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ANOTACE

Prace se zabyva ekotoxikologii, jeji legislativou a testovanim ekotoxicCity barviva Reactive
Yellow 85. V praci jsou popsany zakladni vlastnosti testovaného barviva, principy

ekotoxikologickych testil na dafniich a fasadch a zhodnoceni vysledka toxicity barviva.
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TITLE

Ecotoxicological testing on an example of adye

ANNOTATION

The thesis deals with ecotoxicology, its legislation and the ecotoxicity test of Reactive Y ellow
85. The thesis describes the basic properties of the tested color, the principles of

ecotoxicological tests on daphnia and algae and the evaluation of the toxicity of dye toxicity.
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0 UVOD

Do zivotniho prostfedi se dostdva nebo uvoliiuje ohromné mnozstvi riznych znecistujicich
atoxickych latek. V mensi mife to mohou byt produkty ptirozenych procesu, avSak v drtivé
vétsing piipadd se jednd o latky pochazejici z oblasti lidské ¢innosti. Dostavaji se tak do
okolniho prostfedi latky, které jsou at’ uz svym ptivodem, mnozstvim ¢i mistem vzniku Skodlivé

pro zivotni prostiedi.

Na zakladé svych fyzikaln¢-chemickych vlastnosti jsou transportovany do jednotlivych slozek
prostiedi (vzduch, voda, ptida, horniny, sedimenty), kde se ucastni biogeochemickych cyklt.
Voda a vzduch mohou transportovat latky velmi rychle, zato pida, ve které je transport latek
pomalejsi, mize tyto latky akumulovat. Diky propojeni a ndvaznosti biochemickych procest
se latka dostane i do jiného prostiedi, nez které puvodné kontaminovala Do organismu Se
dostavaji potravou, dychénim, ale i jinymi cestami a poté dochézi k jejich pfeméné bud’ na

neskodné metabolity, nebo se vytvori Skodlivé produkty.

Xenobiotika mohou mit na organismy rizny vliv, letdlni ¢i subletalni ucinky a u nckterych
dochazi k biotransformaci, bioakumulaci a také k pfenosu potravnim fetézcem na dalsi
organismy. Tento proces vyvola nasledné odezvu v postizené populaci, spoleCenstvu a
ekosystému. Muize tak dojit k postupné kontaminaci vSech slozek zivotniho prostfedi a tim
padem ke zniceni celého ekosystému. Proto je dlilezité znat ucinky produktti lidské ¢innosti na

zivotni prostfedi. Témito uCinky se zabyva ekotoxikologie a ekotoxikologické biotesty.

Cilem bakalafské prace je zjiSténi toxicity reaktivniho azobarviva Ostazinové Zluti. Toxicita

bude testovana pomoci ekotoxikologickych biotestli vychazejicich z metod OECD.
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1 LEGISLATIVA TYKAJICI SE EKOTOXICITY A JEJIHO
TESTOVANI

1.1  Organizace pro ekonomickou spolupraci arozvoj (OECD)
1.1.1 Vznik, cile afunkce

Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj je mezinarodni vladni organizace se sidlem
Vv Pafizi. Vznikla v roce 1961 zakladajicim dokumentem Snazvem ,,Konvekce o OECD* jako
nastupce Organizace pro hospodaiskou spolupraci v Evropé, ktera se zabyvala povalecnym

hospodafstvim a jeho obnovou. Byla vytvoiena jako ekonomicky protéjsek NATO [1].

Jejim hlavnim cilem je koordinace politiky jednotlivych stati za u¢elem ekonomického rozvoje
¢lenskych i neclenskych statii. Ackoliv jsou v této organizaci zastoupeny nejvyznamnéjsi zeme
svéta a tim padem 1 vétSina zboZi i sluzeb, tak mé vyznamny vliv 1 na mezinarodni ekonomiku

aobchod.

OECD se ale nezabyva jen politikou a ekonomikou. Nejvyspélejsi staty zde porovnavaji své
¢innosti i v fad¢é jinych oblasti jako je napiiklad vzdélavani, véda, zeméd¢€lstvi a Zivotni
prostiedi.

NejvySsim organem této organizace je Rada OECD. Tato rada je sloZena z velvyslanct

Clenskych stath a zastupce Evropské komise. Dale ma spoustu vybori, kde se schazi odbornici

z Clenskych zemi a diskutuji postupy [2].

1.1.2  Clenské staty

OECD byla zalozena 20 staty. K poc¢atku roku 2017 ma 35 ¢lenskych statl. Jedna se o pfijeti

dal$ich dvou — Ruské federace a Kolumbie.

Tato organizace spolupracuje s Evropskou komisi a i staty, které nejsou ¢leny, jako naptiklad

Brazilie, Indie &i Cinska lidova republika [2].
1.1.3 Ceska republikaa OECD

Ceska republika se stala ¢lenem organizace 21. 12. 1995, podepsanim piistupové listiny ke
Konvekci o OECD. Podpisem se zavazuje k plnéni pozadavki a snaze dosdhnout cil

organizace [1].
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Piedtim nez se Ceskd republika stala ¢lenem OECD Stouto organizaci dlouhou dobu

spolupracovala, a to uz za dob Ceskoslovenska.

1.2 REACH

REACH je zkratka né€kolika anglickych slov — Registration, evaluation and authorisation of

chemicals, coz v piekladu znamena registrace, hodnoceni a autorizace chemikalii.

Jedna se o Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1907/2006, o registraci, hodnoceni,
povolovani a omezovani chemickych latek, o zfizeni Evropské agentury pro chemické latky.

Veslo v platnost 1. 7. 2007 [3].
1.21 Cile

Cilem nafizeni REACH je:

zabezpecit ochranu zivotniho prostiedi a zdravi

- aby producenti a dovozci nesli odpovédnost za pochopeni a fizeni rizik s uzivanim
chemickych latek

- povolit volny pohyb chemikalii na trhu EU

- vyuzivat alternativni metody posuzovani nebezpecnych vlastnosti latek (omezeni

pouzivani pokusnych zvitat) [4]

Obecné plati pro vSechny chemikalie, ale nékteré jsou z tohoto nafizeni vyjmuty. Jedna se
napiiklad o odpady, radioaktivni latky, 1éCiva, ucinné latky biocidti nebo nebezpecné latky

obsazené v nékterych pripravcich [5].

Toto nafizeni pomahd i1 v konkurenceschopnosti podnikili, protoze kontroluje latky a jejich

vyrobu a podporuje inovace ve vyrobg.

Aktudlné je na seznamu latek podléhajicich povoleni 31 poloZek, mezi které patii napiiklad

kyselina trihydrogenarseni¢na. Ta se pouziva jako ptisada do rodenticidi a jinych pesticida [6].
1.2.2 Princip, postup

Natizenim jsou stanoveny podminky, povinnosti a pravomoci dotéenych osob, coz jsou vyrobci
a dovozci, v procesu registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek.

Nasledny uzivatel je od toho osvobozen.
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Povinnost se tyka zjiStovani a poskytovani udaji o latkach vyrabénych nebo dovazenych
v mnozstvi nad 1 t/rok. I pomoci téchto idaji jsou hodnoceny nebezpecné vlastnosti latek a to,

zdaregistra¢ni dokumentace souhlasi s pozadavky nafizeni. Toto ma na starosti agentura ECHA
[3l.

ECHA — Evropska agentura pro chemické latky je hlavnim organem pfi uplatiiovani pravnich
ptedpistt EU o chemickych latkach. Pomaha podnikiim tyto pfedpisy dodrzovat, poskytuje o

nich informace a muze je i zakazat [6].
1.2.3 Dtsledky natizeni REACH

Pro spolecnosti to ma spiSe negativni disledky, spojené s vétsi administrativou a finanénimi
naklady, a to dokonce i1 pro ty, u kterych by se souvislost schemickymi latkami

neptfedpokladala.

Ale diky spravné identifikaci latky muzeme sdilet informace, a tim napiiklad zamezit
zbyte¢nym testiim na zvitatech. Identifikace latky je proces, kde je stanovena identita latky, coz

je jeji chemicky nazev, ¢islo, chemické slozeni [6].
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2 EKOTOXIKOLOGIE

Ekotoxikologie je véda, ktera se zabyva negativnim pisobenim toxikantti nabiosystémy. Tento
pojem vznikl sloZzenim ekologie atoxikologie [7]. Ekologie je véda zabyvajici se vzajemnymi
vztahy mezi zivymi organismy navzajem a prostiedim v némz ziji [8]. Toxikologie je obor,
ktery se vénuje Skodlivému piisobeni latek na organismus [9]. Pojem ekotoxikologie byl poprvé
pouzit v roce 1969 ¢lenem francouzské védecké akademie René Truhautem. Kromé toho, ze

studuje ucinky latek, tak se také zabyva monitoringem.

Ekotoxikologie ale také vyuziva poznatky zjinych védnich obort, jako je napt. chemie,

matematické modelovani, fyzika, geologie, klimatologie a mnoha dalsich [7].
2.1  Vyznam ekotoxikologie

Hlavnim cilem ekotoxikologie je studium a roz§ifovani poznatkli o ptisobeni chemickych latek
ptitomnych v prostfedi na zivé systémy od buiiky az po biosféru. Z praktického hlediska jsou

tu dva hlavni cilové objekty:

- Ekosystémy — pfirodni i antropogenni

- Clovek — jako jedinec i jako cela spoleénost

Testovani riznych latek ma vyznam nejen v ochrané Zivotniho prostfedi, diky toxickym
ucinklim mohou mit latky i1 hospodaisky dopad. Jejich plisobenim se miize omezit schopnost
plnit pro cloveéka dulezité funkce, jako naptiklad poskytovani kvalitni pitné vody ¢i

zemédelskych produktd [10].

Rovnovaha v biosystémech ale nemusi byt narusena jen v ramci vody nebo pudy. Napiiklad
toxicky stres predatorti vede ke snizeni jejich aktivity, coz znamena pfemnozeni jejich kofisti.

Ve vysledku to mtize ovliviiovat i ¢lovéka a jeho zemédélskou ¢innost [10].
2.2  Rozdéleni ekotoxikologie

Ekotoxikologické problémy muizeme rozdélit podle toho, zda se zabyvaji minulosti ¢i

budoucnosti, do dvou skupin.

a) Retrospektivni ekotoxikologie hodnoti latky jiz pouzivané nebo ¢innosti provozované
v minulosti. Patfi sem i hodnoceni starych ekologickych zatézi.
b) Prospektivni ekotoxikologie se zabyva prevenci, tzn. testovanim novych produkta
pred zacatkem pouzivani [7].
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3 TOXICITA A EKOTOXIKOLOGICKE BIOTESTY

Pomoci chemické analyzy latek, pfipravki ¢i napiiklad vod sice zjistime informace o jejich
nebezpecnosti, ale nemizeme podle nich zjistit nic o toxicité jednotlivych latek. Z tohoto
divodu se pouzivaji testy ekotoxicity neboli ekotoxikologické biotesty. Pomoci biotestu
stanovime mnozstvi latky v prostfedi na zakladé reakce zivého organismu. Sledujeme jeho
reakce na pusobeni prostfedi a poté vyvodime riziko pro organismy zijici v pfirozeném
prostiedi. Vyhodou ekotoxikologickych biotestli je schopnost vypovidat o vlivu znecisténi
komplexné, v celém jeho objemu, se vSemi vlivy mezi jednotlivymi zneciStujicimi
komponenty. Hlavni vyznam je v tom, ze zjistime souhrn G¢inkd vSech latek, a to i latek, které
chemicka analyza neprokazala. Testy provadéné na vodnich organismech jsou vhodné pro

hodnoceni nové vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek, odpadu ze skladky,

havarii priniku odpadnich vod do povrchovych ¢i podzemnich vod apod. [11].
3.1 Kladfikace toxickych latek

Klasifikace je zhodnoceni nebezpetnych vlastnosti latky nebo smési. Jejim vysledkem je

ptidéleni piktogramu a ¢iselného ¢i pismenného oznaceni (Obrazek 1).
3.1.1 Smérnice pro nebezpecné chemické latky a ptipravky — DSD a DPD

Smérnice pro nebezpecné chemické latky (DSD — Dangerous Substance Directive) a smérnice
pro nebezpecné chemické ptipravky (nyni nebezpecné smési) (DPD — Dangerous preparation
Directive) obsahuji znaceni pomoci pismenného symbolu a dale seznam R-vét (pro oznaceni je

to vystrazny symbol) a S-vét. Postupné byly tyto smérnice nahrazovany nafizenim CLP [12].
E 0 F+ F c
wybusny oxidujici extrémé hoflavy  wysoce hoflavy Firavy
T+ T xn Xi N
nebezpeény pro

vysoce toxicky toxicky zdravi Skodling draZdney Fivotni prostiedi

Obrazek 1 — Piktogramy podle smérnic DSD a DPD [13]
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3.1.2 Klasifikace, oznadovani abaleni latek asmési — CLP

Natizeni EU se zkratkou CLP (Classification, Labelling and Packaging of substances and
mixtures) vstoupilo v platnost v lednu 2009. Zkratka CLP v ptekladu znamena klasifikaci,
baleni a oznacovani. Jeho obsahem je seznam standardnich vét o nebezpec¢nosti (H-vEt), seznam
pokynl pro bezpecné zachazeni (P-vét), vystrazné symboly (obrazek 2) a tfidy a kategorie

nebezpecnosti (tabulka 1) [4].

Tabulka 1 — Vybér z ptehledu tiid nebezpednosti a kategorii nebezpecnosti a piktogramii [14]

Kdd tridy a
) Kéd grafického
Trida nebezpeénosti kategorie Signalni slovo
symbolu

nebezpecnosti

STOT SE1 GHS08 Nebezpeci
Toxicita pro specifické cilové

) . STOT SE 2 GHS08 Nebezpeci

organy — jednorazova expozice

STOT SE3 GHS07 Varovani
Toxicita pro specifické cilové | STOT RE1 GHS308 Nebezpeci
organy — opakovand expozice | STOTRE2 | GHS08 Varovéni

SO O

GHSO01 - vybusné = GHSO02 - hoflavé | GHSO03 - oxidaéni | GHS04 - plyny pod | GHSO05 - korozivni a
latky latky latky tlakem Ziravé latky

SO P

N S GHS08 - latky GHSO09 - latky
GHSO06 - toxické | GHSO07 - drazdivé ok S0
| i nebezpeéné pro nebezpeéné
latky latky , .. , oo
zdravi pro Zivotni prostredi

Obrazek 2 — Vystrazné symboly podle CLP [15]
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3.2  Toxikologické indexy

Utinek toxicity je mozné charakterizovat kvantitativng i kvalitativng. Kvalitativné hodnotime

to, jak pisobi na organismus. Kvantitativni u¢inek charakterizujeme pomoci indexu toxicity.

vvvvvv

podminky jejich stanoveni — typ organismu, doba expozice a zpusob vstupu do organismu.

Aby se vyloucil vliv velikosti organismu, tak se toxické davky vztahuji na 1 kg [16].
3.2.1 Letalni indexy

Jsou to indexy akutni toxicity, které¢ vyjadiuji letalni neboli smrtelnou davku ¢i koncentraci.

Slouzi ke klasifikaci latek na zdravi Skodlivé, netoxické, toxické a vysoce toxickeé.

L Dso— stfedni smrtici (letalni) davka; davka, pii které se ocekava 50% mortalita, vyjadiuje se

v mg.kg?, coz je hmotnost toxické latky ku hmotnosti organismu (tabulka 2).

L Cso — stiedni smrtici (letalni) koncentrace; koncentrace, pti které se ocekava 50% mortalita,

vyjadiuje se v mg.m™ nebo ppm [16].

Tabulka 2 — Klasifikace latek dle akutni oralni toxicity [16]

Toxick Litka LDsy Priblizné odpovidajici
' (per os - poZiti) smrtelnd divka pro flovéka
- ) : Spetka (cca (.1 g)
~ 5 s |
supertoxickd > mgkg” améné nikotin, botulotoxin, stryvchnin
. . _ . 7 kapek aZ cajova lzicka (4 ml)
. d 5 _ 1 s
extrémneé toxicka 5-50mgkg kyanid draseing, fenol
siln toxicks 50 - 500 mg kg polévkova Izice (30 g)
methanol, morfin, paracetamol
. —_ - N alek (250 g)
& toxick: 0,5-5gkg”
e toxicka = ERE ethvlenglvkol, chlorid sodny
. - -1 0.5az 1 litr
milo toxickd S-15gke ethanol, aceton
prakticky netoxicka 15 g.kg" a vice vice jak litry r}ebu kllngmrrny
- glycerol, siran barnaty

3.22 Efektivni indexy

Tyto indexy vyjadiuji efektivni davku (effective dose) ¢i koncentraci (effective concentration),
pfi které reaguje dany pocet jedincti (polovina, v§ichni nebo zadny jedinec) na néjaky obecny,

pfedem sledovany Ucinek (hepatotoxicky, inhibi¢ni, smrtelny atd.).

EDso — stiedni u¢innd davka neboli davka, pti které se ucinek projevi na 50 % sledované

populace, vyjadiuje se v mg.kgt.
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ECso— stiedni ucinna (efektivni) koncentrace neboli koncentrace, pii které se sledovany ucinek
projevi u 50 % sledované populace; vyjadiuje se v mg.m3[16].
3.2.3 Dalsi toxikologické indexy

NOAEL — (No Observable Adverse Effect Level) neboli nejvyssi davka, pii které nebyl

pozorovan toxicky ucinek na testovany organismus.

LOAEL — (Lowest Observable Adverse Effect Level) neboli nejnizsi davka, pii které byl

pozorovan toxicky Gc¢inek na testovany organismus [16].

3.3  Rozd¢leni ekotoxikologickych testl

Ekotoxikologické testy mizeme rozdélit podle riznych kritérii, naptiklad podle doby expozice

dané latky, podle prostiedi, ve kterém ptisobi nebo podle tirovné testovaného systému [10].

3.3.1 Rozd¢leni podle doby expozice

AKutni testy

Akutni testy toxicity jsou kratkodobé testy, které popisuji t¢inky latky béhem kratké doby. Tyto
testy se vyhodnocuji po 24-72 hodinach nebo az po 96 hodinach od expozice. Pomoci akutniho
testu toxicity se nejcastéji stanovuje mortalita (dmrtnost), kterd se vyjadiuje v hodnotach LCso

(obrazek 3) nebo LDso [17], [18].

#adny Gcinek rostouci uéinek maximalni géinek
100 = e

k (%)

ucine
@
A

T

LD, LDgg davka

Obrazek 3 — Zavislost LDsp hau¢inku [16]
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Subchronické (subakutni) testy

Pti subchronickych testech se latka podava testovanému zviteti po dobu 10 % délky jeho Zivota,
coZ je u laboratornich hlodavcii po dobu tii az péti mésicti. Pokud se latka podava kratsi dobu,
tak tyto testy nazyvame subakutni. Subakutni testy toxicity trvaji 28-90 dni. U obou typti jsou
zvitata opakované vystavovana pusobeni testované latky. Pouzivaji se mnohem nizsi
koncentrace latek nez u testovani akutni toxicity. Vysledkem subchronickych testii jsou
hodnoty LOAEL aNOAEL. Vysledky subchronickych testii se pouzivaji pro navrhovani testi
chronickych. Zavislost u¢inku na davce s hodnotami NOAEL a LOAEL je znazornéna na

obrazku 4 [10], [16], [17].

Zadny Ocinek rostouci Géinek maximalni Gcinek
100 =g " ™ .

o : ;
Q ! |
L 504 i i
W i i
= | e

| prah G&inku | i

I | davka
NOAEL LOAEL

Obrazek 4 — Zavislost G¢inku na davce [16]
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Chronické testy

Pti chronickych testech jsou zvifata testované latce vystavena dlouhou dobu. Musi to byt
alespon 3 mésice, ale Casto jsou vystavena po celou dobu svého dospélého Zivota. Latka se
zvitatiim podéva pravidelné a sleduji se zmény na zvitatech, jako naptiklad ubytek hmotnosti,
vypadavani srsti, snizeni porodnosti a samoziejmé jejich mortalita. Zjistuji se informace o
dlouhodobém pulisobeni latek na organismus. Vysledkem jsou, stejn¢€ jako u subchronickych

tesu, hodnoty LOAEL a NOAEL [17], [18], [19].

3.3.2 Rozdéleni podle prostiedi
Akvatické testy

Tyto testy se pouzivaji pro hodnoceni vlivu testované latky ve vodnim prostfedi. Jsou to
nejroz§ifenéjsi testy ekotoxicity, pouzivaji se pro hodnoceni nové vyvinutych a do praxe
zavadénych chemickych latek, odpadi ze skladky ¢i povrchovych a podzemnich vod.
Akvatické biotesty byly prvni testy, které byly pouzity pro hodnoceni ekotoxicity. Akvatické
testy miizeme dale rozdé€lit naptiklad podle usporadani na statické, statické s obménou média

neboli semistatické, necirkulacni a pratocné.

Pti statickych akvatickych testech nedochazi k vymeéné roztok, a proto jsou zde mozné zmény
koncentraci a kysliku. Pfi statickych testech s obménou média se tato obména provadi v

definovanych ¢asech, napiiklad jednou za 24 hodin [10], [11].
Terestrické testy

Tyto testy hodnoti skodlivé vlivy latek na suchozemské organismy. Tyto testy se miiZou
aplikovat v pudach ¢i sedimentech, pisobenim ze vzduchu ¢i davkovanim do potravy.

Jsou vhodné i pro latky které jsou hydrofobni nebo se ve vodé $patné rozpousti [10], [11].
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3.4  Obecny postup pfi testovani

Doporuc¢eny postup pii ekotoxikologickém testovani je znazornéna na obrazku 5.

Odbér vzorku

Prediiprava vzorku

Limitni test

Odpovéd > 50% +

Ovérovaci test

|

- Orientacni test
l Odpovéd < 50%

Zakladni test

h

> Hodnoceni

Obrazek 5 — Doporuceny sled ekotoxikologickych testl [10]

Odbér vzorku
Pokud se vzorek odebird z prostfedi, tak musi odbér probéhnout podle postupli popsanych

v normach CSN.

Prediprava vzorku

Vzorek se upravuje proto, aby byl biotest snadné&ji proveditelny. Zptsob ptedipravy se voli
Sohledem na stanovovanou latku, protoze tim mtizeme ovlivnit vysledek testu. Pouziva se
napiiklad tepelna Uprava, zména pH nebo probublavani vzduchem, ¢imZ se odstrafiuje
prebytecny chlor a zabezpecuje dostatecny obsah kysliku.

Limitni (pfedbéZny) test

V tomto testu mame vzorek o neznamé toxicite, ktery podrobime prvni zkousSce s testovacimi
organismy. Test se provadi pfi koncentraci 100 mg-I"t. PouZivaji se dvé paralelni nasazeni
sedvéma kontrolami. Zjistujeme reakci testovacich organismi, zda latka vykazuje toxické
ucinky. Pokud ne, tedy pokud nedojdu k uhynu zddného organismu, test hodnotime jako

negativni a zahajime ovérovaci test. Ale kdyz k thynu dojde, tak provedeme predbézny test.

25



Ovérovaci test

Po negativnim vysledku pfedbézného testu nasleduje test oveétovaci, pomoci kterého ovétime
negativni vysledek. Ovéfuje se v 6 paralelnich nasazenich. Nebude-li thyn vétsi nez 10 %
oproti kontrole, je vysledek hodnocen jako negativni a dalsi testovani se neprovadi. V opa¢ném
ptipad¢ je vysledek pozitivni. Dalsi postup zalezi na tom, zda byl thyn vétsi ¢i mensi nez 50
%. Pokud byla mortalita niz$i nez 50 %, tak se vysledek zaznamena do protokolu a dalsi testy

se neprovadi. Je-1i thyn vyss§i nez 50 %, pokraujeme orienta¢nim testem.

Orienta¢ni (pfedbéZny) test

Ugelem tohoto testu je uréeni rozmezi koncentraci, ve kterém lze oéekavat hodnotu ECso (1Cso,
LCso) testované latky. Pouziva se zde zpravidla 10 koncentraci vodného vyluhu, volenych v
Sirokém rozpéti, ale Smalym poctem testovacich organismil vV kazdé koncentraci. Dal§im cilem

je zjisténi hodnot NOAEL a LOAEL. Na zéklad¢ vysledku se voli koncentrace pro test zakladni.

Zakladni test

Tento test slouzi k vlastnimu ur¢eni hodnoty ECsp (LCso, ICs0). Test se sklada zpravidla ze
sedmi riznych koncentraci v rozmezi stanoveném orientacnim testem. Pro kazdou koncentraci
se nasazuji 2-3 paralelni stanoveni. Po 24, 48 nebo 72 hodinach se odecitd pocet uhynulych
nebo imobilizovanych organismi. Ze zjiSténych udaji se potom vypocitd hodnota ECso. Na
pocatku 1 konci testu se zapisuje teplota, koncentrace rozpusténého kysliku a hodnota pH

v kazdé testované koncentraci.

Volba fedici fady

Kvalitni vysledek ekotoxikologického biotestu zalezi na spravné volbé koncentracni tady
(obrazek 6). Ze statistického hlediska je tieba, aby se dodrzely uréité zasady ptipravy fedici
koncentra¢ni fady. Jde o to, aby byla ziskana data pfijatelnd pro vypocet toxikologickych
indexii. Testované koncentrace by mély zahrnovat letalni i takovou koncentraci, pfi které nejsou
viditelné Zadné toxické ucinky. Idealni koncentracni fada by méla mit jednu koncentraci
blizkou ECspa ostatni koncentrace symetricky rozmisténé kolem této hodnoty. Jako nejvyssi a
nejniZz§i koncentrace fedici fady se voli limitni koncentrace zjiSt€na orienta¢nim testem.
Obvykle se testuje alespon pét koncentraci. Pokud pouzijeme méné, je tfeba toto rozhodnuti

oduvodnit.
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Redici fada by méla byt geometricka, zpravidla skoeficientem fedéni od 10 do 2. Kazda
koncentrace by méla byt k-krat vétsi nez ta predchozi. Koeficient k se vypocita pomoci vzorce
1,

OCyo

l

n-—1

kde:
N — pocet méteni

OCo — nejvyssi koncentrace latky, pii které jesté nedochazi k thynu ¢i imobilizaci organismt

A4

100

90 -
804 Nepisobi
toxicky

Pusobi

letalné
70

60
501
40 4
30
204
10+

Piredpokladany dhyn

Odhad EC_,

\ 4
oC oC

0 100

Vzristajici log koncentrace

Obrazek 6 — Zpusob volby testovanych koncentraci v intervalu OCp az OC100[20]
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4 REAKTIVNI AZOBARVIVA

Azobarviva jsou organické slouceniny, jejichz charakteristickym znakem je pfitomnost jedné a
vice azoskupin (—N=N-), které jsou vétSinou navazany na benzenové jadro. Azoslouceniny
jsou syntetické latky, tudiz se v piirodé nevyskytuji. Reaktivni azobarviva se nazyvaji
reaktivnimi proto, Ze chemicky reaguji s vldknem a mezi chromoforem (¢éstici odpovédnou za
absorbci zafeni, tedy zplsobujici barevnost) a vldknem vznikne kovalentni vazba. Tato vazba
tim vétsi oblibé, a to nejen diky nizké cené. Vraci se zpét na trh z ekologickych a zdravotnich
diivodti, protoze kovokomplexni barviva obsahujici Co?* a Cr®* jsou postupné zakazovana

z divodii své toxicity [22], [23].
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5 TESTOVANA LATKA —- REACTIVE YELLOW 85

Testovanou latkou je Ostazinova zlut' (Reactive Yellow 85), ktera je zafazena do chemické

tiidy reaktivnich azobarviv (tabulka 3).
Jedna se o zluty prasek se slozenim:

- Reactive YEIOW ...ocovveeeeeeeeeeee e, 90,0 % (w/w)
- NaCl s 10,0 % (w/w)

Cesky nazev

Ostazinova zlut’ H-8G

Jméno dle [lUPAC (v puvodnim jazyce)

Trisodium 4-{ [4-({ 3-[(4-amino-6-chloro-1,3,5-triazin-2-yl)amino] -4-sulfonatophenyl } amino)-
6-chloro-1,3,5-triazin-2-yl]amino} -6-[ (5-carbamoyl - 1-ethyl -2-hydroxy-4-methyl-6-0xo- 1,6-
dihydropyridin-3-yl)diazenyl]benzene-1,3-disulfonate

Jméno dle CAS:

1,3-Benzenedisulfonic acid, 4-[[5-(aminocarbonyl)-1-ethyl-1,6-dihydro-2-hydroxy-4-methyl-
6-oxo-3-pyridinyl]azo]-6-[[ 4-[[ 3-[ (4-amino-6-chl oro-1,3,5-triazin-2-yl)amino] -4-
sulfophenyl]amino]-6-chloro-1,3,5-triazin-2-yl]Jamino] -trisodium salt [24].

Tabulka 3 — Vybrané charakteristiky Reactive Yellow 85 [24]

Sumarni vzorec C27H24CI2N14012Ss-3Na
Cislo CAS 68110-27-0

Cislo EC 268-516-0

Molekulova hmotnost 969,623 g/mol
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Obrazek 7 — Strukturni vzorec Reactive Y ellow 85 [25]
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6 VALIDACE TESTOVACIi METODY

Podle definice je validace ziskani dikazu ve formé dokumentace, ktery poskytuje vysoky
stupenl jistoty, Ze ur€ity proces bude trvale poskytovat produkt odpovidajici pfedem urcené
specifikaci neboli proces pii kterém se urcuje vhodnost pouziti dan¢ho systému pro ziskani

relevantnich dat. Validaci zvySujeme spravnost vysledkd.

Pro ucely ekotoxikologického testovani zjistime, zda mnozstvi latky, které jsme rozpustili
odpovida koncentraci, kterou pozadujeme. To zjistime analyzou naHPLC (obrazek 8) neboli
kapalinovém chromatografu porovnanim se standardy. Standardy jsou latky, které maji presné
danou koncentraci. Pfed samotnym zahajenim testovani se ptipravi zkusebni médium ¢i voda
srozpusSténou latkou (obrazek 9). Zjistuje se, zda je latka stadld a neméni svou koncentraci

Vv roztocich. To by totiz ovlivnilo vyslednou toxicitu.

Obrazek 8 — Vialky do kapalinového chromatografu [26]
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Obrazek 9 — Koncentra¢ni fada a standardy k validaci [26]

Nazavér se vypracuje validaéni protokol, do kterého se zaznamenavaji nejen zjisténé hodnoty
valida¢nich parametrti, ale také zékladni udaje o analytické metod¢, seznam pouzitych
chemikalii, vzorkl a standardd a seznam pfistroji. Valida¢ni protokol by mél obsahovat
pozadavky na vyhovujici rozmezi vyslednych hodnot, vysledné hodnoty ziskané pti méfeni a
shrnuti, zda vysledek vyhovuje ¢i nevyhovuje. Na zdklad¢ tohoto protokolu se zahaji

ekotoxikologické testovani.
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7 ZKOUSKA AKUTNI IMOBILIZACE DAFNII

Zkusebni metoda nafizeni komise ES ¢. 440/2008 je ekvivalentni testu OECD ¢. 202 ,,Daphnia
sp., Acute Immobilisation Test zroku 2004. Je v ni popsana zkouSka akutni toxicity ke

stanoveni u¢inku chemickych latek na dafnie. Cilem je stanovit hodnotu ECso po 48 hodinach.
Dulezitymi definicemi v této zkousce jsou ECsp aimobilizace:

ECso— koncentrace odhadnutd pro imobilizaci 50 % dafnii béhem stanovené expozi¢ni doby
I mobilizace — dafnie neschopné plavat do 15 sekund po mirném zamichani zkusebni nadoby

jsou pokladany za imobilizované (a to, i kdyz stale jest¢ mohou hybat tykadly).

Pred zacatkem testu musime znat rozpustnost ve vodé a tenzi par zkousené latky. Dale pak
spolehlivou analytickou metodu ke stanoveni koncentrace doty¢né latky ve zkouseném roztoku.

Tim se zabyva validace.

7.1 Pred testem

7.1.1 Referencni latky

Jako referen¢ni latky se pouZzivaji doporucené toxické latky, b€zné€ pouzivané v mezinarodnich
mezilaboratornich zkouskach. Testujeme tim, zda jsou zkuSebni podminky spolehlivé.
K porovnavani se pouziva hodnota ECso. Jako referencni latka se pouziva napiiklad dichroman
draselny K2Cr207, u kterého udava norma ISO 6341 hodnotu ECsp — 24 hodin v rozmezi 0,6
mg/l az 1,7 mg/l.

7.1.2 Kiritéria jakosti
Platnost testu je podminéna splnénim nasledujicich kritérii:

- pfi kontrolach, véetné kontroly se Solubiliza¢nim ¢inidlem, nesmi byt imobilizovano
(vykazovat znamky stresu jako napiiklad odbarveni nebo neobvyklé chovani) vice nez
10 % dafnii

- koncentrace rozpusténého kysliku po ukonceni testu musi byt > 3 mg/l v kontrolni i ve

zkuSebni nadobé.
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7.2  Vybaveni

7.2.1 Aparatura

ZkuSebni nadoby a dalsi aparatura, kterd ptichazi do styku se zkousenymi roztoky, by méla byt
zhotovena ze skla nebo z jiného chemicky inertniho materidlu. Jako zkusebni nadoby se
pouzivaji bézn¢ dostupné sklenéné zkumavky ¢i kadinky. Zkusebni nadoby se prekryvaji, aby
se snizily ztraty vody odparem a kvuli pfedchdzeni vnikani prachu do roztokt. Dal§imi
pouzitymi zatizenimi jsou kyslikova sonda, pH-metr (obrazek 10), termostat, vybaveni pro

stanoveni koncentrace celkového organického uhliku (TOC), vybaveni pro stanoveni chemické

spotieby kysliku (CHSK), vybaveni pro stanoveni tvrdosti atd.

Obrazek 10 — Kyslikova sonda a pH metr [26]

7.2.2 ZkuSebni organismy

Preferovanym zkusebnim druhem je Daphnia magna Straus (obrazek 11). Na zacatku zkousky
by dafnie mély byt méné nez 24 hodin staré a ke sniZeni rozptylu je siln€¢ doporuceno nepouzivat
prvni generaci potomki. Dafnie by mély pochéazet ze zdravého matecného rodu (tj. bez ptiznak
stresu, jako jsou napiiklad vysoka timrtnost ¢i pfitomnost samct). VSechny organismy pouzité

konkrétni zkousky by mély pochdzet z kultur vypéstovanych ze stejného matecného rodu
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(obrazek 12). Tento rod dafnii musi byt chovan v kultiva¢nich podminkach (svétlo, teplota,
médium) podobnych podminkdm v pouzité zkousce. Ma-li byt kultivaéni médium dafnii
pouzité ve zkouSce odliSné od rutinniho kultivaéniho média dafnii, je spravnou praxi zafadit
predzkouskové aklimatiza¢ni obdobi. K tomuto Gc¢elu by generace dafnii mélabyt chovana ve

zied’'ovaci vodé pii teploté zkousky, a to nejméné 48 hodin pied za¢atkem zkousky [27].

Obrazek 11 - Porovnani dospélé dafnie a dafnie pouzité k testovani [26]
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Obrszek 12 — Chov dafnii [26]

7.2.3 Hrotnatka velka Daphnia magna Straus

RiSe zivo¢ichové (Animalia)
Kmen ¢lenovci  (Arthropoda)
Podkmen korysi (Crustacea)

Trida lupenonozci (Branchiopoda)
Podtrida Phyllopoda

Nadrad Diplostraca

Rad perloo¢ky (Cladocera)

Dafnie jsou druhem vodnich korysi, ktery zije ve sladkych a brakickych (do 8 ppt salinity)
vodach. Idealni teplota je v mezi 18-22 °C. U nas jsou jejim typickym stanovistém siln¢ eutrofni

rybniky.

Velikost dafnii se pohybuje v rozmezi 2 az 5 mm a tvarem ptipominaji ledviny (obrazek 13).
T¢lo maji chranéno chitinovym krunyfem. Krunyt je prisvitny a diky tomu se ,,zbarvuje* podle
druhu potravy. Maji dva pary rozvétvenych tykadel, mensi z nich slouzi jako smyslovy organ
a vetsi k pohybu. Déle maji Sest par hrudnich nohou, které slouzi k filtrovani potravy. Na hlavé

maji jedno velké slozené oko z 22 omatidii (jednotliva, navzajem si podobna oc¢ka, ktera
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samostatné vnimaji obraz), které se jevi jako ¢ernd skvrna a dale jedno mensi oko. Dychaji
celym télem. Cévni soustavu tvoii jednoduché srdce s kruhovitou svalovinou (tep 200-250
x/min) v Celistnim ¢lanku hibetni ¢asti téla. Hemolymfa je bezbarva, cévni soustava oteviena.

Samci jsou mensi nez samice, ale maji delsi tykadla a hakovité nohy, které pouzivaji pii pareni.

antény
2. pér tykadel

strevo

antenuly
1.par tykadel
srdce
vajicka
furka
spina

Obrazek 13 — Anatomické schéma dafnie [28]

U dafnii se stfida pohlavni rozmnozovani a partenogeneze (nepohlavni rozmnozovani). Toto
stfidani se nazyva heterogonie. Za ptiznivych podminek (v 1ét€) se samice mnozi jen
partenogenezi a tvoii také jen samice. Na podzim se z neoplozenych vaji¢ek lihnou i samci,
ktefi brzy oplodni mladé samice. V zimé se lihnou zimni vajicka, uzaviena v parech v sedélku
(schrance z chitinu). Ephippia jsou typem trvalych vajicek. Vydrzi sucho i mraz. Vyvoj je

ptimy. Samice dafnii jsou pohlavné zralé po 6-10 dnech [29].

7.2.4 Zasobni vodaazied’ovaci voda

Jako zasobni a zied’ovaci vodu miizeme pouzit ptirodni vodu (povrchovou nebo podzemni),

rekonstituovanou vodu ¢i odchlorovanou vodovodni vodu, pokud v ni dafnie pfeziji po dobu

kultivace, aklimatizace a zkouSeni bez znamek stresu. Jako zkuSebni vodu musime pouzit

37



takovou vodu, ktera vyhovuje chemickym vlastnostem piijatelnych zfedovacich vod

uvedenych v tabulce 4.

Tabulka 4 — N&které chemické charakteristiky ptijatelné zied'ovaci vody [27]

Latka Koncentrace
Hmotné ¢astice (prach) <20 mg/l
Celkovy organicky uhlik <2 mg/l
Volny (neiontovy) amoniak <1 ug/l
Zbytkovy chlor <10 ng/l
Celkové organofosforové pesticidy <50 ng/l
Celkové organické chlorované pesticidy a <50 ng/l
polychlorované bifenyly

Celkovy organicky vazany chlor <25 ng/l

Zted’ovaci voda by méla mit stalou jakost po celou dobu testu. Rekonstituovana voda muze byt
ptipravena tak, ze pridame latky o uznané analytické Cistoté k deionizované nebo destilované
vodé¢. Priklady rekonstituované vody jsou uvedeny v tabulce 5 nebo je miiZzeme nalézt v metodé
OECD ¢. 211. Dulezité je, aby média obsahujici zndma chelata¢ni ¢inidla byla vyloucena ze

zkousSeni latek obsahujicich kovy.

Hodnota pH vody by méla byt v rozmezi 6 az 9 a doporuc¢enou tvrdost vody mezi 140 a 250
mg/l. Zied'ovaci voda muze byt pifed zkouskou provzdusinovana tak, aby koncentrace

rozpusténého kysliku dosdhla koncentrace nasyceni.

Tabulka 5 — Ptiklady vhodné rekonstituované zkusebni vody — ZkuSebni voda | SO [27]

Zasobni roztok (jednotlivé latky)
Navazka pridana Objem zasobniho roztoku
Latka k 1 litru vody piidaného k 1 litru vody
Chlorid va ty
orid vapenaty 1176 g 25 mi
CaClz - H.O
Siran hofecnaty
iran hofecnaty 493g 25 mi
MgSO4 - TH.0O
Hydrogenuhlicitan sodny
2,59 25ml
NaHCO3 g
Chlorid draselny
KCl 0,23g 25ml

38



Pti pouziti ptirodni vody se parametry jakosti méfi alesponl dvakrat rocné a stanovuje se obsah
tézkych kovii. Pouzijeme-li odchlorovanou vodovodni vodu, je zadouci kazdodenni analyza
chloru. Pochazi-1i zted’ovaci voda ze zdroji povrchovych nebo podzemnich vod, méla by byt

stanovena vodivost a celkovy organicky uhlik (TOC) nebo chemicka spotieba kysliku (CHSK).

Pouzivéa se voda vhodné ¢istoty, napt. deionizovand, destilovana nebo ¢isténa reverzni osmdzou

svodivosti nepfesahujici 10 pS/cm?.

7.2.5 Zkousené roztoky — roztoky obsahujici testovanou latku

Zkousené roztoky jsou piipraveny fedénim zéasobniho roztoku podle predem wurcené
koncentra¢ni fady. Zasobni roztoky by mély byt pfipraveny rozpusténim zkousené latky ve
zied'ovaci vodé. Pouziti rozpoustédel, emulgacnich a dispergacnich ¢inidel by mélo byt
vylouceno, eV nékterych ptipadech jsou tato ¢inidla nutna. V zadném piipadé by koncentrace

zkousen¢ latky ve zkouSenych roztocich neméla piekrocit rozpustnost ve zfed’ovaci vode.

Zkouska by méla byt provedena bez upravy pH. Nezistane-li pH v rozmezi 6-9, Ize provést
druhou zkousku s upravenym pH zdsobniho roztoku na hodnotu pH zifed’'ovaci vody pted
pfidanim zkouSené latky. Hodnota pH zdsobniho roztoku by méla byt upravena tak, aby se
koncentrace zasobniho roztoku vyznamné nezmeénila a aby nedoslo k Zadné chemické reakci se

zkousenou latkou nebo k jejimu vysrazeni. Uptednostnény jsou HCI a NaOH.
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7.3  Popis metody

Dafnie s vajicky jsou preloveny 48 hodin pted zac¢atkem testovani do deionizované vody kviili
aklimatizaci (obrazek 14). Po uplynuti této doby jsou zkuSebni nadoby naplnény vhodnym
objemem zied’ovaci vody a roztoku zkouSené latky. Poté jsou do zkusebni nddoby vneseny
dafnie. Pro kazdou zkouSenou koncentraci a pro kontrolu by mélo byt pouzito minimalné 20
organismti. Podminkou je, aby vychazelo 2 ml zkouSeného roztoku pro kazdou dafnii, coz

znamena pro 20 organisml minimaln¢ 40 ml zkouseného roztoku.

Obrazek 14 — Aklimatizace dafnii [26]

Pouziva se minimaln¢ pét zkusSebnich koncentraci. Ty by mély tvofit geometrickou fadu s
délicim faktorem neptesahujicim 2,2 (obrazek 15). Pouziti méné neZ péti koncentraci by mélo

byt zdlivodnéno. Nejvyssi zkouSend koncentrace by méla prednostné vést ke 100 % imobilizaci,

cv v

Doba trvani zkousky je 48 hodin. V kazdé zkusebni nddobé by mél byt zkontrolovan pocet
imobilizovanych dafnii po 24 a 48 hodinach po zahéjeni zkousky. Krome imobilizace by mélo

byt uvedeno jakékoli nestandardni chovani nebo vzhled.



Obrazek 15 — Koncentraéni fada [26]

7.3.1 Kontroladeionizované vody

V této vodé meéti konduktivita, teplota a pH. ZjiSténé Uidaje se zaznamendvaji do protokolu.

Z deionizované vody se pripravuje voda zied’ovaci.

7.3.2 Kontrolazied’'ovaci vody

Koncentrace rozpusténého kysliku a pH se méfi na zacatku a konci zkousky. Koncentrace
rozpusténého kysliku v kontrolach by méla odpovidat kritériim jakosti. Hodnota pH by se
neméla v zaddné zkousSce zménit o vice nez 1,5 jednotky. Teplota je obvykle métfena v
kontrolnich nadobéach nebo v okolnim ovzdusi a méla by byt zaznamenavéana po celou dobu

zkousky.
Dale se v této vodé méfi obsah CaaMg pomoci titrace Na2EDTA.

Koncentrace zkousené latky by se méla méfit alesponn pii nejvyS$i a nejnizsi zkouSené
koncentraci na pocatku zkousky a pfi jejim ukonceni. Pokud lze dokazat, ze se koncentrace
latky nezméni o £+ 20 % ze jmenovité ¢i pocatecni namétfené koncentrace, 1ze na nich zakladat

vysledky.
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7.3.3 Inkubaéni podminky

Teplota by méla byt v rozmezi 18 °C az 22 °C ameéla by byt konstantni, tolerovany vykyv je
+ 1 °C. Doporucuje se cyklus s 16 hodinami svétla a 8 hodinami temna. Uplna tma je rovnéz

ptijatelna, zejména pro zkousené latky, které jsou nestabilni na svétle.

Zkusebni nadoby (obrazek 16) se nesmi béhem testu provzdusnovat a nesmi se upravovat pH.

Béhem zkousky se dafnie nekrmi.

Obrazek 16 — Zkusebni nadoby [26]

7.4  Vyhodnoceni

Udaje by mély byt shrnuty v tabulkach, uvadgjicich pro kazdou exponovanou skupinu a
kontrolu pocet pouZitych a z toho imobilizovanych dafnii pro v§echna pozorovani. Procentni
podil imobilizovanych dafnii za 24 hodin a za 48 hodin je vynesen proti zkouSenym
koncentracim. Udaje jsou analyzovany vhodnymi statistickymi metodami (napf. probit
analyzou atd.), k vypoctu smérnice doty¢né kiivky davka — odezva a hodnot ECso s 95 %
intervalem spolehlivosti (p = 0,05).
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Nelze-li ze ziskanych tidaji vypocitat ECsp standardnimi metodami, méla by byt hodnota ECsg

aproximovana jako geometricka stiedni hodnota z nejvyssi koncentrace nezptsobujici Zzddnou

v

7.4.1 ZkuSebni protokol

Zkusebni protokol obsahuje:

udaje o zkousené latce, jeji fyzikalné-chemické vlastnosti, chemické identifikac¢ni udaje

- typ a zdroj zkuSebniho organismu

- popis zkusebnich podminek, typ nadoby, objem roztoku, po¢ty dafnii v nadobé

-  metodu piipravy zéasobnich a zkouSenych roztoki a jejich koncentrace vcetné
rozpoustédel a dispergacnich ¢inidel

- podrobné udaje o zied'ovaci vodé, zdroj a charakteristiky jakosti

- popis inkuba¢nich podminek, teplotu, intenzitu a periodicitu svétla, koncentraci

rozpusténého kysliku, hodnoty pH

7.4.2 Vysledky

Vysledkem zkousky je pocet a procentni podil imobilizovanych dafnii nebo dafnii vykazujicich
nepiiznivé ucinky (vcetné nestandardniho chovéni) v kontrolach a v kazdé exponované

skuping, v kazdém pozorovacim ¢ase a popis povahy pozorovanych ucinki [27].



8 ZKOUSKA INHIBICE RUSTU SLADKOVODNICH RAS A
SINIC

ZkuSebni metoda nafizeni komise ES ¢. 440/2008 je ekvivalentni testu OECD ¢. 201
,,Freshwater Alga and Cyanobacteria, Growth Inhibition Test* z roku 2006. Je v ni popsana
zkouska akutni toxicity ke stanoveni ucinku chemickych latek na fasy a sinice. Tento test trva
72 hodin. Pokud se splni kritéria validity, mize trvat i krat$i dobu. Navzdory relativné kratké
dobé¢ trvani zkousky lze posoudit uc¢inky na nékolik generaci. Cilem je zjistit odezvu fasové
kultury na ucinek testované latky, ktera se projevi jako inhibice, tedy snizeni ristové rychlosti

ve vztahu ke kontrolnim kulturam rostoucim za stejnych podminek.

Tato zkuSebni metoda je nejlépe pouzitelnd pro latky rozpustné ve vode, které se za podminek
zkousky neméni. Pokud bude zkouSena latka naptiklad tékava, Spatn€ rozpustnd ¢i silné
adsorbujici, tak je mozné provést Gipravy postupu zkousSeni (napt. uzavieny systém, klimatizace

zkusebnich nadob).
Dulezité definice v ramci této zkousky:

Biomasa — sucha hmotnost zivé hmoty pifitomné v populaci vyjadiena ve vztahu k danému
objemu.

Obvykle se definuje jako hmota, ale v ramci této zkousky se toto oznaceni pouziva pro hmotu
vztazenou na objem. V této zkouSce se obvykle méfi ndhrada biomasy, jako naptiklad pocet

bunék ¢i fluorescence a pouzivani terminu ,,biomasa‘ tedy odkazuje na tyto nahradni miry.

Varia¢ni koeficient — bezrozmérna veli¢ina proménlivosti parametru, definovana jako pomér

smérodatné odchylky a stfedni hodnoty; 1ze vyjadfit 1 procenty.

ECx — koncentrace zkousSené latky rozpusténé ve zkusebnim médiu, ktera pro danou expozi¢ni

dobu vede k x% snizeni rastu testovaciho organismu.

Riistové médium — Uplné syntetické kultivacni médium, v némz rostou zkuSebni fasy pfi

expozici zkouSené latce, kterd je v médiu rozpusténa.

Riistova rychlost (primérna specificka rustova rychlost) — logaritmické zvySeni biomasy

béhem obdobi expozice.

Proménna odezvy — proménnd pro odhad toxicity odvozend z jakychkoliv naméfenych

parametri, jeZ popisuji biomasu riznymi metodami vypoctu.
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U této metody jsou proménnymi odezvy rustova rychlost a vytézek, které se odvozuji ptimo z

méfeni biomasy nebo jakékoliv z uvedenych nahrad.

Specificka ristova rychlost — proménna odezvy definovana jako kvocient rozdilu pfirozenych
logaritmi sledované¢ho parametru (v této zkusSebni metod¢ je jim biomasa) a prisluSného

¢asového obdobi.

VytéZek — hodnota proménné méfeni na konci expozicni doby minus hodnota proménné meéteni

na poc¢atku expozi¢ni doby pro vyjadieni nartistu biomasy béhem zkousky.

8.1  Pred testem

Meéli bychom znat napiiklad strukturni vzorec zkousené latky, jeji Cistotu, stalost na svétle, pK,

rozpustnost, tenzi par ¢i rozdélovaci koeficient oktanol/voda Poy.

8.1.1 Referencni latka

Jako kontrolu zkuSebniho postupu lze testovat referenéni latku. Pouziva se napiiklad
3,5-dichlorfenol ¢i KoCr20y7, ktery se hodi jako referenéni latka pro zelené fasy. Je ticba

referen¢ni latky testovat alespon dvakrat ro¢né¢.

8.2 Aparatura

Zkusebni nadoby a jiné pfistroje a pomucky jsou celosklenéné nebo z chemicky inertniho
materialu. Jsou vycisténé tak, aby zbytky jak anorganickych, tak organickych necistot nerusily
rast fas a kvalitu média. Zkusebnimi nadobami jsou sklenéné bariky vhodnych rozmért, které

umoznuji pfenos CO2 zZ atmosféry.

Dale je tieba mit k dispozici kultivacni zafizeni, coz je mistnost nebo komora, kde 1ze udrzovat

zvolenou inkubaéni teplotu na + 2 °C.

Samoziejmé je potiebny pfistroj na meéfeni svétla, protoze metoda méfeni a typ snimace
ovlivituje namétenou hodnotu. Je doporuc¢en kulovy (4 m) snimac (reaguje na piimé a odrazené
svétlo ze vSech uhli nad a pod rovinou méfeni), nebo 2 n snimac (reaguje na svétlo ze vSech

uhlt nad rovinou méfenti).

Posledni potfebnou véci je zafizeni pro stanoveni biomasy fas. Pouziva se elektronicky pocita¢
¢astic, mikroskop s pocitaci komurkou ¢i pritokovy cytometr. Pomoci téchto zatizeni se méti
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pocet bunék, jako ndhradni parametr pro biomasu ¢as. Dalsi ndhrady biomasy lze méfit také

pomoci fluorimetru, spektrofotometru ¢i kolorimetru [27].

8.3  Testovaci organismy

Na zaklad€ uvedeného postupu Ize pouzit nékolik druhii nevazanych mikrofas a sinic. Vhodné
kmeny zelenych fas jsou napiiklad Pseudokirchneriella subcapitata ¢i Desmodesmus

subspicatus (obrazek 17) a ze sinic Anabaena flos-aquae nebo Synechococcus leopoliensis.

V nasem pfipadé byla jako testovaci  organismus  pouzita  zelend  fasa
Desmodesmus subspicatus Brinkmann 1953/SAG 86.8 ze sbirky autotrofnich organismu
CCALA Tteborl.

8.3.1 Desmodesmus subspicatus

RiSe Eukaryota

Kmen Plantae

Oddéleni Chlorophyta (Zelené tasy)
Trida Chlorophyceae

Rad Chlorococcales (Zelenivkovité)
Celed’ Scenedesmaceae

Rod Desmodesmus subspicatus

algaesAsE Horms

Obrazek 17 — Desmodesmus subspicatus [30]
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Je to velice variabilni, kosmopolitni rod, zijici v nejriiznéjSich vodnich biotopech, zvIasté ve
vodach saprofobnich. Je dulezitym zdrojem potravy pro zooplankton a ryby, a pravé proto je

Desmodesmus uzite¢nym bioindikatorem vodnich ploch [31].

8.4  Pfiprava roztokt akultury tas

8.4.1 Rustové médium
Pro tento test 1ze pouzit dvé alternativni ristova média, médium OECD a EPA AAP.

Slozeni téchto médii je uvedeno v tabulce 6. Pti pfipravé médii je zapotiebi pouzivat chemické
latky analytické Cistoty nebo na tGrovni ¢inidel a deionizovanou vodu. Je tieba dat pozor na to,
ze pocatec¢ni hodnota pH a kapacita pufru (regulujici zvySeni pH) té€chto dvou médii jsou
odli$né. Proto mohou byt vysledky zkousek odlisné v zavislosti na pouzitém médiu, zejména
pti zkouseni ionizujicich latek. Pro nékteré latky se mize slozeni zménit, naptiklad kdyz se

testuji kovy ¢i chelatotvorna ¢inidla. VSechny upravy musi byt zapsany a zdtivodnény.

Pro vypofet pH média je tieba znat parcialni tlak CO> a molarni koncentraci
hydrogenuhlic¢itanu, protoze pH se vypocita z rovnovahy uhli¢itanového systému a parcidlniho
tlaku CO. (vzorec 2). Priblizny vztah mezi pH pii 25 °C a molarni koncentraci

hydrogenuhlicitanu je vyjadien:

PH,ovn = 11,30 + log(HC03) 2
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Tabulka 6 — Slozeni rastovych médii [27]

EPA OECD
Slozka [mg/l] [mg/l]
NaHCOs 15 50
NaNOs 25,5
NH4CI - 15
MgCl, - 7H,0 12,16 12
CaCl2 - 2H20 4,41 18
MgSOs 14,6 15
K2HPO4 1,044 ---
KH2PO4 --- 16
FeCls - 6H20 0,16 0,0640
NaEDTA - 2H,0O 0,3 01
HsBOs 0,186 1,185
MnCl, - 4H,0 0,415 0,415
ZnCl; 0,00327 0,003
CoCly- 6H,0 0,0143 0,0150
NaM0oO4- 2H,0 0,0726 0,007
CuCl2 - 2H.0 0,000012 0,00001
pH 75 81

8.4.2 Pocatecni koncentrace biomasy

Pocatecni koncentrace biomasy musi byt dostateéné nizka, aby umoziovala exponencialni rust
po celou inkubaéni dobu bez rizika vy€erpani zivin a stejna ve vSech kulturach. Pocatecni

koncentrace biomasy by neméla piekrocit 0,5 mg/l hmotnosti v suchém stavu.

8.4.3 Koncentrace zkousen¢ latky

Rozpéti koncentraci 1ze urcit na zakladé vysledkli orientacnich zkouSek. Pro zavére¢nou
definitivni zkouSku je zapotiebi vybrat alespon pét koncentraci tvoticich geometrickou fadu s
faktorem neptekracujicim 3,2. U n€kterych Ize pouzit faktor vyssi. Koncentraéni fada by méla

nejlépe pokryt rozmezi zpsobujici 5-75% inhibici ristové rychlosti fas.
8.4.4 Priprava oc¢kovaci kultury

K ptizpusobeni fas na podminky zkousky a zajisténi toho, aby byly v exponencialni ristové
fazi, kdyz se pouziji pro naockovani zkusebnich roztoki, se ockovaci kultura pfipravuje ve
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zkusebnim médiu 2 az 4 dny pted zahajenim zkousky. Je tfeba jejich biomasu upravit tak, aby
v oc¢kovaci kultuie pievazil po zahajeni zkousky exponencialni rist. O¢kovaci kultura se musi
inkubovat za stejnych podminek jako zkuSebni kultury. Nartst biomasy se méfi, aby bylo

zajisténo, Ze je rast v ramci normalniho rozmezi.

8.4.5 Priprava zkusSebnich roztoki

Vsechny zkuSebni roztoky musi obsahovat stejné koncentrace rustového média a pocatecni
biomasy zkuSebnich fas. ZkuSebni roztoky zvolenych koncentraci se obvykle pfipravuji
smisenim zasobniho roztoku zkousené latky s ristovym médiem a ockovaci kulturou. Zasobni

roztoky se piipravuji rozpusténim latky ve zkuSebnim médiu.

Jako nosice pro pfidavani latek o nizké rozpustnosti ve vodé do zkusebniho média mohou byt
pouzita rozpoustédla, napf. aceton, 2-methylpropan-2-ol ¢i dimethylformamid. Koncentrace
rozpoustédla by neméla piekrocit 100 pl/l a do vSech kultur (véetné kontrol) ve zkuSebni fad¢

by méla byt pfidana stejna koncentrace rozpoustédla.

85  Pribeh zkousky

Kromé méteni biomasy je tfeba ovéfovani normalniho a zdravého vzhledu ockovaci kultury a

sledovani jakéhokoliv abnormélniho vzhledu fas.
8.5.1 Podminky inkubace

ZkuSebni nadoby se zakryji zatkami, které propousti vzduch (obrazek 18). Protfepou Sea umisti
do kultiva¢niho zafizeni. Béhem zkousky je nezbytné udrzovat fasy v suspenzi nepietrzitym
ttepanim ¢i michanim a tim umoZnit ptenos CO». Kultury se udrzuji pii teploté 21-24 °C
spiesnosti na = 2 °C. Doporucuje se umistovat baitkky ndhodn¢ a denné je v inkubdtoru

pfemist'ovat. Hodnota pH kontrolniho média by neméla vzrist o vice nez 1,5.
Svételné podminky

Povrch, kde jsou kultury inkubovany, by mél byt trvale osvétlen jednotnym fluorescenénim
svétlem, napft. ,,chladnym bilym* nebo ,,dennim* svétlem. Jednotlivé kmeny tas a sinic maji
ruzné pozadavky na osvétleni. Intenzita svétla by méla byt zvolena tak, aby vyhovovala
pouzitému testovacimu organismu. Pro doporucené druhy zelenych fas se intenzita svétla na

tirovni zkugebnich roztoki voli v rozmezi 60-120 uE-m2-sneboli 4440-8880 luxii pro chladné
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bilé svétlo, pficemz se méti ve fotosynteticky efektivnim rozsahu vinovych délek od 400 do

700 nm pomoci vhodného snimace.

Vyjimky tvoii druhy, které rostou pfi niz§ich intenzitach osvétleni a ty vyssi je mohou poskodit.
Dalsi vyjimkou jsou intenzivné zbarvené latky, pro které l1ze pouzit i intenzitu vyssi nez 120
pE-m2.st. U nich sei snizuje objem roztokd a zvysuje intenzita michéni, aby se zkratila dréaha

svétla a kultury byly dostatecné ozateny.

Intenzita svétla se nesmi liSit o vice nez =15 % od primérné intenzity svétla nad plochou

inkubace.

Obrazek 18 — Rasova kultura [26]
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8.5.2 Me¢ieni biomasy

Biomasa fas se béhem testovani ur¢uje minimalné jednou denné v kazdé bance. Aby mohlo byt
testovani povazovano za platné, musi byt splnéna kritéria reprodukéni schopnosti. Biomasa by
se méla v kontrolnich kulturach béhem 72hodinové zkuSebni doby zvysit exponencidlng, a to
nejméné Sestnactkrat. Méfeni biomasy se provadi ruénim pocitanim bunék pod mikroskopem

nebo pomoci elektronického pocitace ¢astic (pocty bunck a/nebo biologicky objem).

8.5.3 Kontrolakoncentrace

Analyza koncentrace zkousené latky na pocatku a konci zkousky pii nizké a vysoké zkuSebni
koncentraci a koncentrace okolo ocekdvané ECsp jsou dostacujici, pokud se béhem zkousky
expozi¢ni koncentrace nebude lisit o vice nez 20 % od pocate¢nich hodnot. Toto se zjisti
vramci validace metody pfed samotnym zahajenim zkousky. Pokud mame specificky
pfipravena zkusebni média K analyze, musi byt exponovana stejnym zptisobem jako zkusebni
média pouzitd ke zkouSeni, tj. méla by byt naockovana fasami a inkubovana za stejnych
podminek. Jestlize se pozaduje analyza koncentrace rozpusténé zkusebni latky, je nezbytné
oddélit fasy od média. Oddéleni by se mélo provadét odstted’ovanim pii nizké sile g dostatecné

pro usazeni fas.

Plan zkousky by mél zahrnovat tfi opakovani s kazdou zkuSebni koncentraci. Jestlize neni

pozadovana hodnota NOEC, lze plan zkousky zménit.

Pro analyticka stanoveni koncentraci zkuSebni latky lze ptipravit samostatnou sadu zkuSebnich
roztokd. Pokud se pro rozpousténi latky pouziva rozpoustédlo, musi byt zahrnuta i jeho

kontrola.

8.6 Ziskana data

8.6.1 Raustove kiivky

Biomasa ve zkuSebnich nadobach mulZe byt vyjadiena v jednotkdch nihradniho parametru

pouzitého pro méfeni (napt. pocet buné€k, fluorescence).

Rastové kiivky se vynesou do grafu a sestavi se tabulka odhadovanych koncentraci biomasy ve
zkuSebnich kulturach a kontroldch spole¢né s koncentracemi zkuSebniho materidlu a Casy
méfeni zaznamenanymi v rozliSeni nejméné na celé hodiny. Ovéfi se, zda rostou kontrolni

kultury exponencidln¢ ocekavanou rychlosti po celou dobu zkousky. Poté je tfeba zhodnotit
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body na kiivce, pokud je néktery bod vzdalen od kiivky, oznaci se jako odlehly, nezahrnuje se

do statistiky a hleda se pfi¢ina. Diivod musi byt uveden v protokolu.

Graf 1 znazorniuje rtistovou kiivku fas za idedlnich podminek.

log N . e .es
o9 stacionarni faze

»

ubytek

Graf 1 — Rustova kiivka tas [32]

8.6.2 Proménné odezvy

Ugelem této zkousky je stanovit Gginky zkousené latky na rust fas. Tato zkuSebni metoda
popisuje dvé proménné odezvy, protoze Clenské zemé maji odliSné preference a pravni
pozadavky. Maji-1i byt vysledky zkousky ptijatelné ve vSech ¢lenskych zemich, u€inky je tieba

vyhodnotit pomoci obou proménnych odezvy a) a b) popsanych dale.

a) Priméma specificka rastova rychlost — vypocet na zaklad¢é logaritmického zvySeni
biomasy béhem zkuSebniho obdobi a vyjadii se na den.

b) Vytézek — biomasa na konci zkousky minus pocate¢ni biomasa.

Hodnoty toxicity vypocitané pomoci téchto dvou proménnych odezvy nejsou srovnatelné a pii
pouzivani vysledkli zkousky se musi vzit tento rozdil na védomi. Hodnoty zaloZené na rstové
rychlosti budou vys$si nez ty na zékladé¢ vytézkl. Neni to zpiisobeno citlivosti metody, ale jinym
matematickym postupem. V ramci Evropské unie se vypocet zaklada na praimérné specifické

rustoveé rychlosti.
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8.6.3 Prumérna rastova rychlost

Pramérna specificka rustova rychlost pro konkrétni obdobi se vypocitd jako logaritmické
zvySeni biomasy ze vzorce 3 pro kazdou jednotlivou nadobu s kontrolnimi a exponovanymi

vzorky:

. lan -In X;

-1
— X den (3)

Hi—j

kde:

uij — pramé&rna specificka rustova rychlost od doby i do doby |
Xi— je biomasa v dobé¢ i

Xj — biomasa v dob¢ j

Procentualni inhibice ristové rychlosti u jednotlivych opakovani s exponovanymi vzorky se

urci dle vzorce (4):

% Ir =2+ %100 4

Hc
kde:
% |y — procentualni inhibice primérné specifické rustové rychlosti
pc — stfedni hodnota primérné specifické rastové rychlosti (i) v kontrolni skupiné
ur — prameérna specificka riistova rychlost u opakovani s exponovanym vzorkem

Jestlize se k ptipravé zkuSebnich roztokli pouzivaji rozpoustédla, pro vypocet procentudlni

inhibice by se mély namisto kontrol bez rozpoustédel pouzivat kontroly s rozpoustédly.
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8.6.4 Vytszek

Vytézek ly se vypocita jako biomasa na konci zkousky minus pocatecni biomasa pro kazdou
jednotlivou naddobu s kontrolnimi a exponovanymi vzorky. Pro kazdou zkuSebni koncentraci a
kontrolu se ur¢i stiedni hodnota vytézku a odhady rozptylu. Procentudlni inhibici vytézku
(% ly) 1ze vypocitat pro kazdé opakovani s exponovanymi vzorky podle (5):

_ YY1

% I, =~ x 100 )

Yc
kde:
% ly — procentudlni inhibice vytézku
Y ¢ — stfedni hodnota vytéZku v kontrolni skupiné

Y1 — hodnota vytézku u opakovani s exponovanym vzorkem

8.6.5 Stimulace anetoxicka inhibice rustu

Pti nizkych koncentracich byva nékdy pozorovana stimulace riistu (negativni inhibice). To
muze byt disledkem bud’ hormese (,toxicka stimulace*), nebo pfidanim stimulujicich
rustovych faktori se zkuSebnim materidlem k minimalnimu pouzitému médiu. Ptidani
anorganickych Zivin by nemél mit Zadny pfimy ucinek, protoze ve zkuSebnim médiu by mél
byt po celou dobu zkousky udrzovan piebytek zivin, coz pii vypoctu ECso Ize zanedbat.
ZkuSebni materialy absorbujici sv€tlo mohou zplsobit sniZeni ristové rychlosti, protoZe stinéni
snizuje mnozstvi dostupného svétla. Tyto u€inky je nutné odlisit od toxickych ucinki, a to

upravou podminek, které se uvedou do zkusebniho protokolu.



8.7  Vyhodnoceni

Soucasti vyhodnoceni je protokol o zkousce s témito udaji:

- fyzikalni povaha a relevantni fyzikalné-chemické vlastnosti zkousené latky véetné meze
rozpustnosti ve vod¢ a udaje o chemické identifikaci véetné Cistoty

- kmen, dodavatel nebo zdroj testovaciho organismu a pouzité podminky kultivace

- popis zkusebnich podminek

- popis prabehu zkousky se vSemi odchylkami od pouzité metody

- zkuSebni koncentrace

- jakékoliv pozorované ucinky, naptiklad na morfologii fas

- hodnoty pH na poc¢atku a konci zkousky u vSech expozic

- hodnotu biomasy pro kazdou banku v kazdém méficim bodé a metodu jejiho uréeni

- rustové kiivky (vynaSeni biomasy vii€i Casu)

- grafické znazornéni vztahu koncentrace a u¢inku

- odhady toxicity pro proménné odezvy, napiiklad ECso a souvisejici intervaly
spolehlivosti, poptipadé hodnoty LOEC a NOEC a statistické metody pouzité k jejich

stanoveni [27].
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9 VYSLEDEK TESTOVANI REACTIVE YELLOW 85

9.1  Vysledek testt toxicity nadafniich

Predbézny test toxicity na dafniich probihal ve dvou sadach testovacich roztokd s uréenymi

nominalnimi koncentracemi a jednim roztokem s nulovou koncentraci testované latky, ten byl

pouzit jako kontrola. V kazdé nadobé bylo 10 organismti.

V tabulce 7 je uveden pocet pohybujicich se organismi v ur¢itych nominalnich koncentracich

a kontrolnim vzorku po 24 a 48 hodinach. Dale je uvedena imobilizace organismut v procentech.

Tabulka 7 — Imobilizace dafnii — pfedbéZzny test

Nominalni koncentrace [mg/l]

100 50 10 5 1 Kontrola
Pocet pohybujicich se | )\ i/ 1 sada 10 10 | 10 | 10 | 10 10
organisml
Pocet pohybujicich se | )\ i/ 2.sada 10 10 | 10 | 10 | 10 10
organisml
Pocet pohybujicich se | ) i/ celkem 20 | 20 | 20 | 20 | 20 20
organlsmu
Imobilizace % 24 hodin 0 0 0 0 0 0
Pocet pohybujicich se | o i/ 1 sada 10 10 | 10 | 10 | 10 10
organismu
Pocet pohybujicich se | o i/ 2 sada 10 10 | 10 | 10 | 10 10
organismu
Pocet pohybujicich se | o\ i/ celkem 20 20 | 20 | 20 | 20 20
organlsmu
Imobilizace % 48 hodin 0 0 0 0 0 0

V tabulce 8 jsou uvedeny hodnoty rozpusténého kysliku a teplota testovanych roztok.

MnozZstvi kysliku musi byt po ukonceni testu vys$si nez 0,3 mg/1 ve v§ech nadobach. U teploty

jetolerance + 2 °C. Obé¢ tyto podminky byly splnény.
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Tabulka 8 — Koncentrace rozpusténého kysliku a teplota testované vody — predbézny test

Nominalni koncentrace [mg/l]
100 50 10 5 1 kontrola | t (°C)
O (mg/l) 0 hodin 8,5 8,6 8,7 8,7 8,8 8,5 20,4
O (mg/l) 48 hodin 8,3 8,3 8,2 8,1 8,2 8,2 19,6

V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty pH testovanych roztokti. Hodnota pH musi byt v rozmezi 6-

9 a nesmi se piilis liSit od pocatecni hodnoty, pH £+ 1,5. Podminky byly splnény.

Tabulka 9 — Hodnoty pH testovacich roztoku

Nominalni koncentrace [mg/l] pH (0 h) pH (48 h)
1 7,7 7,7
5 7,8 7,8
10 7,8 7,8
50 78 7,8
100 78 7,8
Kontrola 79 7,7

V tabulce 10 jsou uvedeny zjisténé koncentrace v testovanych roztocich a jejich zmény

Vv Case.
Tabulka 10 — Urcené koncentrace a jejich zména v testovaném roztoku
Nominalni Zména koncentrace
koncentrace | Zjisténa koncentrace | ZjiSténa koncentrace testovaného roztoku
[mg/] 0 hodin [mg/1] 48 hodin [mg/l] v intervalu 0-48 hodin
1 0,88 0,98 +11,4%
100 95,6 99,3 +39%
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V grafu 2 je zndzornéna imobilizace organismi v procencech V testovanych roztocich o

uréenych koncentacich. Na zaklad¢ toho vidime, ze nebyly imobilizovany zadné organismy.

Vysledkem testu jsou tedy hodnoty:

24 hodin — ECsp > 100 mg/l
48 hodin — ECso > 100 mg/I

Podle natizeni CLP 286/2011 — ¢ast 4 nebezpecnost pro zZivotni prostiedi, se tedy toto barvivo

nezafazuje do zadné kategorie nebezpecnosti pro vodni prostredi.

100 1
90 -
80 -
70 1
60 1
501
40 1
301
201
10+
0 e T T T r T i T i r'y

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Imobilizace
(%)

Davka (mg/l)
—&—24 hodin 48 hodin

Graf 2 — Imobilizace dafnii
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9.2  Vysledek testh toxicity natasach
Pro zjisténi akutni toxicity u zelenych fas byl pouzit pfedbézny a limitni test.
9.21 Ptedbézny test

Predbézny test probihal ve tfech opakovanich, tzn. na tfech fasovych kulturach. V tabulce 11 je

uvedena hustota bunék tas v ur¢itém case.

Tabulka 11 — Individualni hustota bunék — pfedbézny test

Hustota bunék v 1 ml
Nominzill[lrin l;’(/)ll]lcentrace Opakovéni | | | |
0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin
1 5000 18750 37500 75000
100 2 5000 12500 37500 87500
3 5000 12500 50000 87500
1 5000 18750 43750 87500
50 2 5000 25000 50000 75000
3 5000 18750 37500 87500
1 5000 18750 31250 93750
10 2 5000 18750 43750 81250
3 5000 12500 37500 93750
1 5000 12500 37500 87500
5 2 5000 25000 43750 81250
3 5000 18750 37500 87500
1 5000 18750 50000 100000
1 2 5000 25000 37500 87500
3 5000 18750 43750 100000
1 5000 25000 56250 143750
Kontrola 2 5000 25000 56250 137500
3 5000 18750 43750 112500

Biomasa v kontrolni kultufe se zvysila vice nez 26X v pribéhu testu (72 hodin).
59



Tabulka 12 — Hodnoty rtstové rychlosti (n) a vytézku (Y) — piedbézny test

Rustova rychlost za ¢asovy interval () Riistova
Nominalni rychlost | vytézek
koncentrace | Opakovani
[mg/] 0-24h 24-48 h 48-72h (W) (Y)
0-72h

1 1,32 0,69 0,69 0,90 70000

100 2 0,92 1,10 0,85 0,95 82500

3 0,92 1,39 0,56 0,95 82500

1 1,32 0,85 0,69 0,95 82500

50 2 1,61 0,69 0,41 0,90 70000

3 1,32 0,69 0,85 0,95 82500

1 1,32 0,51 1,10 0,98 88750

10 2 1,32 0,85 0,62 0,93 76250

3 0,92 1,10 0,92 0,98 88750

1 0,92 1,10 0,85 0,95 82500

5 2 1,61 0,56 0,62 0,93 76250

3 1,32 0,69 0,85 0,95 82500

1 1,32 0,98 0,69 1,00 95000

1 2 1,61 0,41 0,85 0,95 82500

3 1,32 0,85 0,83 1,00 95000

1 1,61 0,81 0,94 1,12 138750

Kontrola 2 1,61 0,81 0,89 1,10 132500
3 1,32 0,85 0,94 1,04 107500

Prumérny variacni koeficient pro specifické rychlosti ristu podle jednotlivych ¢asovych

usektl v kontrolnich kulturach je 34,1 %.

(CVo-24n = 38,3 %, CV24.48n= 39,7 % a CVag.72n = 24,1 %).

Koeficient variace primérnych specifickych rychlosti ristu v priitbéhu celého zkusebniho

obdobi v opakovanych kontrolnich kulturach je 4,0 %.
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Tabulka 13 - Hodnoty pH testovanych roztok

Nominalni koncentrace [Mmg/1] pH (0 h) pH (72 h)
1 75 7,6
5 75 7,6
10 75 7,6
50 75 7,6
100 75 7,6
Kontrola 7,6 7,7

Tabulka 14 — Primérna hustota bunék — piedbézny test

Nominalni Primérna hustota bunék v 1 ml
koncentrace
[mg/l] 0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin
100 5000 14583 41667 83333
50 5000 20833 43750 83333
10 5000 16667 37500 89583
5 5000 18750 39583 85417
1 5000 20833 43750 95833
Kontrola 5000 22917 52083 131250

Tabulka 15 — Procentualni sniZzeni primérné rustové rychlosti a inhibice v procentech

Nominalni Riistova rychlost Vytézek
koncentrace
[mg/l] Primérna p SniZeni % Primérny Y Inhibice%

100 0,94 13,9 78333 38,0

50 0,94 13,9 78333 38,0

10 0,96 11,7 84583 33,0

5 0,95 13,1 80417 36,3

1 0,98 9,6 90833 28,1

Kontrola 1,09 - 126250 -

61




Tabulka 16 — Analyticky uréené koncentrace roztoki na po¢atku a na konci predbézného testu

Nominalni K oncentrace 0 hodin | Koncentrace 72 hodin | Zména koncentrace
koncentrace [mg/I] [mg/l] [mg/l] testovaného roztoku
0-72 hodin
1 0,97 0,96 -1,0%
100 96,0 97,6 +1,7%
100w.a. 96,9 98,6 +1,8%

w.a. = bez fas (without algae)
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50000
25000

0

expozicni ¢as (hodiny)

100 mg/l

5 mg/l

—8— 50mg/l
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—_—r
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Graf 3 — Rustové kiivky — pfedbézny test
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9.2.2 Limitni test

Pro limitni test bylo pouzito Sest opakovani neboli Sest fasovych kultur a Sest kontrolnich

roztokd, které neobsahovaly testovanou latku.

V tabulce 17 jsou uvedeny hustoty bunék v roztoku v zavislosti na Case.

Tabulka 17 — Hustoty bunék — limitni test

Hustota bunék v 1 ml
Nominalni
koncentrace | Opakovani
[mg/l] 0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin
1 5000 18750 43750 93750
2 5000 18750 31250 68750
3 5000 18750 37500 81250
100
4 5000 12500 25000 93750
5 5000 18750 37500 87500
6 5000 12500 31250 75000
1 5000 25000 56250 131250
2 5000 18750 37500 125000
3 5000 12500 43750 100000
Kontrola
4 5000 25000 56250 143750
5 5000 18750 37500 87500
6 5000 25000 56250 131250

Biomasa v kontrole vzrostla 23x v prubéhu testu (72 hodin).
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Tabulka 18 — Riistova rychlost (), a vytézek (Y) — limitn{ test

Nominalni Riistova rychlost za ¢asovy interval Riistova
koncentrace |Opakovéni (W) rychlost (w) | vytezek (Y)
[mg/l] 0-24h 24-48h | 48-72h 0-72h
1 1,32 0,85 0,76 0,98 88750
2 1,32 0,51 0,79 0,87 63750
3 1.32 0.69 0.77 0.93 76250
100
4 0.92 0.69 132 0.98 88750
5 1.32 0.69 0,85 0,95 82500
6 0,92 0,92 0,88 0,90 70000
1 1,61 0,81 0,85 1,09 126250
2 1,32 0,69 1,20 1,07 120000
3 0,92 1,25 0,83 1,00 95000
Kontrola

4 161 0,81 0,94 1,12 138750
5 1,32 0,69 0,85 0,95 82500
6 161 0,81 0,85 1,09 126250

Prumérny varia¢ni koeficient specifickych rychlosti ristu u jednotlivych sekci v kontrolnich

kulturach je 34,8 %.

(CVk1 = 41,4 %, CVk2 = 31,1 %, CVks = 225 %, CVks = 38,3 %, CVks = 34,3 %,
CVke =41,4 %)

Koeficient variace prumérnych ruastovych rychlosti v priitbéhu celého zkusebniho obdobi v

opakovanych kontrolnich kulturach je 6,0 %.

Tabulka 19 — Hodnoty pH testovanych roztokd — limitni test

Nominalni
koncentrace [mg/l] pH (Oh) pH (72 h)
100 7,6 7,7
Kontrola 7.6 7.7




Tabulka 20 — Primérna hustota bunék — limitni test

Nominalni Primérna hustota v 1 ml
koncentrace
[mg/l] 0 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin
100 5000 16667 34375 83333
Kontrola 5000 20833 47917 119792

Tabulka 21 — Procentualni sniZeni rychlosti rstu a procentudlni inhibice vytézku — limitni test

Nominalni Riistova rychlost Vytézek
koncentrace
[mg/1] Primérna p SniZeni % Primérny Y I nhibice %
100 0,94 114 78333 31,8
Kontrola 1,06 - 114792 -

Tabulka 22 — Analyticky uréené koncentrace roztokid na po¢atku a na konci limitniho testu

Zména koncentrace

Nominalni Koncentrace Koncentrace testovaného roztoku
koncentrace [mg/l] 0 hodin [mg/l] 72 hodin [mg/l] 0-72 hodin [%]
100 95 9,6 *13
100 w.a. 96,4 97,7 +13

w.a. = bez fas (without algae)
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V grafu 4 je zndzornéna rustova kiivka fas. Na zaklad¢ porovnani s kontrolou neni zietelny

vyrazny rozdil v po¢tu bunck fas.

Vysledkem testu je tedy hodnota:

72 hodin — ECsp > 100 mg/I

Podle natizeni CLP 286/2011 — ¢ast 4 nebezpecnost pro zZivotni prostiedi, se tedy toto barvivo

nezatrazuje do zadné kategorie nebezpecnosti pro vodni prostredi.

150000 ~
125000 +
100000 ~
75000 ~

pocet bunék

50000 A
25000 A

() I' T T 1
0 24 48 72

expozi¢ni ¢as (hodiny)

—4— 100 mg/l kontrola

Graf 4 — Rustové kiivky — limitni test
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10 ZAVER

V predlozené bakalarské praci byly shrnuty informace o ekotoxikologii, ekotoxikologickych
biotestech a legislative tykajici se toxicity. Cilem této bakalaiské prace bylo zjisténi ekotoxicity
barviva Reactive Yellow 85 na dafniich a fasach v testech podle metodiky OECD. Toto barvivo
se vyuziva k barveni pogumovanych potiskil na textil. Testovani probihalo ve Vyzkumném
ustavu organickych syntéz v Rybitvi. V testu s dafniemi byla zjisténa hodnota ECso > 100 mg/I.
U tohoto testu jsem byla piitomna. V testu s pouzitim fas byla zjisténa hodnota E:Cso > 100
mg/l. Z téchto hodnot tedy vyplyva, ze testované barvivo nespada do zadné Kkategorie
klasifikace toxicity podle nafizeni CLP. To znamend, ze barvivo neni toxické a miize se

pouzivat bez ohrozeni zivotniho prostiedi ¢i zdravi lidi.
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