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Abstrakt

Hodnoceni ekotoxicity je vyZzadovandipgestovani bezpmosti chemickych
latek. Pro tento del existuje sada standardizovanych normovanyclhi.tdstto testy
maji ale mnohé nevyhody (pouZziti obratléypracnost, vysoké naklady apod.) a jsou
proto hledany testy nové. Cilem prace bylo zhodnbpeuzitelnosti nestandardizované
metody stanoveni akutni toxicity na Zabronozk#&stemia salinaa jeji porovnani
s vybranymi standardizovanymi testy (test inhibiz@phnia magnastanoveni letalni
toxicity latek proPoecilia reticulata test inhibice istu Desmodesmus subspicatus
V prvni fazi prace byla metoda optimalizovana (Miil, porovnani s publikovanymi
postupy). V druhé fazi byla pomocéchto metod testovana toxicita série pracich
prostedki, pesticidi a hnojiv. Srovnavacim kritériem byly hodnoty ECk@eré slouzi
k nasledné klasifikaci latek daid nebezpénosti. Citlivost Zabronozek byla pro tyto
Ucely dostaté&na, nicmén ve srovnani s ostatnimi standardnimi organismna
v zavislosti na pouzitém toxikantu. Metoda se jeviraktického hlediska vyhodnou,
protoZze umoiuje ziskat srovnatelné vysledky se standardnintodaeni s mensimi

naroky na manualni praci a s niz8imi naklady.

Kli éova slova
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Abstract

Ecotoxicological values are required in risk asseent of chemicals. A set of
standardized methods is used for this purpose. Memthese methods have several
disadvantages, e.g. use of vertebrates, laboumogrton, or high costs. The goal of
this bachelor thesis was assessment of non-stimddrmethod of acute toxicity on
Artemia salinaand its comparison to chosen standardized metliimdhsbition of
Daphnia magnadeath ofPoecilia reticulataand growth inhibition olDesmodesmus
subspicatuk In the first phase the method was optimizedygrice of pH, comparison
with publishet techniques). In the second phasesaf detergents, pesticides and
fertilizers were tested. Comparison was based dsOB@lues that were further used for
classification of chemicals to classes of hazardess. Sensitivity ofArtemia salinais
adequate for these tests, however as comparecthéo st organisms the sensitivity
varies according to used toxicant. The method sqewfgable from practical point of
view, as it gives comparable results as comparedaiodardized methods with smaller

demand of manual labour and lower costs.
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Seznam pouzitych symbal a zkratek

EC50: koncentrace testovaného vzorku, kterasppi Uhyn nebo imobilizaci
50% testovacich organism

24hEC5Q koncentrace testovaného vzorku, kterasppi Uhyn nebo imobilizaci
50% testovacich organisnv ¢asovém useku 24 hodin

48hEC5Q koncentrace testovaného vzorku, kteraspi Ghyn nebo imobilizaci
50% testovacich organisnv ¢asovém useku 48 hodin

IC50: koncentrace testovaného vzorku, kterdsppi 50% inhibici distu ve
srovnani s kontrolou

72hIC50: koncentrace testovaného vzorku, kterdisppi 50% inhibici iistu
v ¢asovém useku 72 hodin ve srovnani s kontrolou

168hIC50 koncentrace testovaného vzorku, kteréspbi 50% inhibici distu
okiehku mensiho ve srovnani s kontrolotagovém useku 168 hodin

LC: letalni koncentrace

LC50: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola @0 testovacich ryb

24hLC50: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola ¥ testovacich
ryb v casovém Useku 24 hodin

48hLC50: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola ¥ testovacich
ryb v casovém useku 48 hodin

96hLC50: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola (BG#b testovacich
ryb v casovém Useku 96 hodin
ucinky (lowest observed effect concentration)
NOEC: nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevyajiéivzadné pozorovatelné
Ucinky (no observed effect concentration)



1 Uvod

Testy toxicity maji svou nezastupitelnou ulohiu lpodnoceni no¥ vyvinutych a
do praxe zavashych chemickych latek aripravka i pii klasifikaci odpad uréenych ke
skladkovani.

Jednim z hlavnich poZzadavkii testovani je snizit get pokus na obratlovcich na
minimum. Snahou ekotoxikoldge hledat jiné alternativni testy, vyuZzivajici bbeatlé
Zivocichy, rostliny nebo tk&ové kultury.

Pro pouziti organisth v ekotoxikologii je dlezitym faktorem jejich snadna
dostupnost, nenatnost z hlediska chovuégtovanici kultivace a pedevsim citlivost
k testované latce.

V této diplomové praci se budu zabyvat testy akutxicity na Zabronozkach
Artemia salina které dosud nepat ke standardnim testovacim postop
v ekotoxikologickych laboratich. Budu je porovnavat s jinymi testy akutni taxia

zabyvat se jejich vhodnosti pro zavedeni do praxe.
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2 Cile

Cilem pedkladané diplomové prace je:

literarni reSerSe a teoreticky rozbor problematiyziti ZabronoZekArtemia
salinav testech toxicity,

provedeni testakutni toxicity sArtemia salinana standardnim toxikantu,
stanoveni rozmezi optimalniho pH pro tyto organizmy

zmefeni toxicity vybranych chemickych latek na Zabrd@@hArtemia salina
porovnani vysledk se standardnimi testy toxicity na jinych organizime

zhodnoceni pouzitelnoshirtemia salingpro tyto testy.
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3 Literarni reSerSe

3.1 Toxické latky ve vodnim pros¥edi

V poslednich letech se do pozornostéteve véejnosti dostdva problematika
vlivu rozvinutych lidskych aktivit na environmental systém. Rmysl, doprava,
spotebni zfiisob Zivota a z nich plynouci vysoka gda surovin a nasledna produkce
rizného typu zn#Sténi negativhim zfsobem ovliviuji rovnovazné fyzikalni,
chemickéci biologické girodni procesy. Velky vyznam ma proto sledovanilikya
Zivotniho progiedi, resp. miry jeho zasteni.

Je vSeobeanznamo, Ze &které latky jsou pro Zivot nezbytné, avsSak jejich
nadbytek v systému e pisobit toxicky na Zivé organismy. Toxicita silsouvisi
nejen s koncentraci latky ve sledovaném systénau, jeji chemickou formou. Forma
vyskytu latky zavisi jak na vlastnostech této latkgk i na vlastnostech celého
ekosystému. Z tohotoidstodu je i analyze Zivotniho prostdi pozornost zathena na
stanoveni iwznych forem anorganickych i organickych latekiirgdniho ¢i
antropogennihotvodu, které se vSak v ekosystétasto vyskytuji pouze ve stopovych
koncentracich (SMETKOVA, 2004).

Znegistovani povrchovych vod je apobeno hlavévypousénim primyslovych
odpadnich vod a splaskovych vod.

Pouze 40 % odpadnich vod j&Sttno s dostat;ou &innosti. Problém
poslednich let je i ifitomnost latek znaé toxickych — €zké kovy, chlorované
uhlovodiky, PCB, dushany, dusitany. Ze#u€lstvi se stava vyznamnym bodovym
zdrojem zneisténi (silazni jamy, meéivkové jimky, hnojist, sklady ptimyslovych
hnojiv, pesticid, splachy ornice, doprava atd). Také havariésepené nedodrzenim
technologickych postup tedy selhanim lidi, ale i selhdnim techniky senamr
podili na zn&sténi povrchovych a podzemnich vod. (STAMBERGOVA etOMES,
1996).
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3.2 Historie ekotoxikologie

Historicky nejroz&ergjSi oblasti ekotoxikologie je jeji akvatick&ast. Forbes
(1887) byl prvnim ¥dcem, ktery zaznamenal vyznarfitpmnostici absence druha
spol&enstev ve vodnim prasidi a navrhl fistup ke klasifikaciek do zon zn@steni.
Zhruba ve stejnou dobu bylyistudiu toxickych chemikalii v imyslovych odpadnich
vodach provedeny prvni jednoduché testy akutnicityxiAkvaticka ekotoxikologie je
disciplinou poskytujici mnoho metodik k testovamkitkych &inku latek. S rostouci
potrebou testovat latky ve vedpatr rozpustn&i komodity jako jsou zeminy, zaly
metodiky testovani pomoci vodnich organiswykazovat zasadni nedostatky a to
piedevsim v oblastifpdUpravy vzork a dale ve finalni interpretaci dat. Aty se tedy
vyvijet metodiky testovanim v tzv. kontaktnim usjmani — terestrialni testy toxicity
(KOCIi et HALOUSKOVA, 2002).
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3.3 Testy toxicity

3.3.1 Toxicita

Toxicita (jedovatost) je neéfznivé az letalni fisobeni latek, ippravka a
odpadnich vod na organizmy. V mirné f@rnse projevuje poruchou ékterych
fyziologickych funkci. Silné projevy toxicity jsodoprovazeny uhynem (mortalitou)
organiznt.

Toxicita se stanovi pomoci toxikologickych test sowasné dob se v rybéské
a vodohospodéké toxikologii pouzivdada standardizovanych téstkutni toxicity na
rybach. Co se tyka téstakutni toxicity s ostatnimi vodnimi Ziwighy, byla ve s¥té
standardizovana celéada metod. Nejpouzivgiim organizmem v toxikologickych
testech je perlatkka Daphnia magna ktera je jednim z nejcitlySich vodnich
organiznii. Ze zastupt primarnich producefit se toxikologické testy provéj na
fasach rodilDesmodesmuysia douSce vodniApacharis canadensisa bakteriiVibrio
fisheri (SVOBODOVA et al., 1987).

Rozdleni toxicity:

Testy toxicity vSeobeendélime na akutni, chronické a subchronicke.

a) Testy akutni toxicity jsou kratkodobé, trvajtkalik hodin az dni, maximain
vSak do jednoho tydne.éBem testu fisobi na pokusné organizmy pémme vysoké
davky toxickych latek v gibehu kratkéhaiasu.

b) Testy chronické toxicity trvaji dlouhoddl{mésice az roky). Bhem testu
pusobi na pokusné organizmy p&me malé davky toxickych latek v fbchu dlouhého
¢asu. Délka pokusu wie zahrnovat i délku Zivotackolika generaci pokusnych
organiznt.

c) Testy subchronické toxicity trvajiekolik tydni a jejich gisobeni zahrnuje
maximalré 10 % normalni délky Zivota pokusnych organizrBéhem testu fisobi na
organizmy stedrs velké davky toxickych latek v pbéhu delsi doby (HETESA et
SUKOP, 1985).
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3.3.2 Vyznam a vyuziti tesfi toxicity

Testy toxicity na organizmech vodniho piresli maji svou nezastupitelnou
Ulohu @i hodnoceni no¥ vyvinutych a do praxe zavéaych chemickych latek a
piipravki véetns pesticidi i pri klasifikaci odpad uréenych ke skladovani. Tyto testy
maji rovrez velky vyznam fi hledani a ussdcovani mivodai havarii na povrchovych a
podzemnich vodach.

Snahou ekotoxikolag je hodnotit potenciélni nebezfiepro ekosystém jako
celek. Ztoho vyplyva, Ze vy¥b testovacich organizink testim toxicity by nel byt
provadn tak, aby byly zastoupeny jednotlivé trofické (r&studovaného organizmu
(producent — konzument — destruent), ale i divardéného ekosystému.

Pri hodnoceni akutni toxicity chemickych latekjpravki a odpad, pripadre
odpadnich vod (obeé&rvzorku) se zjiBuji hodnoty LC50 (letalni koncentrace pro 50%
testovanych organizin— v testech na rybach), hodnoty EC50 (efektivmdemtrace,
kterd vyvold 50% uhynii imobilizaci testovacich organizim- v testech na zéstupcich
zooplanktonu) a hodnoty IC50 (inh#bi koncentrace, tj. koncentrace, kteraisabi
50% inhibici fistu ve srovnani s kontrolou — v testech na zelebgsach, higici bilé a
na okehku). Ri hodnoceni toxicity testovaného vzorku pro organis je samazjme
dulezita nejen koncentrace latky, ale také doba gejisobeni. Proto je také doba
pusobeni (expozice) dana metodikatispuSného testu toxicity a uvadi se ve vysledku.
V testech na bakteriich je nap doba trvani testu
15 minut a vysledkem je hodnota 15minEC50. Anakogipro zelen&asy trva test 72
hodin a vysledkem je hodnota 72hIC50, pro dafniesstsmovuje 48hEC50, pro ryby
96hLC50, pro semena fiice bilé 72hIC50 a pro #&hek mensi 168hIC50.

Déle se p vyjadrovani vysledis uvadi hodnota LOEC (lowest observed effect
concentration), kterd udava nejnizSi koncentrastoteané polozky, ip které jsou
pozorovany Ginky. NejvysSi koncentraci testovaného vzorku nelgvajici zadné
pozorovatelné &inky na testované populaci organismmdava NOEC (no observed
effect concentration) (SVOBODOVA et al., 2000).
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Hodnoceni chemickych latek aipravki véetné pesticidi se provadi podle
Natizeni vliadye. 258/2001 Sba podle Vyhlasky Mze. 120/1999 Sb. Testované latky
a pripravky se oznalji z hlediska specialnich rizik nasledujicimi &ami:

R50: vysoce toxické pro vodni organizmy LC(EC, IC¥51 mg.I*

R51: toxické pro vodni organizmy 1 mg¢ LC(EC, IC)50 <10 mg.1*

R52: kodlivé pro vodni organizmy 10 mys LC(EC, IC)50 <100 mg.!

Je-li zjistna EC 50> 100 mg/l, neni latka pro Zivotni préstli nebezpma.

Pri vySetovani zdroje a ii¢iny havarijni situace v recipientu se provadi vedle
hydrochemického a hydrobiologického vygeii také biologicka zkouska toxicity vody.
Pro tento Gel nesmi byt vzorek vody konzervovan zadnym koreeivn prostedkem
(SVOBODOVA et al., 2003).

3.3.3 Princip testa toxicity

Testovaci organizmy se vystavuji po zvolenou datlwykle 24 az 96 hod.)
riznym koncentracim testované latky rozpnétv fedici vod, solasreé se testovaci
organizmy nasadi diiedici vody bez testované latky — kontrola. ¥itych intervalech
(obvykle 24 hodin) se kontroluje stav testovacidigaoizmi, zaznamenava pet
uhynulych jeding v jednotlivych koncentracich a kontrole. Mortalitptipadre
imobilizace, se v jednotlivych koncentracich vyjgdko procenticky podil z celkového
mnozstvi jeding. Ze ziskanych hodnot se vhodnou statistickou nwetodypaita
stredni &inna koncentrace (EC(IC,LC)50).

Tradicni metodou vyp&tu je probitova analyza. Probitové hodnoty se vgnes
do grafu proti logarittim koncentraci testované latky. Vynesenymi body sdopi
metodou nejmensichtveral piimka. Z grafu se poté od&te logaritmus koncentrace
LC50 (log LC50) odpovidajici probitové hodwob. Po odlogaritmovani ziskame
hledané hodnoty #dnich letalnich (u zZabronozek a petlelo efektivnich, utras
inhibi¢nich) koncentraci.

Pokud uhyne vtestu mé&émez 50 % testovacich organigmtak se vypoet
LC50 neprovadi (KROUPOVA, 2004).
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Vysledky testu jsou platné (jsou validovany), jsedi splnény nasledujici
pozadavky:

a) u ryb koncentrace rozpagého kysliku v testovanych roztocich a v kontrole
béhem testu neklesla pod 60 % nasyceni a u dafniéeairace rozpudtého kysliku
v testovanych roztocich a v kontrolghem testu neklesla pod 2 mi.|

b) mortalita kontrolnich organizimepgekrctila 10 %,

c) c¢ast kontrolnich organizin vykazujicich nezvyklé chovéani, riegrctila
10%,

d) teplota byla v daném rozmezi,

e) koncentrace testované latky neklesla pod 80 %,

f) test na standardu je ¥imérené shod s vysledky dive dosazenymi
(SVOBODOVA et al., 2000).
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3.4 Pouzité testovaci organizmy

3.4.1 Zabronozky (Artemia salina)

Zabronozka solna Artemia salinaje korys zeitidy lupenonozi (Phyllopoda
(DVORAK et al., 1999).

Zabronozky maji podlouhléglo tvorené hlavou, hrudi s jedenactianky a
devitlankovym zadé&kem s furkou. Nemaji kruity SloZzené & jsou na stopkach.
Hrudni ¢lanky nesou po jednom paru listovych nozek, kteegi pediny kloub. Hrudni
nozky slouzi sotasré k pohybu, k pijmu potravy, k dychani a maji i smyslovou
funkci. Zabronozky plavou zpravidlafdyetem dal. Vedle plynulého plavani mohou
provadst i nahlé skoky. Zivi se organickym detritem a dmpimi organizmy, které
filtruji z vody. Je u nich vyvinut vyrazny pohlavdimorfizmus. Samci maji mohutné
antény sizné¢ utvaenymicelnimi vybizky, samice maji na zatlal napadné vajmé
vaky. Z vajtek se lihnou naupliové larvy.

Zabronozka solnd je 6 az 30 mm dlouhd. Vyskytuge \&@ slanych
kontinentalnich vodach, snasi vysoké koncentratieasteplot. Je vysoce odolndidy
negiznivym podminkam prosdi. RozmnoZuje sefasto partenogeneticky. Na
nékterych lokalithch se jeji vajka hromadi v silnych vrstvach naezich. Sbiraji se a
vylihlé larvy se pouzivaji jako potrava pro rybiagk (HARTMAN et al., 1998;
NUNES et al., 2006).

Larvy jsou vhodné pro sledovani toxicity, nélmoaji vysokou citlivost &c¢i celé
fad chemickych latek. Larvy se lihnou z trvalych vak ozn&ovanych jako cysty,
které jsou v klidovém stadiu (diapauze). Nakup ¢lsnivo akvarijnich ryb) umatuje
velmi levre ziskat rkolik desitek miliori jedindi vysoké homogenity. Mezi faktory
piimo ovlivaujici lihnuti  pati teplota, neustaly pohyb cyst a dostatek kysliku
(DVORAK et al., 1999).

Vajicka Zabronozky solné se k ndm dovazi v konzervaéhgit vyhradré
vyrakenych v USA. Jsou shirana ve Velkém solnémiezeUtahu. Jsou omyta sladkou

vodou, usudena a vakuoplnéna do konzerv (KOI et al., 2001).
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Obr. ¢. 1: Vylihlé nauplium Artemi@KOCI et al., 2001)

3.4.2 Perloocky (Daphnia magna)

Perlogky jsou z ryb&ského hlediska nejvyznarmjii skupinou zooplanktonu.

Krome hlavy je u ¥étSiny druhi celé €lo uzaveno v dvouchlofové skdapce. Na hlay
je velké sloZzené oko, lemovanéédalomnymi krystalky pipominajicimi perkky
(odtud ¢esky nazev perlady), dale se zde nachazi drobn&km naupliové, dva pary
tykadel a Ustni Ustroji. Tykadla 1. paru jsou maf@tena smyslovymi t§inkami, které
slouzi jako organ chievé-cichovy. Tykadla 2. paru jsou mohutna a slouzi kyboh
(SUKOP, 1998).

Perlo@ky maiji ¢tyti az Sest pdir koncetin, které jsou zpravidla listové a slouzi
k filtraci potravnich¢astic a k dychani. Konec zat#te je poznénén ve zvlastni organ
(postabdomerzakorteny dv¥ma drapky (HARTMAN, 1998).

VétSina naSich perldek jsou filtratdi, ktefi se Zivi bakteriemi, fytoplanktonem
a detritem, fipadreé seSkrabuji narostias z povrchu makrofyt (SUKOP, 1998).

Perlogky se rozmnoZuji fevazri partenogeneticky. Cely embryonalni vyvoj
partenogenetickych vagk probih& v plodovém prostoru sé&ek. S vyjimkou druhu
Leptodora kindtiinemaji larvalni stadium (HARTMAN et al., 1998; SOR, 1998).

Perlo@gky pati k zakladni potrav ryb, ale Zivi se jimi i cel&ada dalSich
vodnich ziva@icha. Pro ryby jsou perlatky cennou potravou, protoze obsahuji velké
mnoZstvi kaloricky hodnotnych a lehce stravitelnfatek (SUKOP, 1998).

Vibec nejznargsi perlo@ku (hrotnatku) druhiDaphnia magnadoristajici gt
milimetra, nalezneme jen v sirzneisténych navesnich rybégich, kde nize vytvaet
celacervena mréna (STERBA, 1986).
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Obr. ¢. 3: Anatomie samiky Daphnia magna (CLARE, 2008)

(B — mozek, BC — komora s krvi, C — travici truhi€& — slozené oko, F — podélnd listaigkky, FA —
prvni tykadlo, H — srdce, INT —tsivo, O - @éko, OV — vajéniky, R — sosak, SG — zlaza).

3.4.3 Zivorodky duhové, pavi atka (Poecilia reticulata)

Poecilia reticulatapochazi ze severu Jizni Ameriky akterych karibskych
ostrovii. Obyva stojaté a pomalu tekouci vody (HIERONIMUS99). DneSni uzemni
rozsteni je obrovské. Za to ¥di své neob§ejné gizpusobivosti, odolnosti a plodnosti
(DOKOUPIL, 1981).

Zivorodky maji protahlééto. Samice jsou spiSe zavalité, bé¥dedé. Samci
jsou S&tihli, v nejizrejSich barvach. Saniei doristaji velikosti az 3 cm, satky az 6

cm.
Zivorodka duhova je vezravec.
Mlad’ata grichazeji na sst prakticky zcela vyvinuta. Vyviji se ¥élhi duting
samice.

Prvni zivorodky se do evropskych akvarii dostalglekn roku 1890. Po

vzruSujicim objevu, Ze rodi ziva ndlata, se o &izatalo zajimat mnoho akvarist
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V piirodk ziji mnohé Zzivorodky pohrom&dv hejnech. V ramci hejna se v
akvariu zpravidla vytvid socialni zeticek. NejsilrgjSi sameéek ma he& zbarveni nez
vSechny ostatni ryby v hejnu (HIERONIMUS, 1999).

Poecilia reticulata jsou pro testy toxicity nejvyznamySi akvarijni ryby
(HARTMAN et al., 1998).

Obr. ¢. 4: Poecilia reticulata (ANONIMUS, 2008)

3.4.4 Rasy Desmodesmus subspicatus)

Bung¢né (kokalni) zelenéasy — Chlorococcales Ziji jednottimebo v koloniich.
Nemaji béiky ani se aktivd nepohybuji. Jsou vSeobe&cmozStené a Ziji ve vSech
typech vod a natenych vihkych stanovistich. Ve vodach rybiilprehrad a vols
tekoucichiek je nachazime ve velkém mnozstvicagini se vyznandna samaisténi
vody. Vyskytuji se hlavév 1é (HARTMAN et al., 1998).

Ne¢které druhy rodilDesmodesmugsou vyznamnymi objekty masové kultivace

Faktorem primarni ezitosti je profasy gedevsSim stlo. Desmodesmus
subspicatusjsou autotrofni organismy, vytigici organické latky z anorganickych
pomoci asimilanich pigmeni (chlorofyl) v procesu fotosyntézy.

Teplota ma vliv na rychlost té&hvSech metabolickych prodes ias.

ZvySeni teploty a intenzity 8tla vSak niize vést i k rychlejSimu odumirani
planktonnichras, které v§erpaly své zasoby Zzivin (HETESA et SUKOP, 1985).

V literature a laboratfich se dive uvadlo pojmenovaniras Scenedesmus

subspicatuskteré je dnes zéméno naDesmodesmus subspicatus
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Obr. ¢. 5: Desmodesmus subspicaff©ZUMPLIKOVA, 2006)
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3.5 Moznosti vyuziti zabronozek v testovani toxicity

Bylo zjiSttno, Ze na testovani zabronoZzek ma vliv spoustarfiaktvrdost vody,
pH, druh a ¥k testovaného organismu,...) (BARAHOVA et SANCHEZ-FOR\,
1996).

V roce 1995 byl na konferenciGeskych Budjovicich predstaven 5 denni test
na Artemia salina kdy byl pokus ukogen dhynem kontrolnich skupin vlivem
hladowni. Prodlouzit délku ZivotaA. salinav prostedi Petriho misek bylo mozné
pouze dodanim energie z potravy. Na téZze konferermie 2001 byl proto s U&ghem
piedveden desetidenni biotest na Zabronozkach, ktlyaky dieta pouzit idavek
glukozy (DVORAK et SUCMAN, 2001).

Biotesty sArtemia salinajsou vhodné pro stanoveni subakutni toxicity fdema
(DVORAK et al., 1999).

Dale byly provedeny testy na vybranych fenolovychou&ninach
(petachlorfenol, 2,6-dichloroindofenol, 2,4-dinfieaol, o-nitrofenol, diamidofenol,a
2,6-dimethylfenol) sArtemia salinarozdilného std (24, 48 a 168 hodin). Akutni
toxicita fenolovych sloéenin na larvach Zzabronozek byla ovikwa délkou expozice.
Vysledky studie prokazaly, Ze nejci#jgi jsou larvy sté 48 hodin. Tato studie také
poukazala na to, Ze je nezbytné zavdmbvé testy protizné stéi organiznii za Eelem
otestovani nebezpeych vlastnosti slaienin (BARAHOVA et SANCHEZ-FORTUN,
1996).

Cilem jiné studie bylo poskytnou informace o emioyackém efektu chemikalii a
navrhnout test naArtemia salina cystach. Cysty byly iimo exponovany iem
alkohobim, methanolu, ethanolu a n-propanolu, které jsdmivéasto pouzivany jako
organicka rozpoué&tla pro chemikalie, které nejsou rozpustné ve ¢vodiyto
rozpoustdla mohou byt pouzivana vzhledem k jejich NOEC tutélnP¥i koncentraci
0,21 M methanolu a 0,13 M ethanolu nebyly sledov&mné zrény. Tyto koncentrace
jsou povazovany za NOEC hodnotghito alkohol. AvSak po jedné hodénexpozice
100 % methanolu byly cysty hydratovany a nasledywoy nepokrgoval. Otazka, zda
je n-propanol letalni pro cystyigtala v této studii otéena.(VISMARA, 1998).

Jako referetni chemikalie se také testovaly a porovnavaly dnigndetergent
laurylsiran sodny (SLS) a dichroman draselny. Byisténo, Ze larvy Zabronozek jsou
vice resistentni dichromanu nez SLS (TOGULGA, 1998)
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V dalSi studii byly jako testovaci latky pouzity lohd kademnaty, dichroman
draselny, PCB (Delor 103 — nasyceny roztok je povai za 100%) a radionukIfdSr,
ktery predstavoval vnini kontaminaci zé&nim beta. Byl jash prokazéan strijSi
pribéh nakistu letality u dichromanu draselného oproti chlorikhdemnatému, coz
potvrzuje znamy fakt vyssi toxicity Sestimocnéhooohu v porovnani s dvoumocnym
kadmiem. Pouzity nasyceny roztok Deloru 103 ve &haodt i pti 10% koncentraci
nema Zadny subakutni toxickyifek. 3°Sr bylo pouZito v porrné vysoké aktivig 30
kBg/l. Vzhledem k fylogenetickému postaveAi salina negedstavuje tato aktivita
Zzadny subakutni dinek a testy bylo potvrzeno, Ze ani stonasobna éwatnace nema
zadnou odezvi?®Sr bylo vybrano jako &ny radionuklid vyskytujici sefphavariich
jadernych elektraren a vzhledem kjeho kratkémuodasu rozpadu (51 dni),
piedstavuje z&F Zivotniho prosedi gredevsim skolik mésiai po havarii (DVARAK
et SUCMAN, 1996).
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3.6 Testovaneé latky

3.6.1 Dichroman draselny

Dichroman draselny se v ekotoxikologickych laboffio pouziva jako referéni
latka. Je to standard, podle kterého si labdeabetuji spravné provedeni tést

Dichroman draselny je oranZova krystalicka latkar&je vysoce toxicka, oxidujici
a nebezpma pro zivotni progedi. V kyselem prosedi pisobi jako silné oxidani
¢inidlo. Muze vyvolat rakovinu a poskozenédicnych vlastnosti. Vazn poskozuje
reprodukni schopnosti a plod ¥le matky. Ri doteku s hlavym materidlem rive
zpasobit pozar. B styku s Kizi je procloveka zdravi Skodlivy. Vyvolava néjnivé
Gcinky ve vodnim prosedi, proto by se #ho zamezovat jeho uvisbvani do zivotniho
prostedi (ANONIMUS, 2008).

Sumarni vzorec dichromanu draselnéhgCKO;.

3.6.2 Praci prostredky

Tenzidy jsou hlavni s@asti (aktivni latkou) pracich praéetka, které krons
tenzidh obsahuji jest prisady (doptujici slozky), jez zlepSuji a daplji jejich inky.

V pracich prostdcich pipada na tenzidy nejvySe jedn&tina z vesSkerych latek. Pro
praci &istici prostedek se také pouzivi ndzev detergent.

Tenzidy jsou organické latky, které se jizi mizké koncentraci vyznanin
hromadi (absorbuji) na fazovém rozhrani a snialjimezifazovou, resp. povrchovou
energii. Tenzidy vykazuji povrchovou aktivitu, kdese vizual& projevuje gnénim.

Vyvoj problémi souvisejicich s pouzivanim pracicRisticich prostdka pro
vodni hospod&tvi Ize rozdlit do tfi generaci. Prvni generace probiése projevila
pénénim na cistirnach odpadnich vod a na tocich. Tyto problémyly v podstat
vyieSeny vyrobou a aplikacitgvazrie jen biologicky rozloZitelnych tenzid Druha
generace probléinvznikla koncem Sedesatych let v souvislosti sousit eutrofizaci
vod, na které se podileji i polyfosféreany v detergentech. Snahou je alésf@ste&ne
tento probléntesit pouzivanimigvazig bezfosforénanovych pracich prastdki. Treti
generace probléinje spojena stvorbou pammé stabilnich a &kdy i toxickych
meziproduki biodegradace (PITTER, 1999).
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3.6.3 Pesticidy

Pesticidy jsou chemikalie pouZivané proti Skodlivgivocichuim, pleveim a
parazitickym houbam, které ohrozuji z&igiské, zahradni a lesni rostliny, zasoby
potravin a zergdélskych produkii, primyslové materialy (textil, &i, dievo), uziténa
zvirata nebo i samotnélitoveka.

Prevazn&ast vyrakinych pesticid se aplikuje v zeguélské vyrol jako gipravky
na ochranu rostlin.

Pesticidy se neéastji d¢li podle pouziti proti  Skodlivym ¢initelam.
Ostatni skupiny jsou mérvyznamné (CREMLYN, 1985).

Insekticidy jsou latky fsobici jedovat svymi chemickymi, pop fyzikalnimi
vlastnostmi na hmyz, k jehoz hubeni slouzi. JeguBi pouziti v ochranhrostlin Ize
bezpené datovat od peatku 19. stol., kdy byly ¢které insekticidni latky rostlinného
puvodu dovezeny do Evropy a poprvé pouzity v hosgeldévyznamném gfitku.

Fungicidy jsou chemické latky, které se pouZzivdpioyi proti houbovym chorobam
rostlin, proti houbam na materialu a surovinachotipmikrobialni korozi apod.
Chemické pipravky proti houbovym chorobam mohouispbit bul’ fungitoxicky,
fungicidrg, kdy v pravém slova smyslu zabijeji a&inhoubové pivodce rostlinnych
chorob, nebo fungistaticky, kdy zastavuigtrnebo vyvoj hub, ale nefije.

Herbicidy jsou biologicky &nné chemické slaieniny, zamdrné pouzivané
k potlateni tistu nebo k hubeni nezadoucich rostlin (HOCHMUT!.et1l868).

Podle principu pisobeni jsou pesticidyetény na kontaktni, systémové, perzistentni
a selektivni.

Kontaktni pesticidy fisobi na Skodlivé organismy paimém kontaktu. Jsou
aplikovany na povrch $kice, fivodce chorolgi plevela.

Systémovéci translokované pesticidy jsou absorbovany v moath ¢i jinych
organismech a translokovany do jinych pletiv, tkaoirgai.

Perzistentni pesticidy &i Skodlivé organismy po &itou dobu, minimala tyden,
nag. nékolik tydni po aplikaci. Naopak neperzistentni pestiatdptipravky s kratkou
pusobnosti se bezpréstre po aplikaci rychle rozpadaiji.

Selektivni pesticidy fsobi proti uéitému okruhu Skodlivych organigsma jsou

tolerantni wci nékterym drutiim rostlin.
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Zbytky pesticidi a jejich rozkladnych produkt které getrvavaji v plodinach a
rychle v tkanichéi pletivech za ufitych podminek. Dynamika rezidui awje, v jakém
mnoZstvi rezidua existuji a jak dany pesticitbtprava v plodig ¢i v produktech
v poneru kc¢asu. Z &chto udaj je stanoven ptet dni, ktery musi byt dodrZzen, mezi
datem posledni aplikacefipravku a datem sliznéi pouziti (WITTLINGEROVA et
JONAS, 2002).

Tab. ¢ 1: Vyvoj spoteby pipravk: na ochranu rostlin ¥R (WITTLINGEROVA
et JONAS, 2002)

Rok Spoteba Spoteba Pramérna Praimérna

obchodnich Gcinnych latek | spoteba obch. spoteba

pripravki celkem celkem pripravki acinnych latek
[t] [t] [kg.ha'] [kg.ha']

1985 25 267 10 575 5,81 2,42
1986 23 610 9 740 5,45 2,25
1987 20 007 8 953 4,63 2,07
1988 20 445 8710 4,73 2,01
1989 20 620 8 550 4,78 1,98
1990 20 888 8 620 4,86 2,01
1991 15 200 6 730 3,54 1,57
1992 11 150 4 682 2,60 1,09
1993 8 800 3786 2,09 0,89
1994 8 692 3 680 2,08 0,88
1995 9103 3782 2,09 0,89
1996 9 196 3908 2,14 0,91

Zdroj: MzeCR, odbor zersdélské vyroby
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Tab. ¢ 2. Celkovy rozsah oSeni podle skupin Appravk: vtis. ha
(WITTLINGEROVA et JONAS, 2002)

Rok | Fungicidy Zoocidy | Herbicidy | Regulatoryy DesikantyPESTICIDY

(insekticidy, celkem

akaricidy,

rodenticidy)
1985 1458 544 2968 727 162 5 854
1986 1412 751 3129 816 140 6 248
1987 1718 547 3120 733 136 6 254
1988 1962 745 3302 648 121 6 838
1989 1917 810 3 353 691 122 6 893
1990 1 660 817 3231 564 96 6 368
1991 1232 605 3041 365 111 5 354
1992 876 832 2 816 234 87 4 845
1993 771 625 2681 142 75 4294
1994 717 667 2 840 141 68 4 433
1995 873 589 2929 141 91 4623
1996 959 S77 2933 181 124 4774

Zdroj: MzeCR, odbor zersdélské vyroby

3.6.4 Prumyslova hnojiva

Primyslova hnojiva jsou vyrobky chemického upryslu ugené k pouziti
v rostlinné vyrok s cilem zajistit pdebnou Grove vyZivy plodin dodavkou Zivin ve
formée rostlinam pijatelné. Jejich aplikace by ve své podstatla udrzovat rovnovahu
mezi vstupy a vystupy, tedy vyrovnavat bilanci divirostlinach a vidé pii vytvareni
nezbytné mobilni zasoby (HEGNER et al., 1990).

Pramyslova hnojiva rozélujeme podle obsahu hlavni Ziviny na hnojiva dutika
fosforesnd, draselna, lecnata, vapenata a viceslozkova (RICHTER et HLUSEK,
1996).

Vybrana dusikatd hnojiva: ledek vépenaty, ledek ramios vapencem, siran
amonny, dusikaté vapno, favina.

Vybrana fosforéna hnojiva: superfosfaty, Thomasova rtkay mlety fosfat.
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Vybrana draselna hnojiva: draselrid €hlorid draselny, kainit, siran draselny,
reformkali.

Vybrana heée¢nata hnojiva: dolomiticka vapenec, reformkami.

Vybrana vapenata hnojiva: pélené vapno, mlety vépersaturéni kaly,
vapenata struska vysokopecni.

Dale mizeme pimyslova hnojiva dit podle fyzikalnich vlastnosti na kapalna a
tuhd, podle formy fisobeni na fimo pisobici (dusikatd, fosfotrd) a nefimo pisobici
(vdpenata — aprava pH) a podle rychlosisgbeni na rychle gsobici a pozvolna
pusobici.

Tato hnojiva jsou velmi &inna, ale pi nespravném pouziti (nadimeé davky,
nevhodné kombinace a nespravné zapraventidg) poSkozuji kulturni rostliny,dq@u i
Zivotni prostedi (VRABLIKOVA et VRABLIK, 2006).

«Clean

s [ 7310 B 1O e TS

kycdne 1p
¥

Sramen Roterky Znotmbe posked) C

Obr. ¢. 6: Graf aplikace ptmyslovych hnojiv v letech 1989 az 2004 ¢kg./ha z. p.)
(VRABLIKOVA et VRABLIK, 2006)
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3.7 Znehodnocovani kvality vody — eutrofizace

Lidska spolénost produkuje velké mnozstvi latek, které svyminky ovliviuji
kvalitu Zivotniho prosedi. Vedle toxickych latek je mozné se dnes satkdttkami,
které nejsou ve své podsigdovaté, jejichz vlastnosti vSakigobujici podporuji jiné
negativni jevy. Mezi takové odpadni latky Ize¢jpat nutrienty (Ziviny), které svoji
naristajici koncentraci v povrchovych vodach zvySujicle trofii — GZivnost. V této
souvislosti Ize howit o ,zamdeni Zivinami“ — eutrofizaci. (MC GOWAN et al., 1999

Proces eutrofizace je jednim z vyznamnychtidil probléni zne&iStovani a
zagzovani stojatych a tekoucich vod podami@ho civilizaci.

Eutrofizace vod je slozity proces neustalého obowaci vod mineralnimi zivnymi
latkami a tim zafi¢inéné rostouci intenzity biologickych pochigd které vedou
piedevsim k tvor® nezadoucich monokultur a intenzivnimutzténi vodnihodesa, a
jehoz nasledky jsouétSinou pro zasazeny biotop katastrofalni. Jakéina eutrofizace
je obecr ozna&ovano zvysSeniifisunu Zivnych latek ziznych zdroj lidské ¢innosti a
hlavni tloha je v tomto souboru latekiquzovana fosforu a dusiku (BPANEK et ,
CERVENKA, 1974).

Podle Evropské agentury pro Zivotni piesdi jsou hlavnim zdrojem dusikatych
polutanfi splachy ze ze#uélsky vyuzivané pdy, zatimco na zr&Sténi prostedi
fosforem se podili hlawnpramysl a domacnosti (detergenty na bazi fosforu).

Eutrofizace ovliviuje hlavié dostupnost kysliku. Za denniho¢da produkuji
rostliny diky fotosyntéze kyslik a naopak v n@éechny rostliny a zvata, ale také
aerobni mikroorganismy a rozkladajici se organiékiéy kyslik spotebovavaji. Tyto
dva navzajem so&ici procesy zavisi na vyvoji biomasy. Jestlizeddok velkému
nahromadni biomasy, je veSkery dostupny kyslik gpbbvan na oxidaci organické
hmoty, ktera se vytutla v sedimentu na @nvodniho &esa. Voda je tak postupn
zbavena kysliku a mizi z ni veSkery aerobni Zivot.

V prabéhu eutrofizace makroskopickasy, fytoplankton a sinice, které jsou zavislé
na @isunu Zivin, svtla, teplot a pohybu vody, pmou bujet. Je wezité si u¢domit,
Ze rekteré z &chto organisma mohou do vody uvdbvat toxiny nebo toxiny mohou
obsahovat fimo ve svychdech.

Pokud dojde k eutrofizaci, jsou 2ny v zooplanktonu, populaci ryb, dkkysi a

kory&i nejdiive pozorovatelné. Tyto organismy jsou veliceiwdt na dostupnost
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kysliku a @ jeho nedostatku hynou nebo odumirajitslédku zndn v chemickém
sloZzeni vody (VOLTERRA, 2002).
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4 Metodika

Testy toxicity na Zzabronozkachrgemia saling, perlogkach Oaphnia magng
rybach Poecilia reticulatg a fasach Desmodesmus subspicgtusem provada

v Ekotoxikologické laborato firmy Empla spol. s r.o0. v Hradci Kralové.

4.1 Priprava pH rady

Pro zjiséni optimélniho pH pro Zabronozky v kontrolnichéemich jsem
testovala pHadu s hodnotami od 3 do 12.

Pripravena slana voda &a pH 7,70, které bylo za pomoci kyseliny
chlorovodikové snizovano a hydroxidem sodnym zvgéav Pro testovani byly
zvoleny hodnoty pH odpovidajici ceélselnym hodnotdm zintervalu 3 — 12
(viz Tab.¢. 4). Pro kazdou hodnotu pH jsem pouzilaRetriho misky po deseti kusech

Zabronozek.

4.2 Test akutni toxicity na Zabronozkach

(Artemia salind

Test akutni toxicity na ZabronoZzkach se wsmsné dob neopira o Zadnou
legislativu. Ri testovani jsem se opirala o postup popsany K®Oet al. (2001).

Vakuow balena vajika Artemii Sanders Premium, ktera pochéazi z Velkého
slaného jezera v Utahu, jsem objednala ve speciaiz® prodeja Po oteveni jsem
cysty skladovala v uzéeném igelitovém s&u uloZzeném v lednici. Aby bylo mozno
vajicka ogtovné pouzit, nesmi se do nich dostat voda ani vzduBrkst.

Na lihnuti artemii postd béZna vodovodni voda giplavkem NaCl v davce 25
grami na 1 litr vody. Teplotu jsem zvolila v rozmezi @ do 25 °C, pH jsem
upravovala fidanim NaOH na hodnotu 8 - 9.

Do kadinky se slanou vodou a iy artémii jsem zavedla hrubé vzduchovani
tak, aby se cely obsah lahve pohyboval. Na vylihnauplii Zabronozky posta24
hodin. Takto pipravené organizmy se mohou ihned pouzit do testu.

Pri testovani jsem postupovala stgjjako je to pedepsano pro testy akutni

toxicity na dafniich (viz kapitola 4.3).
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10 kscerstw vylihnutych naupliovych stadii jsem umistila datrb® misek o
praméru 60 mm pi celkovém objemu slané vody 5 ml¢etné vzorku). Ri testovani
jsem pouzila pro kazdou koncentraci vice paralélnfeéieni. Vzhledem k dostateé
ploSe hladiny bylo mozné misky zakrytkém a nebyla nutn4 aerace.

Po 24h intervalech jsem ¢itala Zivé jedince, mrtvé jsem nemusela odstvat,
nerozpadnou seiive, nez za 10 dni. DVRAK et SUCMAN (2001) dokladaji, ze

uhynuli jedinci dalSi gibéh pokusu neovlivni.

Material a ponicky:

Testovaci organizmugrtemia salinave stéi 24 hodin

Redici voda: vodovodni voda #gavkem NaCl (25¢7)

Pomicky a zdizeni: pHmetr, analytické vahy, odmé baiky, pipety, sklesné
nalevky, kadinka (100ml), Pasteurova pipeta, Petrinisky (pamér 60 mm),
zwtSovaci sklo se stlem

Testovaci aparatura: termostat saienim

Podminky testu:
Teplota: 22 + 2°C
Délka expozice: 48 hodin

Objem lazg: 5 ml

Pctet testovacich organiZzima jednu lazg 10 kus
Bez krmeni

Bez aerace

Oswtleni 24 hodin denn
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4.3 Test akutni toxicity na perlootkach

(Daphnia Magné&Straus)

Metoda provaeéhych test vychazi z vyhlasky. 389/2005 Sb. @SN EN ISO
6341 (1997).

Testy toxicity na chemickych latkach (praci predky) byly provadny
v n¢kolika stupnich:

Limitni test Cilem této zkouSky je prokazat, Ze &G vySSi nez koncentrace
100 mg.* (viz R wty). Do tech testovacich nadob s touto koncentraci jsenditasmo
10 kusech dafnii. Stejné mnoZstvi organizfgem pouzila do kontrolnich nadob
scistoutedici vodou (slozZertedici vody: viz Material a poficky).

Pokud po 48 hodinach dopadne test negatiimobilizace nefesahne 30%),
neni nutné dale testovat.

V pripact pozitivniho vysledku je dalSim krokem teseghkezny.

Predk®Zzny test Touto zkouSkou jsem stanovila procento imobileoych

jedinai v riznych koncentracich o Sirokém raétp Zvolila jsem @t koncentraci a pro
kazdou jsem pouzila dwestovaci kadinky (100ml) po 10 kusech dafnii.

Nejprve jsem si fipravila zasobni roztok o koncentraci 1g testovatiy na litr
destilované vody, ktery jsem dé&kdila.

Do 100 ml odmirnych bawgk jsem pipetou nadavkovala peibné mnozstvi
zasobniho roztoku tak, aby bylo dosaZzeno zvolem&edwrace. Biky jsem doplnila
fedici vodou po rysku a obsah jednotlivych dafsem opatré vlila do pedem
piipravenych testovacich nadob.

Na za&atku a na konci testu jsemétita pH a rozpuginy kyslik v jednotlivych
kadinkach. Kontrolu testovacich organizijsem provadla v ¢asovych Usecich 24 a 48
hodin. Zaznamenavala jsemdeb imobilizovanych a uhynulych jeditic

Zakladni testsestaval z koncentraci testované latky v roznsemioveném na
zaklad vysledki predkEzného testu. Dale jsem postupovala stejnytisapem jako u

predkEzné zkousky.
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Material a ponicky:

Testovaci organizmu®aphnia magnave stéi 24 hodin
Redici voda: normalizovanym postupetfippaveny roztok soli v deionizované vod
zasobni roztok. 1 — 117,6 gt CaCb .2H,0
zasobni roztok. 2 — 49,3 gt MgSQ,.7H,0
zasobni roztok. 3 — 25,9 gt NaHCQ
zasobni roztok. 4 — 2,3 g KCI
(z kazdého roztoku bylo odebrano 25 ml do 10 | igimvané vody)
Pomicky a zdizeni: pHmetr, oximetr, analytické vahy, othmé baiky, pipety,
sklerené nalevky, kadinky (100ml), Pasteurova pipet&Sovaci sklo se stlem

Testovaci aparatura: termostat

Podminky testu:

Teplota: 20 + 2°C

Délka expozice: 48 hodin

Objem lazg: 100 ml

Pctet testovacich organiZzima jednu laz& 10 kus

Bez krmeni
Bez aerace

Bez os¥tleni
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4.4 Test akutni toxicity na rybach

(Poecilia reticulatg

Metoda provashych test vychazi z vyhlasky. 389/2005 Sh. &SN EN ISO
7346 (1999).

Testovaci postup na rybach je obdobny jako u Zdéaeina dafnii. LiSi se pouze
v mnoZstvi nasazenych jedino paitu paralelnich eni na jednu koncentraci a délce
test.

Limitni zkouSku jsem provedla se 7 rybami a sengtej patem ryb v kontrole.
Ryby jsem nasadila do jedné testovaci lahve o kurmea 100 mg testované latky na
litr.

Predl®Zzna zkouskaita 3 ryby na jednu koncentraci v jedné lahvi.

Do zakladniho testu jsem pouzila 7 kugb na jednaedni v jedné testovaci
nadolg.

Test akutni toxicity na rybach je dlouhy 96 hodMa za&éatku testu a ve
24 hodinovych intervalech jseméiila pH lazré a koncentraci rozpultého kysliku.
V pribéhu trvani test jsem sledovala a zaznamenavala mortalitu a chomdnia

odlovovala jsem uhynulé ryby.

Material a ponicky:

Testovaci organizmus: Zivorodka duhoWoécilia reticulatd, ryby pouZité k tedim
toxicity byly pohlavig diferencované, rozmezi déleda 17 az 21 mm. PouZivaly se
ryby v piirozeném poréru pohlavi (1:1), ficemz se ryby do jednotlivych testovacich
nadob vybiraly ndhodn
Redici voda: normalizovanym postupetfippaveny roztok soli v deionizované vod
zasobni roztok. 1 — 117,6 gt CaCb .2H,0
zasobni roztok. 2 — 49,3 gt MgSQ,.7H,0
zasobni roztok. 3 — 25,9 gt NaHCQ
zasobni roztok. 4 — 2,3 g KCI
(z kazdého roztoku bylo odebrano 25 ml do 10 | wigimvané vody)
Pomicky a zdizeni: pHmetr, oximetr, analytické vahy, othmé baky, pipety,
sklerené nalevky, kadinky, gky a poniicky pro odlov a fenaseni ryb, potravifské

sklenice
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Testovaci aparatura: termostat sienim

Podminky testu:

Teplota: 22 + 2°C

Délka expozice: 96 hodin
Objem lazg: 1000 ml
Oswtleni: 12 hodin denn

Patet testovacich organizim 7 kugi v limitnim testu, 21 kus v owtrovacim testu, 3

kusy v jedné koncentraci wgdkEzném testu, 10 kusv jedné koncentraci v zakladnim
testu
Bez krmeni

Bez aerace
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4.5 Test akutni toxicity naiasach

(Desmodesmus subspicattisodat)

Metoda provashych test vychazi z vyhlasky. 389/2005 Sb. &SN EN ISO
8692 (2005).

U testovani n&asach jsem postupovala jako u ostatnichitesticity: limitni,
piedkEzny a zakladni test.

Vzorky o riznych koncentracich jsem nasazovala v mnoZstvi 25dm
Erlenmayerovych batk. Dulezitym krokem pro dst fas je pidani 2,5 ml zdsobniho
roztoku Zivin. Nakonec jsem pipetodtigala vyp@&itané mnozZstvi inokulaifpravené
fasy. PoZzadovana péateeni koncentracaasové suspenze je 10 000 &kima 1 ml
roztoku. Baiky jsem uzaiela zatkami propoudicimi vzduch a nechala kultivovat
v biologickém termoluminostatufipteplo® v rozmezi od 21 do 25°C. Mimo testu
s miznymi koncentracemi testované polozky jebe provést za stejnych podminek i
kontrolni test. Kontrolni roztok (s¥a deionizované vody, Ziviniasovych bu&k)
neobsahuje testovanou polozku.

Hustotu bugk jsem pgitala kazdych 24 hodin v Blrkerdvkomirce pod
mikroskopem. Test trvd 72 hodin. Nac¢atku a na konci testu jseméfila pH.
Vysledkem je 72hIC50 (inhibice nebo stimulace).

Pcaitani fas v Burkerow komarce: Pditala jsemiasy v 50 velkychitvercich
Birkerovy kontirky a vyslednou hodnotu jsem nasobilsslem 5000 (fepa:etni
koeficient p@tu burek na hustotu busk). Tim jsem ziskala get burgk v 1 mltrasové
suspenze.

Vypocet potebného objemu inokula:

MnozZstvi inokulax pridaného k testovanému roztoRlise vypdte dle nize
uvedeného vztahu:

x =V.cla

kde,

X je potebny objem inokula v ml

C je pozadovana hustotasové kultury na zatku testu (péet burgk v 1 ml)

V je mnoZstvi testovaného roztoku v ml

a je hustota inokulkani kultury (paet burgk v 1 ml)
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Material a ponicky:

Testovaci organizmus: zelefasaDesmodesmus subspicatus
Deionizovana voda
Zasobni roztok Ziving. 1: 1,5 g.F NH4CI

1,2 g.I* MgCl, . 6H,0

1,8 g CaCh . 2H,0

1,5 gt MgSQ, . 7H,0

0,16 g KH,PO,

&.2: 64 mgt FeClk 6H,0
100 mgt Na&EDTA . 2H,0
¢ 3: 185 mgf HsBO;

415 mg:t MnCl, 4H,0

3 mg.I* ZnCh

1,5 mg.t CoCh 6H,0

7 mg.I* NaMoO, 2H,0

0,01 mg:f CuCh 2H,0

& 4: 5091 NaHCQ

Pomicky a zdizeni: pHmetr, analytické vahy, odmé baiky, pipety, skletné
nélevky, Erlenmayerovy kily (50 ml), mikroskop, Burkerova kairka

Testovaci aparatura: termoluminostat

Podminky testu:
Teplota: 21 - 25°C
Délka expozice: 72 hodin

Oswtleni: rovnongrné 24 hodin den&
Swtelna intenzita: 6000 — 10 000 Ix
Intenzita michani kultiveanich bark s testovacimi roztoky: 4x de&ifimichanim a
protrepavanim séasové bitky udrZuji v suspenzi¢imz se zlepSuje vy#éma plynmi a

zmensuji se zimy pH testovanych roztailx
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4.6 Vyhodnocovani vysledki

Vysledky test jsem vyhodnocovala pomoci @tacového programu EKO — TOX
5.2. Pomoci tohoto programu se ze zavislosti itrrame v % na koncentraci testované
polozky vyhodnoti sedni &innd koncentrace, ip které dochazi k50 % uUhynu
(imobilizaci, inhibici) testovacich organismVypocet probiha probitovou analyzou.

Vysledky jsem vyjatbvala v mg/l a zaokrouhlovala na jedno desetinrstani

4.7 Vzorky

Tab.¢. 3: Vzorky pouzivanéitestovani

Cislo vzorku Popis vzorku

vzoreke. 1 Dichroman draselny

vzoreke. 2 Praci prosedek - modry gel

vzoreke. 3 Praci prosedek - modry gel

vzoreke. 4 Praci prosedek - bily prasek

vzoreke. 5 Praci prosedek - bily prdSek s barevnymi granulemi

vzoreke. 6 Praci prosedek - modry gel

vzoreke. 7 Praci prosedek - modry gel

vzoreke. 8 Praci progedek - bily prasek

vzoreke. 9 Praci prosedek - bily praSek s barevnymi granulemi

vzoreke. 10 Ripravek na ochranu rostlin — herbicid

SENCOR 70 WG
vzoreke. 11 Ripravek na ochranu rostlin — herbicid
CLICK 500 SC

vzoreke. 12 Ripravek na ochranu rostlin — herbicid
DUAL GOLD 960 EC

vzoreke. 13 Ripravek na ochranu rostlin — insekticid

CALYPSO 480 SC

vzoreke. 14 Hnojivo - MGCOVINA

vzoreké. 15 Hnojivo — LEDEK AMONNY S DOLOMITEM

vzoreke. 16 Hnojivo — BOROSAN Forte

vzoreke. 17 Hnojivo - DAM

vzoreke. 18 Hnojivo — WUXAL SUS Kombi Mg
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5 Vysledky prace

5.1 Vliv pH na umrtnost zabronozek

Pro zjiS¢&ni vlivu pH na umrtnost Zabronozek jsem zvolilamezi hodnot pH od
3 do 12. Vysledky testovani jsou uvedeny v tabdlce

Tab.¢. 4: Test pH na Artemia salina

UHYN po 48 h.

pH 1 2 3 %

3 10 10 10 100
4 6 0 1 23,3
5 0 0 1 3,3

6 2 0 0 6,7

7 0 1 1 6,7

8 2 0 1 10

9 2 1 3 20

10 4 6 2 40

11 2 7 2 36,7
12 10 9 10 96,7

Obr. ¢. 7: Graf zavislosti mortality Zabronozek na pH
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5.2 Test na standardnim toxikantu sArtemia salina (vzorek¢. 1)

Standardnim toxikantem pro testy akutni toxicitydadiniich, rybach d@asach je

dichroman draselny. Pro moznost srovnani jsem aiejhatku pouzila i

Zabronozkach.

Tab.¢. 5: I. Zakladni test s Cr,07 (vzoreks.1) — A. salina

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org.za48 h
mg/I log c ks ks %
8,0 0,903 40 34 85 5,60
6,0 0,778 40 26 65 5,06
4,0 0,602 40 16 40 4,40
2,5 0,398 40 5 12,5 0
1,0 0 40 3 7,5 0
kontrola - 40 5 12,5 -

48h EC 50 = 5,0 mg/l

Koncentrace | mg/l]

1 17

24 31 38

45 5.2 5.9 6.6 73 8

Obr. ¢. 8: 1. Zakladni test s Cr,O; — A. salina
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Tab.¢. 6: Il. Zakladni test s Cr,O; (vzoreke. 1)—A. salina

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org.za48 h
mg/I log c ks ks %
16,0 1,204 50 49 98 5,99
8,0 0,903 50 27 54 4,75
4,0 0,602 50 7 14 0
2,0 0,301 50 7 14 0
1,0 0 50 5 10 0
kontrola - 50 7 14 -

48h EC 50 = 11,8 mg/l

Koncentrace [ mg/l]

1 25

4 5.5 7 8.5 10 1ns

13 145 16

Obr. ¢ 9: 1l. Zakladni test s §Cr,O; — A. salina

Tab.¢. 7: Odezva ostatnich organisma KCr,O;

Testovaci organismus

Vysledné hodnoty

Srovnavaci tiooty

Daphnia magna

24h EC 50 = 1,2 mg'l
48h EC 50 = 0,4 mg*

24hEC50=0,6 — 1,7 mg.l

Poecilia reticulata

96h LC 50 = 151 mg

96h LC 50 = 75 - 160 mg-|

Desmodesmus subspicat

us72h IC 50 = 0,8 mg1

72h 1IC 50 =0,6 — 1,0 mg.|

Artemia salina

@ 48h EC 50 =
=8,1+2,6 mgt
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5.3 Testy toxicity na pracich prostedcich

Bylo otestovano osm pracich prestiki. Pribéh testi na ¢tyfech pouZzitych
organismech je zaznamenan v tabulkach 9 — 40.

5.3.1 Vzorek ¢. 2 - Praci prostedek, modry gel

Tab.c¢. 8: Zakladni test s Artemia salina (vzorek)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I log c ks ks %
20,0 1,301 20 20 100 7,90
15,0 1,176 20 13 65 5,39
10,0 1 20 4 20 4,16
50 0,699 20 0 0 0
1,0 0 20 0 0 0
kontrola - 20 2 10 -

48h EC 50 = 12,8 mg/I

) Koncentrace [ mg/I]
5 65 8 95 1 125 14 155 17 185 20

Obr. ¢. 10: Zakladni test s Artemia salina (vzorel2)
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Tab.¢. 9: Zakladni test s Daphnia magna (vzoteR)

Koncentrace testované Patet Imobilizace Probity
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I log c ks ks %
25,0 1,398 20 20 100 7,90
20,0 1,301 20 17 85 6,04
15,0 1,176 20 12 60 5,25
10,0 1 20 9 45 4,87
5,0 0,699 20 0 0 0
kontrola - 20 0 0 -

48h EC 50 = 14,1 mg/l

Obr. ¢. 11: Zakladni test s Daphnia magna (vzodeR)
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Tab.¢. 10: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreR)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I log c ks ks %
40.0 1,602 7 7 100 7,90
35.0 1,544 7 6 85,7 6,08
30,0 1,477 7 2 28,6 4,45
25,0 1,398 7 2 28,6 4,45
20,0 1,301 7 0 0 0
kontrola - 7 0 0 -

96h LC 50 = 30,0 mg/I

Koncentrace [ mg/l]

20 22

24

26 28

30

32 34 36 38 40

Obr. ¢. 12: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreR)
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Tab.¢. 11: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefzo?)

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
100 2 100
80 1,903 100
60 1,778 91,9
40 1,602 51,3
20 1,301 1,5
kontrola - -

72h 1C 50 = 44,2 mg/I

Koncentrace [ mg/l]
20 28 £ 44 52 60 68 76 84 92 100

Obr. ¢. 13: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefZo?)
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5.3.2 Vzorek ¢. 3 - Praci prostedek, modry gel

Tab.¢. 12: Zakladni test s Artemia salina (vzorel)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I log c ks ks %
20,0 1,301 20 20 100 7,90
15,0 1,176 20 18 90 6,28
10,0 1 20 3 15 3,96
50 0,699 20 2 10 3,72
1,0 0 20 2 10 3,72
kontrola - 20 2 10 -

48h EC 50 = 9,6 mg/l

Koncentiace [ mg/l]
1 29 4.8 6.7 8.6 105 12.4 143 16.2 18.1 20

Obr. ¢. 14: Z&kladni test s Artemia salina (vzoreld)
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Tab.¢. 13: Zakladni test s Daphnia magna (vzadeR)

Koncentrace testované Patet Imobilizace Probity
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I log c ks ks %
20,0 1,301 20 16 80 5,84
17,0 1,230 20 15 75 5,67
15,0 1,176 20 13 65 5,39
10,0 1 20 8 40 4,75
5,0 0,699 20 0 0 0
kontrola - 20 0 0 -

48h EC 50 = 14,5 mg/|

Konce

ntrace [ mg/l]

Obr. ¢. 15: Zakladni test s Daphnia magna (vzodeR)
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Tab.¢. 14: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreld)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I log c ks ks %
60.0 1,778 7 7 100 7,90
50.0 1,699 7 7 100 7,90
40,0 1,602 7 7 100 7,90
30,0 1,477 7 6 85,7 6,08
20,0 1,301 7 0 0 0
kontrola - 7 0 0 -

96h LC 50 = 29,9 mg/|

Koncentrace [ mg/l]
20 24 28 32 36 40 44 43 52 56 60

Obr. ¢. 16: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreld)
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Tab.¢. 15: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefzoB)

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
80 1,903 100
60 1,778 100
40 1,602 30,9
20 1,301 14,9
1 0 -4.8
kontrola - -

72h IC 50 = 36,6 mg/I

Koncen! tace [ mg/l]
1 EX] 16.8 247 326 405 48.4 56.3 64.2 721

2

Obr. ¢. 17: Zakladni test s Desmodemus subspicatus Zo8
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5.3.3 Vzorek ¢. 4 - Praci prostedek, bily prasek

Tab.¢. 16: Zakladni test s Artemia salina (vzorek)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I log c ks ks %
20,0 1,301 20 20 100 7,90
15,0 1,176 20 18 90 6,28
10,0 1 20 2 10 3,72
50 0,699 20 2 10 3,72
1,0 0 20 1 5 3,36
kontrola - 20 1 5 -

48h EC 50 = 10,1 mg/l

2 Koncen trace [ ma/l]
1 2.9 48 6.7 8.6 105 124 14.3 16.2 18.1 20

Obr. ¢. 18: Z&kladni test s Artemia salina (vzorekt)
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Tab.¢. 17: Zakladni test s Daphnia magna (vzadek)

Koncentrace testované Patet Imobilizace Probity
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I log c ks ks %
40,0 1,602 20 19 95 6,65
20,0 1,301 20 18 90 6,28
15,0 1,176 20 11 55 5,13
10,0 1 20 7 35 4,62
1,0 0 20 1 5 3,36
kontrola - 20 0 0 -

48h EC 50 = 14,7 mg/l

Koncentiace [ mg/l]

1 49

Obr. ¢. 19: Z&kladni test s Daphnia magna (vzodek)
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Tab.¢. 18: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreld)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I log c ks ks %
40,0 1,602 7 5 71,4 5,55
35,0 1,544 7 2 28,6 4,45
30,0 1,477 7 0 0 0
25,0 1,398 7 0 0 0
20,0 1,301 7 0 0 0
kontrola - 7 0 0 -

96h LC 50 = 37,8 mg/I

Koncentrace [ mg/l]

30 k1l

Obr. ¢. 20: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreld)
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Tab.¢. 19: Zakladni test s Desmodesmus subspidaameke. 4)

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
100 2 100
80 1,903 100
60 1,778 100
40 1,602 52,8
20 1,301 16,9
kontrola - -

72h 1C 50 = 30,1 mg/I

Koncentrace | ma/l]
20 28 36 44 52 60 68 76 a4 92 100

Obr. ¢. 21: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefzot)
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5.3.4 Vzorek €. 5 - Praci prostedek, bily praSek s barevnymi granulemi

Tab.¢. 20: Zakladni test s Artemia salina (vzorels)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I log c ks ks %
20,0 1,301 20 12 60 5,25
15,0 1,176 20 6 30 4,48
10,0 1 20 5 25 4,33
50 0,699 20 3 15 3,96
1,0 0 20 2 10 3,72
kontrola - 20 2 10 -

48h EC 50 = 18,9 mg/l

Koncentrace [ ma/l]
1 29 48 67 86 105 12.4 143 16.2 181 20

2

Obr. ¢. 22: Zakladni test s Artemia salina (vzorelb)
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Tab.¢. 21: Zakladni test s Daphnia magna (vzadek)

Koncentrace testované Patet Imobilizace Probity
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I log c ks ks %
40,0 1,602 20 18 90 6,28
30,0 1,477 20 18 90 6,28
20,0 1,301 20 14 70 5,52
10,0 1 20 2 10 3,72
1,0 0 20 1 5 3,36
kontrola - 20 0 0 -

48h EC 50 = 19,8 mg/I

Koncentrace [ mg/l]

Obr. ¢. 23: Zakladni test s Daphnia magna (vzodek)

205

57

244

28.3 322 36.1




Tab.¢. 22: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzorelb)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I log c ks ks %
60,0 1,778 7 7 100 7,90
50,0 1,699 7 7 100 7,90
40,0 1,602 7 7 100 7,90
30,0 1,477 7 4 57,1 5,18
20,0 1,301 7 0 0 0
kontrola - 7 0 0 -

96h LC 50 = 28,9 mg/I

Logaritmus koncentrace

3 mn 322 333 344 355 365 376 387 398 409

Obr. ¢. 24: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzorelb)
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Tab.¢. 23: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefzob)

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
80 1,903 75,2
60 1,778 43,4
40 1,602 22,7
20 1,301 7.1
1 0 1,0
kontrola - -

2

72h 1C 50 = 62,4 mg/I

Ki

oncentrace [ mg/l]

1

247 326 405 48.4 56.3

721

Obr. ¢. 25: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefZab)
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5.3.5 Vzorek €. 6 - praci prosiedek, modry gel

Tab.¢. 24: Limitni test s Artemia salina (vzorékb)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 3 10
kontrola 30 2 6,7

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 25: Limitni test s Daphnia magna (vzoel6)

Koncentrace testované

Patet

Imobilizace

latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 26: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorék6)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 21 0 0
kontrola 21 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 27: Limitni test s Desmodesmus subspicétasreke. 6)

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
100 2 -0,36 (stimulace
kontrola -

72h IC 50 > 100 mg/
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5.3.6 Vzorek €. 7 - praci prosiedek, modry gel

Tab.¢. 28: Limitni test s Artemia salina (vzorék?)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 4 13,3
kontrola 30 2 6,7

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 29: Limitni test s Daphnia magna (vzoek)

Koncentrace testované

Patet

Imobilizace

latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 30: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorék7)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 21 0 0
kontrola 21 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 31: Limitni test s Desmodesmus subspicatus (kzoi@

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
100 2 -1,41 (stimulace
kontrola -

72h IC 50 > 100 mg/I
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5.3.7 Vzorek ¢. 8 - Praci prostedek, bily prasek

Tab.¢. 32: Limitni test s Artemia salina (vzoré&k8)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 5 16,7
kontrola 30 2 6,7

48h EC 50 > 100 mg/l

Tab.¢. 33: Limitni test s Daphnia magna (vzorel8)

Koncentrace testované Paet Imobilizace
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 34: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorék8)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 21 0 0
kontrola 21 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 35: Limitni test s Desmodesmus subspicétasreke. 8)

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
100 2 -2,55 (stimulace
kontrola -

72h IC 50 > 100 mg/I

62




Tab.¢. 36: Limitni test s Artemia salina (vzor&ko)

5.3.8 Vzorek €. 9 - Praci pros¥edek, bily prasek s barevnymi granulemi

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 6 20
kontrola 30 2 6,7

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 37: Limitni test s Daphnia magna (vzoel®)

Koncentrace testované Patet Imobilizace
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 38: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorék9)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 21 0 0
kontrola 21 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 39: Limitni test s Desmodesmus subspicatus (kzo&

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
100 2 -2,4 (stimulace)
kontrola -

72h IC 50 > 100 mg/I
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5.4 Testy toxicity na pesticidech

Byla otestovana ¢tverice pesticid. Pribéh testi na c¢tyfech pouZitych

organismech je zaznamenan v tabulkach 41 — 56.

5.4.1 Vzorek ¢. 10 — Ripravek na ochranu rostlin — herbicid
SENCOR 70 WG

Tab.¢. 40: Limitni test s Artemia salina (vzor&kl0)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 4 13,3
kontrola 30 1 3,3

48h EC 50 > 100 mg/l
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Tab.¢. 41: Zakladni test s Daphnia magna (vzafekO)

Koncentrace testované

Patet Imobilizace Probity
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I log c ks ks %
100 2 20 18 90 6,28
80 1,903 20 14 70 5,52
60 1,778 20 13 65 5,39
40 1,602 20 6 30 4,48
20 1,301 20 1 5 0
kontrola - 20 0 0 -

48h EC 50 = 59,9 mg/I

oncentrace

[ mg/l]

20 28

36

44 52

60

68

76

84

92

100

Obr. ¢. 26: Zakladni test s Daphnia magna (vzodekO0)
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Tab.¢. 42: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzor&kL0)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I log c ks ks %
100 2 7 6 85,7 6,08
80 1,903 7 5 71,4 5,55
60 1,778 7 3 42,9 4,82
40 1,602 7 3 42,9 4,82
20 1,301 7 0 0 0
kontrola - 7 0 0 -

96h LC 50 = 67,8 mg/l

2 Koncenl trace [ mg/l]
20 28 36 44 52 60 68 76 84 92 100

Obr. ¢. 27: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreK.0)
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Tab.¢. 43: Zakladni test s Desmodesmus subspicatus (vZol€R

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
1 0 100

0,5 -0,301 88,9

0,1 -1 58,3
0,05 -1,301 26,5
0,01 -2 10,8

kontrola - -
72h 1C 50 = 0,1 mg/I

Logaritmus koncentrace

-4.61

-4.14

-3.68

-3.22 -2.76 2.3 -1.84 -1.38

-0.92 -0.46 0

Obr. ¢. 28: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefzot0)

67




5.4.2 Vzorek ¢. 11 — Ripravek na ochranu rostlin — herbicid

CLICK 500 SC

Tab.¢. 44: Limitni test s Artemia salina (vzorékl1)

Tab.¢. 45: Limitni test s Daphnia magna (vzoreKk. 1)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 4 13,3
kontrola 30 2 6,7
48h EC 50 > 100 mg/I

Koncentrace testované Patet Imobilizace
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/l
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Tab.¢. 46: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreld 1)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I log c ks ks %
50 1,699 7 7 100 7,90
40 1,602 7 6 85,7 6,08
30 1,477 7 3 42,9 4,82
20 1,301 7 1 14,3 3,93
10 1 7 1 14,3 3,93
kontrola - 7 0 0 -

96h LC 50 = 32,3 mg/

Koncentrace [ mg/1]

k2

46

50

Obr. ¢. 29: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzoreKk 1)




Tab.¢. 47: Zakladni test s Desmodesmus subspicatus (vZofleR

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
1 0 100

0,5 -0,301 100

0,1 -1 70,1
0,05 -1,301 49,8
0,01 -2 16,6

kontrola - -

72h IC 50 = 0,04 mg/l

Logaritmus koncentrace

-4.61 -4.14 -3.68 322 -2.76 23 -1.84 -1.38

-0.92 -0.46 1]

Obr. ¢. 30: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefZot 1)
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5.4.3 Vzorek ¢. 12 — Ripravek na ochranu rostlin — herbicid
DUAL GOLD 960 EC

Tab.¢. 48: Zakladni test s Artemia salina (vzoreKk 2)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org.za48 h
mg/I log c ks ks %
100 2 20 20 100 7,90
80 1,903 20 20 100 7,90
60 1,778 20 16 80 5,84
40 1,602 20 4 20 4,16
20 1,301 20 0 0 0
kontrola - 20 1 5 -

48h EC 50 = 52,4 mg/l

20 20

ac

44 52 co G0 7C 04

71

Obr. ¢. 31: Zakladni test s Artemia salina (vzorel 2)




Tab.¢. 49: Zakladni test s Daphnia magna (vzorel 2)

Koncentrace testované Patet Imobilizace Probity
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I log c ks ks %
40 1,602 20 18 90 6,28
30 1,477 20 17 85 6,04
20 1,301 20 9 45 4,87
10 1 20 6 30 4,48
1 0 20 0 0 0
kontrola - 20 0 0 -

48h EC 50 = 22,8 mg/|

Koncentrace [ mg/l]

Obr. ¢. 32: Zakladni test s Daphnia magna (vzoiek?2)
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Tab.¢. 50: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzorékl2)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I log c ks ks %
40 1,602 7 7 100 7,90
30 1,477 7 6 85,7 6,08
20 1,301 7 3 42,9 4,82
10 1 7 2 28,6 4,45
1 0 7 1 14,3 3,93
kontrola - 7 0 0 -

96h LC 50 = 20,8 mg/|

.
pal2

Koncen! trace [ mg/l]

1 49 8.8 127 16.6 205 24.4 283 32.2 36.1

Obr. ¢. 33: Z&kladni test s Poecilia reticulata (vzorek 2)
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Tab.¢. 51: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefzot?2)

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
1 0 100

0,5 -0,301 74,2

0,1 -1 71,0
0,05 -1,301 51,7
0,01 -2 19,3

kontrola - -

72h IC 50 = 0,05 mg/I

Logaritmus koncentiace

-3.22 -2.76 -2.3 -1.84 -1.38

-0.92 -0.46 0

Obr. ¢. 34: Zakladni test s Desmodesmus subspicatusefZot 2)
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5.4.4 Vzorek ¢. 13 — Ripravek na ochranu rostlin — insekticid
CALYPSO 480 SC

Tab.¢. 52: Limitni test s Artemia salina (vzoré&kl3)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 3 10
kontrola 30 2 6,7

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 53: Limitni test s Daphnia magna (vzor&kl3)

Koncentrace testované

Patet

Imobilizace

latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 4 13,3
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/l

Tab.¢. 54: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorék13)

Koncentrace testované

Pctet

Mortalita testovacich

latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 7 0 0

kontrola 7 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 55: Limitni test s Desmodesmus subspicatus (vzoreR)

Koncentrace ¢ log c Inhibice @istu (%)
(mg/l)
100 2 6,02
kontrola -

72h IC 50 > 100 mg/|
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5.5 Testy toxicity na hnojivech

Bylo otestovano & hnojiv. Phbeh tesfi na étyfech pouzitych organismech je

zaznamenan v tabulkach 57 — 76.

5.5.1 Vzorek &. 14 -Hnojivo - MO COVINA

Tab.¢. 56: Limitni test s Artemia salina (vzorek14)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 3 10
kontrola 30 3 10

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 57: Limitni test s Daphnia magna (vzorékl4)

Koncentrace testované Patet Imobilizace
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/l

Tab.¢. 58: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorek14)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 7 0 0
kontrola 7 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 59: Limitni test s Desmodesmus subspicatus (vzorek)

Koncentrace ¢ log c Inhibice @istu (%)
(mg/l)
100 2 -1,2 (stimulace)
kontrola -

72h IC 50 > 100 mg/I
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5.5.2 Vzorek &. 15 -Hnojivo — LEDEK AMONNY S DOLOMITEM

Tab.¢. 60: Limitni test s Artemia salina (vzorek15)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 5 16,7
kontrola 30 3 10

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 61: Limitni test s Daphnia magna (vzorékl5)

Koncentrace testované Patet Imobilizace
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/l
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Tab.¢. 62: Zakladni test s Poecilia reticulata (vzor@kL5)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich Probity
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I log c ks ks %
100 2 7 5 71,4 5,55
90 1,954 7 5 71,4 5,55
80 1,903 7 3 42,9 4,82
70 1,845 7 1 14,3 3,93
60 1,778 7 0 0 0
kontrola - 7 0 0 -

Tab.¢. 63: Limitni test s Desmodesmus subspicatus (vzorek)

96h LC 50 = 87,1 mg/|

Koncenl tiace [ mg/l]

60 64

72 76 80 a4 a8 92 96

100

Obr. ¢. 35: Z&kladni test s Poecilia reticulata (vzorek5)

Koncentrace ¢ log c Inhibice tistu (%)
(mg/l)
100 2 14,05
kontrola - -

72h IC 50 > 100 mg/I
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5.5.3 Vzorek €. 16 -Hnojivo — BOROSAN Forte

Tab.¢. 64: Limitni test s Artemia salina (vzoré&kl6)

Koncentrace testované

Patet

Mortalita testovacich

latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 5 16,7

kontrola 30 3 10

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 65: Limitni test s Daphnia magna (vzor&kl6)

Koncentrace testované

Patet

Imobilizace

latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/|

Tab.¢. 66: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorek16)

Koncentrace testované

Patet

Mortalita testovacich

latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 7 0 0

kontrola 7 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 67: Limitni test s Desmodesmus subspicatus (vzorek)

Koncentrace ¢ log c Inhibice @istu (%)
(mg/l)
100 2 14,53
kontrola

72h IC 50 > 100 mg/I
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5.5.4 Vzorek €. 17 -Hnojivo - DAM

Tab.¢. 68: Limitni test s Artemia salina (vzoré&kl7)

Koncentrace testované

Patet

Mortalita testovacich

latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 3 10

kontrola 30 3 10

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 69: Limitni test s Daphnia magna (vzorékl7)

Koncentrace testované

Patet

Imobilizace

latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/|

Tab.¢. 70: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorek17)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 7 0 0
kontrola 7 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 71: Limitni test s Desmodesmus subspicatus (vzorek)

Koncentrace ¢ log c Inhibice @istu (%)
(mg/l)
100 2 11,34
kontrola -

72h 1C 50 > 100 mg/I
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5.5.5 Vzorek ¢. 18 -Hnojivo — WUXAL SUS Kombi Mg

Tab.¢. 72: Limitni test s Artemia salina (vzor&kl8)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 1 3,3
kontrola 30 3 10

48h EC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 73: Limitni test s Daphnia magna (vzor&kl8)

Koncentrace testované Patet Imobilizace
latky (c) nasazenych org. testovacich org. za
48 h
mg/I ks ks %
100,0 30 0 0
kontrola 30 0 0

48h EC 50 > 100 mg/|

Tab.¢. 74: Limitni test s Poecilia reticulata (vzorek18)

Koncentrace testované Patet Mortalita testovacich
latky (c) nasazenych org. org. za 96 h
mg/I ks ks %
100,0 7 0 0
kontrola 7 0 0

96h LC 50 > 100 mg/I

Tab.¢. 75: Limitni test s Desmodesmus subspicatus (vzoreR)

Koncentrace ¢ log c Inhibice @istu (%)
(mg/l)
100 2 1,5
kontrola
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6 Diskuse

6.1 Optimalizace metody

Zabronozky solné prokazuji vysokou odolnost pramezi hodnot pH od 5 do 9
(viz Obr. ¢. 7). Pro ostatni organismy jaq@lepsano optimalni pH kontrolnich vzork
7,6 - 8. UArtemia salinaby podle vysledik mohla byt tato hodnota sniZzena i o dva
stupre.

Délku testu u ZabronoZek jsem zvolila 48 hodin.oTdbba se v podminkach
laboratde zdala jako nejidealjsi a zaroveé se shodovala s délkou testu na druhém
testovaném bezobratlém organismu, kterym byla dafdalsim dvodem byla velka
mortalita ZabronoZek v kontrolnich stanovenich pt$ithcasovém tseku (KO et al.,
2001).

Je v8ak mozné upravit sloZzerédici vody a Zabronozkyfigrmovat a tim
prodlouzit dobu testovani (DMOAK et SUCMAN, 2001).

6.2 Citlivost zabronozek na refereréni latku

Testy s referatni latkou (dichroman draselny) na ZabronoZzkach nuyjplvelky
skok v citlivosti mezi rybami a dafniemigsami). U ryb vychazi toxicita na tomto
standardnim toxikantu ftAd az dva vySsi, kdezto u dafnii jsou vysledky setieach

mg.r™.

6.3 Srovnani citlivosti jednotlivych testovanych organsmi

Nejmeére citlivym testovacim organismem je ten, ktery padsig/nejvyssi hodnoty
EC50 (LC50, IC50). Bylo zjigho, Ze na pracich prdgsticich nejvyssi hodnoty LC50 a
IC50 poskytuji testy na rybachiasach, tudiz jsou tyto testovaci organismy nefmén
citlivé k testované latce.

Dle zjis&nych hodnot EC50 bych jako nejvice citlivé organisma praci
prostedky oznaila dafnie a Zabronozky.

Zabronozky v&chto testech prokazaly pémé stejnou odolnost jako dafnie.
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U pesticidi byla situace podstainjind. Jako nejvice odolné se prokazaly
Zzabronozky. Nejlite dopadlytasy, coz je pochopitelné z hlediska toho, Zersggz e
jednalo o herbicidy.

Nejméreé Skodlivou skupinou latek se pro testované orgayigevi hnojiva.
Krome jednoho ukazatele (vikab.¢. 76) lezi vysledna EC (LC, IC) 50 nad hodnotou
100 mgl/l.

Tab.¢. 76: Prehled vysledk

A.salina | D.magna | P.reticulata| D. subspicatus
48n EC 50, 48h EC50| 96hLC50 | 72hIC50
Toxikant mg/l mg/I mg/I mg/l

Vzoreke. 2 12,8 14,1 30,0 44,2
Vzoreke. 3 9,6 14,5 29,9 36,6
Vzoreke. 4 10,1 14,7 37,8 30,1
Vzoreke. 5 18,9 19,8 28,9 64,4
Vzoreké. 6 >100 > 100 > 100 > 100
Vzoreké. 7 > 100 > 100 > 100 > 100
Vzoreké. 8 > 100 > 100 > 100 >100
Vzoreké. 9 >100 > 100 > 100 > 100
Vzoreke. 10 | > 100 59,9 67,8 0,1
Vzoreke. 11 | > 100 > 100 32,3 0,04
Vzoreke. 12| 524 22,8 20,8 0,05
Vzoreke. 13 | > 100 > 100 > 100 > 100
Vzorek¢. 14 > 100 >100 > 100 >100
Vzoreké. 15 > 100 > 100 87,1 >100
Vzoreké. 16 | > 100 > 100 > 100 > 100
Vzorek¢. 17 > 100 > 100 > 100 >100
Vzoreke. 18 | > 100 > 100 > 100 > 100
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6.4 Test sArtemia salina z hlediska nakladi

Test akutni toxicity na ZabronozZkach je z ekonosiick hlediska pro uziti
v ekotoxikologickych laboratich velice vhodny. Vajka Artemia salinase daji bez
problému zakoupit v akvaristickych pebach. Pfizovaci cena je, s ohledem na to, Ze
vajicka za vhodnych podminek vydrzi cely rok, zanedbatelZabronozky se
v laboratdich nechovaji, jako je tomu niap dafnii a ryb, proto odpada prace s jejich
obhospod#&vanim (krmeni atd.). Manualni pracé provadni testi vSak vyzaduje
piesnost a sousdni. To je hlavnim faktorem, ktery udava cenu zatytgsro
potencialni zakazniky.

O pouzivani&chto finargn¢ i ¢aso¥ nenargnych test je dobré do budoucna

uvazovat.
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7 ZAavér

V ramci této diplomové prace bylo otestovano osmaciwh prosedki, ctyii
pesticidy a pt hnojiv pomocictyi ekotoxikologickych test (test na Zabronozkéach,
dafniich, rybach #&asach).

K ovéteni spravné reakce testovanych orgafidogly dale provedeny testy
s refereqini latkou dichromanem draselnym.

Tii testované praci prastdky (vzorky¢. 2, 4 a 5) lze dle celkové ekotoxicity
klasifikovat jako Skodlivé pro vodni organismy, ceyjadiuje R Wta R-52. Jednomu
pracimu prosedku (konkréta se jedna o vzorek. 3) by se podle vysledku testu na
Zabronozkach muselaifadit R Wta R-51, ktera zrih, Ze latka je toxicka pro vodni
organismy. Zbylé poloviapracich prosedki nelze piradit Zadnou z Rd&t a nejsou pro
vodni organismy Skodlivé.

Ze skupiny pesticiil jsou herbicidy vysoce toxické pro vodni organismy
(R — 50), i kdyz zabronozky ¥¢hto testech dopadly relat&ndokie. Jediny
z testovanych insekticidnema Skodlivy vliv na Zabronozky ani na zadny taipdéch
testovanych organisim

Hnojiva dopadla ze vSech skupin otestovanych lagglépe. Pouze o jednom lze
fici, Ze je Skodlivé pro vodni organismy.

V neposledniact bylo zjiS€no optimalni pH pro Zabronozky, které se nachazi
v rozmezi hodnot 5 - 9.

Tato diplomova prace prokazala, ze kazda chemiékiéalpisobi na kazdy
organismus jinak a je tedy nezbytné jejich testoeamzsiovani souboru test

Zabronozky solné jsou vhodnym organismem, ktery sey mohl vyuzivat
v ekotoxikologii. Pro masové vyuZziti je vSak fadina standardizace metody.

V této diplomové praci bylo dosazeno vSededem definovanych il bez

vétSich problém.
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