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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vyuZzitim fasovych testl v ekotoxikologii. Pro posouzeni
ekotoxicity vybranych chemickych latek byla pouZita sladkovodni fasa Desmodesmus subspi-
catus. Pro vyhodnocovini E,Csy byla vyuZzita metoda spektrofotometrie ve VIS oblasti. Za
timto dcelem byla zjiSténa vzdjemnd korelace mezi poCtem fasovych bun€k a absorbance pfti
vinové délce 683 nm. Testovany byly tyto chemické latky: kyselina 2-[2-[(2,6-dichlorfe-
nyl)amino]fenyl]Joctovd, kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionovd a N-(4-hydro-
xyphenyl)acetamid. Pro vSechny tyto latky byla urCena hodnota E;Csy a vyhodnocena jejich
ekotoxicita.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with a use of algal test in ecotoxicology. A freshwater algae, Des-
modesmus subspicatus, was used to asses the ecotoxicity of selected chemical substances.
A spectrophotometry method, of VIS spectrum, was used in evaluation of the E,Csy. A corre-
lation, between a number of algal cells and the wavelength absorbance at 683 nm, has been
determined for this purpose. Following chemicals were tested, 2-[2-[(2,6-dichlorophenyl)-
amino]phenyl]acetic acid, (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)phenyl]propanoic acid and N-(4-hydro-
xyphenyl)acetamide. An E,Csy value was determined for all these substances and also their
ecotoxicity has been evaluated.
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1. UvoD

V soucasné dob¢ jsou kazdoro¢né vyprodukovana velkd mnozstvi novych chemickych latek
a pripravkll o neznamych vlivech na Zivé organismy a dalsi latky jsou svévolné nebo lidskou
nedbalosti vypoustény do Zivotniho prostiedi. Celosvétove naristaji problémy se znecistova-
nim vSech sloZek Zivotniho prostfedi. Abychom mohli odstranit nékteré nédsledky nasi neu-
kaznéné Cinnosti, musime nejdiiv identifikovat nebezpecné latky, jejich producenty a co je
nejdulezitéjsi, je nutné zjistit, jak dalece poskozuji zZivy organismus a ekosystémy. K tomuto
ucelu slouZi testy ekotoxicity.

Stanoveni akutni a chronické toxicity neznamych latek, napt. vyluht z primyslovych odpada
nebo ze sklddek, odpadnich vod ur€enych pro dalsi uziti, slouzi k ur€eni toxického vlivu latek
na akvatické a terestrické organismy. Zatimco testy chronické toxicity se pouzivaji k urCeni
negativnich acinku latek pfi jejich dlouhodobém pusobeni na organismy. Akutni testy toxicity
slouZi k ur¢eni okamzitého ucinku latek, ktery vyvolava dhyn organismu, v mirnéj$im piipadé
jejich stresové chovani. Vysledkem ekotoxikologickych test je urceni efektivni koncentrace
testované latky ECsp, pii které dochdzi k dhynu nebo imobilizaci 50 % organismi. Podle této
hodnoty lze testovanou latku zatadit do tiid toxicity a odhadnout miru jejitho $kodlivého pu-
sobeni na vodni organismy.

K testovani ekotoxicity slouzi nékolik druhii organismi, pro akvatické ekotesty se pouzivaji
zejména drobni vodni korysi (Daphnia magna, Thamnocephalus platyurus) a dale pak zelené
fasy, které jsou zastupci producentii ve vodnim ekosystému. Mezi nejcast&ji pouzivané fasy
patii Desmodesmus subspicatus a Pseudokirchneriella subcapitata.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je védni obor, ktery se svou specializaci vyc¢lenil ptiblizn€ pied 20 lety. Jedna
se o multidisciplinarni pfedmét zabyvajici se oblasti tvofenou prusecikem chemie Zivotniho
prostredi, toxikologie, ochrany Zivotniho prostfedi a ekologie. Zminéné obory déle rozvijeji
v aplikacich jejich metodologie na cely ekosystém. Centrdlnim tématem je studium pusobent,
mechanismi a nasledkti antropogennich xenobiotik na ekosystém, vcetné Clovéka samého.
Vlastnim vystupem jsou informace slouZzici k predikci chovdni a minimalizaci negativnich
nasledkl pusobeni xenobiotik, k ochrané ekosystému a k prevenci a hodnoceni rizik spoje-
nych s uZivanim chemikdlii. Ziskané informace jsou vyuZiviny v zdkonnych regulacné-
bezpecnostnich norméch. [45]

Cilem oboru je tedy vyvijet metody, které umoziuji sledovat nepiiznivy vliv chemickych
latek na Zivé organismy za standardnich reprodukovatelnych podminek. Metody museji
umoznit srovnani ucinka riznych latek mezi sebou a pfedevsim srovnani odpovidajicich vy-
sledka z riznych laboratofi. [19]

Chemickou latkou rozumime chemické prvky a slouceniny téchto prvka definovaného sloze-
ni, ptip. jejich smési. Chemicka Skodlivina (noxa) je takovd chemickd latka, kterd je schopna
rou Ize odhalit v pribéhu styku se $kodlivinou, v ndvaznosti na ném, v pozdé€jsich obdobich
Zivota, eventudlné u budoucich generaci.

Z hlediska toxikologie a ekotoxikologie muZeme kazdou latku povazovat za potencialné ne-
bezpecnou, protoze kazdd muaze za urCitych okolnosti pasobit nepfiznive, v zavislosti na veli-
kosti davky vyvolavajici uCinek a trvani expozice. Expozice je chdpana jako vystaveni Zivého
organismu pusobeni chemické latky, pii niZ dojde k jejimu priniku do vnitinich ¢asti orga-
nismu. [9, 30, 33]

Zakladni charakteristikou (nebezpe¢nou vlastnosti) chemickych latek, ptipravkl, véetné pest-
icidnich, a odpadu je ekotoxicita. Potvrzeni nebo vylouceni ekotoxicity se déje na zaklade
biotestt (ekotoxikologicky biotest). Testy slouzi ke zjisténi ¢i odhadu mozného toxického
vlivu testovanych latek na Zivé organismy. V testech se pro stanoveni sledovaného jevu vyu-
Zivaji detekCni systémy (organismy, tkdné apod.), které jsou relevantni (umoZiuji interpretaci,
maji dostateCnou vypovédni hodnotu apod.) pro sledované ekosystémy ¢i matrice (vodni pro-
stiedi, pudni prostfedi, chemické latky, odpady apod.). [46]

2.2 Biologické testy toxicity

Ackoliv chemické analyzy latek, pfipravkd, odpadnich vod, atmosférickych srazek, vyluha
a splachii poskytuji dulezité informace o jejich nebezpecnych vlastnostech, nemohou dosta-
teCné€ poskytnout tdaje o toxicité jednotlivych latek, zejména pokud jde o jejich smési. Za
timto Ucelem je nutno pouZit biologické metody hodnoceni, tzv. biologické testy toxicity,
neboli biotesty, popt. bioassays. [18]

Biotest je definovdn jako zkouska, kterd stanovi mnoZstvi nebo koncentraci latky v prostfedi
pomoci reakci Zivého organismu. V SirSim pojeti se jednd o stanoveni biologického ucinku
néjaké latky nebo faktoru prostiedi. Protoze v piirodé pasobi faktory komplexné, voli se pre-



feren¢n€ metody laboratorni. Laboratorni testy pouZzivaji jediny druh, ktery je vystaven zmé-
ndm jediného faktoru za Casovy interval v kontrolovanych podminkach. [26]

Vyhodou biologickych testa je schopnost vypovidat o vlivu znecisténi v celém jeho komple-
Xu, se vSemi aditivnimi, synergistickymi a antagonistickymi vlivy mezi jednotlivymi znecis-
tujicimi komponenty. Vyznam biologickych testi hodnoceni ekotoxicity je hlavné v tom, Ze
postihuji souhrn G¢inkt vSech pritomnych komponent a soucasné také latek, které nebyly
chemickymi analyzami prokazany, v testovaném roztoku na testovany materidl, kterym muize
byt organismus, kultura, tkan nebo burika. Hlavnim cilem test( na biologickém materidlu je
stanovit hrani¢ni koncentrace, ve kterych je mozny Zivot testovanych organismu. Testy pro-
vadéné na vodnich organismech jsou vhodné pro hodnoceni nove vyvinutych a do praxe za-
vadénych chemickych latek, odpadu ze skladky, havarii pruniku odpadnich vod do povrcho-
vych ¢i podzemnich vod apod. [18]

2.3 Zakladni rozdéleni ekotoxikologickych testu

2.3.1 Podle doby expozice
Podle doby trvéani expozice délime testy na akutni, subakutni (subchronické) a chronické.

A) Akutni testy
Patifi mezi nejrozsifenéjsi standardni laboratorni testy. Délka trvani testd je 24 az
96 hodin. Sleduji se jimi ucinky, které se projevi v kratké dob¢€ po jednordzovém poda-
ni latky. NejCastéji se stanovuje mortalita méfend jako LDsy nebo LCsg, popt. inhibice
ICsp a uddva se v mg/l. Podle téchto hodnot Ize testovanou latku zafadit do tfid toxicity
a odhadnout miru jejtho Skodlivého ptuisobeni na organismy. Akutni toxicita vSak udava
pouze relativni toxicitu testované 1atky.

B) Subakutni (subchronické) testy
Tyto testy trvaji obvykle 28 az 90 dnd. Organismy jsou opakované, obvykle jednou
denng&, exponovény testované litce. Provadi se paralelni test s kontrolni skupinou, s niz
musi byt zachdzeno stejnym zptuisobem jako s exponovanou, kromé podavani zkoumané
latky. Timto se separuji vlivy prostiedi od ptusobeni dané latky. Tyto testy slouzi ke
studiu nejvyznamnéjSich toxickych zmeén pii opakované expozici dané latky a k ziskani
hodnot NOEC a LOEC, nemusi vSak odhalit nasledky dlouhodobého pisobeni. Vy-
sledky subchronickych testd jsou velmi uzitecné pro ucelné navrzeni chronického testu.

C) Chronické testy

Pti chronickych testech jsou organismy exponovany testované liatce dlouhou dobu, Cas-
to po celou dobu dospé€lého Zivota. V danych pravidelnych intervalech se testovanym
organismum podava testovana latka a v priubéhu experimentu jsou sledovany jednotlivé
patologické zmény pomoci vhodné zvolenych parametrt, které indikuji $kodlivy Gci-
nek. Kontrolni skupina musi byt stejné pocetnd jako skupiny exponované a musi byt
drzena za stejnych podminek, jen s tim rozdilem, Ze zGstdvd neexponovana sledované
latce. Chronické testy slouZi k ziskani informaci o dlouhodobém pusobeni latky na Zivy
organismus a pro ur¢eni hodnot NOEC a LOEC. [19, 29, 40]



2.3.2

Podle pokroéilosti designu testovaciho systému

Pro monitoring Zivotniho prostiedi jsou vyuzivany tfi generace testa.

A) Testy 1. generace

B)

&)

Prvni generace testl je predstavovana klasickymi, standardnimi a konven¢nimi metodi-
kami, které jsou zaloZené na akutnich testech na v laboratofi chovanych organismech
a udrzovanych kulturich. [1]

V ramci testovéni ekologické vhodnosti se pouzivaji Ctyfi konvencni testy doporucova-
né Ceskou legislativou.
® 96hodinovy akutni test toxicity na rybach Poecilia reticulata, Brachydanio rerio
(CSN EN ISO 7346-2);

¢ 48hodinovy imobiliza¢ni test na dafniich Dafnia magna (CSN EN ISO 6341);

e 72hodinovy rastové inhibicni test na tasich Desmodesmus subspicatus, Desmo-
desmus quadricauda (CSN EN ISO 8692);

e 72hodinovy test kliGivosti a riistu kofene hoigice Sinapis alba (dle véstniku MZP
4/2007).

Tyto biotesty maji velkou vyhodu, nebot” jsou zakotveny v ¢eské legislativé. Provedeni
téchto test je vSak ekonomicky a Casové velice naro¢né. Kultury zivych testovacich
organismu se musi dlouhodobé udrzovat a krmit. Samotné testovani zabira mnoho la-
boratorntho prostoru (akvdria), Casu (48—96hodinové testovini), materidlu (velké
mnoZstvi laboratorniho skla) a vzorku (2-5 litrl). Proto je dal$i generace biotestu vy-
hodnou alternativou ke klasickym. [24]

Testy 2. generace (mikrobiotesty)
Druhd generace testl toxicity se zacina v soucasné dobé stile vice pouZivat a je pred-
stavovdna alternativnimi biotesty, zndmymi pod ndzvem mikrobiotesty [1]. ZvySend
potieba testovat stale nové chemické latky a vice vzorka Zivotniho prostiedi vedla k na-
sledujicim trendim ve vyvoji biotesta:

® miniaturizaci;

e zkriceni doby inkubace;

e zlevnéni biotestu;

e zapojeni biotestd reprezentujici ruzné trofické drovné v ekosystému;

e vyuziti novych védeckych poznatkt (napf. fizeni produkce klidovych stadii, ucho-

vani fasovych kultur).

Testovaci organismy vyuZivané v mikrobiotestech mohou ptfedstavovat bakterie, prvo-
ci, fasy, bezobratli, rybi tkaniové kultury aj. Tyto organismy se dlouhodob¢ uchovavaji
v klidovych stadiich (bezobratli), lyofilizovaném stavu (bakterie) nebo imobilizované
formé (fasy) a je mozné je oZivit pred vlastnim testovdnim. Mikrobiotest je miniaturi-
zovany biotest, proto se jako testovaci nddoby pouzivaji zkumavky, kyvety, mikrotit-
racni desticky atd. Doba testu je také zkracend a to na nekolik hodin aZ minut namisto
dna.

Testy 3. generace (biosenzory a biosondy)

Treti generaci test jsou biosenzory a biosondy, které se stdle testuji a jejich uplatnén{
se ocekdva zejména v on-line monitorovacich systémech a screeningovych testech to-
xicity.



2.3.3

Prikladem biosenzoru muze byt biosenzor s imobilizovanymi fasami pro testy toxicity,
kde jako biosenzor je pouZito jakékoli jiz béZn€ pouZivané tasy, napi. chlorokokalni
Desmodesmus subspicatus. Tato fasa je imobilizovdna do agaru a tento biosenzor je
prelit testovanym vzorkem, nasycenym CO; a je exponovan na svétle. Vzrust pH je da-
kazem probihajici fotosyntézy a meéfitkem nezdvadnosti. Cely test je moZné provést
1vterénu. [18, 24]

Podle urovné biologické organizace

Testy toxicity se provadéji na tfech drovnich, a to na drovni bunék a tkani, na drovni jedinct
(organismu) a na urovni spolecenstev (biocendz).

A) Testy na tirovni bunék a tkdni

B)

&)

2.3.4
A)

Testy na bunécnych kulturdch jsou dosud vyuZivany zejména pro teoretické objasnéni
ucinku toxického agens. V posledni dobé se vSak zacinaji tkanové kultury vyuZivat
i pro rutinni provadéni testl toxicity. Jejich vyhodou je vysoka citlivost a reprodukova-
telnost a nizké a zejména Casové ndroky. Nevyhodou je skuteCnost, Ze systémy in vitro
nemohou suplovat enzymaticko-imunitni systém Zivého organismu, a tudiZ je vysledek
testu toxicity poplatny pouZité bunécné linii, piip. zdrojovému orgdnu ¢i tkani. Presto
se testy toxicity na bunécnych kulturdch jevi jako vhodny screening pied provedenim
baterie testd na Zivych organismech.

Testy na tirovni jedincii (organismit)

V soucasnosti jsou nejvice pouzivany testy na trovni organismu, ackoliv stdle pretrva-
vaji urcité potize s reprodukovatelnosti. Tyto testy se vyuZivaji pfi hodnoceni akutni,
piip. chronické toxicity latek. Vybér organismu k testim toxicity je provadén tak, aby
byly postiZeny jednotlivé trofické drovné ve vodnim prostfedi. To znamend prakticky
Ctyti trovné — bakterie, fasy, planktonni (bentické) organismy a ryby. Odpovéd jednot-
livych organismi na ptitomnost toxickych latek neni jednotna, ovliviiuje ji mnoho fak-
tort, jako je dosazitelnost toxikantu, zpusob piijimani toxikantu organismem, jeho bio-
akumulace nebo schopnost polutant odbourdvat atd. Proto by se pfi ekotoxikologickém
monitoringu neméely nikdy dé€lat zdvéry z testovani pouze na jednom organismu. Zapo-
jenim vétstho poctu testovacich organismu roste informace o zkoumaném vzorku
a zvySuje se tak vypovédni hodnota celé metody. Do baterie jsou pak vybirdny indivi-
dudlni testy tak, aby byla schopna detekovat co nejvice skupin toxikantd s vysokou
spolehlivosti.

Testy na tirovni spolecenstev (biocenoz)

Na drovni biocendz se sleduje toxicky ucinek v pfirodé ¢i na modelu, nevyhodou je
fakt, Ze toxicky ucinek se nemusi projevit vZdy stejné€, razné reakce na urcity druh, na-
ruseni potravnich fetézcu. [1, 2, 18, 24, 44]

Podle testovaného organismu

Terestrické

® Test inhibice rdstu kofene hoicice bilé Sinapis alba

Test byl vyvinut k testovani G¢inki odpadnich vod vyuZivanych pro zavlahy. Pii této

zkouSce se vyuZziva citlivosti kli¢icich semen hoiCice bilé Sinapis alba v po€atecnich
stadiich vyvoje rostliny na jedovaté latky. [1]



Obr. 1: Test inhibice riistu koFene horcice bilé (zdroj: www.vustah.cz)

® Test inhibice rlstu korene cibule kuchynské Allium cepa
Cilem je stanoveni inhibi¢niho tdcinku zkouSené latky na rist kofene cibule kuchynské
v pocate€nich stidiich vyvoje rostliny. [1]

Obr. 2: Allium cepa (zdroj: toads.wordpress.com)

B) Akvatické

B Test toxicity na okfehku men&im Lemna minor
Cilem testu je stanoveni akutni toxicity na vegetativni rust sladkovodni rostliny okieh-
ku menS$iho Lemna minor. [1]
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Lemna minor

Duckweed

ilstration provided e
IFAS, Center For Aquatic Plants
University of Florida, Gainesville, 1990

Obr. 3: Lemna minor (zdroj: keys.lucidcentral.org)

B Test toxicity na korysi Dafnia magna
Metoda je standardizovdna normou CSN EN ISO 6341. Cilem testu je zjisténi vlivu
vodou vyluhovatelnych litek na mortalitu a imobilizaci drobného korySe Daphnia
magna STRAUS. [1]

Obr. 4: Daphnia magna STRAUS (zdroj: www.vustah.cz)

B Zkous$ka toxicity na chlorokokalni fase Desmodesmus subspicatus
Cilem testu je stanoveni toxického tcinku vodou vyluhovatelné latky na inhibici rastu
a rozmnozovani chlorokokdlni fasy Desmodesmus subspicatus. [1]
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Obr. 5: Test inhibice riistu chlorokokdlni asy Desmodesmus subspicatus

2.4 Rasy a jejich vyznam v ekotoxikologii

2.4.1 Charakteristika fas

Rasy jsou mikroskopicky (v&tSinou) pozorovatelné nizsi rostliny (Thallobionta), které fadime
z hlediska charakteru buiniky mezi organismy eukaryotické (jddro s jadernou membrinou).
Jejich télo tvoii stélka. [38]

Bunécnd sténa je polysacharidovd. Fotosyntetickymi pigmenty jsou chlorofyla ab, o-
a f-karoten a nékolik karotenoidd. Pomeér chlorofylita i b a a- a B-karotenii je stejny jako
u vyssich rostlin. Chloroplast ma dvé obalné membrany a 2—6 thylakoidi v jedné lamele. Je
bez spojeni s bunéénym jadrem. Vyvinut je pyrenoid — bilkovinné télisko, obsahujici rubisco
enzym, ktery vdze oxid uhli€ity v temnostni f4zi fotosyntézy. [35]

Rasy Ziji pfevdzné ve vodnim prostiedi, kde tvoii autotrofni slozku spoleGenstva. Jejich vy-
skyt je dan charakterem biotopu a ro¢niho obdobi (sezonni dynamika druhti). Z hlediska oby-
vaného biotopu stojatych a tekoucich vod lze rozliSit fasy fytoplanktonni (osidluji volnou
vodu, vznaseji se pasivné nebo se pohybuji pomoci bic¢ikt a brv), perifytonni (tvoii narosty na
ponofenych rostlindch, kamenech a jinych substritech) a bentické (obyvajici dno). [38]

2.4.2 Systematika ras

Systematika (taxonomie) je védni obor, ktery se zabyva teorii a praxi klasifikace organismda.
Jejim cilem je klasifikovat vSechny zndmé biologické skupiny (taxony) podle urcitych pravi-
del do jednotlivych hierarchicky uspofddanych biologickych kategorii. V Sir§im slova smyslu
se taxonomie prekryva s biologickou systematikou, tedy védou, kterd studuje nejen klasifika-
ce, ale i obecné principy variability (diverzity) a jeji pfiCiny a dusledky. Dulezitou roli hraje
tzv. identifikace Cili urovani (determinace) druhu, pfi niZ se snazi zatradit nalezené jedince do
jiz znamych taxonu (napf. druhd, rodu, celedi). [41]
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2.5 Rasové testy

2.5.1 Rozdéleni rasovych testu podle typu fas
Existuji fasové testy mofskymi fasami a fasové testy se sladkovodnimi fasami.

Rasové testy s morskymi fasami

V tasovych testech pro moiské ekosystémy, Algal marine bioassay, dle metodiky ISO 10253,
se pouzivaji jako testovaci organismy rozsivky Phaeodactylum tricornutum. Tato metoda je
vyuzivand zejména v piimoiskych oblastech. [17, 27, 32]

Obr. 7: Movskd Fasa Phaeodactylum tricornutum (zdroj: bioinformatics.psb.ugent.be)

Rasové testy se sladkovodnimi fasami

Zkouska inhibice rastu sladkovodnich fas Desmodesmus quadricauda, Desmodesmus subspi-
catus, Pseudokirchneriella subcapitata je standardizovdna metodikou CSN EN ISO 8692 [17,
27]. Alternativou k témto testim mohou byt testy miniaturizované (probihaji na mikrodestic-
kach) nebo testy vyuZivajici imobilizované fasy (algindtové kulicky) [3].

Obr. 8: Desmodesmus quadricauda (zdroj: www.lanuv.nrw.de)

2.5.2 Vyznam rasovych testu
Rasové testy toxicity slouzi k testovani moznych toxickych ucinka latek a vzork na vodni
producenty. Test umoziiuje sledovat nejen inhibi¢ni (toxické) dc¢inky latek, ale také stimulacni
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efekty, tzv. Gzivnost. Diky rychlému narustu fas je mozné kromé akutniho ptisobeni pozoro-
vat 1 chronické ucCinky testovanych latek. [13, 25, 48]

v s

kritickym momentem v Zivotnim cyklu vSech organismu. Pokud je testovaci organismus scho-
pen v testovaném vzorku UspéSn€ se rozmnoZovat alespoii tfi generace, pak je velmi pravdeé-
podobné, Ze tuto latku bude snéset trvale. [14, 18]

Specificnost testi vyuzivajicich fasy spociva v tom, Ze béhem doby expozice (obvykle 3 az
4 dny) je toxickému ucinku vystaveno 4-5 generaci populace. Lze tedy hovoftit o subchronic-
kém testu toxicity. [24]

2.5.3 Princip standardniho fasového testu

V Ceské republice je za standardni test povaZovdn test na sladkovodni fase Desmodesmuis
subspicatus a tase Pseudokirchneriella subscapitata. Zkouska inhibice rustu sladkovodnich
zelenych fas je standardizovana metodikou CSN EN ISO 8692 a OECD 201.

Jednodruhové kmeny se kultivuji po nékolik generaci v definovaném Zivném mediu, obsahu-
jicim koncentra¢ni fadu zkouSeného vzorku, pfipravenou smichdnim piislusnych objemu
rastového média, zkouseného vzorku a inokula exponencidlné€ rostoucich fasovych bunék.
ZkouSené sady jsou inkubovdny po dobu 72 + 2 hodin, pfti teploté 23 + 2 °C a kontinudlnim
osvétleni 6 000—10 000 luxd. Za stejnych podminek je nasazena kontrolni sada, kdy je fasa
kultivovéna pouze v definovaném Zivném médiu. Pro kaZzdou koncentraci se nasazuji dva
paralelni testy.

Odezva tasové kultury na tcinek testované latky se projevi jako inhibice, tedy sniZeni ristové
rychlosti ve vztahu ke kontrolnim kulturdm rostoucim za stejnych podminek. [7, 42]

2.5.4 Provedeni standardniho rasového testu

Predbézny test

V predbéZzném testu se vzorek o nezndmé toxicit€¢ podrobi prvni zkouSce s testovacimi orga-
nismy. Jde o to zjistit, zda latka vykazuje toxické ucinky ¢i nikoliv. PouZivaji se dvé paralelni
nasazeni se dvéma kontrolami. Nedojde-li k dhynu Zidného organismu, je pfedb&Zny test
hodnocen jako negativni a pfistoupi se k ové€fovacimu testu. [47]

Ovérovaci test

Negativni vysledek predbéZného testu se ovefuje v Sesti paralelnich nasazenich. Nedojde-li
v testovanych roztocich k thynu o 10 % ptrevysujici thyn v kontrole, je i zde vysledek hodno-
cen jako negativni. DalS{ testovdni se neprovadi. Je-li vysledek pozitivni, thyn v testovaném
vzorku pfevys$i o vice neZ 10 % dhyn v kontrole, zdleZi dal$i postup na mife imobilizace ¢i
thynu. V pfipadé€ mortality niZsi nez 50 % se dalSi testy neprovadéji a zjiSténé skutecCnosti se
zaznamenaji do protokolu. Piekroc¢i-li mortalita 50 %, pfistupuje se k orientaCnimu testu. [47]

Orientacni test

Uc&elem tohoto testu je urCeni koncentracniho rozmezi, ve kterém lze ocekdvat hodnotu ECs
testované latky. PouZiva se zde zpravidla 10 koncentraci vzorku, volenych v Sirokém rozpéti.
Do tohoto testu se nasazuje mensSi pocet pokusnych organismu, obvykle postacuje testovat
jednu koncentracni fadu a do kazdé testované koncentrace nasadit 4 organismy. Cilem je zjis-
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tit nejvyssi koncentraci latky, pfi které jesté nedochazi k dhynu ¢i imobilizaci organismi NO-
EC a nejnizsi koncentraci, ktera jiz pusobi letdln¢ LOEC. [47]

Zakladni test

Zakladni test slouzi k vlastnimu urceni hodnoty ECsy. Test sestava zpravidla ze 7 riznych
koncentraci vzorku v rozmezi stanoveném orientaénim testem. Redéni se provadi tak, aby
kolem predpokladané hodnoty ECsy doslo k dhynu nebo imobilizaci 5-95 % organismi ve
trech ¢i vice fedénich. Jako nejvyssi a nejnizsi koncentrace fedici fady se voli limitni koncent-
race zjiSténé orientacnim testem. Pro kazdou koncentraci se nasazuji 2—3 paralelni nasazeni.
Po urcité dobé& expozice dané konkrétnim testem se odecitd pocet uhynulych ¢i imobilizova-
nych organismu. Ze zjisténych ddaja se spocitd hodnota ECsy. Na zacéatku i konci pokusu se
zaznamendva teplota, koncentrace rozpusténého kysliku a pH v kazdé testované koncentraci.
[47]

pozitivni negativni
Predbézny test
pozitivni X
Ovérovaci test
mortalita mortalita
>50 % <50 %
\

negativni

Orientacni test

l

Zakladni test

‘ v v

> Hodnoceni

Obr. 9: Schéma provedeni Fasového testu

2.5.5 Volba koncentra¢nich fad

Interval zpravidla sedmi koncentraci v rozmezi OC, (nejvySsi koncentrace latky, pii které
jesté nedochazi k dhynu ¢i imobilizaci organismit) az OC; (nejnizsi koncentrace, ktera jiz
pusobi letdln€) je tieba rozdélit tak, abychom v idedlnim piipadé po provedeni testu obdrzeli
5 hodnot tzv. parcidlnich mortalit (v piipadé sedmi koncentraci), tzn. thyna vétSich nez 0 %
a menSich nez 100 %. Zpasob volby a rozvrZeni testovanych koncentraci zobrazuje obr. 10.
Jedna koncentrace by se méla co nejvice bliZit hodnoté LCsy, ECsy nebo ICsp, dvé by mély byt
mezi hodnotou OCy a LCsy, ECsy nebo ICsp, dvé mezi OC;op a LCs9, ECsp nebo ICsg a dvé
koncentrace by mély odpovidat hodnotdm OCy a OC;py. Rozvrzeni koncentraci by mélo byt
okolo hodnoty LCsy, ECs nebo ICsy symetrické. Koncentracni fada by méla byt logaritmicka,
nasledujici koncentrace by méla byt vzdy k-krat vE&tsi nez predchozi. Koeficient k& se vypocita
z nésledujiciho vztahu, kde n pfedstavuje pocCet volenych koncentraci, obvykle 7. [22]

0oC,
logkzlog% (1)
n—1
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Obr. 10: Zpiisob volby testovanych koncentraci v intervalu OCy aZ OC g (zdroj: www.vscht.cz)

2.5.6 ZkusSebni organismy
Podle CSN EN ISO 8692 je mozné jako zkuSebni organismy vyuZit nisledujici planktonni
sladkovodni druhy fas:

® Desmodesmus subspicatus,

® Pseudokirchneriella subcapitata.

Obr. 11: Desmodesmus subspicatus Obr. 12: Pseudokirchneriella subcapitata
(zdroj: galerie.sinicearasy.cz) (zdroj: www.cefas.co.uk)

Desmodesmus subspicatus je zastupcem cenobidlniho typu chlorokokdlni fasy. Butiky se pie-

vazné vyskytuji jednotlivé. Typické je i sdruzovani bun€k do coenobii po 4, 8, velmi vzicné
po 16. [35]
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a) jedinec b) ctyFbunécné coenobium
(zdroj: www.butbn.cas.cz)) (zdroj: www.ibacon.de)

Obr. 13: Desmodesmus subspicatus

Tab. 1: Taxonomie Desmodesmus subspicatus [34]

RiSe Eukaryota
Oddéleni | Chlorophyta

Trida Chorophycaea

Rad Scenedesmales
Rod Desmodesmus
Druh Desmodesmus subspicatus

2.5.7 Pouzitelnost zkusebni metody

Tato zkuSebni metoda se nejsnadnéji pouziva pro latky rozpustné ve vodée, které za podminek
zkousky pravdépodobné ve vodé zustanou. Pro zkouseni latek, které jsou tékavé, silné€ adsor-
buji, jsou zbarvené, maji nizkou rozpustnost ve vod¢, nebo litek, které mohou nepiiznivé
ovliviiovat dostupnost Zivin ¢i minerdli ve zkusebnim médiu, mohou byt potiebné urcité
upravy popsaného postupu (napf. uzavieny systém, klimatizace zkuSebnich nddob). U latek
s omezenou rozpustnosti ve zkuSebnim médiu nebude pravdépodobné mozné kvantitativne
stanovit ECsy. Metodu lze pouZit pro latky, které pfimo neovliviiuji méfeni rustu fas. [11, 31]

Pted provedenim zkousky je uZite¢né ovéfit tyto informace:
® rozpustnost latky ve vode,
e tlak par,
e strukturni vzorec,
e Cistotu latky,
¢ chemickou stabilitu ve vodé€ a na svétle,
* metody analyzy pro kvantitativni stanoveni latky ve vodg,
¢ hodnotu pK,,
¢ rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda,

¢ vysledky zkouSky ,,snadné‘ biologické rozlozitelnosti. [11]
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2.5.8 Faktory ovliviiujici prabéh rasového testu
Rasy ke svému zivotu potiebuji Ziviny, svétlo, CO,, teplo, velikost inokula. Rust fas tedy
muZe byt limitovan kterymkoli z té€chto faktort. [15]

Ziviny

Dilezitou soudasti fasovych testd je Zivné médium. Zivné médium je tplné syntetické kulti-
vacni médium, jehoZ prostifednictvim jsou fasdm beéhem kultivace pti expozici testované latky
dodavany ziviny v podobé mikro- a makronutrientti v koncentracich, které prevysuji jejich
koncentraci v pfirodnich vodach. Rust fasové kultury v Zivném médium je rychly, béhem
24 hodin se muZe populace zdvojndsobit az ztrojnasobit. Pouziti ma vliv na relevanci vysled-
ka, které se mohou liSit aZ o fady v zavislosti na pouzitém Zivném médiu. [16]

Pro testovani fas se pouzivaji rizna zivna média, piiklady jsou uvedeny v nésledujicim textu.

® Zivné médium pro testy na sladkovodnich zelenych fasach dle normy CSN EN ISO 8692
Ptipravi se Ctyfi vodné zdsobni roztoky Zivin podle sloZeni uvedeného v nasledujici tabulce.

Tab. 2: SloZeni Zivného média dle normy CSN EN ISO 8692

Zasobni roztok Zivina Hmotnostni koncentrace v zasobnim roztoku
I makroslozky NH,CI 1,5 g1
MgCl,.6H,0 1,2 g/l
CaCl,.2H,O 1,8 g/l
MgS0,4.7H,O 1,5 g/
KH,PO, 0,16 g/l
Il Fe-EDTA FeCl;.6H,0O 64 mg/l
Na,EDTA.2H,0 100 mg/1
III stopové prvky | H;BO; 185 mg/1
MnCl,.4H,0 415 mg/l
ZnCl, 3 mg/l
Co(Cl,.6H,O 1,5 mg/l
CuCl,.2H,0 0,01 mg/l
Na,Mo0,.2H,0 7 mg/l
IV NaHCO; NaHCO; 50 g/1

Zasobni roztoky se sterilizuji membranovou filtraci (pramér péra 0,2 um). [7]

® Zivné médium CCALLA Bristol BB (médium BB)
Médium pfipravuje a dodava Botanicky dstav AV v Tieboni. Je vhodné k testovani latek na
vét§iné druhu ras. [4]
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Tab. 3: SloZeni Zivného média BB

Roztok a (1 000 ml) Roztok b (100 ml) Roztok e (100 ml)
NaNO; 25g | ChelatonIIl | 5,0¢g ZnS04.7H,0O 0,882 ¢
CaCl,.2H,0 2,5g | KOH 31¢g MnCl,.4H,0 0,144 g
K,HPO, 75¢g Roztok ¢ (100 ml) Na,M00,.2H,0 | 0,242 g
KH,PO, 17,5g | FeSO4.7H,0 | 0,498 g | nebo MoO; 0,071 g
MgSO4..7H,O | 7,5g | HoSOgskonce. | 0,1 ml | CuSO4.5H,0 0,157 g
NaCl 25¢g Roztok d (100 ml) Co(NO;),.6H,O | 0,049 g

H;BO; 1,142 ¢

B Jaworského médium
Vhodné pro sladkovodni fasy. [4]

Tab. 4: SloZeni Zivného média Jaworského

Roztok (200 ml) Zivina Mnoistvi (g)
I Ca(NO;),.4H,0 4,0
IT KH,PO, 2,48
11 MgS0,.7H,0 10,0
v NaHCO; 3,18
A\ EDTAFeNa 0,45

EDTANa, 0,45
VI H;BO; 0,496
MnCl,.4H,0 0,278
(NH4)6M07024.4H,0 0,20
Vil Cyanocobalamin 0,008
Thiamine HCl 0,008
Biotin 0,008
VIII NaNO; 16,0
IX Na,HPO,.12H,0 7,2

Svétlo

Pii provadéni testu je nutné dodrzovat predepsany svételny rezim. Ruastova rychlost fas se
zvySuje se svételnou intenzitou podél saturacni kiivky. Hladina pro svételnou saturaci (nasy-
cenost) je druhove zdvisld a zdvisi také na teploté a Zivinovém stavu fas. Standardizovany test
predepisuje kontinudlni osvétleni priblizneé 8 000 luxt u norem ISO, OECD a EEC. Tato oza-
fenost je vSak nizkd vzhledem k pfedepsané teploté (pfiblizné 23—24 °C) zejména pro nejcas-
t&ji pouzivané druhy Pseudokirchneriella capricornutum a Desmodesmus subspicatus. Pro-
blém je také v tom, Ze svétlo absorbuje i samotnd fasova suspenze. Michani kultury tento
efekt muze redukovat. V testu toxicity by mély byt svételné podminky konstantni, aby podpo-
rovaly exponencidlni rist, kterého je dosaZeno pfi drzeni nizké koncentrace biomasy, pii sta-
1ém michéni a pfi pouziti malého objemu kultury fas. [17, 37]
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Oxid uhlicity
Ve zkouSené nddobé musi byt zajistén dostatek CO», ktery je nutny pro rust fasy. Podminkou
jeho vyuziti je pH =8,1+0,2 Zivného média.

Teplota

Pro dany test je tieba dodrzovat spravnou teplotu. Norma CSN EN ISO 8692 udévi teplotu
23 £ 2 °C. Nespravna teplota mize pro organismus piedstavovat nezadouci stres, ktery muze
vést k jeho nestandardnimu chovani.

Velikost inokula

Inokulum, neboli pocet fasovych bun€k na zacatku testu, by nemé¢l presdhnout 10 000 + 2 000
bunék v 1 ml. Inokulum se odebird z exponencidlné rostouci zasobni kultury a musi byt adap-
tovano na jiz zminéné podminky testu (teplotu, tlak, osvétleni). [37]

2.5.9 Vyhodnocovani rasového testu
Cilem testu je stanovit hodnotu LCsj, ECsy nebo ICs [47], popt. dalsi ekotoxikologické hod-
noty, jako jsou NOEC, LOEC [28].

Dulezitou otdzkou pro vyhodnocovani fasovych biotesti je variabilita v nartustu kontrol. Jde
o to, z kolika procent se mohou liSit hustoty bun€k v kontrolnich suspenzich. Optimélni by
bylo, aby se li§ily minimaln€ (do 5 %), jako je tomu u ostatnich testt (perloocky, ryby). Reali-
ta takova neni. Pracovisté, kterd se touto problematikou zabyvaji del§i dobu, maji zkuSenost,
Ze odchylka az do 30 % inhibice nemusi znamenat toxické ucinky latek pfitomnych v testova-
ném vzorku, ale miZe se jednat pouze o pfirozenou variabilitu testovaného systému.

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze lze jen komplikované ur€ovat hodnoty efektivnich koncentraci
pro nizkd procenta inhibice. Variabilita piirodnich systému zptisobuje oscilaci nartistu bioma-
sy okolo nulové hodnoty inhibice odpovidajici narustu v kontrole v rozmezi 15 %. To zname-
nd, Ze urCovat inhibi¢ni koncentrace nizsi nez 15 (EC;s a méng¢) je velmi obtizZné, ne-li neredl-
né.

Hodnota ECs je dosud nejlepsi hodnotou, pomoci niZ l1ze srovnavat toxické dcinky raznych
latek na tasy. [21]

Stanoveni hodnoty ECs, pomoci rustovych rychlosti

ECs je koncentrace zkouSené latky rozpusténé ve zkuSebnim médiu, kterd pro danou expo-
zicni dobu vede k 50% snizeni rastu testovaciho organismu. Pro jednozna¢ny popis hodnoty
EC odvozené z rastové rychlosti nebo z vytézku se v prislusnych piipadech pouzivaji symbo-
ly E.CaE,C.

Vypocet inhibice rustu je zaloZen na porovnani rustovych rychlosti g fasové kultury ve zkou-
Senych a kontrolnich sadach.

Nejdfive se tedy vypocita rustova rychlost za pomoci rovnice (2):

; 2)

_Inx; —Inx,
1, -1,

kde
t, je doba zalatku testu,

t,  doba ukonceni testu,
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X, Jmenovitd poCateni hustota bunék,

x,  hustota buné€k méfend v dobé€ ¢, .

Nésledné se vypocita inhibice v procentech pro kazdou zkouSenou koncentraci z nasledujici
rovnice (3) [7, 50]:

1, =" 100, (3)
A,

kde
1, je inhibice v procentech (ristové rychlost) pro zkouSenou koncentraci i,

M. stfedni ristova rychlost pro zkousenou koncentraci i,

M. stfedni rastova rychlost u kontrolntho vzorku.

Stanoveni hodnoty EC5, pomoci integralu biomasy
Podstata vypoctu spociva v ureni a nasledného porovnani ploch pod ristovymi kiivkami pro
jednotlivé testované koncentrace. Vypocet plochy pod rastovou kiivkou fasové kultury se
provadi pomoci nédsledujici rovnice (4):

_ (Nl _No)'tl n (Nl +N2_2N0)'(t2 _tl) Tt (Nn—l +N, _2N0)'(tn _tn—l)

. . (4
l > > > “)

kde
A je plocha pod rastovou kiivkou pro danou koncentraci,

N, jmenovitd pocdtecni hustota bunék (pocet bunék v 1 ml),
N, zméfend hustota bunék v Case #, (pocet bun€k v 1 ml),
N, zméfend hustota bunék v Case ¢, (pocet bunék v 1 ml),

t,  doba prvniho méfeni od poc¢atku testu v hodinach,

t doba n-tého méteni od pocdtku testu v hodinéch.

Inhibice ndrastu fas v % pro danou koncentraci zkousené latky se vypocita na zdkladé porov-
nani ploch pod ristovymi kfivkami zkouseného a kontrolniho vzorku. Vypocet se provede
pomoci rovnice (5) [20]:

A -A

I 1.100, (5)

1

kde

I, je inhibice nartstu fas pro danou koncentraci toxikantu, zjisténd na zaklad€ porovnani
ploch pod rastovymi kiivkami,

A primérna plocha pro kontrolni vzorek (nulova koncentrace toxikantu),

c

A primérna plocha pro danou koncentraci toxikantu.

1
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Dalsi hodnoty, které mohou byt z ekotoxikologického testu vyhodnoceny
B LOEC (Lowest Observed Effect Concentration)

cvv s

Je nejnizsi zkuSebni koncentrace, pii niZ je pro danou expozi¢ni dobu pozorovan statisticky
vyznamny Gcinek latky na sniZeni rastu (na hladin€ spolehlivosti p <0,05) ve srovnani
s kontrolou. VSechny zkuSebni koncentrace vySs$i nez LOEC museji v§ak mit stejné nebo vaz-

Yev s

podminky splnit, musi byt podrobné vysvétleno, jak byla LOEC (a tedy i NOEC) zvolena.

B NOEC (No Observed Effect Concentration)

Jde o nejvyssi zkuSebni koncentraci, pfi niZ neni pozorovano zZidné vyznamné sniZeni rastu
nebo rastové rychlosti vzhledem ke kontrole. Hodnota NOEC odpovida zkousené koncentraci
bezprostfedné pod hodnotou LOEC. [9]

Stimulace rustu

Pfi nizkych koncentracich byva nékdy pozorovana stimulace rustu (negativni inhibice). To
muZe byt disledkem bud hormese (toxickd stimulace), nebo pridanim stimulujicich ristovych
faktort se zkuSebnim materidlem k minimdlnimu pouzitému médiu. Pfidani anorganickych
Zivin by nemél mit Zadny piimy ucinek, protoZe zkuSebni médium by mélo po celou dobu
zkousky udrZovat pfebytek Zivin. Stimulaci nizkymi ddvkami I1ze ve vypoctech ECsy obvykle
ignorovat, pokud neni extrémni. Je-1i vSak extrémni nebo ma-li byt vypoctena hodnota ECy
pro nizké x, miZe byt zapotiebi specidlnich postupt.

Netoxicka inhibice ruastu

Zkusebni materidly absorbujici svétlo mohou zpusobit snizeni rastové rychlosti, protoZe sti-
néni snizuje mnoZzstvi dostupného svétla. Takové ucinky fyzikdlni povahy je zapotiebi oddélit
od toxickych acinka, a to dpravou zkusebnich podminek, pticemz takové fyzikalni Gcinky je
zapotiebi uvadeét ve zkuSebnim protokolu samostatnég. [11]

2.5.10 Validita zkousky

Vysledky testu se povazuji za platné, jestliZze jsou splnéna nésledujici kritéria:
¢ hustota bunék u kontrolniho vzorku musi v prubéhu 72 hodin zvysit vice nez 16krat,
¢ pH v kontrolnim vzorku se nemé zménit béhem testu o vice nez 1,5 jednotky,

e 7jiSténd hodnota 72hEC50 dichromanu draselného je ve shodé s vysledky odpovidaji-
cimi pro tento standard.

2.5.11 Vyuziti rasovych testu
Testy na fasdch maji v hodnoceni ekotoxicity nenahraditelné zastoupeni, jelikoZ fasy jsou
prvotnim ¢lankem potravniho fetézce.

V praxi se fasové testy vyuzivaji:
e pro posouzeni rizikovosti prumyslovych odpada a kald, jejich kategorizaci a zjisténi
vlastnosti zptuisobujicich nebezpecnost odpadu;
e stanoveni akutni toxicity chemickych latek a chemickych ptipravka z hlediska nebez-
pecnosti pro Zivotni prostiedi;
e pro testovani vyrobku za ucelem ziskdni zndmky ,,Ekologicky Setrny vyrobek®, udélo-
vany Ministerstvem Zivotniho prostiedi;
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e pro stanoveni toxického rizika znecisténi pitnych, podzemnich, povrchovych a odpad-
nich vod;

e pro ziskani prvotnich informaci a poznatk( pfi havariich spojenych s inikem toxickych
latek do vodnich tokt a nadrzi;

e pro méstské a pramyslové Cistirny odpadnich vod vSech typt (hodnoceni miry toxicity
vstupt na COV, vstupt do aktivace a vystupti z COV k ovéfeni Gc¢innosti Cistirenskych
procesi);

e pro pitné a povrchové vody specidlni testy toxicity pro posouzeni dlouhodobého piiso-
beni chemickych litek ve stopovych koncentracich na reprodukéni cyklus vodnich or-
ganismu;

e pro testovani vyrobku ptichdzejicich do styku s pitnou vodou, které maji mozny vliv na
jeji kontaminaci (napf. natéry nadrzi), a také obalovych materiald, pfichazejicich do pfi-
mého styku s potravinami. [10]

Hodnoceni ekotoxicity je soucdsti pozadavka ve vyhlasce €. 376/2001 Sb., o hodnoceni ne-
bezpecnych vlastnosti odpadii, ve znéni pozdéjSich predpist, a také v zdkladni chemické le-
gislativé v soucasnosti stdle platné, tedy zdkona ¢.356/2003 Sb., o chemickych latkdch
a chemickych pfipravcich, ve znéni pozdéjsich podpisu. [43]

2.6 Legislativa
Ceska legislativa

e Zikon €. 356/2003 Sb.,
o chemickych latkach a chemickych ptipravcich a o zméné nekterych zdkont, v platném
znéni.

e Zikon €. 326/2004 Sb.,
o rostlinolékaiské péci a o zméné nékterych souvisejicich zakond, v platném znéni.

e Zikon €. 378/2007 Shb.,
o léCivech a o zmeénach nékterych souvisejicich zdkonu (zdkon o 1éCivech), v platném
znéni.

o CSNENISO 8692
Jakost vod — Zkouska inhibice rastu sladkovodnich zelenych fas.
Norma ur€uje metodu stanoveni inhibice ristu jednobunécnych zelenych tas latkami
a smeésmi obsazenymi ve vodeé nebo odpadni vodou. Tato metoda je pouzitelnd pro 1at-
ky, které jsou snadno rozpustné ve vod€. S uzpusobenimi této metody, popsanymi
v ISO 14442 a ISO 5667-16, mohou byt zkouSeny inhibi¢ni G€inky mélo rozpustnych
organickych a anorganickych latek, t€kavych sloucenin, tézkych kova a odpadnich vod.
V piiloze normy je obsaZena screeningova zkouska inhibice ristu fas v odpadni vodé.
[46]

e CSNISO 14442
Jakost vod — Ndvod na provedeni zkousek inhibice ristu fas s mélo rozpustnymi materi-
aly, t€kavymi slouceninami, kovy a odpadni vodou.
Norma uvadi postupy pro zkousky inhibice rustu fas s obtiznymi slouCeninami, které
nejsou zahrnuty do metod popsanych v ISO 8692 a ISO 10253. Hlavnimi pfedmé&ty ob-
sazenymi v tomto ndvodu jsou metody pro ptipravu zkouSenych litek ke zkouSeni a po-
stupy potiebné k provedeni piislusné zkousky. Do tohoto navodu jsou zahrnuty nésledu-

24



jici zkouSené latky: a) slabé rozpustné Cisté organické slouCeniny b) slabé rozpustné
smési organickych latek c) slab& rozpustné anorganické materidly d) tékavé latky e) od-
padni vody a environmentdlni vzorky obsahujici vodu a sedimenty f) zabarvené a/nebo
zakalené vzorky g) slouceniny tézkych kova. [46]

e CSNENISO 5667-16
Jakost vod — Odbér vzorkl — Cést 16: Pokyny pro biologické zkouSeni vzork®.
Norma je Ceskou verzi evropské normy EN ISO 5667-16:1998. Evropskd norma EN
ISO 5667-16:1998 ma status Ceské technické normy. V této Sestndcté Casti (CSN EN)
ISO 5667 jsou uvedeny praktické pokyny pro odbér vzorku a jejich predbéznou upravu,
pro provadéni zkousek a hodnoceni vod na podkladé biologickych zkousek. Jsou zde in-
formace o tom, jak zvlddat problémy biologického zkouSeni souvisejici s povahou
vzorku vody a s vhodnosti navrzené zkousky. Zdmerem této Cdsti je poskytnout praktic-
ké zkuSenosti tykajici se bezpeCnostnich opatteni, kterd je tfeba dodrZovat podle meto-
dickych postupi, osvédEenych pfi feSeni nebo prekondvani nékterych problému pfi bio-
logickém zkouSeni vod. Jsou zde uvedeny odkazy na stdvajici mezindrodni normy
a smérnice (vCetné smeérnic OECD). Bylo pouZito i informaci ptevzatych z publikova-
nych ¢lankd nebo ustniho sdéleni. Pojednava se zejména o problémech s latkami pfi od-
béru vzorkd, predbéZné tpravé a piipraveé vzorka vody urCenych k biologickému zkou-
Seni, a o zpracovani vzorkt v prabéhu zkousky, zvlasté o zpracovani vzorku vod, které
obsahuji nestdlé nebo odstranitelné slozky. Tuto Sestnactou &dst (CSN EN) ISO 5667
nelze pouZivat pro bakteriologické rozbory vody. Vhodné metody jsou popsany v jinych
mezindrodnich norméch. Norma (zejména v ¢l. 12.3 — Statistické hodnoceni) vysvétluje
téZ pojmy EC (efektivni koncentrace), IC (inhibi¢ni koncentrace), LC (letdlni koncent-
race) i LOEC (nejniZsi pozorovatelnd uc€innd koncentrace) a NOEC (koncentrace bez
pozorovatelnych ucinka). [46]

e (SN EN ISO/IEC 17025
Posuzovani shody — VSeobecné pozadavky na zpusobilost zkuSebnich a kalibra¢nich la-
boratof{
Prvni vydéani normy CSN EN ISO/IEC 17025 z roku 2001 (v ISO byla tato norma vy-
déna v roce 1999 a v CEN v roce 2000) obsahovalo veskeré poZzadavky na zkuSebni
a kalibra¢ni laboratote, které museji tyto plnit, pokud chtéji prokdzat, Ze provozuji sys-
tém managementu, jsou odborné zplsobilé a jsou schopny poskytovat technicky platné
vysledky. Prvni vyddni se odkazovalo na normy ISO 9001:1994 a ISO 9002:1994. Tyto
normy byly nahrazeny normou ISO 9001:2000, a to bylo pfi€inou nezbytnosti uprav
normy ISO/IEC 17025. Ve druhém vydéni normy CSN EN ISO/IEC 17025 z roku 2005
(v ISO 1 v CEN vydéano v roce 2005) jsou ¢lanky normy oproti pfedchozimu vydani
zmeénény nebo doplnény, pouze pokud je to s ohledem na normu ISO 9001:2000 pova-
Zovano za nezbytné. Akreditacni organy, které uznavaji zpusobilost zkuSebnich a kalib-
racnich laboratofi, maji pouZivat tuto mezindrodni normu jako zaklad pro jejich akredi-
taci. V kapitole 4 jsou stanoveny poZadavky na spolehlivy management. V kapitole 5
jsou stanoveny pozadavky na technickou zpusobilost laboratofe provadét urcité typy
zkous$ek a/nebo kalibraci.

Evropska legislativa (Ekotoxicita)
e OECD 201: Alga, Growth Inhibition Test;
e Narizeni Komise (ES) ¢. 761/2009.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomucky

3.1.1  ZkusSebni nadoby

ZkuSebni nddoby by mély byt celosklenéné nebo z jiného chemicky inertniho materidlu. Jed-
notlivé dily je zapotiebi dikladné vymyt, aby bylo zajisténo, Zze Zadné organické ani anorga-
nické necistoty nebudou moci narusovat rust fas nebo slozeni zkusebnich roztoku.

Zkusebnimi nddobami budou za normdlnich podminek sklenéné bariky takovych rozméra, aby
pojaly dostatecny objem kultury pro méfeni béhem zkousky a umoZznily dostateCny hmotnost-
ni ptenos CO; z atmosféry. [11]

3.1.2 Binokularni mikroskop L1100B SM 5 A
Binokuldrni mikroskop L1100B SM 5 A byl pouZivdn ke stanoveni poctu bunék fasového
inokula.

Obr. 14: Binokuldrni mikroskop L1100B SM 5 A
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Tab. 5: MozZnosti zvétSeni binokuldrniho mikroskopu LI1100B SM 5 A

Komponenty Zvétseni Poznamka

10x (18 mm)

Okular

16x (11 mm) | pouZivané v diplomové préci
4x/0,1
10x/0,25

Objektiv

40x%/0,65 pouZivané v diplomové préci
100x/1,25

3.1.3 Pocitaci komurky

Pocitaci komuarka Cyrus |

Pocet jednotlivy bunék v daném objemu fasového inokula se pocital pod mikroskopem
L1100B SM 5 A pomoci pocitaci komurky Cyrus 1.

Tab. 6: Parametry pocitaci komiirky Cyrus 1

Objem 0,01 ml
Plocha 100 mm*
Hloubka 0,10 mm
Pocet ¢tvercu 1 600
HLOUBEA 0,10 mm
100 mem2 CYRUS

g L

Aol oL i

TRl

Obr. 15: Pocitaci komitrka Cyrus I (zdroj: www.letpraha.cz/)
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Biirkerova pocitaci komurka

Tab. 7: Parametry Biirkerovy pocitaci komiirky

Objem 0,01 ml
Plocha 0,002 5 mm?*
Hloubka | 0,10 mm

=
L 0,05 mm

Obr. 16: Biirkerova pocitaci komiirka (zdroj: www.labotienda.com)

3.1.4 Spektrofotometr HACH DR/4000 U

Spektrofotometr HACH DR/4000 U byl pouzivdn ke zjiSténi korelace mezi poctem bunék
fasové suspenze a jeji absorbanci pfi vinové délce 683 nm ve VIS oblasti spektra. Dale byl
pouzivan ke stanoveni poctu buné€k v zasobni kulture a koncentracnich fadich pfi provadéni
jednotlivych testi.

Obr. 17: Spektrofotometr HACH DR/4000 U
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Na spektrofotometru HACH DR/4000 U je vyrobcem nastaveno né€kolik metod stanoveni
raznych anorganickych a organickych latek, jakoZto i méfeni fyzikalnich a chemickych para-
metry.

Software navic umoZfiuje vytvofit vlastni metodu pro stanoveni urcité latky s nastavenim
vlastnich parametrii metody.

Vytvoreni metody
V hlavni nabidce zvolime moZnost vytvorit User program a zaddme poZzadované parametry:
® nizev metody,

¢ jednotky (napf. mg/l),

¢ chemickou formu stanovované latky (napft. kationty, anionty, mocenstvi),
® nejnizsi limit koncentra¢ni fady,

® nejvyssi limit koncentracni fady,

¢ vlnovou délku, pfi které je méfeni provadéno.

3.2 Metodika
3.2.1 Kultivace zasobni kultury

Umisténi

Kultivace zdsobni kultury byla provddéna v Zivném médiu v 300ml Erlenmeyerovych baii-
kach, které byly umistény na tfepaCce v klimatizované laboratofi. PoZadované kontinudlni
osvétleni zajistovala lampa GLO T5 HO A - 3900 se zativkou AQUA MEDIC, aqualine T5
s vykonem 24 W. V mistnosti byla udrzovana konstantni teplota 23 °C.

Obr. 18: Kultivace zdsobni kultury
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3.2.2 Stanoveni poétu bunék ras

Vyhodnoceni vySetfené plochy pocitaci komurky typu Cyrus |

Postup kvantifikace je zachycen na ¢asti komirky, kterd ma jinak 40 vodorovnych a 40 svis-
lych tad CtvereCkt o velikosti 250 x 250 um. V piipadé zjistovani poctu organismu na ploSe
pocitaci komurky se postupuje tak, Ze se zacinaji pocitat organismy od 1. fadku zleva smérem
doprava, po provedeni kvantifikace se provadi kvantifikace ve 2. fddku zprava doleva atd., azZ
napt. do 10 fddku. Organismy Castecné se dotykajici ¢i mirné zasahujici do plochy vysetfova-
ného pdsu se nepocitaji; pocitaji se az v dalSim posunu (na obr. 19 organismus mirné€ zasahu-
jici do 3.tadku se pocitd az do 4. tadku). Je-li celkovy pocet organismu na této plose
0 40 ctvercich roven 4, potom se pouZzije koeficient pro zjisténi organismua celkem na ploSe
celé komurky a v 1 ml (zde k =4x%2), tj. 4 organismy X 8, tj. 32 organisma v 1 ml vzorku.
[38]
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Obr. 19: Vysetiené plochy pocitaci komiirky (zdroj: [38])
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Obr. 20: Zpiisob pocitdni bunék ve ctverci
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Postup
Po dukladném protiepani bylo ze zdsobni kultury pomoci mikropipety odebrano 20 pl a nane-
seno na miizku pocitaci komurky Cyrus I, po pfiloZeni kryciho sklicka se komulrka upevnila
do mikroskopu.
Vysetieno bylo vzdy 8 fadkt po 40 Ctvercich a kazdy roztok se propocital tfikrat.
PocCty fas v jednotlivych faddch byly zaznamendvédny a z jejich souctu byl vypocCitdn pocet
bunék fas v 1 ml ( X ) dle normy [6].

a-K

X = , 6
n-z-vV ©)

kde

X je pocCet bun€k tas v 1 ml,

a  pocet jedinct nebo bunek v n Ctvercich,

n  pocet vySetfenych Ctvercd,

Z zahusSténi vzorku,

K  celkovy pocet ¢tvercti v komurce (Cyrus I: K =1600),
V  objem komurky (Cyrus I: V =0,01ml).

3.2.3 Stanoveni korelaéni kfivky
Metodika zkousky inhibice rastu zelenych tas je velice naro¢nd. Nejen pocitani bunék fas
hustych zdsobnich kultur, ale i opakované propocitavani jednotlivych zkousenych roztoku je
velmi zdlouhavé. Korela¢ni kfivka tedy byla vytvofena za tcelem rychlejSitho vyhodnocovani
a tim zjednoduSeni ndroc€nosti testu.

Korelace byla vytvofena mezi po¢tem fasovych bun€k a absorbanci fasové suspenze.

Postup

Red&nim zdsobni kultury byly pfipraveny roztoky o riiznych koncentracich fasové kultury.
Jednotlivé koncentrace byly propocitany pod mikroskopem pomoci pocitaci komirky Cyrus I.
Nasledn€ byla na spektrofotometru proméfena absorbance jednotlivych roztoka pfi vinové
délce 683 nm.

Priprava koncentraéni rady
Na piipravu 10 ml roztoku o poZadované koncentraci fasové kultury byly ze zdsobni kultury
pipetoviny objemy, které jsou uvedeny v ndsledujici tabulce.

31



Tab. 8: Priprava koncentracni Fady pro korelaci

zésobni kultura: 4 785 000 bun¢k/1 ml
Rovtok | bje | Pedbeklidant bt
1 0,3 143 550
2 0,4 191 400
3 0,6 287 100
4 0,8 382 800
5 1,0 478 500
6 2,5 1 196 250
7 5,0 2392500
8 10,0 4 785 000

3.2.4 Rasové testy se standardnimi testovacimi latkami

B Priprava Zivného média

Nejdtive se pfipravi zivné médium. Pro dcely diplomové prace bylo pouZzivdno Jaworského

médium.

Priblizn€ k 500 ml destilované vody se z kazdého zdsobniho roztoku, uvedeného v tab. 9,
pipetuje 1 ml a doplni se na objem 1 000 ml.

Tab. 9: SloZeni Jaworského média pouzivaného v diplomové prdci

Roztok (200 ml) Zivina Mnoistvi (g)
I Ca(NO;),.4H,0 4,0
IT KH,PO, 2,48
11 MgS0,.7H,0 10,0
v NaHCO; 3,18
A\ EDTAFeNa 0,45

EDTANa, 0,45
VI H;BO; 0,496
MnCl,.4H,0 0,278
(NH4)6M07024.4H,0 0,20
Vil Cyanocobalamin 0,008
Thiamine HCl 0,008
Biotin 0,008
VIII NaNO; 16,0
IX Na,HPO,.12H,0 7,2

B Priprava predkultivace a inokula

Ke 150 ml Zivného média se pfidalo mnoZstvi inokula tak, aby vyslednd hustota buné€k nepfte-
séhla 10 000 bun€k v 1 ml. Zvolend koncentrace byla 8 000 bun€k v 1 ml. Ze zndmé hustoty
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Yev s

bunék v zdsobni kultute byl vypocitdn objem 4,75 ml. Pro snadné&j$i pipetovdni daného obje-
mu se mnozstvi upravilo na 5 ml, cozZ odpovidd koncentraci 8 421 bunék v 1 ml. Erlenmeye-
rova barika s touto fasovou suspenzi byla umisténa na tfepaCku. Inkubace probihala 3 dny za
podminek testu.

Pozdgji byla tato exponencidlné rostouci predkultivace pouZzita jako inokulum pro zkousku.
Bezprosttedné pred pouzitim pfedkultivace se zméfila hustota bune€k, aby se vypocital potieb-
ny objem inokula.

B Volba koncentraéni fady
Rozsah koncentra¢ni fady byl zvolen podle zndmych hodnot E,Csy pro standardni testovaci
latky, které uddva norma CSN EN ISO 8692.

Tab. 10: Koncentracni Fada

Testovana latka Koncentraéni ada (mg/l)
dichroman draselny | 0; 0,4; 0,75; 0,8; 0,85;0,9; 1; 2
3,5-dichlorfenol 0;1;3;6;6,5;8, 10; 12

B Priprava zkouSenych a kontrolnich sad

V 50ml odmeérnych baiikdch bylo smichdno vypocitané mnoZstvi inokula s trochou Zivného
média, poté byl pfidan vypocitany objem testované latky pottebny pro vytvofeni poZadované
koncentrace a roztok byl doplnén Zivhym médiem po rysku. Roztoky byly dikladné promi-
chény a prelity do 250ml Erlenmeyerovych ban€k (zkuSebni nddoby). Pro kaZzdou koncentraci
byly pfipraveny tii replikaty.

Stejnym zptisobem byly pfipraveny kontrolni vzorky, pouze se neptiddavala testovana latka.

ZkuSebni naddoby byly prekryty kouskem filtraéniho papiru s otvory, aby se zabranilo vzdu$né
kontaminaci a sniZilo se odpafovani vody a zdrovei byl umoznén vstup CO;, do nadob.

B Inkubace

Inkubace probihala 72 hodin. Z diivoda nedostatku mista byly zkuSebni nadoby umistény na
laboratornim stole. Kontinudlni osvétleni bylo zajiSténo stropnimi svitidly, prostfednictvim
klimatizace byla udrZovana konstantni teplota 23 °C.

Dichroman draselny K,Cr,0-,

B Pfiprava zasobniho roztoku dichromanu draselného
Nejdiive byl pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 1 g/l a postupnym fedénim byly pfipra-
veny roztoky s rozsahem 0,4-2,0 mg/l v objemu 50 ml.
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Obr. 21: Zdsobni roztok K;Cr,0;

B Priprava koncentraéni rady
Na piipravu 50 ml zkousenych roztoka byly pro jednotlivé koncentrace pipetovany objemy,
které jsou uvedeny v nédsledujici tabulce.

Tab. 11: Objemy K,Cr,0; pipetované pro pripravu koncentracni rady

¢ (mg/l) zkouseného roztoku | V (ml) zasobniho roztoku
0,40 0,250
0,75 0,469
0,80 0,500
0,85 0,531
0,90 0,563
1,00 0,625
2,00 1,250

B Vyhodnoceni

Po 72 £ 2 hodinich bylo provedeno vyhodnoceni testu méfenim absorbanci jednotlivych roz-
tokd a spocitanim bunék pomoci komirky Cyrus I pod mikroskopem pro ovéfeni platnosti
korelace.

3,5-dichlorfenol

B Pfiprava zasobniho roztoku 3,5-dichlorfenolu
Nejdiive byl pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 1 g/l a postupnym fedénim byly pfipra-
veny roztoky s rozsahem 1,0-12,0 mg/l v objemu 50 ml.
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Obr. 22: Zdsobni roztok 3,5-dichlorfenol

B Priprava koncentraéni rady
Na piipravu 50 ml zkousenych roztoka byly pro jednotlivé koncentrace pipetovany objemy,
které jsou uvedeny v nédsledujici tabulce.

Tab. 12: Objemy 3,5-dichlorfenolu pipetované pro pripravu koncentracni rady

¢ (mg/l) zkouseného roztoku | V (ml) zasobniho roztoku
1,0 0,417
3,0 1,250
6,0 2,500
6,5 2,710
8,0 3,333
10,0 4,166
12,0 5,000

Provedent testu je totoZné jako u stanoveni K,Cr,O7. Navic byl pfipraven slepy vzorek, ktery
obsahoval pouze Zivné médium a 2,5 ml 3,5-dichlorfenolu pro ovéteni t€kavosti.

B Vyhodnoceni
Po 72 £ 2 hodinich bylo provedeno vyhodnoceni testu méfenim absorbanci jednotlivych roz-
tokd.

3.2.5 Rasové testy s vybranymi chemickymi latkami
Priprava zivného média, predkultivace, provedeni i vyhodnoceni testu je totozné jako u testu
se standardnimi testovacimi latkami.

Navic byl pfipraven jeden kontrolni vzorek s pifimési methanolu, pro vylouceni inhibice zpt-
sobené samotnym rozpoustédlem.

Rozsah koncentra¢ni fady zkouSenych latek byl zvolen podle zndmych E,Cs, které byly nale-
zeny v [4, 12, 39].

35



Kyselina 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl]octova

Vyskytuje se ve formé bilého nebo slabé nazloutlého krystalického praSku, ktery je slabé
hygroskopicky. Ve vodé se rozpousti slab&, snadno rozpustny je v methanolu, hife v acetonu
a prakticky nerozpustny v etheru.

Kyselina 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl]octova je tucinnou latkou 1éCiva Diclofenac,
které patii do skupiny nesteroidnich antirevmatik, antiflogistik.

Tab. 13: Fyzikdlné-chemické viastnosti kyseliny 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino [fenyl]octové

Chemicka latka Kyselina 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl]octova
Nazev lé¢iva Diclofenac

Sumarni vzorec C14H,,CLLNO,

Molarni hmotnost 296,15 g/mol

Rozpustnost ve vodé (25 °C) | 23,73 mg/l

Teplota tani 280 °C

Cl

NH
Cl OH

O

Obr. 23: Kyselina 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino [fenyl]octovd (zdroj: en.wikipedia.org)

B Pfiprava zasobniho roztoku kyseliny 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl] octové
Nejdiive byl pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 10 g/l a postupnym fedénim byly pfipra-
veny roztoky s rozsahem 5,0-75,0 mg/l v objemu 50 ml.

B Priprava koncentraéni rady
Na piipravu 50 ml zkousenych roztoka byly pro jednotlivé koncentrace pipetovany objemy,
které jsou uvedeny v nédsledujici tabulce.
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Tab. 14: Objemy kyseliny 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl )amino]fenyl]octové
pipetované pro pripravu koncentracni rady

¢ (mg/l) zkouseného roztoku | V (ml) zasobniho roztoku

5 0,125
15 0,375
20 0,500
25 0,625
30 0,750
50 1,250
75 1,875

Kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionova
Jedna se o bily krystalicky prasek. Snadno rozpustny v acetonu, etheru, methanolu a dichlor-
methanu. Rozpousti se také ve zfedénych roztocich alkalickych hydroxida a uhlicitang.

Kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionové je tuc¢innou litkou 1éCiva Ibuprofen,

-----

Tab. 15: Fyzikdlné-chemické vlastnosti kyseliny (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionové

Chemicka latka Kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl [propionova
Nazev léciva Ibuprofen

Sumarni vzorec C3H;50,

Molarni hmotnost 206,28 g/mol

Rozpustnost ve vodé (25 °C) | —
Teplota tani 75-78 °C

H,;C

Obr. 24: Kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl|propionovd (zdroj: cs.wikipedia.org)

B Pfiprava zasobniho roztoku kyseliny (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionové
Nejdiive byl pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 10 g/l a postupnym fedénim byly pfipra-
veny roztoky s rozsahem 25,0-125,0 mg/l v objemu 50 ml.
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B Priprava koncentraéni rady
Na piipravu 50 ml zkousenych roztoka byly pro jednotlivé koncentrace pipetovany objemy,
které jsou uvedeny v nédsledujici tabulce.

Tab. 16: Objemy kyseliny (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionové
pipetované pro pripravu koncentracni rady

¢ (mg/l) zkouseného roztoku | V (ml) zasobniho roztoku
25 0,313
50 0,625
60 0,750
75 0,938
100 1,250
125 1,563

N-(4-hydroxyphenyl)acetamid
Jedna se bily krystalicky prasek, snadno rozpustny v methanolu a ethanolu, dobfe rozpustny
ve vode.

N-(4-hydroxyphenyl)acetamid je u€innou latkou 1éCiva Paralen, ktery patii do skupiny analge-
tik, antipyretik.

Tab. 17: Fyzikdlné-chemické viastnosti N-(4-hydroxyphenyl)acetamidu

Chemicka latka N-(4-hydroxyphenyl)acetamid
Nazev lé¢iva Paralen

Sumarni vzorec CgHyNO,

Molarni hmotnost 151,18 g/mol

Rozpustnost ve vodé (25 °C) | 14 g/l

Teplota tani 169-172 °C

H
N_ _CHjs

O
HO

Obr. 25: N-(4-hydroxyphenyl)acetamid (zdroj: cs.wikipedia.org)

B Pfiprava zasobniho roztoku N-(4-hydroxyphenyl)acetamidu
Nejdiive byl pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 10 g/l a postupnym fedénim byly pfipra-
veny roztoky s rozsahem 15,0-250,0 mg/l v objemu 50 ml.
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B Priprava koncentraéni rady
Na piipravu 50 ml zkousenych roztoka byly pro jednotlivé koncentrace pipetovany objemy,
které jsou uvedeny v nédsledujici tabulce.

Tab. 18: Objemy 3,5-dichlorfenolu pipetované pro pripravu koncentracni rady

¢ (mg/l) zkouseného roztoku | V (ml) zasobniho roztoku
15 0,188
50 0,625
85 1,063
120 1,500
155 1,938
190 2,375
250 3,125
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

V rdmci diplomové price byla stanovena korelace mezi poctem bunék fas zkouSeného rozto-
ku a jeho absorbanci pfi vinové délce 683 nm. Pro ovéfeni spravnosti postupt a citlivosti or-
ganismu byly provedeny testy se standardnimi testovacimi ldtkami. Pro anorganické slouce-
niny to byl dichroman draselny, jako zéastupce organickych latek byl pouZzit 3,5-dichlorfenol.
Didle byla stanovena a zhodnocena ekotoxicita vybranych chemickych ldtek pomoci fasovych
testl. Pro testovani byl vyuZzivan druh sladkovodni fasy Desmodesmus subspicatus.

Viechny testy byly provedeny v souladu s metodikou standardizovanou CSN EN ISO 8692.

4.1 Stanoveni po¢tu bunék ras
Sladkovodni fasa Desmodesmus subspicatus, kterd byla pro tcely diplomové price vyuZiva-
na, se muze vyskytovat v podobé samostatnych bunek nebo se sdruzovat do cenobii po 4, ¢i 8
(viz obr. 13 v teoretické Casti prace).

V naSem pfipad€ se pfevdzné vyskytovala v jednobunécné formée, proto byly pod mikrosko-
pem pocitiny jednotlivé buriky.
Pro pocitani byla pouzivana pocitaci komurka Cyrus 1. VySetfeno bylo vzdy 8 fadka po
40 ctvercich. Pocet buné€k na jednotlivych fadcich byl secCten a tato hodnota dosazena do rov-
nice (6).
Priklad vypocCtu hustoty zdsobni kultury pro stanoveni korelace.
19140-1
¥ = 9140-1600

= = 4785 000 bunek/1 ml
0,02-1-320

Ze viech vypocitanych hodnot bylo zjist€no, Ze hustota zdsobni kultury se pohybuje v rozme-
z{ 4 785 000 £ 107 750 bunék/1 ml.

4.2 Korelace

4.2.1 Stanoveni poétu bunék fas v jednotlivych koncentracich
Redénim zasobni kultury se pfipravila fada roztokd o zndmé koncentraci. Jednotlivé roztoky
byly propocitany stejnym zpusobem jako zdsobni kultura a byla proméfena jejich absorbance.

Tab. 19: Pocet bunék 7as v jednotlivych roztocich pro korelaci

Roztok | NavrZena koncentrace | Spocitana koncentrace | Absorbance
1 143 550 139 500 0,015
2 191 400 186 625 0,020
3 287 100 262 250 0,033
4 382 800 343 000 0,041
5 478 500 457 000 0,053
6 1196 250 987 250 0,143
7 2392 500 2 062 750 0,266
8 4785 000 4785 000 0,510

Z nameétenych hodnot byla vynesena zdvislost poctu buné€k na absorbanci fasové suspenze.
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Graf 1: Zavislost absorbance na poctu bunék vas v jednotlivych koncentracich
Urcend regresni pifimka vyjadiuje téméf 99% shodu vSech hodnot teoreticky navrzenych a ex-

perimentdlné zjisténych pocth bunék.

4.3 Rasovy test se standardni testovaci latkou K»Cr207

4.3.1 Objem fasového inokula

Hustota zasobni kultury byla pomoci pocitani s komtrkou Cyrus I pod mikroskopem stanove-
na na 3 501 499 bunék/1 ml. Zaroven bylo provedeno ovéfeni platnosti korelace promérenim
zéasobni kultury spektrofotometrem.

Tab. 20: Porovndni spocitané hustoty fasové suspenze pod mikroskopem a teoretickym vypoctem

Roztok Navrzena hustota | Spocitana hustota | Smérodatna
(pocet bunék/1 ml) | (pocet bunék/1 ml) odchylka
zdsobni kultura 3673100 3501499 85 800

Z takto husté kultury by bylo pro tcel testu pipetovdno velmi malé mnoZstvi, poCet bun¢k
v jednotlivych roztocich by se tak mohl zna¢né liSit, proto byla tato zasobni kultura nafedéna
na hustotu priblizné 200 000 bunék/1 ml. Z této fedené zdsobni kultury bylo pro kazdy zkou-
Seny roztok odebirdno 5 ml inokula.

Na spektrofotometru se proméfila absorbance jednotlivych roztokd, kterd byla zaznamendna
jako nulové na zacatku testu.
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4.3.2 Vyhodnoceni

Po 72 £ 2 hodinich bylo provedeno vyhodnoceni testu mérenim absorbanci jednotlivych roz-
tokt a spocitinim bunék pomoci komurky Cyrus I pod mikroskopem pro ovéfeni platnosti
korelace.

Obr. 26: Rasovy test s K;Cr,0;

Tab. 21: Dichroman draselny — zkouSend sada 1

¢ (mg/l) A & pocet bunék | X (pocet bunék v 1 ml) InX | z(1/d) | I,(%)
0,000 | 0,191 7 248,000 1 812 000 14,410 | 0,045 -
0,400 | 0,092 3 192,500 798 125 13,590 | 0,033 | 25,540
0,750 | 0,052 1 64200 410 500 12,925 | 0,024 | 46,251
0,800 | 0,045 1 365,000 341250 12,740 | 0,0214 | 52,006
0,850 | 0,042 1217,500 304 375 12,626 | 0,020 | 55,565
0,900 | 0,039 1 127,500 281 875 12,549 | 0,019 | 57,960
1,000 | 0,034 934,000 233 500 12,361 | 0,016 | 63,825
2,000 | 0,020 366,000 91 500 11,424 | 0,003 | 93,007

Tab. 22: Dichroman draselny — zkouSend sada 11

¢ (mg/l) A & pocet bunék | X (pocet bunék v 1 ml) InX | z(1/d) | I,(%)

0,000 | 0,191 7 248,000 1812000 14,410 | 0,045 -

0,400 | 0,090 3 165,500 791 375 13,582 | 0,034 | 25,804
0,750 | 0,052 1 645,000 411250 12,927 | 0,024 | 46,194
0,800 | 0,044 1 336,500 334125 12,719 | 0,021 | 52,663
0,850 | 0,041 1 205,500 301 375 12,616 | 0,020 | 55,876
0,900 | 0,039 1 130,000 282 500 12,551 | 0,019 | 57,891
1,000 | 0,035 967,500 241 875 12,396 | 0,017 | 62,727
2,000 | 0,019 348,000 87 000 11,373 | 0,002 | 94,578

Porovnanim vypocitanych hustot bunek fasové suspenze a hodnot ziskanych teoretickym vy-
poctem z rovnice regresni piimky korela¢ni kfivky muzeme ovéfit, Zze hustota bun€k fasové
suspenze koreluje s jeji absorbanci (viz tab. 23).
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Tab. 23: Porovndni naméiené a vypocitané hustoty roztokii koncentracni vady

¢ (mg/l) A X vypocditana X namérena Smérodatna
(pocet bunék v 1 ml) (pocet bunék v 1 ml) odchylka

0,000 0,191 1803 100 1812 000 4 450
0,400 0,090 793 100 791 375 862
0,750 0,052 413 100 411 250 925
0,800 0,044 333100 334 125 512
0,850 0,041 303 100 301 375 862
0,900 0,039 283 100 282 500 300
1,000 0,035 243 100 241 875 612
2,000 0,019 83 100 87 000 1950

T 100 -
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201 y = 98,191x + 62,411
40 - R2 = 0,990 3
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logc (mg/l)
Graf 2: Zdvislost inhibice riistu fasového inokula na koncentraci zkousSeného vzorku pro sadu 1
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Graf 3: Zdvislost inhibice riistu fasového inokula na koncentraci zkouseného vzorku pro sadu Il
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Z rovnic regresnich piimek zavislosti inhibice ristu fasového inokula na koncentraci zkouse-
ného vzorku byly vypocteny hodnoty E,Csy dichromanu draselného pro jednotlivé zkouSené

sady.
Tab. 24: Urceni E.Cs

ZkouSena sada logE,Cs | E.Csy (mg/l) | Smérodatna odchylka

I -0,126 0,747
0,001

I -0,128 0,745
Standardni hodnota - 0,840 0,120

Z vypocitanych hodnot bylo zjisténo, zZe E,Csy dichromanu draselného se pohybuje v rozmezi
0,75 £ 0,00 mg/1.

4.4 Rasovy test se standardni testovaci latkou 3,5-dichlorfenol

4.41 Objem rfasového inokula
Hustota zasobni kultury byla pomoci spektrofotometru stanovena na 1 363 100 bun¢k/1 ml.

Tab. 25: Zjisténi hustoty rasové kultury

Roztok A Hustota (pocet bunék/1 ml)
zasobni kultura | 0,147 1363 100

Z takto husté kultury by bylo pro tcel testu pipetovdno velmi malé mnoZstvi, poCet bun¢k
v jednotlivych roztocich by se mohl znacné liSit, proto byla tato zdsobni kultura nafedéna na
hustotu pfiblizn€ 200 000 bunék/1 ml. Z takto fedéné zasobni kultury byly pro kazdy zkouSe-
ny roztok odebirdny 3 ml inokula.

Na spektrofotometru se proméfila absorbance jednotlivych roztokd, kterd byla zaznamendna
jako nulové na zacatku testu.

4.4.2 Tékavost 3,5-dichlorfenolu (test)

Fenol a jeho derivéty jsou pfevdzné tékavé latky, proto byl proveden tento jednoduchy test
pro ovéfeni, Ze ve zkuSebnich roztocich zustanou takové koncentrace, jaké byly pro test urce-
ny.

Porovnanim absorb¢nich maxim v UV oblasti spektra pied zacitkem a na konci testu bylo
zjisténo, Ze 3,5-dichlorfenol je na vzduchu pfti laboratorni teploté (23 °C) stdly. Tento jev
dokumentuje obr. 27, z kterého je patrné, Ze nedoSlo k posunu absorpéniho spektra ani ke
zmeén¢ absorbance a absorpniho maxima.
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Obr. 27: Porovndni absorbcnich spekter 3,5-dichlorfenolu pred a po ukonceni testu

4.4.3 Vyhodnoceni
Po 72 £ 2 hodinich bylo provedeno vyhodnoceni testu méfenim absorbanci jednotlivych roz-

tokd.
Tab. 26: 3,5-dichlorfenol — zkousend sada 1

¢ (mg/l) A X (pocet bunék v 1 ml) InX M (1/d) I,(%)

0,000 0,097 863 100 13,668 0,058 -
1,000 0,062 513 100 13,148 0,051 12,418
3,000 0,033 223 100 12,315 0,039 32,305
6,000 0,020 93 100 11,441 0,027 53,173
6,500 0,019 83 100 11,329 0,025 55,887
8,000 0,017 63 100 11,052 0,022 62,461
10,000 0,016 53100 10,880 0,019 66,581
12,000 0,014 33100 10,407 0,013 77,867

Tab. 27: 3,5-dichlorfenol — zkousend sada 11

¢ (mg/l) A X (pocet bunék v 1 ml) InX M (1/d) I,(%)

0,000 0,097 863 100 13,668 0,058 -
1,000 0,063 523 100 13,168 0,051 11,957
3,000 0,033 223 100 12,315 0,039 32,305
6,000 0,020 93 100 11,441 0,027 53,173
6,500 0,018 73 100 11,200 0,024 58,948
8,000 0,017 63 100 11,052 0,022 62,461
10,000 0,016 53100 10,880 0,019 66,581
12,000 0,014 33100 10,407 0,014 77,867
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Graf 4: Zavislost inhibice riistu fasového inokula na koncentraci zkousSeného vzorku pro sadu 1
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Graf 5: Zadvislost inhibice riistu fasového inokula na koncentraci zkousSeného vzorku pro sadu Il

Z rovnic regresnich piimek zavislosti inhibice ristu fasového inokula na koncentraci zkouse-
ného vzorku jednotlivych zkouSenych sad byla vypoctena hodnota E,Csp pro 3,5-dichlorfenol.

Tab. 28: Urceni E.Csy

ZKkousSena sada logE.Cs | E.Cs (mg/l) | Smérodatna odchylka
| 0,696 4,965
0,035
IT 0,690 4,896
standardni hodnota 6,420 2,380

Z vypocitanych hodnot bylo zjisténo, Ze E,Csy 3,5-dichlorfenolu se pohybuje v rozmezi
4,93 £ 0,03 mg/l.
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4.5 Test s kyselinou 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl]Joctovou

4.5.1 Objem fasového inokula
Hustota zasobni kultury byla pomoci spektrofotometru stanovena na 943 100 bunék/1 ml.

Tab. 29: Zjisténi hustoty rasové kultury

Roztok A
0,105

Hustota (pocet bunék/1 ml)
943 100

zasobni kultura

Pro test byly pipetovdny 2 ml inokula.

4.5.2 Vyhodnoceni
Po 72 £ 2 hodinich bylo provedeno vyhodnoceni testu méfenim absorbanci jednotlivych roz-
tokd.

Byl pfipraven slepy vzorek fasového inokula s pfidavkem methanolu, ve kterém bylo 1é¢ivo
rozpus§téno, pro vylouceni jeho ekotoxicity. Porovnanim absorbanci kontrolniho a slepého
vzorku bylo zjiSténo, ze samotné rozpoustédlo nezpusobuje inhibici rustu fasového inokula.

Tab. 30: Porovndni absorbanci kontrolniho a slepého vzoru s methanolem

Kontrolni vzorek Slepy vzorek s methanolem
A 0,206 0,212
X (pocet bunék/1 ml) 1953 100 2013100
Tab. 31: Kyselina 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino[fenyl]octovd — zkousend sada 1
¢ (mg/l) A X (pocet bunék v 1 ml) InX M (1/d) I,(%)
0 0,206 1953 100 14,482 0,041 -
5 0,187 1763 100 14,383 0,041 3,363
15 0,109 983 100 13,798 0,033 22,555
20 0,082 713 100 13,477 0,028 33,105
25 0,063 523100 13,168 0,0240 43,286
30 0,056 453 100 13,024 0,022 48,006
50 0,034 233 100 12,359 0,013 69,844
75 0,025 143 100 11,871 0,006 85,876
Tab. 32: Kyselina 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl]octovd — zkouSend sada I1
¢ (mg/l) A X (pocet bunék v 1 ml) InX M (1/d) I,(%)
0 0,206 1953 100 14,485 0,041 -
5 0,184 1733 100 14,366 0,041 3,927
15 0,110 993 100 13,809 0,033 22,223
20 0,080 693 100 13,449 0,028 34,040
25 0,062 513 100 13,148 0,024 43,920
30 0,057 463 100 13,046 0,022 47,289
50 0,033 223100 12,315 0,012 71,288
75 0,026 153 100 11,939 0,007 83,656
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Graf 7: Zavislost inhibice riistu fasového inokula na koncentraci zkousSeného vzorku pro sadu Il

Z rovnic regresnich piimek zavislosti inhibice ristu fasového inokula na koncentraci zkouse-
ného vzorku jednotlivych zkouSenych sad byla vypocitand hodnota E,Csg kyseliny 2-[2-[(2,6-
dichlorfenyl)amino]fenyl]octové.

Tab. 33: Urceni E.Cs

Zkousena sada | logE,Csy | E.Cs (mg/l) | Smérodatna odchylka
I 1,481 30,283
0,605
IT 1,464 29,074

Z vypocitanych hodnot bylo zjiSténo, Ze E,Cso kyseliny 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl]-
octové se pohybuje v rozmezi 29,68 + 0,60 mg/I.
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4.6 Test s kyselinou (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionovou

4.6.1 Objem fasového inokula
Hustota zasobni kultury byla pomoci spektrofotometru stanovena na 943 100 bunék/1 ml.

Tab. 34: Zjisténi hustoty rasové kultury

Roztok A Hustota (pocet bunék/1 ml)
zésobni kultura | 0,105 943 100

Pro test byly pipetovdny 2 ml inokula.

4.6.2 Vyhodnoceni
Po 72 £ 2 hodinich bylo provedeno vyhodnoceni testu méfenim absorbanci jednotlivych roz-
tokd.

Tab. 35: Kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionovd — zkouSend sada I

¢ (mg/l) A X (pocet bunék v 1 ml) InX M (1/d) I,(%)
0 0,206 1953 100 14,485 0,042 -
25 0,150 1393 100 14,148 0,038 11,102
50 0,092 813 100 13,609 0,030 28,793
60 0,069 583 100 13,276 0,025 39,718
75 0,048 373 100 12,830 0,019 54,389
100 0,027 163 100 12,002 0,008 81,577
125 0,021 103 100 11,544 0,001 96,648

Tab. 36: Kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionovd — zkouSend sada 11

¢ (mg/l) A X (pocet bunék v 1 ml) InX M (1/d) I,(%)
0 0,206 1953 100 14,485 0,042 -
25 0,149 1383 100 14,140 0,037 11,339
50 0,090 793 100 13,583 0,030 29,611
60 0,068 573 100 13,259 0,025 40,286
75 0,048 373 100 12,830 0,019 54,389
100 0,028 173 100 12,062 0,009 79,622
125 0,021 103 100 11,544 0,001 96,648
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Graf 8: Zdvislost inhibice riistu fasového inokula na koncentraci zkousSeného vzorku pro sadu 1

80 - y =123,72x — 171,68
R® = 0,926

1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2,0 2,1 2,2
logc (mg/l)

Graf 9: Zavislost inhibice riistu Fasového inokula na koncentraci zkouseného vzorku pro sadu I1

Z rovnic regresnich piimek zavislosti inhibice ristu fasového inokula na koncentraci zkouse-
ného vzorku jednotlivych zkouSenych sad byla vypoctena hodnota E,Csy kyseliny (RS)-2-[4-
(2-methylpropyl)fenyl]propionové.

Tab. 37: Urceni E.Cs

Zkousena sada | logE,Csy | E.Cs (mg/l) | Smérodatna odchylka
I 1,794 62,287
I 1,792 61,916

0,186

Z vypocitanych hodnot bylo zjiSt€no, Ze E,Cso kyseliny (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]-
propionové se pohybuje v rozmezi 62,10 + 0,19 mg/1.
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4.7 Test s N-(4-hydroxyphenyl)acetamidem

4.7.1 Objem Ffasového inokula
Hustota zasobni kultury byla pomoci spektrofotometru stanovena na 943 100 bunék/1 ml.

Tab. 38: Zjisténi hustoty rasové kultury

Roztok A Hustota (pocet bunék/1 ml)
zésobni kultura | 0,105 943 100

Pro test byly pipetovdny 2 ml inokula.

4.7.2 Vyhodnoceni
Po 72 £ 2 hodinich bylo provedeno vyhodnoceni testu méfenim absorbanci jednotlivych roz-
tokd.

Tab. 39: N-(4-hydroxyphenyl)acetamid — zkouSend sada I

¢ (mg/l) A X (pocet bunék v 1 ml) InX M (1/d) I,(%)
0 0,206 1953 100 14,485 0,042 -

15 0,193 1 823 100 14,416 0,041 2,263

50 0,150 1393 100 14,147 0,038 11,102

85 0,129 1183 100 13,984 0,035 16,471
120 0,115 1043 100 13,858 0,034 20,609
155 0,104 933 100 13,746 0,032 24,270
190 0,093 823 100 13,621 0,030 28,392
250 0,075 643 100 13,374 0,027 36,450

Tab. 40: N-(4-hydroxyphenyl)acetamid — zkouSend sada I1

¢ (mg/l) A X (pocet bunék v 1 ml) InX M (1/d) I,(%)
0 0,206 1953 100 14,485 0,042 -

15 0,189 1783 100 14,394 0,041 2,992

50 0,148 1373 100 14,133 0,037 11,577

85 0,126 1 153 100 13,958 0,035 17,314
120 0,112 1013100 13,829 0,033 21,567
155 0,104 933 100 13,746 0,032 24,270
190 0,089 783 100 13,571 0,030 30,028
250 0,075 643 100 13,374 0,027 36,450
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Graf 11: Zdvislost inhibice riistu Fasového inokula na koncentraci zkouseného vzorku pro sadu I1

Z rovnic regresnich piimek zavislosti inhibice ristu fasového inokula na koncentraci zkouse-
ného vzorku jednotlivych zkouSenych sad byla vypoctena hodnota E,C,s N-(4-hydroxyphe-

nyl)acetamidu.

Tab. 41: Urceni E.C,s

Zkousena sada | logE,Cys | E.Cys (mg/l) | Smérodatna odchylka
I 2,158 143,880
4,024
I 2,133 135,831

Z vypocitanych hodnot bylo zjisténo, Ze E,C,s N-(4-hydroxyphenyl)acetamidu se pohybuje

v rozmezi 139,86 + 4,02 mg/l.
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5. ZAVER

Diplomova prace se zabyvala vyuzitim fasovych testd k hodnoceni ekotoxicity vybranych
chemickych latek: kyseliny 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl]octové, kyseliny (RS)-2-[4-
(2-methylpropyl)fenyl]propionové a N-(4-hydroxyphenyl)acetamidu. Metodika zkousky inhi-
bice rustu sladkovodni fasy Desmodesmus subspicatus, ktera byla k hodnoceni vyuZivana, je
standardizovana CSN EN ISO 8692.

Tato metoda je ndro¢nd nejen na preciznost provedeni, ale zejména podstatou samotného vy-
hodnoceni testu pocCitdnim fasovych bunék pomoci mikroskopu. Za ucelem zjednoduseni testu
a zrychleni vyhodnocovéni byla vypracovdna korelacni kiivka, vyjadiujici zédvislost absor-
bance fasové suspenze na poctu bunek fas. Hodnoty experimentdlné zjisténych koncentraci
roztokt fasovych suspenzi byly v témetr 99% shodé s koncentracemi navrzenymi teoretickym
vypoctem.

Vhodnost a sprdvnost metody byla ovéfena vyhodnocenim E,Csy standardnich chemickych
latek dichromanu draselného a 3,5-dichlorfenolu.

Hodnota E,Csy dichromanu draselného byla stanovena na 0,75 £+ 0,00 mg/l1, tato hodnota spada
do intervalu spolehlivosti <0,72; 0,96> mg/l uddvaného CSN EN ISO 8692. Hodnota E.Cso
3,5-dichlorfenolu byla stanovena na 4,93 + 0,03 mg/l a rovnéZ spadd do intervalu spolehlivos-
ti <4,04; 8,80> mg/l uddvaného CSN EN ISO 8692.

Z testovanych chemickych latek vykazovala nejvyssi ekotoxicitu kyselina 2-[2-[(2,6-dichlor-
fenyl)amino]fenyl]octovd. Hodnota E,Csy byla stanovena na 29,68 + 0,60 mg/l. Jako méné
ekotoxickd se jevila kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionovd, jejiz hodnota
E.Cs) byla stanovena na 62,10 + 0,19 mg/l. Pro N-(4-hydroxyphenyl)acetamid nebylo moZno
hodnotu E,Csy stanovit, jelikoZ ani u nejvyssi testované koncentrace 250 mg/l nepifesdhla
inhibice 50 %. Proto byla vyhodnocena alespofi hodnota E,C,s, kterd se pohybuje v rozmezi
139,86 + 4,02 mg/l.

Prestoze E,Csy N-(4-hydroxyphenyl)acetamidu nebyla stanovena, lze porovnanim vysledki
konstatovat, Ze N-(4-hydroxyphenyl)acetamid pfedstavuje z ekotoxikologického hlediska pro
Zivotni prostfedi vyrazné mensi nebezpeci nez kyselina 2-[2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]fenyl]-
octovd a kyselina (RS)-2-[4-(2-methylpropyl)fenyl]propionova.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

%)
72hEC50
A

ErCZS
ErCSO

LC50
LD50
LOEC

Hi
MZP

prumérny

EC;, stanovena z testu trvajictho 72 hodiny

absorbance

pocet jedincu nebo bungk v n Ctvercich

prumérnd plocha pro kontroln{ vzorek (nulové koncentrace toxikantu)
plocha pod riistovou kfivkou pro danou koncentraci; prumérna plocha pro danou koncentraci
koncentrace inokula (poc¢et bun¢k/1 ml); koncentrace vzorku (mg/1)
Cistirna odpadnich vod

oznaceni Ceskych technickych norem

stfedni efektivni koncentrace (half maximal Effective Concentration)
Evropské hospodaiské spolecenstvi (European Economic Community)
oznaceni evropskych norem

EC stanovend z rustové koncentrace

efektivni koncentrace 25 % stanovend z riistové rychlosti

EC5, stanovend z riistové rychlosti

EC stanovena z vytézku

i-ty ¢len

inhibi¢ni koncentrace 50 % (Inhibition Concentration 50 %)

inhibice nértstu fas pro danou koncentraci toxikantu

inhibice v %

inhibice v procentech (riistova rychlost) pro zkouSenou koncentraci i
International Organization for Standardization (Mezindrodni organizace pro normalizaci)
celkovy pocet Ctverc v komtrce

koeficient pro piepocCet organismu

vlnové délka

letalni koncentrace 50 % (Lethal Concentration 50 %)

letalni davka 50 % (Letal Dose 50 %)

nejnizsi pozorovatelnd ucinnd koncentrace

specifickd rustova rychlost

stfedni rustova rychlost u kontrolniho vzorku

stfedni rustova rychlost pro zkouSenou koncentraci i

Ministerstvo Zivotniho prostfed{
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No

N

N,
NOEC
0C,
OCipo
OECD
Iy

31

19

VIS

X0

XL

pocet volenych koncentraci; pocet vySetfenych Ctverca
jmenovita po¢ateCni hustota bun¢k (pocet bun¢k v 1 ml)
zm¢fend hustota bunck v Case ¢, (pocet bun¢k v 1 ml)
zm¢fend hustota bunck v Case 7, (pocet bun¢k v 1 ml)
koncentrace bez pozorovatelnych d¢inki

nejvyssi koncentrace latky, pti které jesté nedochdzi k dhynu ¢i imobilizaci organismi
nejniZsi koncentrace pusobici letdlné

Organisation for Economic Co-operation and Development
doba zacatku testu

doba prvniho méfeni od pocatku testu v hodindch

doba ukonceni testu

doba n-tého méfeni od pocatku testu v hodinach
ultrafialovy (UltraViolet)

objem

viditelné spektrum

pocet bun¢k v 1 ml

jmenovita pocatecni hustota bunék

hustota bun¢k méfend v dob¢ tL

zahus$téni vzorku
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