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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva hodnocenim akutni toxicity chloracetanilidovych
pesticidli alachloru, metolachloru a acetochloru pomoci biologickych zkousSek toxicity
s vyuzitim zelené tfasy Chlorella kessleri, korySe Daphnia magna, jednod€lozné rostliny
Lemna minor a krouzkovce Lumbriculus variegatus jako zkuSebnich orgasnismi.
Soucasné byla hodnocena akutni toxicita smési fotokatalytickych degrada¢nich produkta
chloracetanilidovych pesticidii na zelené tase Chlorella kessleri. Testy prokdzaly, ze
nejvyssi toxicitu vykazuje acetochlor, naopak u metolachloru byla stanovena toxicita

nejnizsi.
KLICOVA SLOVA

alachlor, acetochlor, metolachlor, akutni toxicita, Chlorella kessleri

TITLE

Ecotoxicity testing of chloroacetanilide pesticides

ANNOTATION

This diploma thesis deals with the evaluation of acute toxicity of chloroacetanilide
pesticides alachlor, metolachlor, and acetochlor using bioassays with green alga Chlorella
kessleri, crustacean Daphnia magna, plant Lemna minor, and annelid Lumbriculus
variegatus. In addition, the acute toxicity of mixtures of photocatalysis degradation
products formed during heterogeneous photocatalysis to green alga Chlorella kessleri was
investigated. Tests have shown that acetochlor has the highest toxicity, while metolachlor

has the lowest toxicity.
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UvVOD

Nasledkem intenzivni zemédé€lské Cinnosti a s ni souvisejici rozsdhlou aplikaci
agrochemikalii dochazi nejenom ke kontaminaci pudy, ale ivodnich ekosystémil,
donichz pouzivané latky pronikaji zejména vlivem povrchového odtoku.
Chloracetanilidové pesticidy patii celosvétové mezi nejvice pouzivanou skupinu
herbicidd, ptfi¢emz alachlor, acetochlor a metolachlor jsou aplikovany nejcastéji. Tyto
selektivni a systémové herbicidy slouzi k hubeni jednoletych trav a Sirokolistych plevela
pfi péstovani plodin, napt. kukufice, so6ji nebo cukrové fepy. Vzhledem k relativné vysoké
rozpustnosti ve vodé a nizké piidni sorpci maji chloracetanilidové pesticidy znacny
potencidl kontaminovat vodni ekosystémy. V oblastech ovlivnénych zemédé€lskou
¢innosti jsou Casto detekovany v povrchovych i podzemnich vodach, nicméné jejich
vyskyt byl zaznamenén i ve vodéach pitnych. Pfitomnost chloracetanilidovych pesticidil
ve vodnich ekosystémech piestavuje riziko pro zivotni prostiedi, ale i lidskou populaci.
Ptestoze by chloracetanilidové pesticidy mély byt toxické pouze pro urcité druhy pleveld,
bylo prokazano, Ze negativné pisobi ina necilové skupiny orgasnismi. Ve vodnim
prostiedi jejich nespecificky U€inek dopada zejména na fotosyntetizujici organismy,
vzhledem k jejich podobnosti s rostlinami. Nicméné pravé fasy nebo jednodélozné
rostliny tvofi zaklad vétSiny vodnich potravnich fetézcii a jakykoliv negativni efekt vici
témto organismim pak ovlivni 1 vyssi trofické trovné. Odstranéni chloracetanilidovych
pesticidli z vodniho prostfedi navic vyZaduje vyuZiti inovativnich technologii, nebot
konvencni procesy ¢isténi vody nejsou dostacujici.

Cilem této diplomové prace bylo stanovit akutni toxicitu chloracetanilidovych
pesticidl alachloru, metolachloru a acetochloru vii¢i zelené fase Chlorella kessleri, korysi
Daphnia magna, jednodélozné rostliné Lemna minor a krouzkovci Lumbriculus
variegatus. Dal$i €ast experimentalni Casti je zaméfena na hodnoceni akutni toxicity
smési fotokatalytickych produktl chloracetanilidovych pesticidd vznikajich pfi
heterogenni fotokatalyze, kterd byla navrZena jako technologie pro jejich efektivni
odstranéni z kontaminovanych vod. K tomuto toxikologickému hodnoceni byla vyuZita

zelend tasa Chlorella kessleri.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je védni disciplina, ktera vznikla na zaklad¢ udalosti v poloviné
dvacatého stoleti, pii kterych doSlo ke =znecisténi zivotniho prostiedi. Termin
»ekotoxikologie* poprvé zavedl a napsal Jean-Michel Jouany v roce 1971 ve svém
¢lanku ,,Ecologie et nuisances* publikovaném ve francouzském casopise ,,Actualités
Pharmaceutiques®, kde uvedl: ,,Studie vlivu naruSeni vztahu mezi jednotlivcem a jeho
zivotnim prostiedim by se dalo jednoduSe nazvat -ekotoxikologie®, pfiCemz
,hepiijemnosti jsou definovany jako ,,Skodlivé a nepratelské faktory vyvolané lidmi*
(Vasseur et al., 2020).

Cilem ekotoxikologie je porozumét a predvidat uc¢inky chemickych latek na ptirodni
spoleCenstva za realnych podminek expozice. K dosazeni tohoto cile jsou zapotiebi
teoretické poznatky a metody Cerpané z ekologie. Jednim z dalSich cilt tohoto oboru je
monitoring toxickych latek v zivotnim prosttedi (Chapman, 2002). Ekotoxikologie
stanovuje limity koncentrace nebo mnozstvi chemickych latek pfijatelnych v Zivotnim
prostiedi studiem toxickych G€inkt téchto latek na organismus a ekosystémy (Morales et

al., 2013).
1.2 Ekotoxicita

Ekotoxicita je jednim z ukazateli, ktery mize charakterizovat potencialni neptiznivé
ucinky chemické latky na zZivé organismy, ptipadné cely ekosystém (Mariakova et al.,
2021). Je zaloZena na toxikologickych vlastnostech chemické latky a citlivosti organismu
(Voutchkova, 2014). Povinnost hodnotit ekotoxicitu je v Evropské unii dano Nafizenim
Evropského parlamentu. V Ceské legislativé se ekotoxikologické testy a hodnoceni
toxicity vyskytuji ve vyhlasce €. 257/2009 Sb. (VyhlaSka o pouzivani sedimenta
na zemédélské puade), ve vyhlasce 94/2016 Sb. (VyhlaSka o hodnoceni nebezpecnych
vlastnosti odpadil), dale ve vyhlasce 294/2005 Sb. (Vyhlaska o podminkach ukladéani
odpadi na skladky a jejich vyuzivani na povrchu terénu a zméné vyhlasky ¢. 383/2001
Sb., o podrobnostech naklddani s odpady). Dale je ekotoxicita zahrnuta pod kodem H14
ve vyhlaSce €. 8/2021 Sb. (vyhlaska o Katalogu odpadt a posuzovani vlastnosti odpadi).

Hodnoceni toxickych ucinkli Ize provadét rGznymi metodami. Mezi hodnocena
kritéria patii napf. mortalita nebo pocet inhibovanych jedincti. Pokud neni mozné tyto
faktory vyhodnotit, 1ze pouzit jind data, kterd vychazeji ze specifickych fyziologickych
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vlastnosti organismil, jako je rist jedince nebo testovaci kolonie ¢i populace (Mariakova

etal, 2021).

1.2.1 Faktory nejistoty

Faktory nejistoty slouzi k odhadu pravdépodobnosti poskozeni Zivotniho prostiedi
a souviseji s hodnocenim chemickych rizik. Kromé kvalitativniho ur¢eni, tzn. jak dana
latka piisobi na dany organismus, mizeme stanovit u¢inek kvantitativni, a to pomoci
indexu toxicity. Index toxicity slouzi k popisu miry toxického u¢inku a mize byt vyjadien
hodnotou efektivni koncentrace (EC), letalni koncentrace (LC) ¢i inhibi¢ni koncentrace
(IC) (Chapman et al., 1998).

Efektivni indexy vyjadiuji efektivni davku ¢i koncentraci, ktera piisobi na dany pocet
jedinct. Stfedni G¢innd koncentrace (EDso) vyjadfuje mnozstvi latky, které vyvola
specificky ucinek u 50 % sledované populace. Stfedni efektivni koncentrace (ECso) je
koncentrace, pii které je v testu toxicity ovlivnéno 50 % konkrétni populace (Dimmitt
etal., 2017).

Letalni indexy jsou indexy akutni toxicity a vyjadiuji smrtelnou davku ¢i koncentraci.
Stredni letalni davka (LDso) vyjadiuje mnoZstvi podané latky testovanym jedinctim, ktera
zpisobi thyn 50 % testovanych zivocichi do 24 hodin od expozice. Stiedni letalni
koncentrace (LCso) vyjadiuje koncentraci, pti které se ocekava 50% mortalita (Liao et al.,
2020).

Urcené indexy jsou takové koncentrace, které byly v experimentu testovany. Mezi né
patii NOEC a LOEC. NOEC (No Observed Effect Concentration) je nejvyssi testovana
koncentrace latky, ktera nezpusobila statisticky vyznamny ucinek v porovnani
testované latky, kterd zpusobila statisticky vyznamny ucinek v porovnani s kontrolou

(Dam et al., 2012).

1.3 ZkousSky ekotoxicity

Pro hodnoceni ekotoxikologickych vlastnosti latek se vyuzivaji ekotoxikologické
testy, které se provadi za celem odhadu rizik pro populaci, komunitu a cely ekosystém
(Walker, 2008). Cilem testu ekotoxicity nebo biologického testu je predpovédét
potencidlni Ucinky biologicky dostupné frakce latky, smési latek nebo celého
environmentalniho vzorku na Zivé necilové organismy po jejich vypusténi do slozek

zivotniho prostiedi. Standardni test typicky zahrnuje vystaveni modelovych testovacich

17



organismil riznym koncentracim chemické slouceniny nebo fedénim vzorku zivotniho
prostiedi po definované casové obdobi za standardnich experimentalnich podminek.
Ziska se kiivka koncentrace-odezva, ktera popisuje vztah mezi koncentraci chemické
latky v roztoku nebo ve vzorku Zzivotniho prostfedi a velikosti biologickych Uc¢inkt
vyskytujicich se v exponované populaci testovaciho druhu. Parametry této kiivky lze
odhadnout pro méteni toxicity nebo velikosti nebezpeci. Ptiklady indext toxicity jsou

NOEC, ECso a LCso (Viegas, 2021).

Ekotoxikologické testy mtizeme rozdélit podle nékolik hledisek naptiklad:
- podle doby expozice (akutni, subakutni, chronicka toxicita)
- podle poctu zapojenych druhti (jednodruhové, vicedruhové)
- podle prostiedi (akvatické, terestricke testy)

- podle spektra testovacich organismu (producenti, konzumenti, destruenti)

V poslednich letech je stdle intenzivnéjSim vyzkumnym tématem miniaturizace
nékterych ekotoxikologickych testli. Metody zaloZené na mikrodestickéach pro testovani
toxicity maji vysokou zpracovatelskou kapacitu, niz$i naklady a stavaji se tak zadang;si
pro rutinni testovani (70th et al., 2019).

Testy ekotoxicity se béZzné€ provadi v laboratofich, ale v soucasné dobé jsou
k dispozici také online biosenzory. Piikladem je biokomeréni senzor Eclox, microtox
¢1 ToxAlert k testovani toxicity s Daphnia magna. Microtox test vyuziva jako indikator

Vibrio fischeri (Peyravi et al., 2020).

1.3.1 Akutni toxicita

Akutni ekotoxikologické testovani méa dvé hlavni aplikace v hodnoceni rizik pro
zivotni prostfedi. Jednou z aplikaci je provadéni screeningového testu, napiiklad
za ucelem zjiSténi, zda je toxicka latka pfi testovacich davkach pro pouzité indikatory
biologicky aktivni. Druhym typem aplikace je stanoveni akutni toxicity — méteni funkce
davka-odpovéd’ a stanoveni LCso /LDso na pfedem stanovenou dobu.

Testy akutni toxicity jsou prvnim krokem ke zjiSténi celkovych toxickych ucinki
zpusobenych toxikantem (Luybenova et al., 2016). Testy akutni toxicity jsou typicky
kratkodobé testy (nejcastéji trvajici 24, 48 nebo 96 hodin) (Theodorakis, 2005).

Mnoho studii bylo vénovéano hledani nejcitlivéjSich druht k provedeni akutnich testu.

Praxe ukazuje, Ze neexistuji zadné univerzalni druhy, ze vybér druhii zavisi na typu
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toxicke latky a ovlivnénych ekosystémech. Testy toxicity se bézn¢ stanovuji pomoci ryb,
koryst, hmyzu, ptakt, fas, vodnich a suchozemskych rostlin (Theodorakis, 2005). Jedny
z nejpouzivangjSich organismu jsou Daphnia magna, Pseudokirchneriella subcapitata,

Vibrio fischeri nebo Lemna minor (Luybenova et al., 2016).

1.3.2 Chronicka toxicita

Chronické ekotoxikologické testovani zjistuje, zda dlouhodoba expozice toxickym
latkam, které¢ se v zivotnim prostfedi vyskytuji, mize mit vyznamny Skodlivy dopad
na ekosystémy (Luybenova et al., 2016). Testy chronické toxicity se mohou tykat celého
zivotniho cyklu organismu (tj. od zygoty do véku prvniho rozmnozovani). Tyto testy je
vSak Casto obtizné provést kvili jejich dlouhému trvani a vysoké cen€, coz znemoziuje
jejich rutinni pouziti. Z tohoto diivodu byly vyvinuty tii alternativy testi — testy
¢asteného zivotniho cyklu, testy v rané fazi zivota a kratkodobé chronické testy. Testy
¢asteCného zivotniho cyklu byly vyvinuty pro organismy, které vyzaduji vice nez
12 mésict k dosaZzeni reprodukéni zralosti. Obvykle jsou dostate¢né dlouhé na to,
aby pteklenuly obdobi od dozravéani gonad az po prvni reprodukci. Kratkodobé chronické
testy trvaji od 4 do 7 dnt (Theodorakis, 2005).

Pouzité koncentrace toxickych latek se pohybuji od koncentraci zpiisobujicich silny
negativni dopad aZ po alespon takovou, kterd nemd Zadny vliv na studované ukazatele
(ve srovnani s kontrolami). NejCastéji se pouZzivaji vodni organismy, které mohou
dokoncit svlij zivotni cyklus v laboratofi — fasy, bezobratli a dalsi (Luybenova et al.,

2016). Vysledky chronickych test jsou obvykle vyjadieny jako LOEC a NOEC
(Theodorakis, 2005).

1.3.3 Pi'ehled standardnich zkouSek toxicity

Standardizace ekotoxikologickych testil je zavedeni souboru dikladné definovanych
postupli, metod a pokyni, které umoziuji environmentalnim toxikologim a dalSim
vyzkumnikiim provadét, analyzovat ¢i interpretovat biologické testy. Standardizované
zkuSebni metody umoznuji opakovatelnd, mezilaboratorni a vnitrolaboratorni srovnani
stanovenim a implementaci postupt kontroly a zabezpecovani kvality. Standardni testy
v ekotoxikologii maji Siroké uplatnéni pro hodnoceni rizik, monitorovani Zivotniho
prostiedi nebo pii hodnoceni novych latek. Standardizované tesy usnadiuji srovnani dat
a vysledkl, zvySuji piesnost, spolehlivost ajsou uzite¢né pro rutinni monitorovani
(Taylor et al., 2013).
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Mezi nejpouzivangjsi standardni testy toxicity v praxi patii testy s producenty — testy
na fasach, okfehku, semenech hoicice bilé. Dale to jsou testy s konzumenty — testy
na perloockéch a rybach. Tteti skupina testl jsou testy s destruenty — naptiklad s Vibrio
fischeri.

1.3.3.1 Zkouska toxicity na jednobunécnych iasdach

Razné vzorky zivotniho prostfedi, jako jsou vzorky odpadnich vod, vyluhy,
povrchové vody, stejné jako chemikalie a smési, jsou ekotoxikologicky charakterizovany
pomoci testl inhibice ristu fas. Planktonni fasy hraji zasadni roli ve vodnim
prostiedi. Protoze jsou zakladnim c¢lankem ve vodnich potravnich fetézcich a jsou
klicovou funkéni skupinou organismi, maji zasadni vyznam pro spravnou strukturu
a funkci celého ekosystému. Naruseni Grovné produkce by pravdépodobné zpisobila
ucinky na vysSich trofickych trovnich. Kromé& toho jsou planktonni fasy citlivymi
indikatory pro testovani rtiznych ucinkli znecistujicich latek vypousténych do vody
(Paixao et al., 2008).

Testy rastu fas pomoci jednobunécnych zelenych fas patfily mezi prvni biologické
testy vytvofené pro stanoveni fytotoxickych ucinkii chemikalii, odpadnich vod a dalSich
vzorki zivotniho prostiedi (Altenburger et al., 2008). Principem tohoto testu je stanoveni
inhibice rlstu jednobunéénych zelenych ftas. Mezi nejcastéji vyuzivané zkuSebni
organismy patii fasy Desmodesmus subspicatus (Obrazek 1), Pseudokirchneriella

subcapitata (Obrazek 2) nebo Chlorella vulgaris (Obréazek 3).

Obrazek 1: Desmodesmus subspicatus (prevzato z Goniilol, 2012)
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Obrazek 3: Chlorella vulgaris (prevzato z Ramaraj et al., 2016)

Délka expozice ¢ini 72 ¢i 96 hodin v definovaném médiu, které obsahuje rtzné
koncentrace testované latky (CSN EN ISO 8692). Pro vypoéet inhibi¢nich uéinka
kontaminanttl je z ekotoxikologického hlediska vhodnéjsi pouzit rychlost rtistu nez miru
zisku biomasy (Altenburger et al., 2008). Inhibi¢ni ucinky se méii jako zména
fluorescence chlorofylu v porovnani s kontrolni kulturou za stejné definovanych
podminek (CSN EN ISO 8692).

Standardni test toxicity podle normy CSN EN ISO 8692 — Kvalita vod — Zkouska
inhibice rustu sladkovodnich zelenych 7as nebo OECD 201 ma vSak v sou¢asnosti n¢kolik
modifikaci, a snazi se zlepsit n¢které nevyhody klasického postupu. Takovou nevyhodou
muze byt problém s testovanim sloucenin s vysokou tékavosti nebo rostouci pocet
environmentalnich vzorkd, které vyzaduji casovou a nédkladové efektivni alternativu
(Rojickova et al., 1998). Mezi modifikace klasického postupu patii miniaturizace testt

v kyvetach, mikrodestickach nebo scintila¢nich zkumavkach. Rasy mohou byt
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kvantifikovany mikroskopicky pocitdinim bunék, fotometricky méfenim absorbance ¢i
vizualnim pozorovanim. Snizeni objemu testované latky je vyhodné, pokud testujeme
velké mnozstvi vzorkl. Dalsi vyhodou je, Ze pfiprava a vyhodnoceni testu je méné€ ¢asove
narocné. Nizké objemy vzorkd navic minimalizuji problémy s tvorbou odpadu a pouziti
mikrodesticek na jedno pouziti eliminuje riziko kontaminace z opakované pouzivanych

testovacich nadob (Paixao et al., 2008).

1.3.3.2 ZkouSka toxicity na okiehku mens$im (Lemna minor)

Test toxicity vyuZivajici Lemna minor (Obrazek 4), ktery vychazi ze standardizované
normy CSN EN ISO 20079 — Jakost vod — Stanoveni toxickych ucinkii slozek vody
a odpadni vody na okrehek — Zkouska inhibice riistu okiehku a OECD 221, je navrzen
pro testovani ekotoxicity rozpusténych latek ve vodé nebo ve vyluhu. Kromé toho lze
Lemna minor vyuzit pro hodnoceni toxicity sedimentii a pad (CSN EN ISO 20079). Tato
jednodélozna rostlina je povazovana za vhodny model pro ekotoxikologické studie diky
své malé velikosti, rychlé rychlosti rustu, vegetativni reprodukci, snadné kultivaci

a citlivosti na ¢etné polutanty (Mitsou et al., 2006).

Laemna
minar

< [HE
e

Obrazek 4: Lemna minor (prevzato z Kutschera, 2014)

Cilem tohoto testu je stanoveni toxického vlivu vzorku na rist jednodélozné rostliny,

protoze Lemna minor, stejné€ jako jiné vodni rostliny, mize selektivné akumulovat urcité
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chemikalie a byt vyuzit pro biologicky monitoring (Radi¢ et al., 2011). Vyslednou
hodnotou je ECsp a ptistuptl, jak vyhodnotit test je nékolik. Ur€ovanymi parametry mohou
byt: plocha listenil, pocet listenli, mnozstvi chlorofylu a €erstva nebo sucha hmotnost.

Délka expozice je 168 hodin, tj. 7 dni (CSN EN ISO 20079).

1.3.3.3 Zkouska toxicity na semenech hoicice bilé (Sinapis alba)

Dalsim zptisobem testovani toxickych vlastnosti odpadnich vod a vodnich vyluha
odpadi je test provadény na semenech hoicice bilé (Sinapis alba) (Obrazek 5). V tomto
testu se vyuziva citlivosti kli¢icich semen a zjiStuje se vliv testované latky pravé
na kli¢ivost semen a rist kofenl v pocatecnim stadiu vyvoje. Test spociva v kultivaci
semen v Petriho miskéch na filtraénich papirech nasycenych roztoky testované latky. Test
probiha po dobu 72 hodin. Po uplynuti testované doby se zméti délka kofene kazdé
rostliny a stanovi se hmotnost suSiny. Poté se spoc€itd inhibice ristu v jednotlivych
koncentracich a vysledné hodnoty se porovnaji s nasazenou kontrolou (Ambrozova,

2003).

Petriho miska

Filtra¢ni papir

Obrdazek 5: Semena horcice bilé v Petriho misce na filtracnim papiru (upraveno z Vaverkova et al., 2018)
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1.3.3.4 Zkouska toxicity na hrotnatce velké (Daphnia magna)

Jednim z nejpouzivanéjSich a standardizovanych experimentalnich biologickych testii
na necilovych druzich pro testovani toxicity kontaminovanych vod je kratkodoby test

akutni toxicity s korySem Daphnia magna (Obrazek 6) (Cappelli, 2020).

Obrazek 6: Daphnia magna (prevzato z Ebert, 2005)

Mezinarodni norma CSN EN ISO 6341 — Kvalita vod — Zkouska inhibice pohyblivosti
Daphnia magna Straus — Zkouska akutni toxicity uréuje metodu stanoveni akutni toxicity
na tomto korySovi s expozicni dobou 24 nebo 48 hodin, jejiZ cilem je zjiSténi vlivu latek
na mortalitu a imobilizaci. Korysi jsou pro ekotoxikologické testovani diileziti, nebot se
jednd o primarni konzumenty a jsou hlavni slozkou zooplanktonu ve vodnich
ekosystémech (CSN EN ISO 6341). Navic Daphnia magna lze snadno chovat a udrzovat
v laboratofi.

Testovaci protokoly pro provadéni testd akutni toxicity s Daphnia magna byly
popsany ve védeckeé literature od 60. let 20. stoleti a standardni testovaci postupy s timto
druhem byly od té doby schvaleny nékolika ndrodnimi a mezinarodnimi organizacemi
zabyvajicimi se ochranou zivotniho prostiedi (Persoone, 2009).

Daphnia magna je mala planktonni perloocka, ktera se bézné vyskytuje ve sladkych

vodnich utvarech vcetné jezer, fek a tinich (Lee et al., 2019). Daphnia magna ma mnoho
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vyhod, jako je velikost téla (dospély jedinec se pohybuje od 5 do 6 mm), kratky zivotni
cyklus, vysoka plodnost a partenogenetické rozmnozovani. Tento korys jako modelovy
organismus ma také mnoho praktickych vyhod vcetné: jednoduchosti jejich kultivace
v laboratornich podminkach, kratkého Zivotniho cyklu, snadné manipulace a nizkych
nakladd na udrzbu (Tkaczyk, 2021). V ekotoxikologii je koryS Daphnia magna
povazovan za dobry modelovy organismus, protoze je citlivy na environmentalni stresory
a zmény prostfedi a je pouzivan pro reprodukcni test, studii akutni toxicity a testy

chronické toxicity v pokynech OECD v reakci na rizné chemikalie (Lee et al., 2019).

1.3.3.5 Zkouska toxicity na bakterii Vibrio fischeri

Bakterialni testy se staly velmi populadrni, nebot’ jsou jednoduché, levné a rychlé.
Jednou z metod pro rychlé a nékladové efektivni hodnoceni toxicity ve vSech druzich
vzorki jako jsou vzorky povrchovych a podzemnich vod, odpadni vody a sedimenty, je
bioluminescenc¢ni inhibicni test, ktery vyuziva testovaci bakterie Vibrio fischeri (Obrazek
7) (Jarque et al., 2016). Produkce svétla je pfimo imérnd metabolické aktivité bakterialni
populace a jakdkoliv inhibice enzymatické aktivity zptsobi odpovidajici pokles

bioluminiscence. Test poskytuje miru subletalni odpovédi (Parvez et al., 2006).

Obrazek 7: Kolonie bioluminescencni bakterie Vibrio fischeri (prevzato ze Glocker et al., 2012)
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1.34 Obecny postup ekotoxikologické zkousky

Pfi hodnoceni ekotoxikologickych vlastnosti je nutné nejprve provést uvodni test,
po kterém nasleduji testy predbézné a ovérovaci.

Limitni test je sekvencni test, kterd se provadi pti koncentraci 100 mg/l a primarn¢ se
pouziva v situacich, kdy ma experimentétor informace naznacujici, ze testovany material
je pravdépodobné netoxicky, tj. ma toxicitu pod limitni davky. Informace o toxicité
zkouseného materialu lze ziskat ze znalosti o podobnych zkouSenych slouceninach nebo
podobnych zkousenych smésich nebo produktech, pti¢emz je tfeba vzit v tivahu identitu
a procento slozek, o nichZ je zndmo, Ze jsou toxikologicky vyznamné. V situacich, kdy je
k dispozici jen malo nebo zaddné informace o jeho toxicité nebo kdy se ocekava,
Ze testovany material bude toxicky, by méla byt provedena hlavni zkouska. Pokud dojde
k thynu alespon jednoho organismu v priubéhu limitniho testu, zah4ji se test predbézny
(OECD 425).

Uvodni test v ekotoxikologii slouzi k posouzeni vnitini toxicity produktu
za standardnich zkuSebnich podminek. Test se provadi s neziedénym vodnim vyluhem
posuzované latky. Pocet organismi se nasazuje podle metodik pro predbézné testy pro
jednotlivé testovaci organismy.

Dojde-li v priibéhu tivodniho testu k projeveni toxického u¢inku pro méné nez 50 %
testovacich organismil, provede se test piedbézny. U tohoto testu je nutné zvolit vhodnou
Skalu testovanych koncentraci vodného vyluhu. Za vhodné zvolenou koncentracni fadu
se povazuji koncentrace, které mély toxicky ucinek pro 0—100 % testovanych organismti.

Test ovétovaci slouzi k ovéfeni toho, Ze testovany roztok nevykazuje Zadné toxické
ucinky na dané testovaci organismy. Pocet organisml u tohoto testu je oproti poctim
organismi v zakladnich testech trojnasobny. Pro stanoveni hodnot LCso (ECso, ICso)
se provadi test zakladni. V kazdém testu se také nasazuji kontroly, které maji pocCet

organismt dan metodikou daného testu (Benes, 2003).

1.4 Pesticidy

Pesticidem je oznacena latka nebo smes latek, které jsou kategorizovany na zakladé
jejich pesticidnich u€inkd, z nichz nejzndméjSimi a nejpouzivanéjSimi jsou herbicidy
(proti plevelim), fungicidy (proti houbam) a insekticidy (proti hmyzu) (Tabulka 1).
Dal$im moznym kritériem klasifikace je déleni na zaklad¢ jejich obecné chemické

povahy (napt. organofosfaty) (McKnight et al., 2015).
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Pesticidy jsou urceny k ochrané rostlin nebo rostlinnych produktt pted Skidci nebo
chorobami, a to pfed nebo po sklizni. Slouzi také k ovliviiovani Zzivotnich procest
nezadoucich rostlin (tj. k niceni nebo branéni jejich rustu) ¢i ke konzervovani
pé&stovanych rostlinnych produktii. Siroké vyuzivani pesticidi ptispélo k jejich distribuci
v pudé, vzduchu a vodé. Pouzivaji se predevSim v zemédélském sektoru, ale také
v lesnictvi nebo zahradnictvi (Boivin et al., 2016). V zavislosti na chemické podstaté
a expozici vSak mohou pesticidy piedstavovat zdravotni rizika a mohou vyvolat
respiracni problémy nebo chronickd onemocnéni jako je rakovina, cukrovka ¢i naptiklad
neurodegenerativni poruchy (Mostafalou et al., 2013). V soucasnosti jsou pesticidy
vody. Nékteré pesticidy nejsou biologicky odbouratelné, a proto mohou v zivotnim
prostiedi pretrvavat po dlouhou dobu (McKnight et al., 2015).

Pro uvedeni na trh a pouzivani pesticidi v zemédélskych a nezemédélskych oblastech
je pro kazdou tc¢innou latku a ptipravek na ochranu rostlin vyzadovano posouzeni rizik
a povoleni pouzivani. Tyto vyrobky musi spliiovat velky pocet kritérii k zajisténi ochrany
pracovnikdl, spotiebitelti a zivotniho prostfedi. Tato kritéria jsou definovana Evropskym
nafizenim ES 1107/2009, které je piijato vSemi zemé&mi Evropské unie (Boivin et al.,

2016).

Tabulka 1: Priklady bézné pouzivanych pesticidii (zpracovano z Mokarizadeh et al., 2015)

Druh pesticidu Chemikalie

Anilidy: acetochlor, alachlor, metolachlor
Herbicid Amidy: propanil
Triaziny: atrazin, propazin

Dithiokarbamaty: mankozeb, maneb,
zineb

Fungicid Aromatické fungicidy: bifenyl
Anilidové fungicidy: isotianil, iprodion
Insekticid Organochloridy: DDT, lindan

Organofosfaty: chlorpyrifos

27



Vzhledem k Sirokému pouzivani pesticidii v pribéhu let doslo k akumulaci téchto
sloucenin v zivotnim prostfedi, coz zpusobuje kontaminaci ekosystémul a poSkozeni
bioty. Herbicidy vykazuji vysokou toxicitu pro cilové druhy (plevele), ale mohou byt
toxické 1 pro necilové druhy, jako jsou lidé. Osud slou¢eniny pak zavisi na vlastnostech
jak slouceniny, tak i prostfedi. Jakmile se herbicidy dostanou do pidy, muze dojit
ke zméné jejich struktury a slozeni v duasledku pisobeni fyzikalnich, chemickych
a biologickych procesti. Ne¢které molekuly, kdyz jsou zabudovany do puady, jsou
redukovany tékanim a fotolyzou pomoci svételného zareni. Pokud nejsou absorbovany
rostlinami, mohou se siln¢ adsorbovat na organickou hmotu pfitomnou v koloidni frakci
pudy, byt undSeny destovou vodou a/nebo zavlazovanim, a dokonce mohou byt
vyluhovany, ¢imz se dostavaji do povrchovych nebo podzemnich vod. Herbicidy mohou
mit jak pfimym, tak nepifimym zptisobem Skodlivé ucinky na organismy a lidské zdravi.
Stejné jako u jinych pesticidi zavisi akumulace herbicidi v bioté kromé fyzikalné-
chemickych vlastnosti (chemicka stabilita, rozpustnost, sorpce v pud¢) na typu
souvisejiciho potravniho fetézce. Mezi biologické Ucinky téchto chemikalii 1ze uvést
geneticka posSkozeni, rizné fyziologické zmény, dokonce i1 smrt exponovanych
organismul. Nékteré herbicidy, které jsou v nizkych koncentracich, nemusi vyvolat
okamzité zjistitelné ucinky v organismech, ale z dlouhodobého hlediska mohou zkratit

jejich zivotnost (Morales et al., 2013).
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1.5 Chloracetanilidové pesticidy

Chloracetanilidové pesticidy se vyuzivaji piedev§im k likvidaci jednoletych trav
a Sirokolistych plevelt v kukufici, ryzi, sdji a mnoha dalSich plodinach (Saha et al.,
2012). Vsechny pesticidy jsou alespont mirné toxické. Pesticidy mohou zpusobit
kontaminaci ptidy a vody, coz ma za nasledek napt. kontaminaci zeméd¢€lskych produktii.
Tyto kontaminace mohou mit dale za nasledek zdravotni rizika a ekotoxicitu se
Skodlivymi ucinky na zivotni prostiedi (Pereira et al., 2021). Vliv pesticidu na zivotni
prostiedi také zavisi na zpiisobu rozptylu a jeho koncentraci. Mutagenni ucinky
chloracetanilidovych pesticidii mohou vyplyvat z mnoha reakci s organismem jako je
pfimé plsobeni slouceniny na jadernou deoxyribonukleovou kyselinu (DNA), zaclenéni
do DNA bé¢hem replikace bung€k, interference v ¢innosti mitotického nebo meiotického
déleni, coz mé za nasledek nespravné déleni buiky. U rostlin mohou nékteré pesticidy
zasahovat do bunééného déleni a zpisobit nespravné fungovani kotenti. U zvirat mohou
herbicidy piisobit v riznych tkdnich nebo organech (Morales et al., 2013).

Mezi nejcastéji vyuzivané pesticidy této skupiny patfi acetochlor, alachlor
ametolachlor.  Chloracetanilidové pesticidy maji steyjné molekularni  jadro

2-chloracetanilidu a 1i$i se pouze typem a uspofadanim substituentti (Saha et al., 2012).

1.5.1 Acetochlor

Acetochlor (2-chlor-N-[ethoxymethyl]-N-[2-ethyl-6-methylfenyl]acetamid)
(Obrazek 8) je chloracetanilidovy pesticid, ktery byl poprvé registrovan v roce 1969 pro
kontrolu trav a Sirokolistych pleveld pii péstovani kukufice, soji, arasidli a fazoli
(Gadagbui et al., 2010). Od roku 2012 nafidila Evropskd komise zdkaz pouzivani
acetochloru. Studie ukdzaly, Ze dlouhodoba expozice acetochloru pfedstavuje riziko pro
lidské zdravi.

Pti hodnoceni potencidlni toxicity vici necilovym organismim bylo zjiSténo,
ze acetochlor mé negativni dopad jak na vodni, tak na suchozemské ekosystémy (Cheek
etal., 1998, Tilson, 1998). Je znamo, ze herbicid vykazuje toxické ucinky vici Sirokému
spektru organismti od zizal az po ¢lovéka. Ma inhibi¢ni G¢inek na pidni mikrobidlni
spolecenstvi, coz nepiimo ovliviiuje rlst a reprodukei ziZal. Je mutagenni 1 genotoxické
povahy. Bylo popsano, ze acetochlor indukuje vyménu sesterskych chromatid v lidskych
lymfocytech a mutuje zarodecné buiiky u samcii potkanti (Mohanty et al., 2019). Neékolik

studii zjistilo, Ze acetochlor je endokrinni disruptor, ktery muze interagovat s déloznimi
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estrogenovymi receptory a zpusobit hormondlni poruchy nebo dokonce ohrozit Zensky
reprodukéni systém. Navic se acetochlor snadno prendsi do vodnich utvara diky stiedni
az vysokeé rozpustnosti ve vod¢ a relativné nizké ptidni adsorpci, coz vede k Casté detekci

acetochloru v pitné vod¢ (4n et al., 2021).

Cl

/\O/\ L

N

A

Obrazek 8: Strukturni vzorec acetochloru (zpracovano autorkou v programu ChemSketch)

O

1.5.2 Alachlor

Alachlor (2-chlor-N-[2,6-diethylfenyl]-N-[methoxymethyl]acetamid) (Obrazek 9) je
chloracetanilidovy pesticid, ktery je registrovan pro pouZiti predev§im na kukufici a sdju.
Od registrace v roce 1969 do poloviny devadesatych let patfil alachlor
mezi nejpouzivanéjsi zemédélské pesticidy (Lerro et al., 2018).

Chemické vlastnosti alachloru (tj. relativné vysoka mobilita v padach) se ukazuji jako
vysoké riziko pro znecisténi podzemnich vod. V disledku toho byl alachlor a jeho
derivaty casto detekovany ve vodnim prostiedi. Jejich koncentrace v podzemnich
a povrchovych vodach je tak v mnoha zemich pravideln¢ sledovana (Lauga et al., 2013).

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) povazuje tento pesticid za toxikologicky
vysoce nebezpecny pro zdravi diky své karcinogenni aktivité (Lerro et al., 2018). Akutni
expozice alachloru zpusobuje podrazdéni kiize a oc¢i, dlouhodoba expozice mize vést
k selhani jater a ledvin, o¢nim 1ézim a poSkozeni endokrinniho systému (Mohanty et al.,
2019). V roce 1986 agentura pro ochranu zivotniho prostiedi (US-EPA) klasifikovala
alachlor jako pravdépodobny lidsky karcinogen. Klasifikace je zaloZena ptredevSim
na ditkazech nadorG u laboratornich zvifat. Toto zjiSténi v kombinaci s dalSimi
regula¢nimi revizemi US-EPA vyustilo v nové pozadavky na pouziti alachloru, vCetné

pokynit k pouziti navrzenych tak, aby se zabranilo kontaminaci podzemnich vod,
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a pozadavkli na osobni ochranné prostiedky uvedené na etiket¢ vyrobku za ucelem

minimalizace expozice na pracovisti (Lerro et al., 2018).
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Obrazek 9: Strukturni vzorec alachloru (zpracovano autorkou v programu ChemSketch)

1.5.3 Metolachlor

Metolachlor (2-chlor-N-[2-ethyl-6-methylfenyl]-N-[ 1-methoxypropan-2-
yl]acetamid) (Obrazek 10) je chirdlni pesticid sestavajici se ze dvou sad enantiomert. S-
metolachlor (S-ME) vykazuje vy$§i herbicidni aktivitu, zatimco R-metolachlor
(R-ME) ma vyborné antifungélni vlastnosti (Xie et al., 2016). Metolachlor funguje tak,
ze v cilovych rostlinach inhibuje syntézu chlorofylu, bilkovin, mastnych kyselin
a lipidd. Expozice tohoto pesticidu vede ke Skodlivym €inklim u nékolika necilovych
organismil, coz ovlivni jejich rist a chovéani. Mechanismus u¢inku vSak neni jasny (Lowry
etal., 2013).

Vyzkum Xu et al. (2020) ukazal, ze koncentrace zbytkového S-ME v piidé¢ mirné
snizila mnozstvi rostlinné biomasy a méla maly vliv na peroxidaci lipidi, antioxidacni
enzymaticky systém a obsah chlorofylu. Je zajimavé, Ze ackoli testovand koncentrace S-
ME nevykazovala silné inhibiéni U¢inky na fyziologické aktivity pSenice, sniZila
rozmanitost mikrobidlnich spolecenstev fylosféry a zménila jejich strukturu. S-ME snizil
kolonizaci nékterymi prospéSnymi bakteriemi souvisejicimi s fixaci rostlinného dusiku
mezi mikroorganismy fylosféry, coz ovlivnilo rlst a vynos pSenice, protoZe tyto bakterie
pfispivaji ke kondici rostlin. Kromé toho S-ME ovlivnil asociaci mezi hostitelem
a slozenim mikrobidlnich spolecenstev fylosféry za riznych podminek ristu (Xu et al.,

2020).
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Obrazek 10: Strukturni vzorec metolachloru (zpracovano autorkou v programu ChemSketch)

1.6 Odstranovani pesticidi

Mezi bézné metody, které se pouzivaji k odstranéni pesticidl, patii naptiklad
adsorpce, reverzni osméza, membranova destilace ¢i mikrobialni degradace. Nékteré
z téchto uvedenych metod vSak mohou pfinaset né€kolik nevyhod, mezi které¢ se tadi
mozny vyskyt toxickych sekundédrnich produktt, delsi doba degradace ¢i vysoké vyrobni
naklady. Dalsi vyuZivanou metodou je v soucasné dobé fotokatalyza (Saravanan et al.,

2022).

1.6.1 Fotokatalyza

Fotokatalyza je pokrocily oxida¢ni proces, pii kterém jsou pesticidy degradovany
na meziprodukty s niz§i molekulovou hmotnosti a nasledné mineralizovdny na své
anorganické slozky (oxid uhli¢ity, vodu a anorganické minerdlni soli) (Hadei et al.,
2021). Jako zdroj energie se vyuZziva svételné zafeni. Zdrojem fotonii mtize byt pfirozeni
slune¢ni svétlo nebo UV zéfeni jako jsou xenonové nebo rtutové vybojky a UV LED
diody. Fotokatalytickd reakce nastane v pifipadé, kdy se zneciStujici latka dostane
do kontaktu s povrchem fotokatalyzatoru (Saravanan et al., 2022).

Fotolyticka degradace pesticidli mé za cil vyvolat chemickou zménu prostiednictvim
absorpce zafeni pfimymi i nepfimymi cestami. Pfi pfimé fotolyze chromofor ve struktufe
pesticidu absorbuje zéafivou energii za vzniku aktivované molekuly pesticidu. Takto
excitované¢ molekuly pak mohou podléhat procesim jako homolyza, heterolyza nebo
fotoionizace. Nepiima fotolyza probihd, kdyz jina chemicka latka neZz pesticid, kterd nas
zajima, absorbuje slunecni svétlo a iniciuje sérii reakci, které mohou usnadnit

transformaci pesticidu. Mezi tyto chemické latky patii rozpusténé organické latky
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(huminova a fulvova kyselina), dusi¢nany ve vodé, ozén a oxidy dusiku ve vzduchu
aminerdlech a pfechodné kovy v jilech. Tyto chemické latky obsazené v roztoku
pesticidu pusobi jako fotosenzibilizatory, mohou absorbovat svétlo a poskytovat
oxidanty (Casto radikaly), které pesticidy degraduji (Reddy et al., 2015).

Fotokatalyzator je vétSinou polovodic, ktery katalyzuje degradaci tim, ze absorbuje
svételny tok a nasledné mohou probéhnout dvé reakce — oxidace z fotogenerovanych dér
a redukce z fotogenerovanych elektronti. Nejvice vyuzivanym polovodi¢em pro proces
fotokatalyzy je TiO; diky své vysoké katalytické aktivite, nizké cené a chemické stabilité
(Mermana et al., 2017). Mezi dalsi bézn¢ vyuzivané polovodice patii ZnO, WO3, Fe;Os.
Mezi modifikace, které v posledni dob¢ vyuziva mnoho vyzkumnik, patii nanocastice,

nanokompozity, nanotrubice (Saravanan et al., 2022).

1.6.2 Mikrobialni degradace

vvvvvv

chloracetanilidovych pesticidiit z prostfedi. Je upfednostiiovana pied ostatnimi
konven¢nimi metodami diky své schopnosti uplné degradovat dany pesticid ptirodni
cestou, tj. pomoci mikroorganismd.

Mezi bakterialni kmeny schopné degradovat acetochlor patii naptiklad Pseudomonas
oleovorans. Tento bakteridlni kmen je schopny degradovat 98,03 % acetochloru béhem 7
dnli a ma toleranci az 200 mg/l acetochloru (Xu et al., 2020). Mezi dalsi bakteridlni
kmeny, které jsou schopny ucinn€¢ degradovat acetochlor, patii Achromobacter,
Paracoccus nebo  Catellibacterium caeni. U&innost biodegradace se zvysuje
s opakovanou expozici se zvySujici se koncentraci acetochloru.

Degradace alachloru je pfevazn¢ mikrobidlni proces. Bakteridlni kmeny schopné
degradace jsou naptiklad Steptomyces, Bacillus brevis ¢i Pseudomonas putida. Ve studii
Tiedje a Hagedorn byly popsany dokonce pudni houby schopné ucinné degradace
alachloru. Jsou to napiiklad Ceriporiopsis subvermispora, Phlebia tremelosa nebo
Phanerochaete chrysosporium (Mohanty et al., 2019).

Bakterie, které ucinn€¢ degraduji metolachlor, jsou napiiklad Amycolatopsis,

Sacharomonospora i Kribella (Han et al., 2022).
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1.6.3 Adsorpce

Mezi moznosti odstranovani pesticidi z vodného roztoku patii adsorpce na adsorp¢ni
materidly. Tato metoda je jednoducha, levna a rychld. Adsorpénim mechanismem muze
byt fyzikalni zachyceni na adsorbent (= adsorpce) prostfednictvim slabych Van der
Waalsovych sil nebo chemisorpce pomoci chemickych vazeb. Adsorbenty vykazujici
nejvyS§si ucinnost pii odstrafiovani pesticidi s u€innosti odstranéni témét 100 % jsou
aktivni uhli, grafen, biouhel ¢i nanocasticové adsorbenty. Mezi faktory ovliviujici
adsorpci patii vlastnosti adsorbované latky jako je jeji rozpustnost, molekulova velikost
a povaha substituentu. Za velmi zésadni faktor behem adsorpce je povazovano pH (Mojiri

etal., 2020).

1.6.4 Hydrolyza

Mezi dalsi dalezité zptisoby odstraniovani pesticidl patii hydrolyza, ktera predstavuje
dalezity proces pii regulaci chloracetanilidovych pesticidii v zivotnim prostiedi. Bylo
zjisténo, ze ndékter¢ produkty hydrolyzy, jako je chloracetamid vznikly
N-dealkylaci alachloru, jsou mutagenni a mohou se vazat na DNA. V pfipadé
metolachloru bylo zjiSténo, Ze degradovany metolachlor je méné cytotoxicky, ale naopak
vice teratogenni nez ptvodni metolachlor. Casteéné kvili obavam ohledné toxicity
zafadila US-EPA chloracetanilidové pesticidy vcetné jejich produkti degradace
na seznam kontaminujicich latek, které by mély byt v budoucnu regulovany (Carlson

et al., 2006).

1.7 Biodegradacni produkty

Obecné se zbytky a metabolity chloracetanilidovych pesticidi vyskytuji v povodich
a podzemnich vodach v zemédé€lskych oblastech, kde se tyto pesticidy pouZivaly.
Prevalence téchto sloucenin vyskytujicich se v Zivotnim prostiedi podnitila vyzkumy
degradace nebezpecnych latek ve vodé€ a kontaminované pidé (Xu et al., 2008).

Acetochlor je ve vodnim ekosystému primarné degradovan fotolyticky, oproti tomu v
pudé je hlavni cesta degradace pomoci mikroorganismii. Mezi nejcastéji detekované
meziprodukty patii acetochlor ethansulfonova kyselina (ESA) a acetochlor oxalova
kyselina (OA) (Mohanty et al., 2019). Naslednymi enzymatickymi cestami dochdzi
ke vzniku CO2 a H2O (Singh et al., 2014).
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Degradace alachloru a jeho metaboliti z ekosystém probiha na zdklad¢é rtznych
procest jako je fotodegradace, mikrobidlni degradace ¢i t€kani. Hlavnim produktem
degradace alachloru je alachlor-ESA, ktery byl detekovan castéji neZ samotna matei'ska
slouc¢enina. Druhym hlavnim metabolitem je alachlor-OA (Mohanty et al., 2019).

Metolachlor je vpudé degradovan mikrobidlnim rozkladem ¢i fotodegradaci.
Rychlost mikrobialni degradace je ovlivnéna hloubkou ptdy, koncentraci organického
uhliku a rozpusténého kysliku, teplotou a velikosti mikrobidlnich populaci.
K fotodegradaci dochazi pouze tehdy, je-li metolachlor pfitomen na povrchu ptdy.
Biodegradaci metolachloru plidnimi mikroorganismy vznikd metolachlor-ESA
a metolachlor-OA. Naéslednymi enzymatickymi cestami dochéazi opét ke vzniku CO;

a H20 jako u acetochloru a alachloru (Singh et al., 2014).
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2 CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zhodnotit akutni toxicitu vybranych
zastupct chloracetanilidovych pesticidi alachloru, metolachloru a acetochloru pomoci
biologickych zkousek toxicity.

Ukolem bylo:

1. Stanovit akutni toxicitu alachloru, acetochloru a metolachloru vuci zelené fase
Chlorella kessleri, korysi Daphnia magna, jednod€lozné rostlingé Lemna minor
a krouzkovci Lumbriculus variegatus.

2. Zhodnotit akutni toxicitu smési fotokatalytickych produktti chloracetanilidovych

pesticidl vznikajicich pfi heterogenni fotokatalyze vici zelené tase Chlorella kessleri.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 ZkuSebni organismy

- zelend tasa Chlorella kessleri FOTT et NOVAK kmen LARG/1 vypéstovana
v laboratofi Ustavu environmentalniho a chemického inzenyrstvi

- novorozenci vodniho kory$e Daphnia magna z laboratorniho chovu Ustavu
environmentalniho a chemického inzenyrstvi

- jednod&lozna rostlina Lemna minor vypéstovana v laboratofi Ustavu
environmentalniho a chemického inzenyrstvi

- krouzkovec  Lumbriculus  variegatus  z laboratorniho  chovu  Ustavu

environmentalniho a chemického inZenyrstvi

3.1.2 Voda

Pro ptipravu zasobnich roztoki soli, ristovych médii a zdsobnich roztokii zkousenych

latek byla vyuzita redestilovana voda s vodivosti niz$i nez 0,1 uS.cm™.

3.1.3 Laboratorni pomtcky

Erlenmeyerovy banky, odmérné banky, odmérné valce, kadinky, sklenéné lahve se
Sroubovacim uzavérem, 1zicky, vaZenky, 24jamkové a 96jamkové mikrotitracni desticky,
krystaliza¢ni misky, jednokanalové a vicekandlové automatické manualni pipety,
pipetovaci Spicky, plastové Pasteurovy pipety, injekéni stiikacky, sklenéné tycinky,
membranové filtry Sartorius PES porozity 0,1 um, klesté, pinzety, skalpel, podloZni
sklicka, hacek, sitka, gumicky, plastova vicka na mikrotitrani desticky, vata bunicita v

ptitezech, hlinikova folie
3.14 Pristroje

- absorbancni reader Epoch (BioTek Instruments, USA)

- analytické predvazky KERN 440-49N (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

- analytické vahy ABJ (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

- digitalni mikroskop Dino-Lite (AnMo Electronics Corporation, Taiwan)

- horkovzdusny sterilizator 5104.2 (BMT Medical Technology s.r.o., Ceska
republika)
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- chladni¢ka (Electrolux s. r.0., Ceska republika)

- inkubator Heratherm Compact IMC18 (Thermo Fisher Scientific, USA)

- inkubator WTW TS 606 CZ/2 (WTW, Ceska republika)

- kultivacni box pro kultivaci zelené tasy Chlorella kessleri (vlastni vyroba UPCE)

- pH metr CyberScan pH 510 (Eutech Instruments, USA)

- systém pro vyrobu redestilované vody Milli-Q® Direct 8 (MilliporeSigma, USA)

- trepacky orbitalni Heidolph Rotamax 120 (Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Némecko)

- tiepacky vibra¢ni Heidolph Vibramax 100 (Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Némecko)

- UV-VIS spektrofotometr DR6000 (Hach Lange s. r. 0., Ceska republika)

- vertikdIn€ plnény autokldv VX-40 (Systec GmbH, Némecko)

3.1.5 Chemikalie a reagencie

- Chemikalie pro pfipravu M4 média pro laboratorni chov koryse Daphnia magna
(Tabulka 2 a 3)

- Chemikalie pro pfipravu rekonstituované vody (Tabulka 4)

- Chemikalie pro pfipravu ristového média pro zkousky toxicity na zelenych fasach
(Tabulka 5)

- Chemikalie pro pfipravu Boldova bazalniho média pro testy toxicity na zelenych
fasach (Tabulka 6)

- Chemikalie pro ptipravu modifikovaného Steinbergova média pro testy toxicity

na Lemna minor (Tabulka 7)

3.1.6 Chloracetanilidové pesticidy

- Acetochlor 98,6 %, CAS 34256-82-1 (HPC Standards GmbH, Némecko)
- Alachlor 99,2 %, CAS 15972-60-8 (HPC Standards GmbH, Némecko)
- Metolachlor 97,9 %, CAS 51218-45-2 (HPC Standards GmbH, Némecko)

3.2 Podminky laboratorniho chovu

3.21 Daphnia magna

Chov korySe Daphnia magna probihal v Cirych sklenénych nadobach naplnénych
médiem M4 (Obrazek 11). Médium M4 bylo piipraveno ze zasobnich roztokl soli dle
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postupu uvedeného vnormé CSN EN ISO 6341 Kvalita vod — Zkouska inhibice
pohyblivosti Daphnia magna Straus — ZkouSka akutni toxicity. Zéasobni roztoky pro
pfipravu média M4 jsou uvedeny v Tabulce 2. Konec¢né slozeni média M4 je uvedeno
v Tabulce 3. Pro laboratorni chov Daphnia magna byly dodrZzeny podminky definované
normou CSN EN ISO 6341, pti¢emz pH média M4 bylo upraveno na rozmezi hodnot
6 az 9. Laboratorni chov probihal v mistnosti s kontrolovanou teplotou v rozmezi

20£2 °C.

Obrdzek 11: Laboratorni chov koryse Daphnia magna (foto autor)

Krmeni korySe Daphnia magna bylo provadéno 3x tydné zelenou tasou Chlorella
kessleri. Na 3 litry M4 média byly ddvkovany 3 ml bohaté narostlé¢ fasové kultury.
Vyména M4 média byla provadéna 1x tydné, a to odlitim pfiblizné tfetiny ptivodniho

média a doplnénim objemu chovné nadoby cerstvym médiem (SOP C04/21/LE).
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Tabulka 2: Zdsobni roztok I a II pro médium M4 dle normy CSN EN ISO 6341

Objem
Objem zdsobnich
. , g . Jednotlivych roztokii I na
Zasobni roztok Chemikdlie Navazka Zdsobnich 1000 ml

roztokii zdasobniho

roztoku I1
H3BO; 28,60 g
MnCl; - 4H,0O 3,6l¢g
LiCl 3,10 g
RbCl1 0,71 g
SrCl, - 6H20 1,52 g

500 ml 1 ml
NaBr 0,16 g
MoNa;Os4 - 2H20 0,63 g
1 CuClz- 2H,O 0,17 g
ZnCl, 0,13 ¢
CoClz - 6H20 0,10 g
KI 0,065 g
Na,SeOs 0,044 g 1000 ml 1 ml
NH4VO3 0,012 g
Na,EDTA -
a 2,26
2H>0 8 500 ml 20 ml

FeSO4 - TH2O? 0,99 g

& Zasobni roztoky Na,EDTA - 2H,0 a FeSO4 - 7H,0 se navazi do 500 ml a nasledné sliji do 1000

ml.
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Tabulka 3: Slozeni M4 média dle normy CSN EN ISO 6341

Objem Objem
. , g - Jjednotlivych zasobnich
Zasobni roztoky Chemikalie Navazka dsobnich  rogtokii do M4
roztoki média
Kombinované
I stopové prvky Tabulka 2 Tabulka 2 50 ml
(Tabulka 2)
CaCl2- 2H20 73,45 ¢ 1 ml
MgSO4- TH2O 61,65¢g 0,5 ml
KCl 14,50 g 0,1 ml
Zasobni roztok NaHCO; 16,20 g 250 ml I ml
makroZivin -\, 5i0; - 9H,0 933 g 0,2 ml
NaNO3 0,685 ¢ 0,1 ml
KH2PO4 0,358 g 0,1 ml
K>HPO4 0,460 g 0,1 ml
Thiamin 750 mg
Zéso.bni I,‘Ofmk Kobalamin 10 mg 1000 ml
vitaminu
Biotin 7,50 mg
3.2.2 Lumbriculus variegatus

Krouzkovei Lumbriculus variegatus

se v laboratornich podminkéch

chovaji

v systému sediment-voda. Sediment je tvofen natrhanym toaletnim papirem nebo vrstvou

pisku (Obrazek 12). Vodnou fazi je tzv. rekonstituovana voda, ktera byla ptipravena spolu

se sedimentem podle OECD 225 (OECD 225). Slozeni rekonstituované vody je uvedeno

v Tabulce 4. pH rekonstituované vody by se mélo pohybovat v rozmezi hodnot 6 az 9,

pfipadna tprava pH byla provedena pomoci 1M roztoku HCI nebo 1M roztoku NaOH.

Vymeéna rekonstituované vody nad sedimentem byla provadéna 1x za 2 tydny. Vymeéna

sedimentu probihala 1x za tfi mésice nebo dle potieby. Chov probihal v mistnosti

s kontrolovanou teplotou v rozmezi 20+2 °C Krmeni krouzkovcta Lumbriculus variegatus
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bylo provadéno 1x tydn¢ komeréné dostupnym krmivem pro akvarijni rybky (OECD
225).

Lumbricypys variegat

Obrazek 12: Laboratorni chov krouzkovce Lumbriculus variegatus (foto autor)

Tabulka 4: SloZeni rekonstituované vody (prevzato ze SOP C05/21/LE)

Objem zasobniho
Chemikalie Navazka/1000 ml roztoku na 1000 ml
rekonstituované vody

CaCl 2220 g 10 ml
MgSO4 - 7 H20 2520 g 5ml
NaHCO3 8,60 g 7,7 ml
KCl1 0,74 g 7,8 ml
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3.3 Zkous$ka akutni toxicity na zelené rase Chlorella kessleri

3.3.1 Pracovni postup

Standardizovanou metodiku pro zkousku akutni toxicity na zelenych fasach definuje
norma CSN EN ISO 8692 Kvalita vod — Zkouska inhibice riistu sladkovodnich zelenych
ras. Podstatou zkousky je stanoveni ucinku zkouSené latky na inhibici rlstu
a rozmnozovani sladkovodnich druhti fas. Jako zkuSebni organismus byla vyuzita zelena
tasa Chlorella kessleri FOTT et NOVAK kmen LARG/1. Piestoze tento druh neni
normou CSN EN ISO 8692 piimo doporuéen jako zkusebni organismus, vyuZiti zelené
tasy Chlorella kessleri pro akutni zkousky toxicity je moZné, a to za podminky splnéni
kritérii platnosti, které jsou definované v normé CSN EN ISO 8692. Rozhodujicim
faktorem je schopnost exponencialniho ristu fasového druhu po celou dobu zkousky (t;.
72 hodin), ktery musi byt ovéten. Metodika akutni zkousSky toxicity na zelené fase pouzita
v této praci vychazela primarné z metody popsané normou CSN EN ISO 8692, nicméné
byla modifikovéana s ohledem na pouziti druhu Chlorella kessleri.

Zkouska akutni toxicity na zelené fase byla provedena ve dvou odlisSnych
experimentalnich uspotfadanich. Prvni wuspofddani bylo zaloZzeno na vyuziti
Erlenmeyerovych ban€k o objemu 50 ml jako zkuSebnich nadob, pfi¢emZ objem fasové
kultury byl 30 ml. Zasobni kultury a ptedkultivace byly kultivovany v Erlenmeyerovych
bankéch o objemu 250 ml. Pro zkousku toxicity, kultivaci zasobnich kultur 1 predkultur
bylo vyuzivano ristové médium piipravené dle normy CSN EN ISO 8692, jehoz slozeni
je uvedeno v Tabulce 5. pH ristového média bylo upraveno na hodnotu 8,1+0,2 pomoci
1M roztoku HCI nebo 1M roztoku NaOH. Zasobni roztoky pro pfipravu riistového média
byly sterilizovany v autokldvu pii 120 °C po dobu 15 minut. Zasobni roztok NaHCO3
(IV) byl sterilizovan membranovou filtraci (primér port 0,1 pm). Zasobni roztoky byly
uchovany pfi teploté 4 °C v chladni¢ce a pouzivany maximalné tfi mésice od ptipravy.

Predkultivace byla zapoc€ata 72 hodin prfed zacatkem zkousky a inkubovana
za podminek totoznych jako pii zkouSce. Pocatecni hustota pfedkultivace i1 fasového
inokula na za¢atku zkousky byla 5-10% bunék/ml média, ktera zajistila exponencialni riist
fasové kultury po dobu 72 hodin. Zasobni kultury, ptfedkultivace i vlastni zkousky
toxicity byly kultivovany pii teploté 28+2 °C po dobu 7242 hodin pii svétlené intenzité
8000-9000 luxti ve svételném rezimu 18 hodin svétlo/6 hodin tma. Pro udrzeni fasovych
kultur v suspenzi byly Erlenmeyerovy banky tfepany na tiepackach s orbitalnim

pohybem o frekvenci kmitli 120 min, a to v rezimu 1 hodina tfepani a dvé hodiny
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bez ttepani. Inkubace tfasovych kultur probihala v kultivaénim boxu. Pro zabranéni
vzdus$né kontaminace a odpafovani ristového média byly Erlenmeyerovy banky piekryty
tenkou vrstvou buni¢iny. Pro sniZeni rizika kontaminace fasovych kultur byly pii préci
dodrzovany zasady aseptické prace, veskeré pomucky piichazejici do styku s fasovou
kulturou byly sterilni, a to véetné riistového média.

Zasobni roztoky zkousenych latek byly pfipraveny rozpusténim v redestilované vode.
Zkousené¢ sady byly pfipraveny smichanim vhodnych objemi zasobniho roztoku
zkousené latky, rtistového média a fasového inokula v odmérnych baiikach a nasledné
rozpipetovany do zkuSebnich nadob. Pro kazdou koncentraci zkouSené latky byly
ptipraveny tfi replikaty. Kontrolni sady byly pfipraveny pfidanim vhodného objemu
fasového inokula do ristového média v odmérnych bankach a nasledné rozpipetovany
do zkuSebnich nadob. Pro kazdou zkouSku bylo pfipraveno minimalné pét replikath
kontrolnich vzorkd. Jednotlivé replikaty stejného vzorku nebo kontrol byly béhem
zkousky rozmistény nahodné tak, aby byl minimalizovan vliv rozdilnych podminek
zpisobenych riznou svétlenou intenzitou nebo teplotou na odlisSnych mistech

kultiva¢niho boxu.
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Tabulka 5: Riistové médium pro zkousky toxicity na zelenych rasdch dle CSN EN ISO 8692

Objem zdsobniho

Zasobni roztok Chemikalie Navazka/1000 ml roztoku na 1000 ml
ristoveho média

NH4Cl 1,50 g
MgCl; - 6H20 1,20 g
I CaCl; - 2H0 1,80 g 10 ml
MgSOs4 - TH20 1,50 g
KH>PO4 0,16 g
FeCls - 6H20 64 mg
11 1 ml
Na;EDTA 100 mg
H3BO; 185 mg
MnCl - 2H20 415 mg
ZnCl> 3 mg
I 1 ml
CoCl; - 6H,0 1,5 mg
CuClz - 2H,0 0,01 mg
Na;MoOq - 2H>0 7 mg
v NaHCO:; 50g 1 ml

Druhé experimentalni uspofadani zkousSky toxicity na zelené tfase Chlorella kessleri
bylo zaloZeno na vyuziti jamek mikrotitratnich desticek jako zkuSebnich nadob.
Miniaturizace zkousky toxicity na zelené fase umoznila zvysit poCet provedenych
opakovani pii souCasném sniZzeni provoznich nakladd. Pro zkousky toxicity, kultivaci
zasobnich kultur i pfedkultur bylo vyuzivano Boldovo bazalni médium (BBM médium),
jehoz sloZeni je uvedeno v Tabulce 6. pH BBM média bylo upraveno na rozmezi hodnot
6,6+0,2 pomoci 1M roztoku HCI nebo 1M roztoku NaOH. Zasobni roztoky pro piipravu
BBM média byly sterilizovany v autoklavu pti 120 °C po dobu 15 minut. Zasobni roztok
EDTA-KOH (IX) byl sterilizovan membranovou filtraci (pramér pori 0,1 m). Zasobni
roztoky byly uchovany v chladni¢ce pfi teploté 4 °C a pouzivany maximalné tfi mésice

od ptipravy.
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Predkultivace byla zapocCata 72 hodin pfed zacatkem zkousky a inkubovana
za podminek totoznych jako pfi zkouSce. Pocate¢ni hustota bunék v pfedkultivaci byla
2,2-10° bunék/ml, hustota bun&k na za¢itku zkousky toxicity byla 4-10° bunék/ml.
Zasobni kultury, ptredkultivace 1 vlastni zkousky toxicity byly kultivovany pfti teploté
22+2 °C, po dobu 7242 hodin pii kontinualnim osvétleni o intenzit¢ 6000-10 000 luxt za
neustalého tiepani na tiepackich s vibraénim pohybem o frekvenci kmitii 150 min™'.
Inkubace fasovych kultur probihala v termoluminostatu.

Zasobni roztoky zkousenych latek byly pfipraveny rozpusSténim v redestilované vodé.
Zkousené sady byly pfipraveny smichanim vhodnych objeml zisobniho roztoku
zkouSené latky, BBM média a tasového inokula v jamkach mikrotitraéni desticky.
Kontrolni sady byly pfipraveny pfidanim vhodného objemu fasového inokula do BBM
média v jamkach mikrotitraéni desticky. Pro kazdou koncentraci zkouSené latky bylo
pripraveno pét replikatd. Pro kazdou zkousku bylo piipraveno pét replikati kontrolnich
vzorkd. Jamky mikrotitraéni desticky byly plnény podle schématu na Obrazku 13.
Okrajové jamky mikrotitracni desticky byly naplnény 250 ul BBM média. Do jamek
oznacenych 1 aZ 9 byla ptipravena koncentracni fada zkouSené latky, a to smichanim 200
ul fasového inokula a 50 pl piislusného fedéni zasobniho roztoku zkousené latky.
Do jamek oznacenych jako K byly pfipraveny kontrolni sady, a to smichanim 200 pl
fasového inokula a 50 pl BBM média. Do jamek oznacenych jako B bylo napipetovano
200 pl BBM média a 50 pl zkouSené latky. Tyto jamky slouzily jako blank
a neobsahovaly fasovou kulturu. Do jamky oznacené jako BK bylo napipetovano 250 pl
BBM média. Pro zabranéni vzdusné kontaminace a odpafovani BBM média byly

mikrotitracni desticky prekryty plastovym vickem.

Obrdzek 13: Schéma jamek mikrotitracni desticky pro zkousku toxicity na zelené rase Chlorella kessleri
(B — blank; K — kontrolni sada) (foto autor)
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Tabulka 6: Slozeni Boldova bazdlniho média (prevzato ze SOP R02/21/LE)

Zasobni Objem zdasobniho

fok Chemikalie Navazka/ 1000 ml roztoku na 1000
rozto ml BBM média
I NaNOs3 25¢g 10 ml
11 MgSO4 - 7 H20 7,50 g 10 ml
111 NaCl 2,50¢g 10 ml
v K>HPO4 7,50 g 10 ml
A\ KH>POq4 17,50 g 10 ml
VI CaCl; - 2 H,O 3,76 g 10 ml
EDTA 50g
VI 1 ml
KOH 31g
FeSO4 - TH20 498 g
VIII 1 ml
H>SOq4 10 ml
IX H3BOs 1142 ¢ 1 ml
ZnSO4 - 7 H20 8,82 ¢
MnCl; - 4 H,O 144 ¢
X MoO 7,10 1 ml
stopové prvky ; U8
CuSOs4 - 5 H,O 1,57 g
Co(NO3)2 - 6 H20 0,49 ¢
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3.3.2 Vyhodnoceni zkousky

Hlavni sledovanou veli¢inou pfi zkousce toxicity na zelené tase Chlorella kessleri
byla hustota bunék, kterd byla méifena na zaCatku a na konci zkousky. V obou
experimentalnich uspotfaddanich bylo ke kvantifikaci fasové biomasy vyuZito
spektrofotometrické stanoveni pii vinové délce 684 nm. Pro uspotadani v mikrotitraénich
destickach byla koncentrace bunék soucasné prométovana pii vinové délce 750 nm, ktera
odpovidala zékalu. Pfed méfenim absorbance bylo nutné fasové kultury homogenizovat,
v piipad¢ Erlenmeyerovych banék manudlnim promichanim, v ptipad¢ mikrotitracnich
desticek opakovanym nasatim a vypusténim obsahu jamky pomoci automatické pipety.
Ptipadné vzniklé bubliny byly potfeba odstranit, nebot’ mohly vyrazné ovlivnit vysledky
spektrofotometrického méfeni.

Z namétfenych hodnot absorbance byla vypocitdna hustota bun¢k v 1 ml fasové
kultury pomoci rovnice linedrni regrese korelacni kiivky, ktera vyjadfovala zavislost
mezi poctem bun¢k fasové suspenze a hodnotou absorbance, a to tak ze, za hodnotu
vy vrovnice byla dosazena hodnota namétené absorbance a z rovnice byla vypocitana
hustota fasové kultury x. Stanoveni korelacni kiivky nebylo soucasti této diplomové prace
a byla pouzita kiivka na pracovisti jiz pouzivana.

Ze zjisténych hodnot hustoty bunc¢k na zacatku a na konci zkousky byly nejprve
vypocitany specifické ristové rychlosti 4 pro kazdy replikat zkouSené a kontrolni sady

podle Rovnice 1 (CSN EN ISO 8692):

Innp-Inng
W= (1)
kde
no pocatecni hustota bunék
nr hustota bunék mérena v dobe tr,
to doba zacatku zkousky
i doba ukonceni zkousky

Nasledné¢ byla vypocitana stfedni ristova rychlost u. pro kontrolni sadu replikatt. Poté
byla vypocitana inhibice ristové rychlosti v procentech /,; pro kazdou zkouSenou sadu

replikati podle Rovnice 2 (CSN EN ISO 8692):

I, =%%-100 2)
HUe
kde
Ui riistova rychlost pro zkouSenou koncentraci
Ue stredni ristova rychlost u kontrolniho vzorku
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Pro kazdou ptredkultivaci byly sestrojeny riistové kiivky, a to jako zéavislost
pfirozeného logaritmu stfedni hustoty fasovych bunék na ¢ase. Pomoci riistovych kiivek
bylo kontrolovano udrZeni exponencialni rustu fasové kultury v ¢asovém intervalu 0-
72 hodin. Za ucelem sestrojeni rastovych kiivek byla méfena hustota fasové
predkultivace minimalné jednou za 24 hodin. Exponencidlni rst byl vyjadfen linearni
rustovou kfivkou, zatimco vyrovnani ristoveé kiivky signalizovalo ptechod fasové kultury
do stacionarni faze. V takovém ptipad¢ nemohla byt piedkultivace pouzita jako inokulum
pro zkousku. Soucasné bylo pomoci ristovych kiivek kontrolovano, zda tasové kultury
rostou oc¢ekavanou specifickou ristovou rychlosti.

Zkouska na zelenych tfasach byla povazovana za platnou, pokud byly splnény dvé
kritéria platnosti. Prvni podminkou byla minimélni specificka rastova rychlost
kontrolnich replikatd 1,4 d! a druhou nepiekroceni 5% variaéniho koeficientu specifické

riistové rychlosti v kontrolnich replikatech (CSN EN ISO 8692).

3.4 Zkouska akutni toxicity na korySi Daphnia magna

34.1 Pracovni postup

Metodu stanoveni akutni toxicity pro vodniho korySe Daphnia magna urcuje norma
CSN EN ISO 6341 Kvalita vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus
— Zkouska akutni toxicity. Jako zkuSebni organismy byli vyuZiti novorozenci Daphnia
magna z laboratorniho chovu Ustavu environmentalniho a chemického inZenyrstvi.
Zkouska je zaloZena na urceni po¢atecni koncentrace zkousené latky, kterd za 24 nebo
48 hodin imobilizuje 50 % jedinct Daphnia magna. Den pied zahdjenim zkouSky byly
gravidni samice pieneseny do samostatnych nadob s rekonstituovanou vodou, jejiz
slozeni je uvedeno v Tabulce 4. Béhem nasledujicich 24 hodin byly odebrany nové
narozeni jedinci, ktefi byli pouZiti jako zkuSebni organismy pro zkousku akutni toxicity
provedené podle metodiky definované normou CSN EN ISO 6341.

Zkouska probihala pfi teploté 20+2 °C po dobu 48 hodin, bez aerace, osvétleni a bez
krmeni zkuSebnich organismi. Jako zkuSebni nddoby byly vyuzity 24-jamkové
mikrotitracni desticky. Mikrotitracni desticky byly umistény do termoluminostatu
s vypnutym svételnych zdrojem.

Zasobni roztoky zkousenych latek byly pfipraveny rozpusténim v redestilované vodé.
Zkousené¢ sady byly pfipraveny smichanim vhodnych objemii z4sobniho roztoku

zkousené latky s rekonstituovanou vodu a pifidanim jednoho novorozence Daphnia
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magna. Kontrolni sady byly pfipraveny umisténim jednoho novorozence Daphnia magna
do rekonstituované vody v jamce mikrotitraéni desticky (Obrazek 14). Pro kazdou
zkousenou a kontrolni sadu bylo pouzito celkem 20 jedincii rozd€lenych po jednom
do jamek mikrotitratni desticky. Na kazdého jedince byly pouzity 2 ml zkouSené¢ho
roztoku.

Zkouska akutni toxicity zahrnovala predbéznou zkousku. Pfedbézna zkouska slouzila
k urceni intervalu koncentraci pro zékladni zkousku akutni toxicity a byla provedena
ve dvou koncentracnich hladinach (0,5 mg/l a 5 mg/I) totoznych pro vSechny tii zkousené

chloracetanilidové pesticidy.

3.4.2 Vyhodnoceni zkousky

Na konci zkuSebni doby byli spocitani pohyblivi jedinci Daphnia magna
ve zkuSebnich i kontrolnich sadéach. Jedinci, kteti nebyli schopni se rozplavat béhem
15 sekund po mirmém promichani roztoku v jamce mikrotitraéni desticky, byli
povazovani za imobilizované, a to 1 v ptipadé€ Ze doposud pohybovali tykadly. Nasledné
bylo vypocteno procento imobilizace I; pro kazdou zkouSenou sadu ve vztahu
k celkovému poétu pouzitych jedinct Daphnia magna (CSN EN ISO 6341). Vypodet

procenta imobilizace /; byl proveden dle Rovnice 3:

I, =--100 (3)
Nc
kde
n; pocet imobilizovanych jedincit Daphnia magna na konci zkousky
ne celkovy pocet jedincii Daphnia magna nasazenych pro danou zkusebni sadu

Zkouska na vodnim kory$i Daphnia magna byla povazovana za platnou, pokud
procento imobilizace v kontrolnich sadach bylo mensi nebo rovno 10 % a hodnota
24hECso pro dichroman draselny se pohybovala v intervalu hodnot od 0,6 mg/l do 2,1
mg/l (CSN EN ISO 6341).
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Obrdzek 14: Pritbéh akutni zkousky toxicity na korysi Daphnia magna v mikrotitracnich destickach (foto autor)

3.5 ZkousSka akutni toxicity na jednodélozné rostliné Lemna minor

3.5.1 Pracovni postup

Standardizovanou metodiku pro zkousku akutni toxicity na jednodélozné rostling
Lemna minor definuje norma CSN EN ISO 20079 Jakost vod — Stanoveni toxickych
ucinku slozek vody a odpadni vody na okrehek (Lemna minor) — Zkouska inhibice riistu
okrehku. Podstatou zkouSky je kvantifikovat G€inek zkouSené latky na vegetacni rist
jednodélozné rostliny Lemna minor. Jako zkuSebni organismus byl pouzit druh Lemna
minor (Okiehek mensi). Kultura pouzivana pro vlastni zkousku toxicity se musela skladat
z mladych, rychle rostoucich kolonii svétle zelené barvy bez viditelného poskozeni.
V rozmezi 7 az 10 dni pted zacatkem zkousky toxicity bylo nutné zahajit predkultivaci
kultury Lemna minor. Ptedkultivace probihala za podminek totoznych s vlastni zkouskou
toxicity. Pro zkousky toxicity, kultivaci zasobnich kultur 1 pfedkultivaci bylo pouzivano
modifikované Steinbergovo médium piipravené dle normy CSN EN ISO 20079, jehoz
pH bylo upraveno na hodnotu 5,5+0,2 pomoci 1M roztoku HCI nebo 1M roztoku NaOH.
Zasobni roztoky pro pfipravu modifikovaného Steinbergova média byly sterilizovany

v autoklavu pii 120 °C po dobu 15 minut. Zasobni roztok FeClz - 6 HO (VIII) byl
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sterilizovdn membranovou filtraci (pramér poért 0,1 pm). Slozeni modifikovaného
Steinbergova média je uvedeno v Tabulce 7.

Zkouska toxicity probihala pfi teplot€¢ 24 + 2 °C po dobu 7 dni pfi kontinualnim
osvétleni o svételné intenzité 6500-10000 luxt. Jako zkuSebni nadoby byly pouzity
sklenéné kadinky o objemu 100 ml. Pro zabranéni vzdusné kontaminace a odpafovani
ristového média byly kadinky piekryty plastovym vickem a umistény
do termoluminostatu. Jednotlivé replikaty stejného vzorku nebo kontrol byly béhem
zkousky rozmistény ndhodné tak, aby byl minimalizovan vliv rozdilnych podminek
zpisobenych rdznou svétlenou intenzitou nebo teplotou na odlisSnych mistech

termoluminostatu.

Tabulka 7: Slozeni modifikovaného Steinbergova média pro zkousku toxicity na Lemna minor dle normy CSN EN

1SO 20079
Objem zdsobniho
Zasobni Chemikilie Navizka/1000 i~ "0%0%u na 1000 ml
roztok Steinbergerova
média
KNO; 175¢
| KoHPO4 0,63 g 20 ml
KH>POg4 45¢g
II MgSO4 - 7TH20 S5¢g 20 ml
I Ca(NOs)2 - 4H20 14,75 g 20 ml
1A% H3BO:s 0,12 ¢ 1 ml
\% ZnSO4 - TH2O 0,18 g 1 ml
VI Na;MoOs - 2H20 0,044 ¢ 1 ml
VII MnCl - 4 H2O 0,18 ¢g 1 ml
FeCl; - 6H20 0,76 g
VIII 1 ml
Na;EDTA - 2H,O 1,50 g
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Zasobni roztoky zkousenych latek byly pfipraveny rozpusténim v redestilované vodé.
ZkouSené sady byly pfipraveny smichanim vhodnych objeml zasobniho roztoku
zkouSené latky s modifikovanym Steinbergovym médiem. Celkovy objem zkouSeného
roztoku v jedné zkuSebni nddobé byl 100 ml. Kontrolni roztoky byly pfipraveny pouze
z modifikovaného Steinbergova média. Do kazdé kontrolni i zkusebni sady byly pomoci
pinzety pfeneseny tfi kolonie Lemna minor se ttemi stélkami (celkem 9 stélek), které
spliiovaly podminky piedkultivace, pfi€emZ bylo dbano na to, aby velikost pouzitych
kolonii byla co nejhomogennéjsi (Obrazek 15). Pro kaZzdou koncentraci zkouSené latky

1 kontrolnich vzorki byly pfipraveny tfi replikaty.

=
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Obrazek 15: Pritbeh zkousky akutni toxicity na jednodelozné rostliné Lemna minor (foto autor)

3.5.2 Vyhodnoceni zkousky

Hlavnim méfenym parametrem u zkousky akutni toxicity na jednod€lozné rostling
Lemna minor byl pocet stélek. Jako druhy métfeny parametr byla pro tuto praci zvolena
plocha porostlda stélkami hodnocenda pomoci fotografického zdznamu digitalniho

mikroskopu. Oba parametry byly kvantifikovany na za¢atku a na konci zkousky.
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Ze sledovanych parametrii zjisténych na zacatku a na konci zkousky byly nejprve
vypocitany specifické rastové rychlosti » pro kazdy replikat zkouSené a kontrolni sady

podle Rovnice 4 (CSN EN ISO 20079):

__Inxpp—Inxey

r=—- 4
Pa—s “4)

kde

X1 hodnota sledovaného parametru v t; dnech

X2 hodnota sledovaného parametru v t; dnech

t,—t;  doba mezi x; a xi;ve dnech

Poté byla vypocitana inhibice riistové rychlosti v procentech i, pro kazdou zkousenou

koncentraci podle Rovnice 5 (CSN EN ISO 20079):

, T
I, = <£.100 (%)
Tc
kde
re priimérna specificka riistova rychlost kontroly v d”!
7 primérnd specifickd ristova rychlost vzorkii nebo jejich fedéni v d”!

Zkouska na jednod€lozné rostliné Lemna minor byla povazovana za platnou, pokud

se pocet stélek v kontrolnich sadach za dobu 7 dni zvyS$il minimalné sedmkrat.

3.6 Zkouska akutni toxicity na krouzkovci Lumbriculus variegatus

Sedimenty jsou stanovis§tém a zdrojem potravy pro riizné bentické organismy, a proto
hraji dilezitou roli ve vodnich ekosystémech. Bentické organismy jsou zdkladem
potravniho fetézce, takze kontaminace sedimentl miize ovlivnit dalsi trofické urovné.
Znecistujici latky vazané na sediment tak mohou po pfijmu témito druhy vstoupit
do lidského potravniho fetézce.

Krouzkovec Lumbriculus variegatus byl vybran jako zastupce bentickych organisml
pro zkouSky akutni toxicity latek, které se mohou nachazet v sedimentech. Lumbriculus
variegatus byl vybran pro svoji snadnou dostupnost, laboratorni chov a Sirokou distribuci
v zivotnim prostiedi (Galluba et al., 2012).

Lumbriculus variegatus (Obrazek 16) je maly sladkovodni mnoho§tétinatcovity cerv
(tad Lumbriculida, Celed’ Lumbriculidae), ktery Zije v mel¢inach sladkovodnich rybnikd,
jezer a bazin. Tento organismus je Siroce rozsifen jak v Evropé, tak Severni Americe.
Vodni malostétinatci jsou dulezitymi ¢leny sladkovodnich spolecenstev, kde pomahaji
pfirozkladu organickych materiali v sedimentu, a také slouzi jako zdroj potravy pro vyssi

trofické urovné (Gara et al., 2004).
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Obrazek 16: Lumbriculus variegatus (prevzato z Garcia et al., 2021)

3.6.1 Pracovni postup

ZkouSka akutni toxicity na krouzkovci Lumbriculus variegatus neni definovana
Zadnou normovanou metodou. Smérnice OECD 225 definuje pouze metodiku pro
zkousku chronickeé toxicity trvajici 28 dni. Podstatou zkousky na krouzkovei Lumbriculus
variegatus je vystaveni zkuSebnich organismi uG¢inku zkouSené latky aplikovanych
do sedimentu v systému sediment-voda (OECD 225). Pti zkouSce akutni toxicity
na krouzkovci Lumbriculus variegatus bylo vychazeno z principt popsanych v OECD
225 (OECD 225). Jako zkuSebni organismy byli pouziti krouzkovci Lumbriculus
variegatus podobného fyziologického stavu z laboratorniho chovu Ustavu
environmentalniho a chemického inzenyrstvi. Pfed zahajenim zkousSky bylo nezbytné
provést synchronizaci jedincii, aby se minimalizovala nekontrolovana reprodukce
aregenerace. Reprodukce je u Lumbriculus variegatus nepohlavni, kdy dochazi
ke vzniku dvou fragmentt, které se nezivi do té doby, dokud nedojde k regeneraci hlavy.
Z tohoto diivodu nedochdzi k plisobeni latky na zkuSebni organismus nepfetrzité po celou
trvani expozice. Dva tydny prfed zahijenim zkousky akutni toxicity byly jedinci
Lumbriculus variegatus uméle fragmentovéani, aby doSlo kjejich synchronizaci.

K tomuto ucelu byli vybrani dospéli jedinci, kteti byli umisténi na podlozni sklicko
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a skalpelem rozd¢leni. Pfedni a zadni konec jednoho jednice byl oddélen a obé Casti
ponechdny v kadince s rekonstituovanou vodou. Regenerace novych hlav byla
indikovana v pfipad¢ zavrtavani synchronizovanych jedincii do substratu. V takovém
piipadé bylo prepokladano, ze se zkuSebni organismy nachazeji v podobném
fyziologickém stavu. To znamena, ze pokud béhem zkousky dojde u synchronizovanych
cervl k regeneraci prostfednictvim morfalaxe, predpokladd se, ze vétSina zkusSebnich
organismu bude rovnomérné vystavena ucinku obohaceného sedimentu (OECD 225).

Zkouska probihala pii teploté¢ 20+£2 °C po dobu 96 hodin, bez osvétleni. V piipadé
neprospivani zkusebnich organismi byl zaveden svételny rezim 16 hodin svétlo/8 hodin
tma o svételné intenzit¢ 100-1000 luxt. Jako zkuSebni nadoby byly pouzity kadinky
o objemu 250 ml, které byly umistény v termoluminostatu. Zkouska probihala pouze
ve vodné fazi, kterd byla tvotfena rekonstituovanou vodou, jejiz sloZeni je uvedeno
v Tabulce 4.

ZkuSebni sady byly pfipraveny smichanim vhodnych objeml zasobnich roztoki
zkousené latky s rekonstituovanou vodou nebo se zasobnimi roztoky soli pro piipravu
rekonstituované vody a pfidanim deseti jedinct Lumbriculus variegatus. Kontrolni sady
byly ptipraveny umisténim deseti jedinct Lumbriculus variegatus do vhodného objemu
rekonstituované vody ve zkuSebni nadobé. Na kazdého jedince bylo pouZzito 10 ml
rekonstituované vody (tj. celkovy objem 100 ml na 10 jedinch v jedné zkuSebni nadob¢).
Pro kazdou zkouSenou i kontrolni sadu byly pfipraveny dva replikaty, tedy 20 jedinct
rozdélenych po deseti do dvou zkuSebnich nadob.

Vzhledem k chybéjicim informacim o akutni toxicité chloracetanilidovych pesticidi
na Lumbriculus variegatus byla nejprve provedena limitni zkousku slouzici pro odhad
toxicity. Koncentrace pesticidi v limitni zkouSce byla 97 mg/l. ZkuSebni sady byly
pfipraveny obohacenim zasobniho roztoku zkouSeného pesticidu v redestilované vodé
zasobnimi roztoky soli pouzivanych k ptipravé rekonstituované vody. K 96,95 ml
zasobniho roztoku pesticidu byl pfidan 1 ml zdsobniho roztoku CaCl,, 0,78 ml zdsobniho
roztoku KCl, 0,77 ml zasobniho roztoku NaHCOs3 a 0,5 ml zasobniho roztoku MgSOa.
Ve druhé limitni zkouSce byla koncentrace pesticidi 1 mg/l, pfipravena smichanim 10 ml
zasobniho roztoku ptislusného pesticidu 0 koncentraci

10 mg/l s 90 ml rekonstituované vody.
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3.6.2 Vyhodnoceni zkousky

Na konci zkusebni doby byli spocitani zivi a uhynuli jedinci Lumbriculus variegatus
ve zkuSebnich i kontrolnich sadach. Nasledn¢ bylo vypocteno procento timrtnosti 7, pro
kazdou zkousenou sadu ve vztahu k celkovému poctu pouzitych jedinct Lumbriculus

variegatus. Vypocet procenta umrtnosti /; byl proveden dle Rovnice 7:

I, =—+-100 (7)
ne
kde
n pocet uhynulych jedincit Lumbriculus variegatus na konci zkousky
ne celkovy pocet jedincii Lumbriculus variegatus nasazenych pro danou zkusebni sadu

3.7 Interpretace vysledki zkousek toxicity

Podstatou zkousek akutni toxicity je stanoveni stfedni G¢inné koncentrace ECso, ktera
predstavuje koncentraci zkousené latky zptisobujici 50% snizeni sledovaného parametru
ve vztahu ke kontrolnim vzorkim (Ambrozova, 2003). Hodnoty ECso predstavuji
toxikologickd data odvozena =z laboratorni zkousky provedené za definovanych
podminek. Mohou urcit potencidlni riziko zkouSené latky, nicméné nemohou piimo
predpovidat uéinek dané latky v piirozeném prostiedi (CSN EN ISO 8692).

Pro ur€eni intervalu koncentraci zkousSené latky pro provedeni zékladniho testu
toxicity byly provedeny pfedbézné testy. Zakladni test pro stanoveni parametru ECso byl
poté naplanovan na zéklad€ vysledkd predbéZného testu. Pii zdkladnim testu byly
zkuSebni organismy vystaveny koncentracim zkouSené latky v geometrickych tadéach,
které zahrnovaly minimalné pét koncentracnich turovnich, aby bylo ziskano dostatecné
mnozstvi dat pro regresni analyzu.

Vyhodnoceni zkousek toxicity a zjiSténi hodnot ECso bylo zaloZeno na probitové
analyze. Procentualni inhibice stanovené ze sledovanych parametri u jednotlivych
zkousek akutni toxicity byly pfevedeny na pravdépodobnosti probitové jednotky.
Nasledné¢ byl pomoci programu Excel sestrojen graf, kde na ose x byly vyneseny
ptirozené logaritmy zkouSené koncentrace, a na osu y odpovidajici probitové jednotky.
Pomoci linedrni regrese byla vyjadiena rovnice zavislosti, ze které byla vypoctena
hodnota efektivni koncentrace ECso, a to tak, ze za y byla dosazena hodnota odpovidajici
probitu 50% inhibice a vypoctena hodnota x, kterd odpovidala logaritmu zkouSené
koncentrace. Po odlogaritmovani byla ziskana koncentrace latky odpovidajici paramentu

ECso (Ambrozova, 2003).
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Dalsi zptsob vyhodnoceni zkousSek toxicity je pomoci vhodného statistického
programu, pti¢emz v této praci byl vyuzivan program GraphPad Prism. Importovanymi
daty byly logaritmy zkousenych koncentraci, které byly dosazeny za hodnoty x, a hodnoty
procentualnich inhibic odpovidajici jednotlivym zkusebnim sadam, které byly dosazeny
za hodnoty y. Data se analyzuji metodou Nonlinear Regression — Dose-Responce
Stimulation, a to za vyuziti ¢ty modelti rovnic nelinearni regrese. Jednotlivé vystupy
analyz jsou mezi sebou porovnany a zvoleny ty rovnice regrese, které nejlépe prokladaji

data a poskytuji piijatelnou hodnotu ECso (SOP R02/21/LE).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zkousky s referen¢nimi latkami

Ucelem zkousky s referenénimi latkami je ovéfeni spravného postupu zkousky
a kontrola citlivosti zkuSebnich organismi. Pti zkouskach toxicity je mimotadné dulezité
udrzovat zdravé kultury zkuSebnich organismu, aby se piedeslo zménam jejich citlivosti.
K ovéfeni platnosti zkuSebniho systému se doporucuje pouzit minimalné jednu referencni
latku. Zkouska s referen¢ni latkou by méla byt provedena minimalné 2x ro€né€. Nejcastéji
pouzivanou referenéni latkou pfi ekotoxikologickém testovani je dichroman draselny
(Kikuchi et al., 2017).

Referenéni zkouska pro zelenou tasu Chlorella kessleri pro uspofadani
v Erlenmeyerovych baiikach byla provedena s referencnimi latkami dichromanem
draselnym a siranem zine¢natym heptahydratem. Pro obé referen¢ni latky byly provedeny
Ctyfi nezavislé zkousky v riznych ¢asovych intervalech.

U dichromanu draselného byly zkousky provedeny v ¢asovém rozmezi dvou mésict.
Pro vSechny zkousky byl pouZit totoZny zasobni roztok dichromanu draselné¢ho
pfipraveny v redestilované vodé o koncentraci 1000 mg/l. Ze ziskanych vysledki bylo
zjisténo, ze stafi roztoku dichromanu draselného nema vliv na toxicitu, nebot’ vysledky
jednotlivych zkousek poskytly srovnatelné vysledky.

V kazdé zkouSce byly testovany minimalné ctyfi koncentrani urovné, nejméné
jednou byly ve zkouSce zahrnuty nésledujici koncentrace 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5;
1,75; 2 a 4 mg/l (Graf 1). Jako nejvhodnéjsi se ukéazalo pouziti geometrické koncentracni
fady s koeficientem 2. Pfi menSich rozdilech ve zkouSenych koncentracich jednotlivé
hodnoty procentudlnich inhibic ristové rychlosti splyvaly, ¢imz bylo prokéazano,
ze zelend tasa Chlorella kessleri neni natolik citlivy organismus, aby bylo mozné
zkouskou zaznamenat rozdily v toxicité blizkych koncentraci zkousené latky. Nicméné
1 pfes tuto skutecnost byla u vSech provedenych zkousSek zachovana linearni zavislost
mezi zkousenou koncentraci a procentudlni inhibici rastové rychlosti. Parament 72hECso
pro dichroman draselny byl probitovou analyzou stanoven na hodnotu 1,2140,11 mg/1.
Vyhodnocenim vysledkii prostiednictvim statistického programu GraphPad Prism
s vyuzitim nelinearni regrese byla hodnota parametru 72hECso pro dichroman draselny
stanovena na 1,30 mg/l (Graf 2). Rojickova-Padrtova and Marsalek (1999) ve studii

zamétené na porovnani selektivity a citlivosti jednotlivych fasovych druhii vhodnych pro
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testy toxicity stanovili parametr 72hECso pro dichroman draselny na zelené fase Chlorella

kessleri na hodnotu 0,575 mg/l.

Zavislost probitové jednotky na log ¢ pro dichroman draselny
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Graf 1: Zavislost probitové jednotky na logaritmu koncentrace dichromanu draselného, referencni zkouska na zelené
Fase Chlorella kessleri v Erlenmeyerovych barikach (zpracovano pomoci programu Excel)

Zavislost inhibice rastu na log ¢ pro dichroman draselny
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Graf 2: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace dichromanu draselného, referencni
zkousSka na zelené rase Chlorella kessleri v Erlenmeyerovych barikach (zpracovano pomoci programu GraphPad
Prism)
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U siranu Zeleznatého heptahydratu byly zkousky provedeny v ¢asovém rozmezi deseti
meésicl. Pro tfi zkousky byl pfipraven vzdy novy zdsobni roztok, a to v den zahgjeni
zkousky. Pro zkousku zahajenou 1. 4. 2022 byl vSak pouzit zdsobni roztok piipraveny 30.
11. 2021, tedy piiblizn¢ 4 mésice stary, ktery byl po celou dobu skladovan pfti teplote
4 °C v chladnicce. Koncentrace zasobniho roztoku byla vzdy 1000 mg/1.

V kazdé zkouSce bylo testovdno minimalné pét koncentracnich urovni, nejméné
jednou byly ve zkousce zahrnuty nasledujici koncentrace 0,375; 0,75; 1,5;2,25;3;4,5a 6
mg/l (Graf 3). Na rozdil od zkouSek s dichromanem draselnym mohl byt v geometrické
koncentra¢ni fad¢ pouzit i nizsi koeficient nez 2, aniz by ziskané hodnoty procentualnich
inhibic ristové rychlosti splyvaly. Parament 72hECs pro siran zeleznaty heptahydrat byl
probitovou analyzou stanoven na hodnotu 2,434+0,27 mg/l, a to pti vylouceni vysledku
ze zkousky provedené dne 1. 4. 2022. Podobné hodnota 72hECso pro siran zinecnaty
heptahydrat byla pomoci statistického programu stanovena na 2,19 mg/l (Graf 4), pii
vylouceni odlehl¢ hodnoty. Také Rojickova-Padrtova and Marsalek (1999) ziskali
podobnou hodnotu 72hECso pro siran zinecnaty na zelené tfase Chlorella kessleri, a to
2,31 mg/l.

Pfi vySe zminéné zkouSce ze dne 1. 4. 2022 vedlo stafi zdsobniho roztoku
k vyznamnému zvySeni paramentu 72hECso, a to na hodnotu 10,06 mg/l. Na rozdil
od dichromanu draselného me¢lo dlouhodobé skladovani zésobniho roztoku siranu
zine¢natého heptahydratu vliv na toxicitu. Tento vyrazny nartst paramentu 72hECso mohl
byt zptsoben rozkladem ¢i pifipadnou adsorpci latky na sténédch nadoby, ¢imz se
koncentrace siranu zine¢natého heptahydratu v roztoku béhem skladovani snizila.
To vedlo ke zvySeni parametru 72hECso, indikujici niz$i toxicitu zkouSené latky.
Nicméné ipfesto byla u vSech provedenych testli zachovana line4rni zévislost mezi
zkouSenou koncentraci a procentudlni inhibici ristové rychlosti, podobné jako u zkouSek
s dichromanem draselnym.

Na zéakladé vysledkil ziskanych pti zkouskach s referencnimi latkami na zelené tase
Chlorella kessleri byla potvrzena spravnost postupu navrzeného pro provedeni zkousky
toxicity v Erlenmeyerovych baikach. Vzhledem ktomu, Ze se hodnoty ECso
vyhodnocené probitovou analyzou a nelinearni regresi pomoci statistického programu
GraphPad Prism mezi sebou piili§ neliSily, bylo v dalSich experimentech pfistoupeno

k vyhodnoceni parametru ECso pouze pomoci statistického programu.
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Graf 3: Zavislost probitové jednotky na logaritmu koncentrace siranu zinecnatého heptahydratu, referencni zkouska
na zelené rase Chlorella kessleri v Erlenmeyerovych bankdch (zpracovano pomoci programu Excel)

Zavislost inhibice rastu na log c pro siran zine¢naty heptahydrat
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Graf 4: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace siranu zinecnatého heptahydratu,
referencni zkouska na zelené rfase Chlorella kessleri v Erlenmeyerovych barikach (zpracovano pomoci programu
GraphPad Prism)
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K testovani akutni toxicity je mozné vyuzit rizné druhy zelenych fas. Nicméné
hodnoty ECso pro jednu referen¢ni latku zjisténé na riznych zkuSebnich organismech se
vyznamné 1isi. V Tabulce 8 jsou uvedeny hodnoty ECso pro dvé referencni latky,
dichroman draselny a siran zinecnaty, ziskané na tfech rtiznych druzich zelenych tas

(Rojickova-Padrtova and Marsalek, 1999).

Tabulka 8: Hodnoty ECso pro referencni latky dichroman draselny a siran zinecnaty pro riizné druhy zelenych ras
(zpracovano z Rojickova-Padrtova and Marsalek, 1999)

ECsg (mg/l)
Zkusebni organismus
K:>Cr207 ZnS0y
Chlorella kessleri 0,58 2,30
Pseudokirchneriella subcapitata 0,40 0,80
Scenedesmus quadricauda 2,53 0,81

Rozdiln4 citlivost riiznych druhii zelenych fas vici jedné referencni latce miize byt
zptiisobena odliSnym sloZenim bunéfné stény, ale také rozdily v aktivaci obrannych
mechanismi. Z toho vyplyva, Ze hodnoty ECso publikované v odborné literature, které
byly ziskany na riiznych druzich zelenych fas, nelze zobecnit pro cely rod (Machado and
Soares, 2020).

Referen¢ni zkouska na zelené fase Chlorella kessleri v miniaturizovaném uspofadani
v mikrotitratnich destickach byla provedena sreferenéni latkou dichromanem
draselnym. Rozsah testovanych koncentraci byl obdobny tém, které byly vyuzity
u zkousky provedené v Erlenmeyerovych bankach, konkrétné se jednalo o koncentrace
0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4 a 8 mg/l (Graf 5). Parament 72hECso pro dichroman draselny byl
stanoven na hodnotu 2,22 mg/l. OdliSna hodnota zjiS§ténd pro dichroman draselny
na zelené fase Chlorella kessleri pti zkouSkach provedenych v odliSnych uspotadanich
neni pfekvapujici a mize byt pfictena prave liSicim se podminkach v pribéhu zkousky.
Jak uvadi Machado and Soares (2019) vykyvy v zjisténych hodnotach ECso lze pficitat
konkrétnim pouZzitym podminkdm pii vlastnim zkouSce toxicity, kterymi jsou zejména
pocatecni hustota bunck, doba expozice vici zkouSenym latkam, pouzité rustoveé

médium, teplota, zpiisob michani kultury nebo intenzita svételného zaieni.
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Zavislost inhibice rustu na log c pro dichroman draselny
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Graf'5: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace dichromanu draselného, referencni
zkouska na zelené rase Chlorella kessleri v mikrotitracni desticce (zpracovano pomoci programu GraphPad Prism)

Hodnoty 72hECso pro dichroman draselny pfi referen¢ni zkouSce se musi pohybovat
v rozmezi koncentraci 0,5-3 mg/l (SOP R02/21/LE). Tato podminka byla i pfes ziskani
odliSnych hodnot splnéna jak pro zkousku v Erlenmeyerovych bankéch, tak 1pro
miniaturizované uspofadani zkousky v mikrotitra¢nich destickéach.

Piedepsanou referencni latkou pro ovéteni citlivosti Daphnia magna je dichroman
draselny, pficemz zkouska pro stanoveni 24ECso ma byt provedena jednou mési¢né.
Taktéz je nutné brat v ivahu, ze na zaklad¢ ziskané hodnoty pro dichroman draselny nelze
posuzovat citlivost Daphnia magna na ostatni latky. Hodnota 24ECso pro dichroman
draselny se ma pohybovat v rozmezi koncentraci 0,6-2,1 mg/l (CSN EN ISO 6341).
Referencni zkouska s dichromanem draselnym byla provedena ve tfech nezavislych
opakovanich. Byly testovany nasledujici koncentrace 0,1; 0,68; 1; 1,76 a 2 mg/l. Nicméné
zadny z referencnich testii na Daphnia magna nesplnil jednu z podminek kritérii platnosti
definované normou CSN EN ISO 6341, a to, 7e procento imobilizace kontrolnich vzorka
je mensi nebo se rovna 10 % (CSN EN ISO 6341). Vhledem k tomu, Ze se ani v jednom
pfipadé¢ nepodafilo udrZet jednice v kontrolnich sadach v Zivotaschopném stavu, zkousku
nebylo moZné vyhodnotit.

Rovnéz pro ovéteni citlivosti a souasné kontrolu postupu zkousky na jednodélozné
rostliné Lemna minor byl jako referencni latka pouzit dichroman draselny. Hodnota
paramentu 168ECso musi byt v rozmezi koncentraci 10-60 mg/l (SOP T03/21/LE).

Referencni zkouska s dichromanem draselnym byla provedena v jednom opakovani.
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Byly testovany nasledujici koncentrace 1; 10; 20; 40 a 80 mg/l (Graf 6). Parametr
168hECso pro dichroman draselny byl stanoven na hodnotu 12,45 mg/l, ktery lezi

v rozmezi uréenych koncentraci.
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Graf 6: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace dichromanu draselného, referencni
zkouska na jednodélozné rostliné Lemna minor (zpracovano pomoci programu GraphPad Prism)

Referen¢ni test na krouzkovci Lumbirculus variegatus nebyl proveden, nebot
metodika akutniho testu toxicity neni standardizovéana, ¢imZ chybi 1 informace o vhodné

referencni latce 1 koncentratnim rozmezi, které by ur€ilo pfipadnd kritéria platnosti

zkousky akutni toxicity.
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4.2 Stanoveni akutni toxicity chloracetanilidovych pesticidii

Nasledujici  podkapitoly  shrnuji  vysledky  zkouSek  akutni  toxicity
chloracetanilidovych pesticidlii na jednotlivych zkuSebnich organismech. Koncentracni
rozsah pro zkousky toxicity byl navrzen na zéklad¢ jiz publikovanych hodnot
ECso a ptipadné upravovan dle ziskanych vysledkd.

Hodnoty ECso, které byly ziskany pro jednotlivé pesticidy, naznacuji jejich relativni
toxicitu vuc¢i jednotlivym testovacim organismim. Nicméné, chloracetanilidové
pesticidy, podobné¢ jako ostatni kontaminanty, se v zivotnim prostiedi vyskytuji
ziidkakdy samostatné. Mnohem castéji se totiz vyskytuji v prostiedi jako vice ¢i méné
slozité¢ smési. Z tohoto diivodu miiZze nasledné dochazet k aditivnim nebo interaktivnim

toxickym uc¢inkiim takové smési (Sigurnjak et al., 2020).

4.2.1 Chlorella kessleri — zkousSka akutni toxicity

Stanoveni hodnoty ECso chloracetanilidovych pesticidi na zelené tase Chlorella
kessleri bylo provedeno jak v Erlenmeyerovych baiikach, tak v miniaturizovaném
uspotadani v mikrotitra¢nich desti¢kach.
4.2.1.1 Stanoveni hodnoty ECsg alachloru

Provedeni v Erlenmeyerovych bankéch

Ze zkouSek akutni toxicity alachloru na zelené ftase Chlorella kessleri
v Erlenmeyerovych bankéich nebylo mozné stanovit hodnotu ECso. Graf 7 vyjadiuje
zavislost procentudlni inhibice rlstové rychlosti na zkouSené koncentrace alachloru
ve Ctyfech provedenych opakovénich zkouSky. U tohoto typu zavislosti by méla byt
ktivka linearni, tj. ¢im vyssi koncentrace alachloru, tim vyss§i procento inhibice ristové
rychlosti. Tuto zavislost bylo ale mozné castecné pozorovat pouze u zkousSky oznacené
jako test 1. U dalSich provedenych zkouSek (oznacenych jako test 2-4) byla sice u nizsich
koncentraci pozorovana pozadovand zavislost, nicméné se vzriistajici koncentraci
alachloru byl pozorovan opacny efekt, projevujici se snizenim procentudlni inhibice
rustové rychlosti se zvySujici se koncentraci alachloru. Tyto vysledky indikuji, Ze pro
zkousku mély byt pouZity niz8i kocentrac¢ni urovné odpovidaji oblastem, u kterych bylo
mozné pozorovat pozadovanou zavislost s procentudlni inhibict rastové rychlosti.
Ptestoze bylo zkouSeno pouziti riznych koncentra¢ni rozmezi, nepodaftilo se odhadnout

spravny koncentracni rozsah, ktery by zajistil stanoveni hodnoty ECso.
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Zavislost inhibice rastové rychlosti (%) na koncentraci
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Graf 7: Zavislost inhibice rustové rychlosti (%) na zkousené koncentraci alachloru, zkouska na zelené rase Chlorella
kessleri v Erlenmeyerovych baiikach (zpracovdano pomoci programu Excel)

Provedeni v mikrotitraénich desti¢kach

Zkouska akutni toxicity alachloru na zelené fase Chlorella kessleri v mikrotitracnich
destickach byla provedena ve dvou opakovanich. ZkouSené koncentrace v prvnim
experimentu byly vrozmezi od 0,125 do 32 mg/l skoeficientem 2. Jelikoz toto
koncentracni rozmezi nebylo dostateéné rozsahlé¢ ke stanoveni hodnoty ECso, bylo
ve druhém experimentu testovdno SirSi koncentraéni rozmezi, zahrnujici tyto
koncentrace: 1; 0,5; 0,25; 0,175; 0,125; 0,075; 0,025 a 0,01 mg/l (Graf 8). Hodnota
72hECso byla pro alachlor stanovena na hodnotu 29,75 ng/l. Ve studii Fairchild et al.
(1998) byla hodnota 96hECs pro alachlor na zelené tase Chlorella vulgaris stanovena na
hodnotu 26 ng/l. Pticemz Chlorella vulgaris byla vici alachloru druhym nejcitlivéjSim

druhem zelené tasy z celkem Sesti, které byly ve studii vyuzity.
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Zavislost inhibice riustové rychlosti na log ¢
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Graf 8: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace alachloru, zkouska na zelené rase
Chlorella kessleri v mikrotitracni desticce (zpracovano pomoci programu GraphPad Prism)
Provedeni zkouSky pro alachlor je zndzornéno na Obrazku 17. Roztok alachloru byl
pipetovan do jamek 1-8, pficemz nejvyssi zkouSena koncentrace byla v jamkach
oznacenych ¢islem 1, zatimco nejnizsi v jamkach oznacenych ¢islem 8. Z Obrazku 17 je

patrné, ze ¢im niz$i je koncentrace alachloru, tim vyssi je ndrast fasové kultury, coz se

vizualné¢ projevuje vyrazné zelenéjSim zbarvenim.

Obrdzek 17: Pritbéh akutniho testu toxicity pro alachlor na zelené rase Chlorella kessleri v mikrotitracni desticce
(foto autor)
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4.2.1.2 Stanoveni hodnoty ECsg metolachloru

Provedeni v Erlenmeyerovych batikidch

Zkouska akutni toxicity metolachloru na zelené ftase Chlorella kessleri
v Erlenmeyerovych bankach poskytla ve dvou opakovanich odlisné hodnoty 72hECs.
V prvnim experimentu byla tato hodnota stanovena na 3,76 mg/l, ve druhém experimentu
na 5,43 mg/l (Graf 9). V obou zkouskéch byly testovany nésledujici koncentrace: 1; 2,5;
5a 10 mg/l.
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Graf' 9: Zavislost inhibice rustové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace metolachloru, zkouska na zelené rase
Chlorella kessleri v Erlenmeyerovych bankdach (zpracovano pomoci programu GraphPad Prism)

Provedeni v mikrotitraénich desti¢kach

Zkouska byla provedena ve tfech opakovanich s geometrickou koncentracni fadou 32;
16; 8; 4; 1; 0,5; 0,1 a 0,05 mg/l (Graf 10). Hodnota 72hECso pro metolachlor na zelené
tase Chlorella kessleri byla miniaturizovanym testem v mikrotitracnich desti¢kach
stanovena na hodnotu 115,10 pg/l. Piestoze hodnota ECso pro metolachlor indikuje
vysokou toxicitu vic¢i zelené tase Chlorella kessleri, byl metolachlor ve srovnani
s alachlorem a acetochlorem nejméné toxicky. Podobn¢ 1 Fairchild et al. (1998)
zaznamenal u metolachloru nizsi toxicitu vici zelené fase Chlorella vulgaris ve srovnani

s alachlorem. Hodnota 96hECso byla pro metolachlor v této studii stanovena na 203 pg/I.
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Graf 10: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace metolachloru, zkouska na zelené rase
Chlorella kessleri v mikrotitracni desticce (zpracovano pomoci programu GraphPad Prism)

4.2.1.3 Stanoveni hodnoty ECsgacetochloru

Provedeni v Erlenmeyerovych bankéch

Pii testovani akutni toxicity acetochloru na zelené tase Chlorella kessleri
v Erlenmeyerovych bankach byla u provedenych zkousek pozorovéna zcela opacna
zavislost mezi procentudlni inhibici ristoveé rychlosti a zkouSenou kocentraci. Jak je
patrné z Grafu 11, se zvySujici se koncentraci acetochloru se snizovala procentualni
inhibice rlstové rychlosti. ZkouSka byla provedena ve dvou opakovanich
v koncentra¢nich rozmezich 0,5-4 mg/l a 0,125-4 mg/l, vobou piipadech

s koeficientem 2.
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Graf 11: Zavislost inhibice ristové rychlosti (%) na zkousené koncentraci acetochloru, zkouska na zelené rase
Chlorella kessleri v Erlenmeyerovych bankdach (zpracovano pomoci programu Excel)

Provedeni v mikrotitraénich desti¢kach

Hodnota 72hECso pro acetochlor na zelené tase Chlorella kessleri byla
miniaturizovanym testem v mikrotitra¢nich desti¢kach stanovena na hodnotu 19,13 pg/l.
Test byl proveden ve tiech opakovanich s geometrickou fadou koncentraci 32; 16; §; 4;

2;1;0,5; 0,25; 0,125; 0,05 a2 0,01 mg/l (Graf 12).
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Graf 12: Zavislost inhibice ristové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace acetochloru, zkouska na zelené rase
Chlorella kessleri v mikrotitracni desticce (zpracovano pomoci programu GraphPad Prism)
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4.2.2 Daphnia magna — predbézna zkouska akutni toxicity

Predbéznd zkouska akutni toxicity na jedincich Daphnia magna byla nejprve
provedena ve tfech opakovanich ve 24-jamkovych mikrotitra¢nich destickach. ZkouSeny
byly dvé koncentrace, a to 0,5 mg/l a 5 mg/l, pfiCemz pro kazdou koncentraci bylo
nasazeno pét replikatli, coz odpovidalo pouziti celkem péti jedinch Daphnia magna.
Priibéh testu odpovidal pozadavkiim normy CSN EN ISO 6341.

Bohuzel piredbézna zkouska, podobné jako zkouska s referen¢ni latkou dichromanem
draselnym, nemohla byt povazovana za platnou, nebot” procento imobilizace jedinct
v kontrolnich sadach bylo ve vSech tfech provedenych ptedbéznych zkouskach vyssi nez
10 %. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 30 % do 40 %. V Tabulce 9 jsou uvedeny
procenta imobilizace jedinct ve zkuSebnich sadéach pro tii provedené predbézné zkousky

akutni toxicity pro alachlor, metolachlor a acetochlor na Daphnia magna.

Tabulka 9: Vysledky predbézné zkouSky akutni toxicity na jedincich Daphnia magna pro alachlor, metolachlor
a acetochlor

ZkouSenda Imobilizace (%) ve zkuSebnich saddch
Pesticid koncentrace
(mg/l) 1 2 3
0,5 35 55 100
Alachlor
5 45 65 95
0,5 40 80 95
Metolachlor
5 35 60 100
0,5 25 75 100
Acetochlor
5 50 75 85

Ve snaze zjistit pfi€inu a predejit vysokym hodnotdm procenta imobilizace
v kontrolnich sadach, byla zkouSka modifikovéna. Jedna z moznych pficin, proc¢
provedené predbézné zkousky akutni toxicity neposkytly pozadované vysledky, mohlo
byt pouziti mikrotitra¢nich desticek jako zkuSebnich naddob. Z tohoto diivodu byly v dalsi
pfedbéZné zkouSce pouzity kadinky o objemu 25 ml. Déle byl zménén fedici roztok.
Piestoze norma CSN EN ISO 6341 piedepisuje pro zkoudku toxicity pouziti
rekonstituované vody, v nasledujici zkousce bylo vyuzito M4 médium, bézné pouzivané

pouze pro laboratorni chov. Bylo ptfedpokladano, ze procento imobilizace v kontrolnich
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sadach by mohlo byt pfi pouziti M4 média nizsi, v porovnani s rekonstituovanou vodu,
nebot’ M4 médium je zivinové bohatsi. Nicméné tato domnénka nebyla potvrzena, jak
naznacuji vysledky uvedené v Tabulce 10. Provedeni ptfedbézného testu v kadinkach
s M4 médiem nemélo zadny vliv na snizeni procenta imobilizace jedinct v kontrolnich
sadach. Ani modifikace zkousky tak nevedla k ziskdni hodnot ECso pro jednotlivé
chloracetanilidové pesticidy. Dtivodem vysoké imobilizace Daphnia magna
v kontrolnich sadach muze byt i sezonnost jedinct. Tato hypotéza vSak nemohla byt
ovéfena, a proto by bylo vhodné experiment znovu zopakovat v jiném rocnim obdobi

a zjistit tak jeho mozny vliv.

Prestoze se v této diplomové praci nepodafilo stanovit hodnotu ECso pro testované
chloracetanilidové pesticidy na jedincich Daphnia magna, 1ze hodnoty ECso dohledat
v odborné literatute. Dle studie Kashian and Dodson (2002) reagovali jedinci Daphnia
magna nejcitlivéji na alachlor, pficemz hodnota 48hECso byla stanovena na 1 mg/l.
Pro acetochlor byla hodnota 48hECso stanovena na 1,6 mg/l. Naopak metolachlor byl viici
Daphnia magna nejméné toxicky, s hodnotou 48hECso 2,5 mg/l. Také ve studii Souissi
et al. (2013) byl metolachlor vii¢i Daphnia magna nejméné toxicky, pfi¢emzZ hodnota
48hECso byla stanovena na 22,3 mg/l. Hodnota 48hECso pro alachlor byla stanovena
na 7,5 mg/l. Nejvice citlivy byly jedinci Daphnia magna v této studii k acetochloru,

s hodnotou 48hECs0 6,29 mg/I.

Tabulka 10: Vysledky modifikované predbézné zkousky akutni toxicity na jedincich Daphnia magna pro alachlor,
metolachlor a acetochlor

Zkousena Imobilizace ve
Pesticid koncentrace zkuSebnich sadach
(mg/l) (%)
0,5 40
Alachlor
5 65
0,5 45
Metolachlor
5 40
0,5 45
Acetochlor
5 65
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4.2.3 Lemna minor — predbézna zkouska akutni toxicity

Predbéznad zkouska akutni toxicity na jednodélozné rostliné Lemna minor byla
provedena pro vSechny chloracetanilidové pesticidy v jednom opakovani. Testovany byly
nasledujici koncentrace: 1; 50; 100; 250; 500; 750; 1000 a 1500 pg/l. Tyto hodnoty byly
zvoleny na zékladé hodnot ECso publikovanych v odborné literatuie. Ve studii Fairchild
et al. (1997) byl méfenym parametrem pocet stélek a hodnota 96hECso pro alachlor byla
stanovena na 198 pg/l. Metolachlor vykazoval nizsi toxicitu vici Lemna minor, pti¢emz
hodnota 96hECso byla stanovena na 343 pg/l. Méfenymi parametry v této diplomové
praci byly pocet stélek a plocha porostla stélkami. Vysledné hodnoty 168hECso jsou
uvedeny v Tabulce 11, procentudlni inhibice rGstu Lemna minor stanovené na zaklade
meéteni poctil stélek a plochy porostlé stélkami jsou uvedené v Tabulce 12. Zavislosti
procentudlni inhibice ristové rychlosti na logaritmu zkousené koncentrace alachloru,

metolachloru a acetochloru jsou zobrazeny v Grafech 13, 14 a 15.

Tabulka 11: Hodnoty 168hECso pro alachlor, metolachlor a acetochlor ziskané pri predbézné zkouSce akutni toxicity
na Lemna minor

méieny parametr
Pesticid plocha porostla olet stélek
stélkami p
168hECso (ug/l)
Alachlor 70,49 43,10
Metolachlor 190,50 127,80
Acetochlor 22,91 14,16
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Tabulka 12: Inhibice riistové rychlosti (%) Lemna minor ziskané pii predbézné zkousce akutni toxicity pro alachlor,
metolachlor a acetochlor

Pesticid
ZkousSenda
koncentrace Alachlor Metolachlor Acetochlor
(ug/l)
méieny parametr
p loc’m, pocet p locha, pocet p IOCha, pocet
porostla stélek porostla stélek porostla stélek
stélkami stélkami stélkami
inhibice riistové rychlosti (%)
1 14 41 -24 2 38 45
50 65 69 -6 13 79 82
100 75 81 53 64 80 85
250 75 81 70 72 77 83
500 77 83 72 83 76 83
750 77 81 76 73 72 73
1000 75 75 74 77 75 75
1500 76 78 78 78 68 71
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Zavislost inhibice rastové rychlosti na log c pro alachlor
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Graf 13: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace alachloru, predbézna zkouska akutni
toxicity na jednodeélozné rostliné Lemna minor (zpracovano pomoct statistického programu GraphPad Prism)

Zavislost inhibice rustové rychlosti na log ¢ pro metolachlor
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Graf 14: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace metolachloru, predbézna zkouska akutni
toxicity na jednodélozné rostliné Lemna minor (zpracovano pomoci statistického programu GraphPad Prism)
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Zavislost inhibice rastové rychlosti na log c pro acetochlor
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Graf 15: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na logaritmu koncentrace acetochloru, predb&nd zkouska akutni
toxicity na jednodélozné rostliné Lemna minor (zpracovano pomoci statistického programu GraphPad Prism)

Vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo zabranit kontaminaci kultury Lemna minor
zelenou tasou Chlorella kessleri, bylo vyhodnoceni zkousek toxicity komplikované.
Na druhou stranu bylo pozorovano pusobeni chloracetanilidovych pesticidii na dva
organismy zaroveil. Z experimentu bylo patrné, Ze rist zelené fasy Chlorella kessleri
nebyl vyznamné ovlivnén az do koncentraci chloracetanilidovych pesticidd 100 pg/l,
zatimco jednodé€loznad rostlina Lemna minor pii této koncentratni hladiné tolik
neprospivala.

Za ucelem zisku axenické kultury Lemna minor byla provedena dezinfekce
kontaminovanych kultur pomoci 100% roztoku SAVA po dobu 90 sekund. Zhruba
po tfech tydnech doSlo k obnové ristu Lemna minor, zatimco fasa byla z kultury
odstranéna. Tato asepticka kultura vSak jiz nebyla vyuzita pro dal$i experimenty v rdmci
této diplomové prace, nebot’ neobsahovala dostate¢ny pocet stélek potiebny ke zkouSkam

toxicity.

4.2.4 Lumbriculus variegatus — limitni zkouSka akutni toxicity

Vzhledem k tomu, Ze pro chloracetanilidové pesticidy nejsou v odborné literatuie
dostupné hodnoty ECso stanovené na krouzkovci Lumbriculus variegatus, byla nejprve
provedena limitni zkouska slouZici pro odhad toxicity zkouSenych latek vii¢i zkuSebnimu
organismu. Nicmén¢ pro orienta¢ni odhad koncentracniho rozmezi bylo mozné vychazet
z hodnot ECsg stanovenych na krouzkovci Eisenia fetida, nebot’ tento druh je fyziologicky

velmi podobny jedincim Lumbriculus variegatus. Ve studii Yanhua et al. (2012) byl
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uréen parament 48hECso pro alachlor na jedincich FEisenia fetida na hodnotu 251,28
ng/cm?, pro metolachlor a acetochlor se parametr 48hECso pohyboval v rozmezi hodnot
10,32-34,69 ug/cm?.

Koncentrace chloracetanilidovych pesticidii v prvnim experimentu byla 97 mg/l.
Nicméné¢ pii této koncentraci zkousSenych latek dosSlo ihned po vlozeni jedinch
Lumbriculus variegatus do roztoku k viditelnym zaSkublim. Pfestoze mél test probihat 96
hodin, jiz po pouhych 24 hodinach doslo ve vSech testovanych roztocich k usmrceni
jedinct a k jejich naslednému rozkladu (Obrazek 18A). Po 96 hodinach byl zhodnocen
stav kontrolni skupiny, kde vSichni pouziti jedinci ptezili a nebyli u nich pozorovany
zadné viditelné morfologické zmény (Obrazek 18B).

V druhém experimentu byla koncentrace zkousenych latek sniZena na 1 mg/l. Pfi této
koncentraci chloracetanilidovych pesticidii nebyla po 96 hodinach expozice pozorovéana
z4dna viditelnd morfologickd zména, ani umrti jedinc (Obrazek 18C). Vzhledem
k ¢asové narocnosti piipravy jedinct k testu nebyly zkouSeny dalsi koncentrace pesticidi.

Hodnota 96hECso pro alachlor, metolachlor 1 acetochlor se nachazi v rozmezi 1-100 mg/1.

(2) (b) (c)

Obrazek 18: A) Lumbriculus variegatus — limitni test s alachlorem (97 mg/l), stav jedincii po 24 hodindch expozice,

B) Lumbriculus variegatus — kontrolni skupina, stav jedincii po 96 hodindach, C) Lumbriculus variegatus — limitni test

s alachlorem (1 mg/l), stav jedincii po 96 hodindch expozice
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4.3 Hodnoceni akutni toxicity smési fotokatalytickych produkti

chloracetanilidovych pesticida

V nasledujicich podkapitolach jsou shrnuty vysledky hodnoceni akutni toxicity smési
fotokatalytickych produktti chloracetanilidovych pesticidi. Jako zkuSebni organismus
byla vyuzita zelend tasa Chlorella kessleri, ptriCemz experimenty byly provedeny
v Erlenmeyerovych bankach.

Roztoky alachloru, acetochloru a metolachloru o koncentraci 10 mg/1 byly podrobeny
fotokatalytické degradaci. Jako fotokatalyzatory byly vyuzity dva komerc¢né dostupné
TiO> — Aeroxide® P25 a Pretiox AV-01, jejichz koncentrace v reakénim roztoku byla
1 g/l. Fotokatalyza probihala ve vsadkovém usporadani, pricemz byly vyuzity dva
rozdilné nerezové reaktory, liSici se v objemu, rozmérech a velikosti ozafované plochy,
nad reaktory byl umistén zdroj UV-A zafeni. Testovanym vodnym prostiedim byla
redestilovana voda.

V prubéhu fotokatalytické degradace byly v pravidelnych 15minutovych intervalech
odebirany vzorky reakéni smési. Fotokatalyzator byl zreakéni smési odstranén
centrifugaci. Kromé& vzorki, které byly podrobeny fotokatalytické degradaci, byly
do toxikologického hodnoceni zahrnuty i pocatecni roztoky pesticidil a roztoky pesticidli
s ptidavkem fotokatalyzatoru. Za u¢elem hodnoceni akutni toxicity byly odebrané vzorky
10x zfedény sterilni redestilovanou vodu, tj. na pocatecni koncentraci pesticidl

odpovidajici 1 mg/1.

4.3.1 Alachlor

Hodnoceni akutni toxicity roztokt alachloru podrobenych fotokatalytické degradaci
bylo provedeno pro oba typy fotokatalyzatori. Pro fotokatalyzator P25 byly vzorky
testovany jak ze ctvercového, tak i obdélnikového reaktoru. Pro pocatecni roztoky
alachloru byla zji§téna podobna inhibice riistové rychlosti, a to 72 % a 76 %. V prvnich
15 minutach fotokatalyzy doSlo k prudkému poklesu inhibice ristové rychlosti, kdy
nejniZ§i hodnoty byly zaznamenany u vzorkll odebranych v 15. minuté pro oba typy
reaktord. Mezi 30. a 180. minutou se hodnoty inhibic ristové rychlosti pohybovaly okolo

60 %. Konec¢né roztoky vykazovaly shodn€ 60% inhibici ristové rychlosti (Graf 16).
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Zavislost inhibice riistové rychlosti na ¢ase fotokatalyzy -
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Graf 16: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na case fotokatalyzy — alachlor, fotokatalyzator P25 (zpracovino
pomoci programu Excel)

Pro fotokatalyzator AV-01 byly testovany pouze vzorky z obdélnikového reaktoru.
Pocatecni roztok alachloru vykazoval 56% inhibici riistové rychlosti. Odlisna hodnota
inhibice ristové rychlosti poc¢atecnich roztokii pesticidii mize byt odvozena od variaci
koncentrace okolo teoretické hodnoty. Toxicita vzorkli postupné klesala, az dosahla
minima v 75. minutg, kdy inhibice riistové rychlosti byla na hodnoté 32 %. Nicméné
nasledné doslo k prudkému nartstu toxicity. Kone¢ny roztok vykazoval 91% inhibici

rustové rychlosti a byl vyznamné toxictéjsi, nez poc¢atecni roztok (Graf 17).
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Graf 17: Zavislost inhibice ristové rychlosti (%) na case fotokatalyzy — alachlor, fotokatalyzator AV-01 (zpracovano
pomoci programu Excel)
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4.3.2 Metolachlor

Pro metolachlor byly testovany vzorky podrobené fotokatalytické degradaci za pouziti
fotokatalyzatoru P25 a obdélnikového reaktoru. Toxicita pocatecniho roztoku
metolachloru byla ve vSech provedenych experimentech vyznamné niz§i nez u alachloru
a acetochloru, coz koreluje s hodnotami ECso ziskanymi pro zelenou tasu Chlorella
kessleri, nebot” metolachlor je ze vSech tfi testovanych chloracetanilidovych pesticida
Vvuci této zelené tase nejméné toxicky. Hodnota inhibice riistové rychlosti byla pro
pocatecni roztok 12 %. Prestoze béhem prvnich 15 minut doslo k mirnému poklesu
toxicity, mezi 15. a 45. minutou doslo ke skokovému zvySeni toxicity na inhibici ristové
rychlosti 55 %. Kone¢ny roztok vykazoval 58% inhibici ristové rychlosti a byl vyznamné

toxi¢téjsi, nez pocatecni roztok (Graf 18).
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Graf 18: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na case fotokatalyzy — metolachlor, fotokatalyzdtor P25
(zpracovino pomoci programu Excel)

Pro fotokatalyzator AV-01 byly testovany vzorky jak ze ¢tvercového, tak
obdélnikového reaktoru. Hodnota inhibice rlistové rychlosti byla pro pocatecni roztoky
shodné stanovena na 10 %, coZz odpovidd hodnoté ziskané pii experimentu
s katalyzatorem P25. Podobn¢ jako u predchéazejiciho experimentu vSak doslo
k naslednému prudkému naruastu toxicity. Konecné roztoky vykazovaly 66% (Ctvercovy
reaktor) a 59% (obdélnikovy reaktor) inhibici ristové rychlosti a byly vyznamné

toxiCtejsi, nez pocatecni roztok (Graf 19).
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Graf 19: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na case fotokatalyzy — metolachlor, fotokatalyzator AV-01
(zpracovano pomoci programu Excel)

4.3.3 Acetochlor

Profily toxicity ziskané pro vzorky acetochloru po fotokatalytické degradaci
za pouziti fotokatalyzatoru P25 vykazuji téméf rovnobézny profil s Casovou osou, coz
indikuje minimalni zménu toxicity béhem fotokatalytického procesu. Rozdil v odlisné
toxicité pocateniho roztoku acetochloru (71 % a 54 %) lze vysvétlit rozdily ve skutecné

koncentraci alachloru na pocatku experimentu (Graf 20).

Zavislost inhibice riistové rychlosti na ¢ase fotokatalyzy -
9 acetochlor, fotokatalyzator P25

80

70

60 1 d

R N ————

40
—— Ctvercovy reaktor

30
—8—obdélnikovy reaktor

inhibice ristové rychlosti (%)

20

10
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

¢as (min)

Graf 20: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na case fotokatalyzy — acetochlor, fotokatalyzator P25 (zpracovano
pomoci programu Excel)
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V experimentech s fotokatalyzatorem AV-01 byla toxicita pocatecniho roztoku
acetochloru u ¢tvercového a obdélnikového reaktoru témeéf totozna, a to 60 % a 59 %.
Zatimco u experimentu provedeného v ¢tvercovém reaktoru toxicita roztoku postupné
klesala, az dosdhla minima v 90. minuté (inhibice ristové rychlosti 46 %),
u obdélnikového reaktoru naopak doslo ke skokovému rlstu toxicity na maximalni
hodnotu procentudlni inhibice riistové rychlosti 75 % ve 30. minuté. Na této hladin€ se
pak toxicita drzela az do konce experimentu. Konecny roztok v obdélnikovém reaktoru
vykazoval 74% inhibici riistové rychlosti a byl vyznamné toxi¢téjsi nez pocatecni roztok.
Prestoze toxicita roztoku u ¢tvercového reaktoru od 90. minuty zacala postupné stoupat,
kone¢ny roztok vykazoval 53% inhibici rustové rychlosti a byl méné toxicky nez

pocatecni roztok (Graf 21).
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Graf 21: Zavislost inhibice riistové rychlosti (%) na case fotokatalyzy — acetochlor, fotokatalyzator AV-01
(zpracovano pomoci programu Excel)
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5 ZAVER

Akutni toxicita chloracetanilidovych pesticidii alachloru, metolachloru a acetochloru
byla zkouSena na zelené tase Chlorella kessleri, korysi Daphnia magna, jednod€lozné
rostliné Lemna minor a krouzkovci Lumbriculus variegatus.

Zkouska akutni toxicity na zelené fase Chlorella kessleri byla provadéna ve dvou
experimentalnich ~ uspofddénich,  kter¢é  zahrnovaly  standardni  provedeni
v Erlenmeyerovych baikach a miniaturizované provedeni v mikrotitracnich desti¢kach,
jehoz pouziti v toxikologickych laboratotich postupné ptevazuje. Vyhodou miniaturizace
zkousky toxicity je zejména snizeni provoznich ndkladi a jednodusi provedeni testovani
i u rozséhlych souborii vzorkii. Soucasné¢ se snizuji naroky na mnozstvi vzorku, které je
nutné poskytnout k toxikologickému testovani.

Nejvyssi toxicita vici zelené fase Chlorella kessleri byla zaznamenana pro acetochlor,
s hodnotou 72hECso 19,13 pg/l. Pro alachlor byla hodnota 72hECso stanovena
na 29,75 pg/l. Metolachlor byl vuci zelené tase Chlorella kessleri nejméné toxicky,
hodnota 72hECs¢ byla stanovena na 115,10 pg/l. Hodnoty 72hECso pro jednotlivé
chloracetanilidové pesticidy stanovené na zelené tfase Chlorella kessleri byly zjiStény
miniaturizovanym testem v mikrotitraénich desti¢kach, zatimco pifi standardnim
provedeni v Erlenmeyerovych bankéch se hodnoty 72hECs stanovit nepodatilo.

Zkouska akutni toxicity na kory$i Daphnia magna nevedla k ziskani hodnot ECso pro
jednotlivé chloracetanilidové pesticidy, a to z divodu vysoké imobilizace jedinct
v kontrolnich sadach, coZ pfedstavovalo nesplnéni kritérii platnosti zkousky.

Pti zkouSce akutni toxicity na jednodélozné rostliné Lemna minor byly sledovanymi
paramentry pocet stélek a plocha porostla stélkami. Stanoveni hodnot ECso bylo
kompilikovano kontaminaci kultury Lemna minor zelenou tasou Chlorella kessleri.
Nejvyssi toxicitu vykazoval acetochlor, jehoz hodnota 168hECso byla v rozmezi 14,16-
22,91 pg/l. U alachloru byla zaznamendna niz8i toxicita. Hodnota 168hECso byla
jehoz hodnota 168hECs¢ byla v rozmezi 127,80-190,50 pg/l.

Pti zkouskach na krouzkovci Lumbriculus variegatus bylo stanoveno pouze rozmezi
hodnot 96hECso, které bylo pro alachlor, acetochlor i metolachlor mezi koncentracemi
1 a 100 mg/1.

Pro hodnoceni akutni toxicity smési fotokatalytickych produkta chloracetanilidovych

pesticidi byla jako zkuSebni organismus vyuzita zelend tasa Chlorella kessleri
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a experimenty byly provedeny v Erlenmeyerovych bainkach. Ze ziskanych profili
toxicity vyplyva, Ze ve vétSin€ ptipadl byla toxicita kone¢ného reakéniho roztoku stejna,
nebo dokonce vyssi, néz toxicita pocatecniho roztoku jednotlivych chloracetanilidovych
pesticidi. Tyto vysledky indikuji, ze v prubéhu fotokatalyzy dochazelo k tvorbé
toxickych degradacnich produkti.
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