do fedici vody bez testované latky — kontrola. V pribéhu testu se kontroluje stav a
chovani ryb a odlovuji se uhynuli jedinci. V Casovém udseku 24 a 48 hodin se zaznamendvaji
celkové pocty uhynulych ryb v jednotlivych koncentracich a v kontrolach. Z téchto hodnot se
stanovi stfedni letdlni koncentrace LC50 v Casovém useku 24, 48 hodin (24hLC50,
48hLLC50). V praxi se tento test obvykle provadi podle normovanych postupt semistatickym
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zpiisobem po dobu 96 hodin s vyménou 14zné& kazdych 24 hodin dle CSN EN ISO 7346 — 2.
Je vak také moZno vyuZivat i metody pratoéného testu dle CSN EN ISO 7346 — 3.

Jako testovaci organizmus se pouzivd Poecilia reticulata (Zivorodka duhovd) viz obr. 3,
kterd ma byt k testim akutni toxicity pohlavné diferencovand, v rozmezi délek téla 15 az
25 mm a ve veéku 3 az 4 mésicu. Samice nesmi mit zfetelnou ,,zarode¢nou* skvrnu. PouZivaji
se ryby v pfirozeném poméru pohlavi (nejCast&ji 1:1), pfiCemZz se ryby do jednotlivych
testovacich naddob vybiraji ndhodné.

Vedle zivorodky duhové je mozno k testim akutni toxicity pouzit i dal$i druhy ryb, napf.
Brachydanio rerio (danio pruhované) viz obr. 4. Pouzivaji se ryby ve véku 2,5 az 3,5 mésice a
v rozmezi délek téla 25 az 35 mm.

Ryby maji byt vybrany z populace jednotného piivodu, homogenni a dobrého zdravotniho
stavu. Pred testem maji byt aklimatizovany nejméné€ 7 dnd v fedici vodé€, piiteploté a
osvétleni jako u vlastniho testu. Dvacet Ctyfi hodin ptfed zahdjenim testu by nemély byt ryby
jiz krmeny. K testim toxicity by se nemély pouzivat dlouhodobé vySlechténé formy. Po
uhli¢itym vyrobenym v sifonové lahvi. Usmrceni je provedeno bezprostfedné po ukonceni
testu osobu zpusobilou podle zdkona ¢. 77/2004 Sb., kterym se méni zdakon ¢. 246/1992 Sb.,
na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich predpisu.

Platnost testu (validace)

Vysledky se povazuji za platné, jestlize koncentrace rozpusténého kysliku v testovanych
roztocich a v kontrole béhem celého testu neklesla pod 60 % nasyceni, koncentrace testované
latky behem testu neklesla pod 80 % nomindlni koncentrace a mortalita kontrolnich ryb
neprekroCila 10 % a zjiSténd hodnota 24hLLC50 standardu je ve shodé s vysledky
odpovidajicimi pro tento standard.

Vyhodnoceni testu

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

Obr. 3. Testovany organizmus Obr. 4. Testovany organizmus
Poecilia reticulata. [11] Brachydanio rerio. [11]
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3.5 Testy fytotoxicity

Rustové testy na suchozemskych rostlindich vytvafi vyznamny ukazatel stupné
ekotoxikologického zneciSténi Zivotniho prostfedi. Fytotoxicita hodnoti toxicitu a riziko
environmentédlnich Skodlivin na rostoucich i stdvajicich rostlindch. Testy fytotoxicity
poskytuji informace o vlivu jednotlivych Skodlivych litek ¢i jejich smési v pfirodé. Také
umoznuji posoudit vliv vzdjemného plsobeni vnéjSich a vnitinich faktorti i citlivost
jednotlivych rostlinnych druhd. Prioritou testa je jejich jednoduchost, flexibilita, materidlova
a ekonomickd nendrocnost.

Z environmentalniho hlediska se fytotesty pouzivaji zejména k hodnoceni vlivu polutanti
na rust rostlin, k hodnoceni tucinnosti biocisticich technologii, k monitorovani priabehu
degradace a ke zjisténi kvalitativniho ¢i kvantitativniho zastoupeni polutantd a hodnocen{
jejich vlivu na vegetaci. [12, 28]

I piesto, 7e ndsledujici fytotesty nejsou v CR standardizovdny, jsou v soudasnosti velmi
Casto i uspé€Sn€ vyuzivdny. Je mozné, Ze v budoucnu budou tyto testy zafazeny do
standardnich testt toxicity.

3.5.1 Test inhibice rustu okrehku mensiho Lemna minor

Kolonie okfehku se nechaji rast pfi teplot¢ 24+2°C po dobu 7dni v ruznych
koncentracich testované latky rozpusténé v fedici vod€. Za stejnych podminek se kolonie
listkii nasadi do fedici vody bez testované latky — kontrola. V testovacich i kontrolnich
kadinkach s fedici vodou musi byt pfitomny kolonie okfehku s identickym poctem listkta (9 —
12). Po nasazeni se kddinky ptekryji potravindiskou félii a vystavi se kontinudlnimu osveétleni
6 500 — 10 000 lux. Stav rostlin a pocet listka se kontroluje a zaznamenava kazdych 24 hodin
b&hem sedmidenni expozice.

Udelem testu je vyhodnotit G&inky litky na vegetativni rist okiehku mensiho na zdkladé
poCtu listka, rychlosti rastu ¢i na hmotnosti biomasy. Pro kvantifikaci dcinka latky se
porovnava rust v testovacich vzorcich a kontrol. Vysledkem je urceni koncentrace IC50.

Testovacim organizmem je okfehek menSi Lemna minor L. (viz obr.5), jehoZ zdravé
kolonie jsou tvoreny 2 — 5 listky.

Stanoventi inhibice riistu porovndnim riistovych rychlosti:

InN —InN
:M,kde
t

n

M je rastova rychlost
N, jepocet listkli v zavéru testu

N, je pocet listkl na pocétku testu

t, jedoba trvani testu (dny)

n
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Vypocet inhibice rustu [ ,:

J = M (%), kde

Y7

1, jeinhibice pro danou koncentraci zjisténd na zdklad€ porovnéni ristovych rychlosti,
je—1li 1,<0, jednd se o stimulaci ristu

M. jerustovd rychlost v testované koncentraci

M. je rustovd rychlost v kontrole

Stanoventi inhibice riistu porovndnim ploch pod riistovymi kiivkami:

(Nl _No)'t1 +(N1 +N0_2N0)'(t2_t1)+ ““““ +(Nn—1 +Nn_2NO)‘(tn _tn—l)
2 2 2

A= , kde

A je plocha pod rtstovou kiivkou

t, je Cas prvniho odecitini od pocatku testu
t, je €as n— tého odecitdni od pocatku testu
N, je pocet listkl zjisté€ny v testované koncentraci nebo v kontrole na zacdtku testu ¢,
N, je pocet listk zjistény v testované koncentraci nebo v kontrole v ¢ase ¢,
N, jepocet listka zjistény v testované koncentraci nebo v kontrole v ¢ase ¢,
Vypocet inhibice /,:

A —A ).100
I, = % (%), kde

c

I,; jeinhibice pro danou koncentraci zjisténa na zdkladeé porovnéni ploch pod rustovymi
ktivkami, je —1i 7, <0, jedna se o stimulaci ristu
A. je primérnd hodnota plochy pod ristovou kfivkou u kontrolniho vzorku

A, je primérnd hodnota plochy pod riistovou kfivkou u testovaného vzorku

Stanoveni inhibice riistu porovndnim hmotnosti konecné biomasy:

(B, - B,).100
B

c

I, = (%), kde

I, je procento produkce biomasy
B. je konecnd biomasa v kontrole

c

B; je kone¢nd biomasa u testované koncentrace
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Platnost testu (validace)

Vysledky jsou platné, jestlize pramérny pocet listkii v kontrole vzrostl po dobu testu na
osmindsobek, pH kontrolniho vzorku se béhem testu nezvysi o vice nez 1,5 jednotky a
zjisténd hodnota 168hIC50 dichromanu draselného je v rozsahu od 10 — 60 mg/I.

Vyhodnoceni testu
Cilem testu je stanovit ucinky testované latky na vegetativni rust okiehku, které se urci

pomoci rychlosti rustu, plochy pod rastovou kiivkou nebo mnozstvi kone¢né biomasy.
[12, 14, 27]

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

3.5.2 Test inhibice rustu korene cibule Allium cepa L.

Malé oloupané cibulky stejné velikosti se pfi teploté 20 °C po dobu 48 — 72 hodin nechaji
kultivovat v riznych koncentracich testované latky rozpusténé v ristovém médiu. Vhodnym
rastovym médiem je studend vodovodni voda s ovéfenou kvalitou, s pH okolo 7 a bez
piitomnosti toxickych iontd. Kazda cibulka musi byt polozena na hrdlo zkumavky tak, aby
kofenovd primordia byla ponofena v médiu. Pro kazdou koncentraci se pouzivd 10 cibulek,
ale v piipad€ malého mnozZstvi testovanych chemikalii nebo vzorku lze pouzit mén¢ cibulek.
SoucCasné se na stejnou dobu nasadi cibulky do fedici vody bez pfitomnosti testované
laitky — kontrola. KaZzdych 24 hodin se obméni médium ve zkumavkich se vzorky i
s kontrolou. Po 72 hodindch pusobeni se v jednotlivych koncentracich i v kontrole zméfi
délka svazku kofenu jednotlivych cibulek. Ze ziskanych hodnot se pro kazdou koncentraci a
kontrolu vypocitd pramérnd délka kofene a urci se koncentrace latky, jez zpusobi 50 %
inhibici rustu kofene ve srovndni s kontrolou (72hIC50). Pokud testovana latka pusobi na rast
kofene stimula¢né, vypocet IC50 se neprovadi.

Testovacim organizmem jsou cibulky cibule Allium cepa L. (viz obr. 6) pramérné velikosti
1,5 cm, které nejsou vyschlé ani jinak viditelné poSkozené.
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Vyhodnoceni testu

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

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

3.6 Alternativni metody testovani toxicity

Testovani toxického ucinku chemikdlii na jednotlivych organizmech se v soucasnosti
rozSifuje hlavné proto, aby byl Setfen Cas i finanCni ndklady. N&kdy jsou tyto testy
oznacovany jako mikrobiotesty. K testovani vyuzivaji klidova stadia testovacich organizmu
(pt. vajicka, cysty), ¢imz je snadnd jejich dostupnost v dob€ potieby, bez nutnosti ohroZeni
chovu organizmu. Jejich velkou pfednosti je rychlost, jednoduchost a citlivost. K testiim je za
potfeba malé mnozstvi testovaného roztoku, coZ umoziuje provedeni vice paralelnich testu
nebo i jejich opakovatelnost. Vyhodné jsou i malé naroky na laboratorni vybaveni a prostor.
S testem se soucasné€ provadi i kontrola, ve které nesmi mortalita pfesdhnout 10 %. V kontrole
se misto sledované latky pouZije jen standardni sladkd voda.

Mikrobiotesty vyuZzivaji z jednoduchych organizmi prvoky, bi¢ikovce, bakterie, fasy,
klicky semen rostlin, apod. Dochédzi k znovuoziveni testl na biCikovcich (Tetrahymena
pyrifornis), ovocnych muskdch (Drosophila), Daphnia magna, fosforeskujicich bakteriich
(Vibrio fischeri), na rybkdch (Poecillia — pavi ocka) nebo na Cervech (Tubifex tubifex —
niténky), a dalsi.

Prostfednictvim téchto testl se stanovuje toxicita chemikalii na systémy Zivotniho prostfedi
nebo se vyuziva ekosystému k méfeni bioakumulace a transportu chemikdlii a jejich
degradacnich produktd v raznych slozkach pfirody. Alternativni metody musi pracovat
s minimdlnim poc¢tem organizm.

Mikrobiotesty jsou vhodné pro zhodnoceni toxicity kontaminovaného vodného a
suchozemského prostiedi, odpadnich vod a vyluhti z pevnych odpadd. Nekteré toxkity se
vyuZzivaji pro detekci biotoxint ve vod€, kterd obsahuje sinice (vodni kvét) a pro rychly odhad
rizika v kontaminované vodé¢. Testy toxicity jsou druhoveé rozdilné, protoZe ziadny druh
organizmu neni shodné citlivy na pusobeni vSech chemickych latek a pripravka. [10, 14, 31]
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3.6.1 ToxKkity

Toxkity jsou celosvétové nejrozSifenéjSi testy toxicity. PfindSi ssebou zejména
miniaturizaci testu, jednoduchost, dobrou dostupnost, vysokou citlivost a dals§i vlastnosti,
které jsou divodem jejich pouzivani. Testy toxicity ,,Toxkity* se provadéji v akvatickém
prostiedi. Pomoci téchto biotesti je mozné hodnotit rGzné druhy matric (odpadni vody,
sedimenty, odpadni vody uvolnéné do sladké vody, kterd dsti do moii nebo odpadni vody,
které jsou vypoustény piimo do mofii). Doména, kterd se udava u kazdého toxkitu urcuje, pro
jakou vodu je dany test urcen; napft. ,,F** pro sladkou vodu a ,,M* pro vodu slanou, moftskou.
[13, 31]

3.6.1.1 Algatoxkit F

Algatoxkit F je biotest, pfi kterém se pomoci inhibice rustu testovaného organizmu
Selenastrum capricornutum (viz obr. 7 a 8) stanovi 72hIC50. Vyuziti té€chto fas v testech
toxicity je velmi vyhodné z diivodu jejich rychlého rastu. Pred nasazenim do testu jsou fasy
imobilizovany ve specidlnim prostfedi, kde jsou schopny pfezit i nékolik meésicut.
Deimobilizace se provadi protfepanim a néslednou centrifugaci pfi 3 000 otdckdch za minutu
po dobu deseti minut.

Vznikla suspenze fas se poté prevede do odmérné bariky o objemu 25 ml a je doplnéna
kultivaénim médiem. Cdst suspenze se pievede do vialky a pouZije se pro spektrofotometrické
stanoveni optické hustoty. Obdobny postup se provede i u pfipravenych koncentracnich fad
ptipravenych vzorka.

Pro spektrofotometrické stanoveni optické hustoty je nezbytn4 tifidenni inkubace pfi teploté
21 —25 °C. V prubéhu inkubace (24, 48 hodin) a po 72 hodinéch se stanovi IC50. [31, 32]
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Obr. 7. Testovany organizmus Obr. 8. Testovany organizmu

Selenastrum capricornutum Selenastrum capricornutum
v imobilizované formé. [31] v mobilizované formé. [31]
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3.6.1.2 Daphnotoxkit F

Daphnotoxkit F patii mezi nejCastéji vyuZivané alternativni testy. Pfi testu na korysi
Daphnia magna (viz obr.9), Daphnia pulex nebo Ceriodaphnia dubia po 24 a 48 hodin
trvajicim testu se stanovi pocet mrtvych (LC50) nebo imobilizovanych (EC50) neonatd po
expozici testovanym vzorkem.

Daphnie se velmi Casto pouZivaji pro screening pusobeni toxickych prostfedki na
sladkovodni ekosystémy. Vajicka Daphnia magna jsou chranéna chitinovou skotfdpkou
zvanou ephippium, coZz umoZiuje jejich skladovdni po dlouhou dobu, bez ztrity
Zivotaschopnosti. KdyzZ jsou ephippia umisténa do specifickych Zivotnich podminek, vyvinou
se vajicka béhem tif dnd v neonaty, které mohou byt piimo pouzity pro testovani. Kultivace
vajiCek Daphnia magna se provadi pfi teploté 20 — 22 °C, pfi osvétleni 6 000 lux a v Casovém
intervalu 72 — 80 hodin. Neonaty jsou vyZivovany az do doby pouZiti v testu, pii némz jiz
krmeni nepokracuje. Pro tento ucel se nejCastéji pouzivaji lyofilizované tasy Spirulina
microalgae. [31, 33]

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

3.6.1.3 Rotoxkit F

Tento test byl vyvinut dvéma vyzkumnymi tymy pracujicimi na dvou pracovistich, a to
tymem Prof. Dr. Persoona na Statni Gentské Univerzité a tymem Prof. Dr. T. W. Snella na
univerzité¢ v Tampé€ na Florid€. Jako testovaci organizmus se pro tento typ testu bézné pouziva
vitnik Brachionus calicyflorus (viz obr. 10) vylihly z cyst. Tyto cysty je nutno uskladiovat
v ampulich k tomu urcenych, a to pfi teploté okolo 4 °C. Pfed provedenim testu je nezbytné
cysty ozivit v inkubdtoru pfi teploté 25 °C za kontinudlniho osvétleni, po dobu 16 — 18 hodin.
Oziveni vitnici se poté podrobi testu toxicity na pfipravené koncentraCni fadé testovaného
vzorku. Biotest se provadi v temnu pfi teploté 25 °C po dobu 24 hodin, po ukonceni inkubace
se zjisti imrtnost a hodnota LC50. [24, 31, 34]
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Obr. 10. Testovany organizmu Brachionus calicyflorus. [35]

3.6.1.4 Thamnotoxkit F

Jedna se o alternativni biotest, ktery je v mnohém podobny testu Rotoxkit F. Podobné¢ jako
u Rotoxkit F vyvinul tento alternativni test vyzkumny tym Prof. Dr. Persoona; pomoci tohoto
testu se stanovuje 24hLC50. Testovacim organizmem jsou v tomto piipadé larvy
sladkovodniho korySe Thamnocephalus platyurus (viz obr. 11), které jsou vylihlé z cyst.
Inkubace probihd v ¢asovém intervalu 20 — 22 hodin pfi teploté 25 °C, za kontinudlniho
osvétleni.

Tyto testy slouzi k proveérovani toxicity smési chemickych latek, primyslovych odpadnich
vod, sedimentt, povrchové a podzemni vody a biotoxina. [24, 31, 36]

Obr. 11. Testovany organizmu Thamnocephalus platyurus. [31]
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3.6.2 Vyhodnoceni alternativnich testu a interpretace vysledku

Testy se vyhodnocuji graficky. Pocet mrtvych jedinct se vyjadii v procentech a nanese se
na osu y. Na ose x jsou logaritmy koncentraci (logc). Ziskané hodnoty se vynesou do
souradnicového systému, body se proloZi pfimka (rovnice linedrni regrese) nebo se rovnice
linedrni regrese vypocitd metodou nejmensich Ctvercu. Z rovnice linearni regrese se vypocita
hodnota letdlni koncentrace LC50 a to tak, Ze za hodnotu y v rovnici se dosadi hodnota
odpovidajici 50 % mortalité, tj. hodnota 0,5 a z rovnice se vypocitd logaritmus koncentrace x.
Zpétnym odlogaritmovanim se ziskd koncentrace latky v mg/l, pii které dochdzi k 50 %
umrtnosti testovanych organismu. [31]

3.7 Souvisejici legislativni predpisy

Zakon €. 356/2003 Sb., o chemickych lidtkach a chemickych pfipravcich, ve znéni
pozdéjsich predpist, se zabyva nebezpecnymi vlastnostmi chemickych latek a chemickych
piipravkl a zptusobem zajisténi ochrany zdravi i Zivotniho prostiedi pfed Skodlivymi dcinky
téchto latek. Nebezpecné latky nebo ptipravky jsou latky nebo piipravky, které za podminek
stanovenych timto zdkonem maji jednu nebo vice nebezpe&nych vlastnosti. Radu
nebezpecnych vlastnosti mohou obsahovat i nékteré monomery, které pfi vstupu do Zivotniho
prostiedi zpusobi nebo mohou zpusobit okamZité nebo opozdéné nebezpeti pro jednu i vice
sloZzek Zivotniho prostfedi. Nebezpecné latky nebo piipravky musi byt v souladu s timto
zakonem opatieny bezpecCnostnim listem. Bezpecnostni list obsahuje identifikacni udaje o
vyrobci nebo dovozci, tidaje o nebezpecné litce nebo piipravku a uidaje potfebné pro ochranu
zdravi a Zivotniho prostiedi. Podle tohoto zdkona lze testované latky charakterizovat
z hlediska jejich rizikovosti tzv. R-vétami (standardni véty oznacujici specifickou rizikovost ):

* R 50 Vysoce toxické pro vodni organizmy LC50 (EC50, IC50) <1 mg/l
= R 51 Toxické pro vodni organizmy I mg/1 < LC50 (EC50, IC50) <10 mg/1
= R 52 Skodlivé pro vodni organizmy 10 mg/1 < LC50 (EC50, IC50) < 100 mg/l

Rozhodujici pro zatazeni latky do tfidy toxicity je zjiSténd hodnota LC50 (EC50, IC50) pro
nejcitlivéjsi druh z testovacich organizma. [3]

VyhlaSka ¢. 232/2004 Sb., kterou se provadéji nékterd ustanoveni zdkona o chemickych
latkach a chemickych pfipravcich a o zméné nékterych zdkond, tykajici se klasifikace, baleni
a oznacovani nebezpecnych chemickych latek a chemickych piipravk(, mimo jiné klasifikuje
chemické latky na zdkladé ucinkl na Zivotni prostedi. Latky nebo piipravky klasifikované
jako nebezpeCné musi byt opatfeny obalem a oznaleny tak, aby vyhovovaly podminkdm
stanovenym touto vyhldSkou (napf. chemicky ndzev latky, vystrazné symboly a pisemnd
oznaceni nebezpeCnych vlastnosti, R-véty, standardni pokyny pro bezpecné zachdzeni
(S-véty), atd.). [37]

Okolo roku 2000 se na trhu EU vyskytovalo necelych 3 000 novych latek s provérenym
rizikem a vice nez 30 000 jiZ existujicich latek, u kterych nebylo riziko komplexné provéreno.
Tato zcela nevyhovujici situace je feSena naiizenim REACH. Je to nafizeni o registraci,
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hodnoceni, povolovdni a omezovani chemickych léatek, které vstoupilo v platnost 1.Cervna
2007; v podstaté se REACH vztahuje na vSechny chemické latky, a to jak na chemické latky
pouzivané v primyslovych procesech, tak i na ty, které se vyuzivaji v domécnostech, napf.
Cistici prostredky, nitérové hmoty, atd.

REACH nahrazuje pftiblizné 40 pravnich predpisi jednim zmodernizovanym a
zdokonalenym legislativnim nafizenim. Toto nafizeni pfendSi vétSinu odpovédnosti za
kontrolu rizik, které chemické litky mohou pifedstavovat, a za poskytovani bezpecnostnich
informaci uZivatelim. REACH také predpoklada systém povolovani, ktery ma zajistit, aby se
latky vzbuzujici mimotfddné obavy systematicky kontrolovaly a postupné se nahrazovaly
rizicich chemickych latek, aby mohly byt bezpecné pouziviany. Do tfinicti let od uvedeni
v platnosti nafizeni REACH by mély byt vyrdbény a pouZivany pouze ty latky, které budou
mit zndmé vlastnosti bezpecné oveéreny, napi. ekotoxicky a bezpeCnostné zajistény. [4, 38, 39]

Vyhlaska ¢. 376/2001 Sb., o hodnoceni nebezpe¢nych vlastnosti odpadd ve znéni
pozdéjsich ptedpist, hodnoti odpad jako odpad nebezpecny, jestlize je piekroceno jedno
z kritérii pro nebezpe¢né vlastnosti odpadi. Tyto nebezpecné vlastnosti odpadi jsou
oznacovany jako H1 — H14. Posledni nebezpecnou vlastnosti je ekotoxicita (H14). Vysledky
testi ekotoxicity na urCenych testovacich organizmech slouzi k zafazeni odpadu do tiid
vyluhovatelnosti podle vyhlasky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech naklddéani s odpady, ve
znéni pozdgjsich predpisu. [5, 26, 40]

3.8 Polymery

Velmi vyuZivanymi a dulezitymi materidly soucasnosti jsou polymery. Polymery jsou
chemické latky obsahujici ve svych velkych molekuldch vétSinou atomy uhliku, vodiku,
kysliku, Casto i dusiku, chloru a jinych prvki. V ur€itém stadiu zpracovani se polymery
nachdzi v kapalném stavu, ktery mu dovoluje, vétSinou za zvySené teploty a tlaku,
vymodelovat tvar pro kone¢ny stav. Vznikly polymer jizZ byvé ve stavu tuhém.

Synonymem k pojmu polymer je pojem makromolekuldrni latka. Zakladni stavebni Cdstice
polymeru se tedy nazyvaji makromolekuly. Vznikaji spojovanim molekul nizkomolekuldrnich
latek tzv. monomernich jednotek chemickymi vazbami. Podle typu makromolekul je mozné
polymery délit na:

* linedrni (tvofené nerozvé&tvenymi makromolekulami)

* vétvené (tvorené makromolekulami, u nichZ jsou na hlavnim fetézci navazany rizné
dlouhé postranni fetézce)

* sitované (tvofené z makromolekul navzdjem spojenych pfi€nymi vazbami).

Polymery se také kromé typu makromolekul 1i§i velikosti, molekulovou hmotnosti,
chemickym sloZenim a mnoha dalSimi faktory. [41, 42]
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Zakladni klasifikace polymera
Polymery se z hlediska svého chovani za béZné a zvysené teploty d¢€li na:

» eleastomery
" plasty.

Eleastomery jsou polymery s vysoce elastickou vlastnosti. Malym napétim znacné
deformuji, ale po uvolnéni napéti se rychle nebo pomalu vraci do pavodniho tvaru. Do této
skupiny jsou pfevdzné& fazeny pfirodni a syntetické kaucuky.

Plasty jsou polymery vétSinou tvrdé Casto i kiehké, ale pii zvySené teploté se stavaji
plastickymi a tvarovatelnymi. Plasty se dale déli na:

* termoplasty (vratnd zména z plastického stavu do tuhého stavu)
» reaktoplasty (nevratnd zmeéna z plastického stavu do tuhého). [41, 42]

Pouziti polymera

Obrovska rozmanitost vlastnosti polymerti sebou pfinasi i Siroky rozsah pouziti. VyuZziti
makromolekul se projevuje napf. v oblasti technické vyroby, spotfebniho zbozi, k vyrobé
lisovacich hmot, leh¢enych hmot, natérovych hmot ¢i prostiedka pro dpravu papiru, textilu,
dieva, kuze, atd. [41]

3.8.1 Monomery

Vychozi nizkomolekuldrni slouceniny, které jsou stavebnimi jednotkami polymerniho
fetézce, se nazyvaji monomery. Monomer je mozné oznacit za slouceninu sklddajici se
z molekul, znichz kazdd muze poskytnout jednu nebo vice monomernich jednotek.U
nékterych polymeri muZze byt stavebni a strukturni jednotka shodna. Vyvoj produkce
monomerd je Uzce spjat s vyrobou polymerd, jejich aplikaci a v neposledni fadé€ souvisi
s celkovou urovni chemickych technologii. [43, 44, 45]

Rozdéleni monomeru
Déleni monomert se provadi podle riznych hledisek, a to podle:
» Kklasifikace organické slouceniny
» prevladajiciho pouZiti pfipravenych polymert (pf. pryskyfice, eleastomery, aj.)

» zpusobu vyroby
" iniciace polymerizace, atd. [43]
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Monomery mohou byt také rozd€leny podle polarity na:

* monomery nerozpustné ve vodé€ (styren, butadien, vySsi akrylaty a methakryléty)

* monomery CasteCné rozpustné ve vodé, jejichZ polymery jsou ve vode€ nerozpustné
(akrylonitril, methylmethakrylat)

* monomery CasteCné€ rozpustné ve vode, jejichZ polymery maji hydrofilni charakter
(vinylacetat)

* monomery, které jsou zcela rozpustné ve vodé a jejichZ polymery a kopolymery jsou
ve vodé bud’ také rozpustné, nebo v ni bobtnaji (akrylova a methakrylova kyselina).
[44]

Mezi nejvhodné&jsi rozdéleni monomert patii déleni podle procesu fetézeni, které vede ke
vzniku polymerd. [43]

Vyuziti monomeru

Nizkomolekuldrni latky, monomery, jsou vychozi latky pouzivané Kk vyrobé
makromolekuldarnich latek tzv. polymert. K vyrobé polymert je nutné, aby molekuly
monomeru byly schopné vytvofit se sousednimi molekulami pfislusSny pocet chemickych
vazeb. Molekuly vychozich monomerti obsahujici funk¢ni skupiny mohou byt z hlediska
jejich reakci pfi syntéze makromolekuly jedno —, dvoj —, troj —, Ctyf — i vicefunkCni. Pod
pojmem funk¢ni skupina se rozumi napf. aktivni atom vodiku, skupiny — OH, — NH, , —
COOH, - SH, atd. Zékladnim pfedpokladem a podminkou pro vznik makromolekuly je
existence nejméné dvou vhodnych funkénich skupin v molekule monomeru; funknost
monomeru musi byt proto 2 nebo vyssi. Nejjednodussi makromolekuly s linedrnim fetézcem
jsou tvofeny monomery dvojfunkénimi. Pokud jsou pfi syntéze pouzity monomery vyS$i nez
dvojfunkéni, vznikaji makromolekuly s vétvenou strukturou, piipadné€ trojrozmérné
polymerni sité. [43, 44, 45]

Problémem byvaji odpady z vyroby polymerd. Ty obsahuji polyfunkéni reagujici
monomery, z nichZ mnohé jsou nebezpecné; napt. formaldehyd a styren. Uvolnuji plynné
emise zneCiSténé nebezpecnymi tékavymi monomery, ale zejména reakénimi zbytky
s obsahem monomerut, polymert, rozpoustédel, emulgatort a dalSich necistot. Jiné odpady
mohou pfedstavovat zneciSténé monomery ¢i kaly ze zpracovani reak¢nich smési s obsahem
téZkych kovu a pigmenty. [46]

3.8.2 Aditiva polymeru
Aditiva (pfisady) jsou latky pfiddvané k polymerum za tGéelem tdpravy jejich vlastnosti.
Pouzivani samotnych tzv. Cistych polymert se v podstaté nevyuziva. Na vyrobky z polymera

jsou kladeny tak rtznorodé pozadavky, Ze je nutné je jeSté upravovat pomoci dalSich latek —
piisad, které spolu s nimi tvoii polymerni smeési. [41]
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Zvlastni aditiva — odolna vucdi biologickym ¢initeliim

Do skupiny zvlaStnich aditiv se zarazuji takové piisady, které davaji polymernim
materialam specifické vlastnosti. Pridavaji se pouze do nékterych smési, a to v raznych
davkach.

Aditiva odolna vuci biologickym cinitelim jsou novou skupinou pfisad, kterd poskytuje
ochranu proti plisnim, houbdm a bakteridlnimu ristu na povrchu polymerti. Rozhodujicim
faktorem moZnosti napadeni polymerniho materidlu mikroorganizmy je jeho chemické
sloZeni.

U vSech dosud znidmych aditiv je vyZadovdna registrace v mezindrodni organizaci
US — EPA (United States Environmental Protection Agency — Americka agentura ochrany
Zivotniho prostredi). [41, 47]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem zadané diplomové prace bylo ekotoxikologické hodnoceni vybranych monomeru,
piipadné aditiv polymerti, kterd byla cilené vyrobena v laboratofi na Ustavu chemie materidld
VUT v Brné. Pro dcely tohoto ekotoxikologického hodnoceni byly zvoleny dva alternativni
testy, a to Thamnotoxkit F na testovacim organismu Thamnocephalus platyurus a
Daphnotoxkit F na testovacim organismu Daphnia magna a dva fytotesty, test inhibice ristu
kotene hoicice bilé Sinapis alba, ktery je standardnim testem fytotoxicity a test inhibice ristu
kotene cibule Allium cepa patii mezi testy alternativni. Na zaklade vysledka téchto testi byla
porovndna ekotoxicita testovanych latek.

Vybrané monomery byly v kapalném stavu o koncentraci 5 g/l rozpuSténé v methanolu.
VSechna vybrand aditiva byla v pevném stavu, a proto byla pfevedena do roztoku o
koncentraci 1 g/l v ptislusném rozpoustédle (napf. destilovand voda nebo standardné sladka
voda pro ptislus$ny organizmus). Pro testovdni byly vybrany nésledujici latky:

monomery aditiva polymeru
1,1,2-trichlorethylen 2-Br-5-Cl-pyridin
1,1,2,2-tetrachlorethylen 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid
sodna sul 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu

Stru¢na charakteristika jednotlivych latek

Trichlorethylen

Trichlorethylen (1,1,2-trichlorethylen, trichlorethen, TCE) je bezbarva visk6znéjsi kapalina
s nasladlym zdpachem podobnym chloroformu. Jedna se o latku t€kavou a mirné hoflavou.
Rozpousti se dobte v organickych rozpoustédlech (ether, chloroform, aceton). Zarazuje se do
skupiny tekavych organickych latek (VOC - volatile organic compounds). Strukturu

molekuly této latky zndzorniuje obr. 12.

< cl

H Cl

Obr. 12. Struktura molekuly trichlorethylenu.

teplota varu teplota tani rozpustnost ve vode hustota
(°C) (°0) pi 25°C (g/1) (kg/m*)
| 872 84,7 1,1 1465

Trichlorethylen je stabilni, nekorozivni a je velmi dobrym rozpoustédlem, proto byl nejvice
vyuzivan jako odmastovaci Cinidlo. V soucasnosti se uplatiiuje v primyslovém odmastovani
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kovovych vyrobki, jako pfisada v nékterych lepidlech, pro syntézy v chemickém pramyslu,
jako surovina pro vyrobu hydrochlorofluorouhlovodiki (HCFC) a jako rozpoustédlo pro
razné vyrobky.

Jedna se o syntetickou latku uZivanou a vyrobenou Clovékem,a proto jeji pfirozené zdroje
emisi neexistuji. Antropogenim zdrojem emisi trichlorethylenu mohou byt tniky pfi jeho
vyrobé nebo tuniky spojené s jeho transportem nebo manipulaci. Stopovd mnoZstvi této
chemikdlie se mohou dostat do Zivotniho prostfedi pfi neodborné likvidaci autovrakd.
Vyjimecné lze trichlorethylen naleznout v odpadnich olejich a v nékterych soucdstech
motorovych vozidel.

Tato latka mize ohrozovat Zivotni prostiedi, ale v naprosté vét§iné piipadd se vyskytuje
pouze ve velmi nizkych koncentracich, av§ak na mnoha tzemich. Nebylo dokdzano, Ze by se
trichlorethylen vyznamnym zplsobem biokoncentroval v rostlinaich a ZivoCiSnych
organizmech. Pokud se trichlorethylen dostane do povrchovych vod, velice rychle se odpafi
do ovzdusi. V pudé se muZe sorbovat na pritomné Castice a setrvat zde relativné dlouho.
V Zivotnim prostiedi se pfevdznd Cast trichlorethylenu nachdzi ve formé par v ovzdusi, kde
muZe reagovat s dalS$imi latkami a takto pfispivat ke tvorbé skodlivého piizemniho ozénu.

Na zdklad€ uvedenych vlastnosti trichlorethylenu je pravdépodobné, Ze tato latka
nevykazuje globalni negativni dopady na Zivotni prostiedi. [48, 50]

Tetrachlorethylen
Tetrachlorethylen (1,1,2,2-tetrachlorethylen, perchlorethylen, PCE) je bezbarva nehoflava

kapalina nasladlé viné. Jednd se o latku velmi té€kavou, a proto se zafazuje do skupiny
tékavych organickych latek (VOC). Struktura molekuly této 1atky je zndzornéna na obr. 13.

Cl cl

Cl Cl

Obr. 13. Struktura molekuly tetrachlorethylenu.

teplota varu teplota tani rozpustnost ve vode hustota
(°C) (°C) pri 25°C (mg/1) (kg/m?)
121,3 -22.3 150 1623

Tetrachlorethylen se pouzivd jako Cistici prostfedek, rozpoustédlo nebo jako extrakéni
¢inidlo pro tuky, pryskyfice, oleje, vosky atd. Ve stopovych mnoZstvich mize byt také
nalezen ve spotiebitelském zboZi jako jsou inkousty do tiskdren, lepidla, nosiCe barev a
silikonovd maziva. Vyhodné vlastnosti tetrachlorethylenu lze ovSem plné vyuZit jen
v technologicky dokonalém zafizeni a pii dodrzeni aplika¢nich postupi.

Jednd se o syntetickou latku uZivanou a vyrobenou ¢lovékem, proto jeji pfirozené zdroje
emisi neexistuji. Tetrachlorethylen mtiZze byt vzhledem ke své té€kavosti uvolfiovan vSude tam,
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kde se pouzivd a kde neni zcela dokonale zajiSténa recirkulace vznikajicich par. Jedna se
predevsim o uniky pfi chemickém Cisténi odéva, pii pramyslové vyrobé tetrachlorethylenu
nebo o emise pochazejici ze skladek odpada.

Pokud se tetrachlorethylen dostane do vody nebo pudy, md snahu se rychle odpafit do
ovzdusi. V pud€ muze byt piitomen ve formé volné faze, nebo rozpustény ve vodé, kde muze
byt pomalu odbourdvén pfitomnymi organizmy.

Tetrachlorethylen nejevi sklony k bioakumulaci v rybach ani jinych ZivociSnych
organizmech, a proto se nepfedpokliddd, Ze by tato latka méla vyrazné€jsi globélni dopady na
Zivotni prostfedi. [49, 50]

Aditiva polymern

Testované latky je mozné zaradit do skupiny aditiv odolnych vici pusobeni biologickych
Ciniteld. VSechny tfi latky patii k prekurzorim fungicidnich a mikrobidlnich Cinidel.
Vlastnosti jednotlivych litek nejsou uvedeny, protoZe byly syntetizovany na Ustavu chemie
materidld FCH VUT v Brné a jejich charakterizace neni dosud dokoncena. Struktura
molekuly 2-Br-5-Cl-pyridinu je zndzorn€na na obr. 14; struktura molekuly 2-Br-5-Cl-pyridin-
N-oxidu na obr. 15. a struktura molekuly sodné soli 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu na
obr. 16.

Cl
cl = |
N Br
e |
N Br o
Obr. 14. Struktura molekuly Obr. 15. Struktura molekuly
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-oxidu.

37



4.1 Test inhibice rustu korene Sinapis alba
Piiprava redici vody

Nejprve byly pfipraveny cCtyfi zdsobni roztoky. Na analytickych vahidch bylo navédzeno
11,76 g CaCl, .2H , O, které bylo kvantitativné pfevedeno do odmérné bariky o objemu 1 litr
a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Stejnym zplisobem byly pfipraveny dalsi roztoky,
ve kterych byly rozpuStény navazky 4,93 g MgSO, .7H, O, 2,59 ¢ NaHCO, a 0,23 g KCI. Na
1 litr fedici vody bylo naddvkovdno 25 ml kazdého zdsobniho roztoku. Takto pfipravena
fedici voda byla 24 hodin sycena vzduSnym kyslikem, poté nechdna 24 hodin odstit a
nakonec byla zkontrolovdna hodnota pH, kterd by se méla pohybovat v rozmezi 7,8+ 0,2.
V piipadé jiné hodnoty je nutno pH upravit roztokem 1 mol/l NaOH nebo 1 mol/l HCI. [27]

Provedeni testu

Pro testovdni monomernich latek byly k nasazeni predbézného testu pfipraveny roztoky o
koncentracich 0, 20, 40, 60, 80 a 100 mg/l. K piipravé roztoku o koncentraci 100 mg/l
testované latky byl odebran 1 ml roztoku o koncentraci 5 g/l testované latky a doplnén fedici
vodou do 50 ml. Ostatni roztoky byly pfipraveny nédsledovng:

* 20 mg/l — odebrdno 2 ml z roztoku o koncentraci 100 mg/l a doplnéno do 10 ml
* 40 mg/l — odebrdno 4 ml z roztoku o koncentraci 100 mg/l a doplnéno do 10 ml
* 60 mg/l — odebrdno 6 ml z roztoku o koncentraci 100 mg/l a doplnéno do 10 ml
* 80 mg/l — odebrdno 8 ml z roztoku o koncentraci 100 mg/l a doplnéno do 10 ml

Pro testovéani aditivnich latek byly k nasazeni predbé€Zného testu pripraveny roztoky o
koncentracich 0, 20, 40, 60, 80, 100, 160 a 320 mg/l. K pfipravé roztoku o koncentraci
20 mg/l testované latky bylo odebrdno 0,5 ml roztoku o koncentraci 1 g/l testované latky a
doplnéno fedici vodou do 25 ml. Obdobnym zptisobem byly pfipraveny dalsi roztoky:

* 40 mg/l — odebrén 1 ml a doplnéno do 25 ml

. 60 mg/l — odebrano 1,5 ml a doplnéno do 25 ml
* 80 mg/l — odebrano 2 ml a doplnéno do 25 ml

* 100 mg/l — odebrano 2,5 ml a doplnéno do 25 ml
* 160 mg/l — odebrano 4 ml a doplnéno do 25 ml
320 mg/l — odebrano 8 ml a doplnéno do 25 ml

Na dno Petriho misky o pruméru 120 az 140 mm byl vloZen filtracni papir, na ktery bylo
napipetovano 5 ml piisluSného roztoku (filtraéni papir byl vlhky, ale nestdla na ném voda). Na
takto pfipraveny filtrani papir byla pinzetou pokladdna pfebrand semena hoicice bilé, v Sesti
faddch po péti semenech, viz obr. 17; misky byly pfikryty vickem a vloZeny do temného
inkubdtoru o teploté 20+ 2 °C. VSechny testované roztoky byly pfipraveny paralelné, kromé
roztoku o koncentraci 0 mg/1. [27]

Na zdkladé vysledki predbéZného testu byla nasledné pfipravena individudlni série
koncentraci pro kazdou testovanou latku (zékladni test).
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Vyhodnoceni testu

Po 72 hodinich inkubace byly misky vyjmuty ztemného inkubdtoru a u jednotlivych
vykliCenych semen byla zméfena délka kotene s pfesnosti na 1 mm. Vykli€end semena po
inkubaci znazornuje obr. 18. Z pramérnych délek kofenti byla ndsledné vypocitana hodnota
72hIC50. [27]

Obr. 17. Semena horcice bilé pri nasazeni.  Obr. 18. Semena horcice bilé po 72 hodindch.

4.2 Test inhibice rustu korene cibule Allium cepa L.
Riistové médium

Jako rastové médium byla pouZita vodovodni voda, kterd se nechala 3 minuty odtékat.

Provedeni testu

Pro nasazeni testu byly pfipraveny roztoky o koncentracich 0; 0,01; 0,1; 1; 10 a 100 mg/1
kazdé testované latky. K pfipravé roztoku o koncentraci 100 mg/l testované latky byly
odebrany 2 ml roztoku o koncentraci 5 g/l testované latky a doplnény ristovym médiem na
objem 100 ml. Ostatni roztoky byly pfipraveny ndsledovné:

* 10 mg/l — odebrdno 10 ml z roztoku o koncentraci 100 mg/l a doplnéno do 100 ml

* 1 mg/l —odebrdno 10 ml z roztoku o koncentraci 10 mg/l a doplnéno do 100 ml

* 0,1 mg/l — odebrano 10 ml z roztoku o koncentraci 1 mg/l a doplnéno do 100 ml
0,01 mg/1 — odebrano 10 ml z roztoku o koncentraci 0,1 mg/1 a doplnéno do 100 ml

Roztoky pro aditivni latky byly pfipraveny stejnym zpusobem jen s tim rozdilem, Ze
vychozi roztok byl o koncentraci 1 g/l.
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Veskeré vné€jsi slupky cibulek byly odstranény tak, aby nebyla poSkozena jejich kofenova
primordia. Takto ociSténé cibulky byly ponechdny 24 hodin v nddob& s vodou. Poté byly
cibulky vytazeny z nddoby, osuSeny jemnym papirem a poloZzeny na hrdlo zkumavky
s testovanymi roztoky tak, aby kofenova primordia byla ponofena v médiu. Pro vSechny
testované roztoky bylo pouZito 7 cibulek, kromé roztoku o koncentraci 0 mg/l, kde byly
pouZzity pouze 2 cibulky. Takto pfipravené cibulky byly ponechédny pfi laboratorni teploté bez
piimého slune¢niho zireni po dobu 72 hodin (viz obr. 19). Po 24 hodinich byly roztoky ve
zkumavkdch dopliiovény. [29]

Na zdkladé vysledki predbéZného testu byla nasledné pfipravena individudlni série
koncentraci pro kazdou testovanou latku (zékladni test).

Vyhodnoceni testu

Po 72 hodinich byla zmeéfena délka kofenovych svazkll v kazdém testovaném roztoku.
Z prameérnych délek kofenti byla nasledné vypocitana hodnota 72hIC50. [29]

Obr. 19. Test na cibuli po 72 hodindch.

4.3 Thamnotoxkit F

Piiprava standardni sladké vody

Jednolitrovd odmérné barika byla naplnéna cca 800 ml destilované vody. Poté byla
oteviena ampule s koncentrovanym sodnym roztokem oznacena Cislem 1 (NaHCO ;) a jeji

obsah byl kvantitativné pfeveden do baiiky. Tento krok byl opakovén s ostatnimi ampulemi
obsahujicimi koncentrované roztoky, tj. dvé ampule oznacené Cislem 2 (CaSO,), jedna

ampule s Cislem 3 (MgSO, ) a jedna ampule s ¢islem 4 (KCI). Toto pofadi bylo dodrZeno.
Nakonec byla barika doplnéna po rysku destilovanou vodou a promichéna.
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Standardni sladkd voda slouzi déle jako médium pro inkubaci cyst a jako fedici médium
pro piipravu série roztoka toxikanti. Pied jejim pouzitim pro inkubaci cyst a pred piipravou
roztokdl toxikanti musi byt 15 minut provzduSnovana. Standardni sladkd voda byla
uchovdvéna v lednicce pfi teploté maximdlné 4°C. [31, 36]

Inkubace cyst Thamnocephalus platyurus

Inkubace cyst byla zapocCata 24 hodin pfed zaCitkem testovdni a provadi se ve zfedéné
standardni sladké vode.

Ziedénd standardni sladkd voda byla pfipravena smichdnim 17,5 ml destilované vody
s 2,5 ml standardni sladké vody. Trubi¢ka s cystami byla naplnéna ziedénou standardni
sladkou vodou (1 ml) a byla 30 minut protfepavana. Poté byly cysty kvantitativné preneseny
do malé Petriho misky, kam bylo pfidino 10 ml zfedéné standardni sladké vody.
Cysty se nechaly inkubovat pfi 25 °C po dobu 20 — 22 hodin za kontinudlniho osvétleni
(3 000 —4 000 lux). [31, 36]

Piiprava roztoku toxikantu

Pro nasazeni predbéZného testu byla pfipravena série koncentraci 0, 0,01, 0,1, 1, 10 a
100 mg/l kazdé testované latky. K pripravé roztoku o koncentraci 100 mg/l testované latky
bylo odebrano 0,2 ml roztoku o koncentraci 5 g/l testované latky a doplné€no standardni
sladkou vodou do 10 ml. Ostatni roztoky byly pfipraveny nédsledovng:

* 10 mg/l — odebrdn 1 ml z roztoku o koncentraci 100 mg/l a doplnéno do 10 ml

* 1 mg/l —odebrdn 1 ml z roztoku o koncentraci 10 mg/l a doplnéno do 10 ml

* 0,1 mg/l — odebran 1 ml z roztoku o koncentraci 1 mg/l a doplnéno do 10 ml

* 0,01 mg/l — odebran 1 ml z roztoku o koncentraci 0,1 mg/l a doplnéno do 10 ml

Roztoky pro testovani aditivnich latek byly pfipraveny stejnym zplisobem, pouze
s takovym rozdilem, Ze vychozi roztok byl o koncentraci 1 g/l.

Na zdkladé vysledki predbéZného testu byla nasledné pfipravena individudlni série
koncentraci pro kazdou testovanou latku (zékladni test).

PInéni testovaci desky

Sachty jsou oznageny 1 aZ 6 horizontdlné a A a7 D vertikdln&. Pfenos testovanych roztok

byl vZdy provddén smérem od kontroly (prvni sloupec vlevo) k nejvyssi koncentraci (Sesty
sloupec vpravo).
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Do kazdé Sachty sloupce 1 (Sachty Al, B1, C1 a D1) byl napipetovdn 1 ml standardni
sladké vody (kontrola), do kazdé Sachty v sloupci 2 (Sachty A2, B2, C2 a D2) byl pfenesen
I ml ze zkumavky 5 (nejniZsi koncentrace). Tento postup byl opakovan se zkumavkami 4, 3,
2 a 1 knaplnéni Sachet sloupcu 3, 4, 5 a 6. Kazdd zkumavka s roztoky byla vzdy ptred
napipetovanim intenzivné protrepana. Ukdzka testovaci desky je zndzornéna na obr. 20.

[31, 36]

Prenos larev do testovacich Sachet

Ke shromdzdéni larev byla Petriho miska vyjmuta z inkubdétoru asi 5 minut pfed nanesenim
do Sachet. Nésledujici kroky byly provddény pod mikroskopem, pii zvétSeni 10 — 12x.
Pomoci mikropipety bylo pfeneseno nejméné 30 larev z Petriho misky do kazdé myci Sachty
v fddku D v potadi D1 aZ D6 (s rostouci koncentraci toxikantu). Snahou bylo pfenést co
nejmén¢ kapaliny, aby nedoslo k nafedéni jednotlivych koncentraci. Z myci Sachty D1 bylo
do ostatnich Sachet v sloupci (Al, B1 a C1) pteneseno 10 larev. Tento prenos byl nédsledné
zopakovén pro sloupce 2, 3, 4, 5 a 6 v tomto poradi. Nakonec byla pfiloZzena parafilmova
paska a pevné pfiloZen kryt. Desticka byla obalena alobalem (inkubace probihd v temnu) a
vloZena do inkubdtoru (viz obr. 21) o teploté 25°C na dobu 24 hodin. [31,36]

Vyhodnoceni testu

Po 24 hodinéch byla desticka vyjmuta z inkubdtoru a ve vSech Sachtdch v fadcich A, Bi C
byl zjiStén pocet mrtvych a Zivych larev. Larvy byly povazovédny za mrtvé, pokud b&hem
10 sekund pozorovdni nevykazovaly ziddny pohyb. Pokud by kontrola ptesdhla 10 %
mortalitu, je biotest povazovan za chybny a je nutno ho opakovat. Ze ziskanych vysledki se
vypocitalo procento imrtnosti a zjistila se hodnota 24hL.C50. [31, 36]

Obr. 20. Testovaci deska. Obr. 21. Inkubdtor.

42



4.4 Daphnotoxkit F

Piiprava standardni sladké vody

Dvoulitrovd odmérnd barika byl naplnéna asi 1000 ml destilované vody. Poté byla
oteviena ampule oznacena ¢islem 1 obsahujici koncentrovany sodny roztok NaHCO, a jeji

obsah byl pfeveden do bariky. Tento krok byl opakovdn s ostatnimi ampulemi
s koncentrovanymi roztoky, tj. jedna ampule oznacend Cislem 2 (CaCl, ), jedna ampule
s ¢islem 3 (MgSO , ) a jedna ampule s Cislem 4 (KCl). Toto poradi bylo dodrzeno. Nakonec
byla barika doplnéna po rysku destilovanou vodou a promichéna.

Standardni sladkd voda slouzi jako médium pro inkubaci ephippii a pro pfipravu série
roztokll toxikanti. Pfed jejim pouzitim pro inkubaci ephippii a pfed piipravou roztoku
toxikanti musi byt 15 minut provzdusnovana. Standardni sladkd voda byla uchovdvana
v lednicce. [31, 33]

Inkubace ephippii Daphnia magna

Inkubace ephippii byla zapoCata 3 dny pfed zaciatkem testd toxicity. Ephippia byla
z ampule kvantitativné pfevedena na mikrositko a byla dikladné promyta vodovodni vodou.
V 15 ml provzdusnéné standardni sladké vodé byla ephippia pfenesena na inkubacni Petriho
misku a takto se inkubovala 72 hodin pfi 20 — 22°C za kontinudlniho osvétleni 6 000 lux.
[31, 33]

Piiprava roztoku toxikantu

Pro nasazeni predbéZzného testu byla pfipravena série koncentraci 0; 0,01; 0,1; 1; 10 a
100 mg/l kazdé testované latky. K pripravé roztoku o koncentraci 100 mg/l testované latky
byly odebrany 2 ml roztoku o koncentraci 5 g/l testované latky a dopln€ny standardni sladkou
vodou do 100 ml. Ostatni roztoky byly pfipraveny ndsledovné:

* 10 mg/l — odebrdno 10 ml z roztoku o koncentraci 100 mg/l a doplnéno do 100 ml

* 1 mg/l —odebrdno 10 ml z roztoku o koncentraci 10 mg/l a doplnéno do 100 ml

* 0,1 mg/l — odebrano 10 ml z roztoku o koncentraci 1 mg/l a doplnéno do 100 ml
0,01 mg/1 — odebrano 10 ml z roztoku o koncentraci 0,1 mg/1 a doplnéno do 100 ml

Roztoky pro aditivni latky byly pfipraveny stejnym zpusobem jen s tim rozdilem, Ze
vychozi roztok byl o koncentraci 1 g/l.

Na zakladé vysledkt predbézného testu byla ndsledné pfipravena individudlni série
koncentraci pro kazdou testovanou latku (zékladni test).
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Pi‘edkrmeni testovacich organizmu

Dvé hodiny pfed odebranim neonatt byla suspenze fas Spirulina microalgae protiepana se
standardni sladkou vodou a nalita na inkubacni misku. Opatrnym otdenim obsahu byl
pfedkrm rovnomeérné rozptylen. [31, 33]

PInéni testovaci desky

Sloupce testovacich Sachet byly oznaceny A, B, C, D a fddky pismenem X (kontrola), vZdy
1 aZ 5 pro pét koncentraci toxikantu. VSechny Sachty v kazdém tadku byly plnény jednou
koncentraci toxikantu. Do kazdé Sachty v kontrolnim faddku bylo prevedeno 10 ml standardni
sladké vody. Do Sachet ostatnich tadka bylo prevedeno 10 ml piislusné koncentrace
toxikantu, v potadi podle klesajici koncentrace. Ukdzka testovaci desky je uvedena na obr. 22.
[31, 33]

Prenos neonatu do testovacich Sachet

Nasledujici kroky byly provddény pod mikroskopem pii zvétSeni 10x nebo na svételné
tabuli s tmavym okrajem (viz obr. 23). Pomoci mikropipety bylo pfeneseno nejméné 20
neonatti z Petriho misky do kazdé myci Sachty viadku X, 1. az 5. fadek (s rostouci
koncentraci toxikantu). Snahou bylo pfenést co nejméné kapaliny. Z kazdé myci Sachty bylo
do ostatnich Sachet (A, B, C a D) v kazdém tadku pieneseno 5 neonatd. Nakonec byla
pfiloZena parafilmova paska a pevné pfiloZen kryt. DestiCka byla vloZena do zatemnélého
inkubdtoru o teploté 20°C na dobu 24 a 48 hodin. [31, 33]

Vyhodnoceni testu

Po 24 a 48 hodindch byla desticka vyjmuta z inkubdtoru a ve vSech Sachtich byl zjiStén
poCet mrtvych a imobilizovanych neonati. Neonaty, které nebyly schopny plavat po
15 sekundovém promichdni kapaliny, i kdyZ hybaly svymi tykadly, byly povazovéiny za
imobilizované. Z celkového pocétu mrtvych a imobilizovanych neonat bylo pro kaZzdou
koncentraci vypocitdno procento umrtnosti. Pokud by kontrola pfesdhla 10 % mortalitu je
biotest povaZzovan za chybny a je nutno ho opakovat. Ze ziskanych vysledki byla zjiSténa
hodnota 24h a 48hEC50 nebo LC50. [31, 33]
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Obr. 22. Testovaci deska.
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Obr. 23. Svéetelnd tabule.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Vybrané organické latky byly hodnoceny pomoci dvou testa fytotoxicity na Sinapis alba a
Allium cepa L. Také byly hodnoceny pomoci alternativnich testi ekotoxicity Thamnotoxkit F
a Daphnotoxkit F. Vysledky testd byly pro kazdou latku zpracovany do tabulek. Ovéfeni
spravnosti postupti a kvality semen, cibulek i citlivost organizmi bylo provedeno pomoci
standardnich testl toxicity s dichromanem draselnym (K, Cr, O, ). Vysledné hodnoty LC50,

EC50 a IC50 dichromanu draselného vyhovovaly limitim odpovidajicim pro dany standard.

Standardni testy

Standardni testy byly provddény podle metodiky a za stejnych podminek jako ndsledujici
testy s testovanymi latkami. VSechny standardy byly testovdny nejméné jednou. K testovani
byl pouzivén roztok dichromanu draselného o koncentraci 1 g/1.

Ziskané hodnoty jsou uvedeny v ndsledujicich tabulkéich; tabulka €. 1 test na hoicici,
tabulka €. 2 test na cibuli, tabulka €. 3 test na korySich a tabulka €. 4 test na perloockach.

Tabulka ¢. 1: Vypocet inhibice riistu kofenti hoi€ice (standardni test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 zjiSténa graficky pomoci regresni ptimky a Cinila 53,5 mg/I1.

Tabulka ¢. 2: Vypocet inhibice riistu kofenti cibule (standardni test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 zjiSténa graficky pomoci regresni ptimky a Cinila 0,44 mg/1.
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Tabulka €. 3: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (standardni test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % mortality
mg/1 organizmu
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

Hodnota 24hL.C50 byla zjisténa graficky pomoci regresni piimky a €inila 0,08 mg/I.

Tabulka €. 4: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (standardni test).

c (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % imobilizace
mg/1 organizmu
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 zjisténa graficky pomoci regresni piimky a €inila 0,94 mg/I.

Vysledné hodnoty dichromanu draselného pro jednotlivé testy vyhovovaly limitim
odpovidajicim pro dany standard.

5.1 1,1,2-trichlorethylen

Pocet testi provedenych s 1,1,2- trichlorethylenem byl pfizplisoben mnozstvi testované
latky, které bylo k dispozici na testovani. Z tohoto divodu byly u hoicCice a perloocek
provedeny pouze testy predb&zné. Test na cibuli, ktery vyZaduje velké mnoZstvi testovaciho
media a tim klade i vysoké ndroky na mnoZstvi testované latky, byl zcela vynechdn. Pouze
test na korysi Thamnocephalus platyurus byl proveden komplexng.
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5.1.1 Test inhibice rustu korene horcice bilé Sinapis alba

Byl proveden pfedbéZny test sroztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.1 pro
monomerni latky.

Ziskané vysledky z predbéZného testu jsou zaznamendny v tabulce €. 5. V kontrole (0 mg/1)
bylo dosaZeno minimdlni kli€ivosti semen 90 %, a tim byla splnéna jedna z podminek validity
testu.

Tabulka €. 5: Vypocet inhibice riistu kofenti hoi€ice (pfedbézny test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 vysledka predbézného testu vyplyvd, Ze tato latka bude vykazovat 50 % inhibici pfi
koncentraci vySs$i neZz 100 mg/l. Z tohoto divodu byla pro ovéfeni graficky vyhodnocena
50 % inhibice, jejiZ hodnota Cinila 141,11 mg/l. Rozmezi koncentraci pro zdkladni test tak
bylo stanoveno na 100 az 250 mg/l. Zdkladni test nebyl proveden z divodu nedostatku
testované latky nebot pii tomto testu je potieba, na rozdil od testd na aquatickych
organismech, velké mnoZstvi testovaciho media a tim 1 testované latky.

5.1.2 Thamnotoxkit F

PredbéZny test byl pfipraven s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.3. Potom
byl pfipraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych predb&Znym testem.

Ziskané hodnoty z pfedbézného testu jsou uvedeny v tabulce €. 6 a vysledky ze zdkladniho
testu jsou nasledné uvedeny v tabulce ¢. 7. Spolu s testovanou latkou byla u obou typu testu
hodnocena i kontrola, ve které neptresahla mortalita hranici 10 %.
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Tabulka €. 6: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (predbéZny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % mortality

mg/1 organizmu

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 zédkladé vysledki pfedbézného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladn{
test 1 az 60 mg/l.

Tabulka €. 7: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (zakladni test).

¢ (koncentrace) | Zivé organiz.mylccelkem % mortality probity

mg/1 organizmu

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 24hL.C50 byla zjiSténa graficky pomoci regresni piimky a cCinila 51,64 mg/l.
Hodnota 24hL.C50 byla pro porovnani rovnéZ stanovena také pomoci probitové analyzy a
Cinila 27,72 mg/l. Porovnanim obou vysledkd je zfejmé, Ze hodnoty se od sebe zfetelné 1isi.
Hodnota zjiSténd probitovou analyzou je o 23,92 mg/l niZs$i neZ hodnota stanovend graficky.
Tento rozdil mohl byt pravdépodobné zpusoben nestandardnosti organismu; pro objasnéni by
bylo vhodné provést vice testovani a porovnat ziskané hodnoty. Teprve potom muzeme
s definitivni platnosti stanovit sprdvnou hodnotu.

5.1.3 Daphnotoxkit F
Predbézny test byl testovan s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.4. Ziskané

hodnoty z pfedbé€Zného testu jsou uvedeny v tabulce €. 8. Spolu s testovanou latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které neptresahla mortalita hranici 10 %.
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Tabulka €. 8: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (ptedbézZny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % imobilizace
mg/1 organizmu
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 vysledkt z tabulky €. 8 po 24 a 48 hodinach testovani bylo stanoveno rozmezi
zakladniho testu v rozsahu koncentraci 10 az 100 mg/1. Pro bliZ§i zhodnoceni byla pro ovéreni
graficky vyhodnocena 50 % imobilizace, jejiZ hodnota EC ¢&inila 68,10 mg/l. Rozmezi
koncentraci pro zdkladni test tak bylo stanoveno na 50 az 90 mg/l. Zédkladni test nebyl
proveden z divodu nedostatku testované latky.

5.2 1,1,2,2-tetrachlorethylen

Pocet testi provedenych s 1,1,2,2 - tetrachlorethylenem byl také pfizpisoben mnoZstvi
testované latky, které bylo k dispozici na testovani. Z tohoto divodu byly u hoicice a
perlooCek provedeny pouze testy predbézné. Test na cibuli, ktery vyZaduje velké mnoZstvi
testovactho media a tim klade i vysoké ndroky na mnoZstvi testované latky, byl zcela
vynechdn. Pouze test na korysi Thamnocephalus platyurus byl proveden komplexné.

5.2.1 Test inhibice rustu korene horcice bilé Sinapis alba
Byl proveden piedbéZny test s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.1 pro
monomerni latky.

Ziskané hodnoty z pfedbéZného testu jsou zaznamendny v tabulce €. 9. V kontrole (0 mg/l)
bylo dosaZeno minimaln{ kli€ivosti 90 %.
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Tabulka ¢. 9: Vypocet inhibice riistu kofenti hoi€ice (predbézny test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 vysledku predbézného testu je ziejmé, Ze tato latka bude vykazovat 50 % inhibici pfi
koncentracich o mnohondsobné prevySujicich hodnotu 100 mg/l. Z tohoto divodu byla pro
oveéfeni graficky vyhodnocena 50 % inhibice, jejiz hodnota Cinila 626,61 mg/l. Rozmezi
koncentraci pro zdkladni test tak bylo stanoveno na 550 az 700 mg/l. Zakladni test nebyl
proveden z diivodu nedostatku testované latky nebot’ pfi tomto testu je potieba, na rozdil od
testll na aquatickych organismech, velké mnozstvi testovaciho media a tim i testované latky.

5.2.2 ThamnotoxKkit F

PredbéZny test byl pfipraven s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.3. Poté byl
pfipraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych predbéZnym testem.

Ziskané hodnoty z predbé€Zného testu jsou uvedeny v tabulce €. 10 a vysledky ze
zékladniho testu jsou nésledné prezentovany v tabulce €. 11. Spolu s testovanou litkou byla u
obou typt testu hodnocena i kontrola, ve které nepfesahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka €.10: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (predbézny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % mortality

mg/1 organizmu

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 zédkladé vysledki pfedbézného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladn{
test 10 az 300 mg/1.
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Tabulka €. 11: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (zdkladni test).

¢ (koncentrace) | Zivé organiz.mylccelkem % mortality probity
mg/1 organizmu
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 24hL.C50 byla zjiSténa graficky pomoci regresni piimky a Cinila 74,39 mg/l.
Hodnota 24hL.C50 byla zjiSténa také pomoci probitové analyzy; v tomto ptipadé€ byla
stanovend hodnota vyssi, a to 93,13 mg/l. Porovnanim obou vysledku je zfejmé, Ze hodnoty se
od sebe zfetelné 1isi. Hodnota zji$té€nd probitovou analyzou je o 18,74 mg/l vyssi neZ hodnota
stanovend graficky. I v tomto pifipad€ nelze jednoznacné tento rozdil objasnit, bylo by patrné
zapotiebi provést vetsi pocet hodnoceni.

5.2.3 Daphnotoxkit F
PredbéZny test byl proveden s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.4. Ziskané

hodnoty z predbézného testu jsou uvedeny v tabulce €. 12. Spolu s testovanou litkou byla
hodnocena i kontrola, ve které neptresahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka €. 12: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (pfedb&Zny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % imobilizace
mg/1 organizmu
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 zjiSténych hodnot z tabulky €. 12 stanovenych po 24 a 48 hodinach testovani
bylo urfeno rozmezi zdkladniho testu v rozsahu koncentraci 10 aZz 100 mg/l. Pro blizsi
zhodnoceni byla graficky vyhodnocena 50 % imobilizace, jejiZ hodnota Cinila 22,62 mg/l; tato
hodnota byla prokdzana po 24 nebo 48 hodinédch testovani. Rozmezi koncentraci pro zdkladni
test tak bylo stanoveno na 10 az 50 mg/I1.
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5.3 2-Br-5-Cl-pyridin

5.3.1 Test inhibice rustu korene horcice bilé Sinapis alba
Nejdtive byl proveden predbézny test s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.1.
Nasledné byl pripraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych predb&éZnym testem.
Ziskané hodnoty z predbézného testu jsou zaznamendny v tabulce C. 13, vysledky ze
zékladniho testu jsou ndsledn€ uvedeny v tabulce €. 14. U kontroly (0 mg/l) byly v obou
piipadech splnény podminky, kdy bylo dosaZzeno minimalni kli€ivosti semen 90 %.

Tabulka €. 13: Vypocet inhibice rastu kofent hoi€ice (pfedbézny test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 znaci stimulaci rastu, proto jiz nebyla zarazena do dal§itho hodnoceni. Na
zakladé vysledka predbézného testu bylo pro zdkladni test.stanoveno rozmezi koncentraci 220
az 380 mg/l.

Tabulka €. 14: Vypocet inhibice ristu kofent hoi€ice (zdkladni test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 zjiSténa graficky pomoci regresni ptimky a Cinila 300,38 mg/I.
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5.3.2 Test inhibice rustu korene cibule Allium cepa L.

Test byl proveden s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.2. Vysledky testu jsou
zaznamendny v nasledujici tabulce €. 15.

Tabulka ¢. 15: Vypocet inhibice ristu kofent cibule.

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
0 29,0
0,01 227 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 zjiSténa graficky pomoci regresni pfimky a €inila 21,21 mg/1.

5.3.3 Thamnotoxkit F

PredbéZny test byl pfipraven s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.3. Potom
byl pfipraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych timto pfedbéZznym testem.

Ziskané hodnoty z predbézného testu jsou uvedeny v tabulce €. 16. Vysledky ze zdkladniho
testu jsou nasledné uvedeny v tabulce €. 17. Spolu s testovanou latkou byla u obou typu testu
hodnocena i kontrola, ve které neptresahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka €.16: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (predbézny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % mortality

mg/1 organizmu

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

Yv oz

Na zakladé vysledka predbézného testu bylo pro zdkladni test stanoveno rozmezi
koncentraci 0,1 az 50 mg/1.
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¢ (koncentrace) | Zivé organiz.mylccelkem % mortality probity
mg/1 organizmu
0 30/30 0 0
0,1 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

Tabulka €. 17: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (zdkladni test).

Hodnota 24hL.C50 byla zjiSténa graficky pomoci regresni piimky a cCinila 20,53 mg/Il.
Hodnota 24hLC50 byla zjisténa také pomoci probitové analyzy; pomoci tohoto postupu bylo
dosazeno hodnoty 21,54 mg/l. Z porovnini obou hodnot je zifejmé, Ze hodnoty se od sebe
ptilis nelisi, hodnota zji$ténd probitovou analyzou je o 1,01 mg/l vyssi neZ hodnota stanovend
graficky. V tomto piipadé bylo u obou zptuisobti hodnoceni dosaZzeno lepsi shody.

5.3.4 Daphnotoxkit F

Predbézny test byl proveden s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.4. Na jeho
podkladé byl pfipraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych predbéZnym testem.

Ziskané hodnoty z predbézného testu jsou uvedeny v tabulce €. 18. Vysledky ze zdkladniho
testu jsou ndsledn€ uvedeny v tabulce €. 19. Spolu s testovanou liatkou byla u obou testd
hodnocena i kontrola, ve které mortalita neptesdhla hranici 10 %.

Tabulka €. 18: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (pfedb&Zny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % imobilizace
mg/1 organizmu
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 tabulky €. 18, které byly odecitiny po 24 a 48 hodindch
testovani bylo stanoveno rozmezi definitivniho testu v rozsahu koncentraci 10 aZ 100 mg/1.
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Tabulka €. 19: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (zékladni test).

¢ (koncentrace) | Zivé organiz.mylccelkem % imobilizace probity

mg/1 organizmu

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 4,33 5,39

32 3/20 2/20 85 90 6,04 6,28

56 0/20 0/20 100 100 8,09 8,09

100 0/20 0/20 100 100 8,09 8,09

Hodnota 48hECS50 byla zjiSténa graficky pomoci regresni piimky a cCinila 10,86 mg/Il.
Hodnota 48hEC50 byla zjiSténa také pomoci probitové analyzy, a byly stanovena na
12,51 mg/l. Porovnanim obou vysledki je ziejmé, Ze hodnoty se od sebe vyrazné nelisi,
hodnota zji§ténd probitovou analyzou je o 1,65 mg/l vyssi nez hodnota stanovend graficky.
Také v tomto piipadé lze konstatovat, Ze u obou zpusobi hodnoceni bylo dosaZeno lepsi
shody.

5.4 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid

5.4.1 Test inhibice rustu korene Sinapis alba
Nejprve byl proveden predbézny test s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.1.
Nésledné byl pripraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych predb&éZnym testem.
Ziskané hodnoty z predbézného testu jsou zaznamendny v tabulce C. 20, vysledky ze
zakladniho testu jsou ndsledné uvedeny v tabulce ¢. 21. U obou testi byly splnény podminky,
kdy v kontrole (0 mg/1) bylo dosazeno minimélni kli€ivosti 90 %.

Tabulka ¢. 20: Vypocet inhibice rastu kofent hoi€ice (pfedbézny test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 zdkladé vysledki predbéZného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraci 90 aZ
170 mg/1 pro zakladni test.

Tabulka ¢. 21: Vypocet inhibice ristu kofent hoi€ice (zdkladni test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 zjiSténa graficky pomoci regresni ptimky a Cinila 141,83 mg/I.
5.4.2 Test inhibice rustu korene cibule Allium cepa L.
Test byl proveden s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.2. Vysledky z testu

jsou zaznamendny v tabulce €. 22.

Tabulka €. 22: Vypocet inhibice rastu kofent cibule.

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 zjiSténa graficky pomoci regresni ptimky a Cinila 0,98 mg/l.

5.4.3 Thamnotoxkit F

YV o s

Byl proveden piedbézny test s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.3. Nasledné
byl pfipraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych pfedbéZnym testem.
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Ziskané hodnoty z predbé€Zného testu jsou uvedeny v tabulce €. 23 a vysledky ze
zékladniho testu jsou ndsledné€ uvedeny v tabulce €. 24. Spolu s testovanou latkou byla u obou
typu testu hodnocena i kontrola, ve které nepfesahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka €.23: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (predbézny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % mortality

mg/1 organizmu

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 zdkladé vysledka predbézného testu (tabulka ¢. 23), kdy se 50 % mortalita nachéazela
v rozmezi koncentraci testované liatky 0,1 az 1 mg/l je zfejmé, Ze zdkladni test musi byt
proveden v rozsahu téchto koncentraci.

Tabulka €. 24: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (zdkladni test).

¢ (koncentrace) | zivé organiz.my/?elkem % mortality | probity
mg/1 organizmu
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 4,67
1,00 1/30 97 6,88

Hodnota 24hL.C50 byla zjiSténa graficky pomoci regresni piimky a Cinila 0,57 mg/l.
Hodnota 24hLC50 byla zjiSténa také pomoci probitové analyzy a byla stanovena na
0,74 mg/1. Porovnanim obou vysledkl je zfejmé, Ze hodnoty se od sebe piili§ nelisi, i kdyz
hodnota zjisténd probitovou analyzou je o 0,17 mg/l vyssi nez hodnota stanovend graficky.
Rovnéz v tomto pfipadé 1ze konstatovat, Ze oba postupy hodnoceni poskytly dobrou shodu.

5.4.4 Daphnotoxkit F
PredbéZny test byl proveden sroztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.4. Na

zakladé poznatkd ziskanych ztohoto testovani byl pfipraven zdkladni test v rozsahu
koncentraci stanovenych pfedb&€Znym testem.
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Ziskané hodnoty z pfedb&Zného testu jsou uvedeny v tabulce €. 25, vysledky ze zdkladniho
testu jsou nasledné uvedeny v tabulce ¢. 26. Spolu s testovanou latkou byla u obou typu testu
hodnocena i kontrola, ve které neptresahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka €. 25: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (pfedb&Zny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % imobilizace
mg/1 organizmu
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 0/20 100 100

Porovnanim vysledka ztabulky ¢. 25 po 24 a 48 hodindch testovani bylo stanoveno
rozmezi zdkladniho testu v rozsahu koncentraci 1 az 10 mg/I.

Tabulka €. 26: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (zékladni test).

¢ (koncentrace) | zivé organiz.mylccelkem % imobilizace probity

mg/l organizmu

24h 48h 24h 48h 24h 48h

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 5,00 | 5,39

5,6 0/20 0/20 100 100 8,09 | 8,09

10,0 5/20 2/20 75 90 5,67 | 6,28

Hodnota 48hEC50 byla zjiSténa graficky pomoci regresni piimky a Cinila 2,51 mg/l.
Hodnota 48hEC50 byla zjiSténa také pomoci probitové analyzy a v tomto piipad€ bylo
dosaZeno hodnoty 2,06 mg/l. Porovnanim obou postupt hodnoceni je zfejmé, Ze hodnoty se
od sebe pfili$ nelisi, i kdyZ hodnota zjiS§téna probitovou analyzou byla o 0,45 mg/l niZsi nez
hodnota stanovena graficky. Proto i v tomto piipadé je mozné vyslovit zavér, Ze oba zpusoby
hodnoceni poskytly dobrou shodu.
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5.5 Sodna sul 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu

5.5.1 Test inhibice rustu korene Sinapis alba
Nejdtive byl proveden predbézny test s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.1.
Nasledné byl pripraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych predb&éZnym testem.
Ziskané hodnoty z predbézného testu jsou zaznamendny v tabulce €. 27 a vysledky ze
zakladniho testu jsou uvedeny v tabulce ¢. 28. U obou testi byly splnény podminky
vyZadujici, aby v kontrole (0 mg/1) bylo dosazeno minimdlni kli¢ivosti 90 %.

Tabulka €. 27: Vypocet inhibice rastu kofent hoi€ice (pfedbézny test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
0 449

20 18,2 0,60 60
40 9,3 0,79 79
60 5,3 0,88 88
80 5,9 0,87 87

100 2,5 0,94 94

160 1,5 0,97 97

320 0,6 0,99 99

Na zéklade vysledku predbézného testu (tabulka €. 27) bylo pro zédkladni test stanoveno
rozmezi koncentraci 2 az 10 mg/I.

Tabulka ¢. 28: Vypocet inhibice ristu kofent hoi€ice (zdkladni test).

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu
mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 znaci stimulaci ristu, a proto jiZ nebyla zafazena do dal§iho hodnoceni.
Hodnota 72hIC50 byla zjiSténa graficky pomoci regresni ptimky a Cinila 7,33 mg/I1.
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5.5.2 Test inhibice rustu korene cibule Allium cepa L.

Nasledujici test byl proveden sroztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.2.
Vysledky z testu jsou zaznamendny v tabulce €. 29.

Tabulka ¢. 29: Vypocet inhibice ristu kofent cibule.

¢ (koncentrace) L (pramérna Ii (inhibice rustu | Ii (inhibice rustu

mg/l délka korenu) mm korenu) korenu) %
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 zjiSténa graficky pomoci regresni ptimky a Cinila 2,18 mg/I1.

5.5.3 Thamnotoxkit F

Byl proveden piedbézny test s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 4.3. Nasledné
byl pfipraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych pfedbéZnym testem.

Ziskané hodnoty z predbé€Zného testu jsou uvedeny v tabulce €. 30 a vysledky ze
zakladniho testu v tabulce €. 31. Spolu s testovanou latkou byla u obou typt testu hodnocena i
kontrola, ve které nepfesdhla mortalita hranici 10 %.

Tabulka €.30: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (predbézny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % mortality

mg/1 organizmu

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 zdkladé vysledka predbézného testu (tabulka ¢. 30) bylo stanoveno rozmezi koncentraci
pro zdkladni test 0,01 az 0,001 mg/l. V tomto rozmezi opét ve vSech piipadech vychdizela
100 % mortalita pro vSechny koncentrace, a proto bylo stanoveno dal§i rozmezi koncentraci.
Konec¢né testované rozmezi koncentraci pro zdkladni test bylo 0,001 az 0,0001 mg/1.
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¢ (koncentrace) | Zivé organiz.mylccelkem % mortality probity
mg/1 organizmu
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

Tabulka €. 31: Vypocet mortality pro organizmus Thamnocephalus platyurus (zdkladni test).

Hodnota 24hL.C50 byla zjisténa graficky pomoci regresni piimky a cCinila 0,00019 mg/I.
Hodnota 24hLLC50 byla prokazana také pomoci probitové analyzy; pii tomto zpusobu
hodnoceni byla 0,00017 mg/l. Z porovnani obou vysledk vyplyva, Ze hodnoty se od sebe
téméf nelisi, 1 kdyZ hodnota zjiSténd probitovou analyzou je o 0,00002 mg/l niZs$i nezZ hodnota
stanovend graficky. V tomto ptipadé bylo prozatim dosaZeno nejlepsi shody.

5.5.4 Daphnotoxkit F

Také tento predbézny test byl provadén s roztoky o koncentracich uvedenych v kapitole
4.4. Na jejich podkladé byl pfipraven zdkladni test v rozsahu koncentraci stanovenych
pfedbéznym testem.

Ziskané hodnoty z predbé€Zného testu jsou uvedeny v tabulce €. 32 a vysledky ze
zakladniho testu v tabulce €. 33. Spolu s testovanou latkou byla u obou typt testu hodnocena i
kontrola, ve které nepfesdhla mortalita hranici 10 %.

Tabulka €. 32: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (pfedb&Zny test).

¢ (koncentrace) | zivé organlz.my/ccelkem % imobilizace
mg/1 organizmu
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 vysledka ztabulky ¢. 32 po 24 a 48 hodindch testovani bylo stanoveno
rozmezi zdkladniho testu v rozsahu koncentraci 0,01 az 0,1 mg/I.
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Tabulka €. 33: Vypocet imobilizace pro organizmus Daphnia magna (zékladni test).

¢ (koncentrace) | Zivé organiz.mylccelkem % imobilizace probity

mg/1 organizmu

24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 20/20 19/20 0 5 0 3,36
0,01 17/20 13/20 15 35 3,96 4,62
0,018 16/20 13/20 20 35 4,16 4,62
0,032 14/20 8/20 30 60 4,48 5,25
0,056 12/20 5/20 40 75 4,75 5,67
0,1 10/20 3/20 50 85 5,00 6,04

Hodnota 48hECS50 byla zjiSténa graficky pomoci regresni piimky a cCinila 0,023 mg/l.
Hodnota 48hEC50 byla prokdzdna také pomoci probitové analyzy a cCinila 0,022 mg/l.
Porovnanim obou vysledka je zfejmé, Ze hodnoty se téméf shoduji, i kdyZ hodnota zjisténa
probitovou analyzou je o 0,001 mg/l niZ8i neZ hodnota stanovend graficky; 1 v tomto ptipadé
bylo dosazeno dobré shody pfi pouZziti obou zptsobti hodnoceni.

5.6 Zhodnoceni vysledku

Jak vyplyva z ptedloZenych vysledkli, byla hodnocena toxicita nékterych monomert a
aditiv polymera prostfednictvim testl ekotoxicity. Tyto latky byly vybrany proto, Ze jsou
prekurzorem pii syntézdch mnoha slozit&jsich polymernich latek. Na naSem pracovisti nelze
provadét veskeré standardni testy podle OECD. Z tohoto divodu byly pro testovani téchto
latek pouzity dva alternativni testy toxicity na testovacich organismech Daphnia magna a
Thamnocephalus platyurus a dva fytotesty, pfiCemz test inhibice rustu kofene hoicice bilé
Sinapis alba je testem standardnim a test inhibice rastu kofene cibule Allium cepa L je testem
alternativnim. Ekotoxikologické hodnoceni téchto latek je podle naseho nazoru velmi dilezité
a jeho vysledky by mély byt nedilnou soucdsti zdkladnich charakteristik v§ech vyrdabénych
chemickych substanci, nebot’ tyto se stavaji soucasti mnoha spotiebnich vyrobku

Pro lepsi porovnani a zhodnoceni vysledkl testovani byly ziskané hodnoty shrnuty do
nasledujicich tabulek a grafi. V tabulce ¢. 34 jsou pro piehlednost prezentovany vysledné
hodnoty LC, IC, EC50 pro testované monomery a v ndsledujici tabulce €. 35 jsou uvedeny
vysledné hodnoty LL.C, IC, EC50 pro aditiva polymert.
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Tabulka €. 34: Vysledné hodnoty LC, IC, EC50 pro testované monomery.

Sinapis alba Thamnotoxkit F 1)431;1hn0t0xkit I‘;
(72hIC50) mg/l |  (24hLC50)mgn | (48MECS0) mg/
1,1,2-trichlorethylen 141,11 51,64 (g) 68,10 (g)
1,1,2,2-tetrachlorethylen 626,61 74,39 (g) 22,62 (2)

Tabulka ¢. 35: Vysledné hodnoty L.C, IC, EC50 pro testovana aditiva monomerd.

Sinapis alba | Allium cepa L. | Thamnotoxkit F | Daphnotoxkit F
(72hIC50) (72hIC50) (24h1.C50) (48hEC50)
mg/l mg/l mg/l mg/l
2-Br-5-Cl-
pyridin 300,38 21.21 20,53 (g) 10,86 (2)
2-Br-5-Cl-
pyridin-N-oxid | 4183 0,98 0.57 (g) 2,51 (g)
sodna sul
2-merkapto-5-
Cl-pyridin-N- 7,33 2,18 0.00019 (g) 0,023 (g)
oxidu

g — vysledek stanoven graficky pomoci regresni ptimky

Z vysledku testi ekotoxicity u obou skupin latek vyplyva, ze testy na aquatickych
organizmech jsou citlivéjsi, nezZ testy vyuZivajici jako testovaci organizmus vyssi rostliny. Ve
skupiné fytotestd je pak citlivéjsi test na Allium cepa; prostifednictvim tohoto testu byly u
testovanych aditiv polymert ziskdny niz§i hodnoty 72IC50, coz znamena, Ze u tohoto
organizmu jsou negativni ucinky latek vyvoldny mnohem niz§imi koncentracemi, neZ je tomu
u Sinapis alba. Pro lepsi zndzornéni této skuteCnosti jsou v grafu ¢. 1 uvedeny hodnoty
72hIC50 stanovené pro aditiva polymert prostiednictvim dvou fytotesti.

Monomery byly testovdny pouze prostfednictvim jednoho fytotestu, a to testem inhibice
rastu kofene Sinapis alba. Tyto vysledky koresponduji s vysledky jinych praci [25], ve
kterych je také jako citlivéjsi testovaci organizmus ve zminovanych fytotestech uvadeéna
Allium cepa.
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Vyhodnoceni fytotesta aditiv polymeru
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Graf ¢. 1: Porovndni vysledku fytotetsii pro testovand aditiva polymeri.

Z tohoto grafu vyplyvd nejenom jiz vySe zminiovand vysS$i citlivost testu na organizmu
Allium cepa, ale také ekotoxicita aditiv polymert hodnocena prostfednictvim téchto testl.
Nejvétsi ekotoxické ucinky vykazuje sodna stl 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu. Hodnota
72hIC50 byla u této testované latky 2,18 mg/l pro Allium cepa a pro Sinapis alba 7,33 mg/l;
2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid vykazoval jiZ niZsi ekotoxicitu, hodnota 72hIC50 byla stanovena na
141,83 mg/l pro Sinapis Alba a 0,98 mg/l pro Allium cepa. Jako nejméné ekotoxicky se z
testovanych aditiv polymert na zdkladé hodnoceni pomoci testi fytotoxicity projevil 2-Br-5-
Cl-pyridin. V testu inhibice kotene Sinapis alba a Allium cepa vykazoval tyto hodnoty
ekotoxicity; 72hIC50 bylo 300,38 mg/l a 21,21 mg/l.

Podobny trend pfi porovnavani ekotoxicity jednotlivych aditiv polymert vykazuji tyto
latky také v piipad€, jsou-li hodnoceny prostfednictvim alternativnich testd ekotoxicity na
aquatickych organismech (graf ¢. 2). Z tohoto pohledu se mnozZstvi a charakter substituenta
zd4 byt urCujicim faktorem ekotoxicity, nebot hodnota chemického individua pyridu 48EC50
je podle udaji bezpecnostniho listu 940 mg/1.

P1i porovnani ekotoxicity testovanych monomert (tab. ¢. 34, graf ¢. 3) lze fici, Ze 1,1,2,2-

cvv s

tetrachlorethylen vykazuje niz$i ekotoxicitu, nebot’ stanovené hodnoty IC, EC a LC 50 pro
tuto latku jsou témé&f ve vSech piipadech vyssi. Vyjimku tvoii pouze vysledek testu na Dafnii
magna, kdy hodnota 48ECS50 pro tuto latku byla 22,62 mg/1, zatimco pro 1,1,2-trichlorethylen
byla 68,1 mg/l. Tato skute€nost nemohla byt potvrzena ani vyvricena opakovéinim testu pro
nedostatecné mnozstvi testované latky. Domnivdme se, Ze tento vysledek mohl byt zpiisoben
vysokou té€kavosti obou latek, takZe nemohla byt zcela zaruCena koncentrace testované latky.
Hodnota 48EC50 ndmi stanovend pro 1,1,2-trichlorethylen je témeét ve shodé s udaji, které
uvadi bezpecnostni list pro tuto chemickou substanci, kde je uvedena hodnota 24EC50 a Cini

76 mg/l.
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Vyhodnoceni alternativnich testu toxicity aditiv polymeru
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Graf ¢. 2: Porovndni vysledkut alternativnich testit pro testovand aditiva polymerii.
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Graf ¢. 3: Porovndni vysledkut alternativnich testit pro testované monomery.

RovnéZz bylo provedeno posouzeni citlivosti a vhodnosti dvou pouzitych alternativnich
testd toxicity Thamnotoxkit F a Daphnotoxkit F pro vSechny testované latky. = Nasledujici
grafy C. 4 a7z 8 znazornuji pfehledné porovnéani citlivosti alternativnich testl toxicity na
aquatickych organizmech pro vSechny testované latky. Pro ndzorn&j$i porovnédni vychdzi tyto
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grafy z vysledka predbéZnych testl, ve kterych byla pro oba testy zvolena stejna koncentrace
testovanych latek. Pro porovnani byl pouZzit Daphnotoxkit F odec¢itany za 24 hodin, aby byla
také shodna testovaci doba obou alternativnich testu.

Porovnani alternativnich testd toxicity
trichlorethylen

mortalita

¢ (mg/l)

—+— thamnotoxkit —— daphnotoxkit

Graf ¢. 4: Porovndni mortality pri pouZiti dvou alternativnich testii pro trichlorethylen.

Z grafu ¢. 4, kde je provedeno porovnani pouzitych alternativnich test pro trichlorethylen
vyplyvd, Ze ponckud vys§i mortalita byla prokdzédna téméf v celé koncentracéni fadé pomoci
testu Thamnotoxkit F; vyjimku tvofi rozmezi koncentraci cca 10 — 40 mg/l testované latky,
kde se mortalita a tedy i citlivost testovanych organismu témeéf shoduje.
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Graf ¢. 5: Porovndni mortality pFi pouZiti dvou alternativnich testit pro tetrachlorethylen.
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Ponékud odlisny trend vykazuje grafické porovnani alternativnich testd pro
tetrachlorethylen (graf €. 5). U této testované latky byla prokdzdna vyssi mortalita pro nizsi
koncentrace pomoci testu Daphnotoxkit F — 24. Naopak se vzrustajici koncentraci, po¢inaje
hodnotou koncentrace 60 mg/1, vykazuje vyS$si mortalitu test Thamnotoxkit F.

Porovnani alternativnich testu toxicity
2-Br-5-Cl-pyridin
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Graf ¢. 6: Porovndni mortality pri pouZiti dvou alternativnich testii pro 2-Br-5-Cl-pyridin.

Posouzeni vhodnosti obou alternativnich testi bylo provedeno také pfi testovani aditiv
polymert. Jako prvni byl hodnocen 2-Br-5-Cl-pyridin (graf ¢. 6). Z tohoto porovnani je
ziejmé, Ze mezi obé€ma testy nebyl prokdzdn témef Zadny rozdil. Pouze nepatrné rozdily
vykazovaly oba testy v niZ§ich koncentracich, kdy vySs$i mortalita byla prokdzidna pomoci
testu Daphnotoxkit F

Porovnani alternativnich testu toxicity
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—

%

150
100 ,
50 .
0 * T T
0 20 40 60 80 100
¢ (mg/l)

~—

L J

mortalita

—+— thamnotoxkit = daphnotoxkit

Graf ¢. 7: Porovndni mortality pri pouZiti dvou alternativnich testii pro
2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid.
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V grafech ¢. 7 a 8 jsou zndzornény vysledky posouzeni vhodnosti obou alternativnich testt
pro dalsi testovand aditiva polymerd, a to pro 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid a pro sodnou sul
2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu. Z porovnani pouZzitych alternativnich testti u obou aditiv je
zfejmé, Ze poné€kud vysSi mortalita byla prokdzdna pro Thamnotoxkit F. Zatimco u testované
latky 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxidu vykazuje mortalita obou testi podobny trend az u vyssich
koncentraci, u sodné soli 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu vykazuji oba testy shodnou
100 % mortalitu jiz pii nizkych koncentracich této latky, coZ vyplyvd z hodnot vysoké
ekotoxicity prokdzané pro tuto latku.

Porovnani alternativnich testu toxicity
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Graf ¢. 8: Porovndni mortality pri pouZiti dvou alternativnich testii pro
sodnou siil 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu.
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6 ZAVER

PredloZzend diplomov4d priace byla zaméfena na ekotoxikologické hodnoceni dvou
monomert ze skupiny chlorovanych alifatickych uhlovodikli a tii aditiv polymert
reprezentujicich SestiCetné heterocyklické slouceniny. Jednalo se o ndsledujici chemické
latky: 1,1,2-trichlorethylen; 1,1,2,2-tetrachlorethylen; 2-Br-5-Cl-pyridin; 2-Br-5-Cl-pyridin-
N-oxid a sodnou sul 2-merkapto-5-Cl-pyridin-N-oxidu. PfibliZzna toxicita pro Zivotni prostiedi
vSech testovanych ldtek nebyla zndma, proto byly vZdy provedeny testy pfedb&Zzné, na jejichz
zakladé byl stanoven rozsah koncentraci pro provedeni zdkladniho testu, jehoZz vysledky
umoznily stanoveni LC, IC a EC50 pro vSechny testované latky.

Vramci teoretické Casti  byla zpracovdna reSerSe o moZnosti  vyuZiti
ekotoxikologickych testli pro hodnoceni vybranych monomert a aditiv polymera; jeji
soucasti byl prehled nejcastéji vyuzivanych testl.

K ekotoxikologickému hodnoceni vybranych chemickych substanci byly vyuzity dva
alternativni testy toxicity a dva testy fytotoxicity. VSechny testy byly provedeny
v souladu s danou metodikou. RovnéZz byly provedeny referencni testy za ucelem
provéreni korektnosti provedené testovaci procedury a citlivosti testovacich
organizmi. Jako standard pro kontrolu kvality byl pouZzit dichroman draselny
K, Cr, O, . VSechny stanovené hodnoty 48hEC50, 24hLC50 a 72hIC50 pro pouZité

testy toxicity jsou ve shodé¢ s vysledky odpovidajicimi pro tento standard.

Z alternativnich testi byly pouZity testy toxicity pro vodni ekosystémy Thamnotoxkit
F a Daphnotoxkit F. Pro terestrické ekosystémy byly pouZity dva fyfotesty: test
inhibice rustu kofene Sinapis alba, jako ptedstavitel standardnich testl toxicity a test
inhibice rastu kofene cibule Allium cepa L, ktery patii do skupiny alternativnich testa.
Z testovanych  monomera  1,1,2-trichlorethylenu a  1,1,2,2-tetrachlorethylenu
vykazoval vysSi ekotoxicitu téméf ve vSech testech 1,1,2-trichlorethylen, vyjimku
tvorily vysledky testd ekotoxicity ziskané prostfednictvim alternativniho testu na
Dapnhia magna. Tuto skutecnost 1ze vysvétlit vysokou t€kavosti standardu této latky.
U testovanych aditiv polymerti se stanovena ekotoxicita zvySovala s mnoZstvim a
charakterem substituentt, pfi¢emz tento trend vykazovaly hodnoty téméf vSech

Vv

pouzitych testii. Nejvyssi ekotoxicita byla takto prokazana u sodné soli 2-merkapto-5-
Cl-pyridin-N-oxidu nésledoval 2-Br-5-Cl-pyridin-N-oxid a nejniZsi ekotoxicita byla
prokdzana u 2-Br-5-Cl-pyridinu.

Z porovnani citlivosti alternativnich testi nevyplynul zcela jednoznalny zavér;
Thamnotoxkit F se vSak jevi mirné citlivéjsi, nebot testovaci organizmus
Thamnocephalus platyurus vykazoval vySsi mortalitu ve vice piipadech oproti testu na
Daphnia magna. Rozdily vSak nebyly signifikantni.

Porovnanim citlivosti testt fytotoxicity jsme dosli k zavéru, Ze pro testovani latek ve
vlastnosti ekotoxicita je citlivéjsi test s vyuzitim Allium cepa L. Tento test vSak
prozatim neni pro svoji vét§i ndrocnost béZne vyuzivan.

Na zakladé porovnani ekotoxicity obou skupin organickych latek, tj. monomera a
aditiv polymert 1ze konstatovat, ze vétsi nebezpeci pro Zivotni prostiedni predstavuji
aditiva, nebot” vykazuji vétsi ekotoxicitu.
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Monomery a aditiva polymeru, jsou vychozimi latkami pro tvorbu polymeru a je nutné brat
zfetel na jejich ekotoxicitu. Jejich pouzivani, skladovédni a recyklovdni by nemélo negativné
ovliviiovat Zivotni prostfedi. Porovnanim vysledki testovanych latek s hodnotami pro
kategorie nebezpecnosti latek stanovenymi zdkonem €. 356/2003 Sb., o chemickych latk4ch a
chemickych ptipravcich, je mozné vyslovit zavér, Ze testované monomery i aditiva polymert
by na zdkladé vysledka této diplomové prace nemély predstavovat vyznamné riziko pro
Zivotni prostiedi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

REACH:

ISO:

GLP:
OECD:

US - EPA:

LD50:

LC50:

ECS50:

IC50:
NOAEL:

LOAEL:

0Co:

0C100:
24h EC50:

48h EC50:
72h IC50:
24h L.C50:
48h LC50:
R-véta:
S-véta:
VOC:

TCE:
PCE:

Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals
(registrace, hodnoceni, povolovédni a omezovani chemickych latek)
International Organization for Standardization (Mezindrodni organizace pro
normalizaci)

Good Laboratory Practice (spravnd laboratorni praxe)

Organization for Economical Cooperation of Development (Organizace pro
ekonomickou spolupréci a rozvoj)

United States Environmental Protection Agency (Americkd agentura ochrany
Zivotniho prostredi)

davka latky, kterd vyvola thyn 50 % testovanych organizmi v dob¢ testovaci
studie

koncentrace latky, ktera vyvola thyn 50 % testovanych organizmt v dobé
testovaci studie

koncentrace latky, kterd vyvold 50 % thyn nebo imobilizaci testovaného
organizmu

koncentrace, ktera zptisobi 50 % inhibici ticinnosti sledované latky

No Observable Adverse Effect Level (nejvyssi ddvka, pfti které jesté nebyl
pozorovan Skodlivy tcinek)

Lowest Observable Adverse Effect Level (nejnizsi davka, pfi které jiz byl
pozorovan Skodlivy tcinek)

orientacni koncentrace (nejvyssi koncentrace latky, pfi které jest€ nedochdzi
k dhynu ¢i imobilizaci jedinct)

orientacni koncentrace (nejnizZsi koncentrace, ktera jiz pusobi letdlné)
koncentrace testovaného vzorku, ktera zptisobi dhyn ¢i imobilizaci 50 %
testovacich organizmt Daphnia magna v Casovém tseku 24 + 2 hodin
koncentrace testovaného vzorku, ktera zptisobi dhyn ¢i imobilizaci 50 %
testovacich organizmt Daphnia magna v Casovém tseku 48 + 2 hodin
koncentrace testovaného vzorku, kterd zptsobi 50 % inhibici rastu kofene
hoi¢ice bilé oproti kontrole v asovém dseku 72 £ 2 hodin

koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold thyn 50 % testovanych ryb

v Casovém useku 24 + 2 hodin

koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold thyn 50 % testovanych ryb

v Casovém useku 48 + 2 hodin

standardni véta oznacujici specifickou rizikovost

standardni pokyn pro bezpecné zachazeni

volatile organic compounds (t€kavé organické latky)

trichlorethylen

tetrachlorethylen
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Imobilizace Daphnia magna: makroskopicky pozorovatelnd neschopnost samostatného
prostorového pohybu Daphnia magna do 15 s po krouZivém zamichdni 14dzné&, jako
imobilizované organizmy hodnotime i jedince, ktefi pohybuji tykadly 2. péru, ale vySe
uvedeného pohybu nejsou schopny

Inhibice rastu korene: zkraceni pramérné délky kotene hoicice bilé v testovaném vzorku
ve srovndani s kontrolou

Stimulace rustu korene: prodlouzeni primérmé délky kofene hoic€ice bilé v testovaném
vzorku ve srovnani s kontrolou

Inhibice rastu ras: sniZeni rastu fas na zdkladé zjiSténé hustoty fasové kultury ve
srovnani s kontrolou

Stimulace rustu Fas: zvySeni ristu fas na zakladé zjisténé hustoty fasové kultury ve
srovnani s kontrolou

Inokulum: mnoZzstvi bunek vloZenych do testovacich ban€k na zacdtku testu, vyjadiené
jako hustota fasové kultury na zacétku testu (pocet bunék v 1 ml)
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9 PRILOHY

Tabulka €. 36: Probitové hodnoty.

%0 probity %0 probity %0 probity %0 probity
0,2 2,12 21,0 4,19 52,0 5,05 83,0 5,95
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 6,08
1,0 2,57 25,0 4,33 56,0 5,15 87,0 6,13
1,2 2,74 26,0 4,36 57,0 5,18 88,0 6,18
1.4 2,80 27,0 4,39 58,0 5,20 89,0 6,23
1,6 2,86 28,0 4,42 59,0 5,23 90,0 6,28
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 6,48
3,0 3,12 32,0 4,53 63,0 5,33 94,0 6,56
3,5 3,19 33,0 4,56 64,0 5,36 95,0 6,65
4,0 3,25 34,0 4,59 65,0 5,39 95,5 6,70
4,5 3,31 35,0 4,62 66,0 5,41 96,0 6,75
5,0 3,36 36,0 4,64 67,0 5,44 96,5 6,81
6,0 3,45 37,0 4,67 68,0 5,47 97,0 6,88
7,0 3,52 38,0 4,70 69,0 5,50 97,5 6,96
8,0 3,60 39,0 4,72 70,0 5,52 98,0 7,05
9,0 3,66 40,0 4,75 71,0 5,55 98,2 7,10
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 7,33
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 7,51
16,0 4,01 47,0 4,93 78,0 5,77 99,6 7,65
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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