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1. Uvod

Sledovéani procesti znec¢istovani Zivotniho prostfedi a i¢in-
ny pfistup k této problematice vyZaduje rozsdhlé znalosti
o skodlivych efektech, které v zZivotnim prostfedi nastdvaji
zeném prostiedi zplisobené antropogennimi vlivy probihaji ve
stdle rychlej$im sledu. Nahromadéni ekologickych problémi
a jejich pfipadné interakce ztéZuji mnohdy clovéku vcasné
rozpoznani nebezpecnych situaci, analyzu pfi€in a aplikaci
vhodnych protiopatieni. Systematicky dohled na Zivotni pro-
stfedi se proto stava nutnosti.

Uvedeny prehledny referat se zabyva hodnocenim tcinkd
zneciStujicich latek na Zivé organismy.

2. Za&kladni pojmy

Ekotoxikologie je védni odvétvi zabyvajici se icinky chemic-
kych latek na strukturu a funkci ekologickych systémii se zv1ast-
nim diirazem na ovlivnéni biotické slozky téchto ekosystémﬁ'.

Ekotoxicitou rozumime nepfiznivy ucinek chemikalif na
organismy dany koncentraci plisobici 1dtky a dobou expozice.
Tento icinek je modifikovdn okolnimi faktory prostfedi, napt.
teplotou, hodnotou pH, spolupiisobenim dalSich chemickych
latek véetné slozZek potravy atd. Reakce na urcitou chemickou

ldtku je rtiznd pro rizné druhy pouZitych testovacich organis-
mi pfedevsim v zavislosti na jejich metabolismu.

Jako bioindikdtory jsou oznacovany organismy nebo sku-
piny organismi, které odpovidaji na zatiZeni $kodlivinami
zménami svych Zivotnich funkci nebo které akumuluji skodli-
viny. Mohou tedy poskytnout informace o dopadu xenobiotik
na urcity typ organismu a pfitom muize byt zjistén vysledny
efekt Skodlivé latky nebo miZze byt sledovédn ¢asovy pribéh
poskozovani biotiky piisluSnou toxickou latkou™,

K t&elim biomonitoringu™> lze pouzit i dlouhodobych
studif vyvoje stavu druhd, druhovych skupin populaci vybra-
nych druhi rostlin a Zivocichl a komplext vegetace. Pomoci{
biomonitoringu je mozné sledovat rozdilné cile, napt. analyzu
stavu danych organisml nebo abiotickych médii, analyzu
zatiZeni biotickych a abiotickych sloZek, zmény ekologickych
podminek, prostorové a ¢asové porovndvani negativniho do-
padu toxickych latek na Zivé organismy, kontrolu kvality
rtznych piirodnich procest, stanoveni meznich a prahovych
hodnot koncentrace Skodlivych latek atd.

Inhibice vyjadiuje toxické pisobeni kontaminovaného
prostiedi, které se u organismu neprojevuje smrticim icinkem,
nybrZ jen zpomalenim enzymatickych reakci, riistu, rozmno-
Zovéni, respirace, metabolismu atd.

Ekologické experimenty se provddéji s ohledem na délku
expozice toxické latce a podle ni 1ze sledovat akutni nebo
chronické toxické uic¢inky daného xenobiotika®.

Akutni uc¢inek byva charakteristicky co nejkratsi a jedno-
rdzovou aplikaci toxikantu a pomérné kratkodobym sledova-
nim intoxikovaného modelu. Akutni toxicita v hydroekotoxi-
kologii se vyjadiuje jako LCy, v mg.l"! vody. Tato veli¢ina
vypovida o tom, zda je nebo nenf sledovand ldtka vici zZivym
organismim pouZitym pro piislusny biotest skodliva.

Chronické dc¢inky jsou charakterizovany opakovanym po-
ddvanim toxické latky, podle néhoz se déli na testy subakutn{
(14-28 dni), subchronické (90 dni) a chronické (az 2/3 délky
Zivota pouzitych bioindikdtort). Sledovani tic¢inku je dlouho-
dobé imérné délce aplikace.

3. Legislativni opatreni

Ekotoxikologickeé testy a metody pro zjisSfovani nebezpec-
nych vlastnosti chemickych ldtek a chemickych pfipravkd
jsou soucdsti fady vyhldSek a nafizeni, tykajicich se problema-
—  Vyhldska .339/1997 Sb. MZP o hodnoceni nebezpecnych

vlastnosti odpadi,

— Vyhldska ¢.251/1998 Sb., kterou se stanovi metody pro zjis-
tovani toxicity chemickych latek a chemickych pripravkd,

— Vyhladska ¢.299/1998 Sb., kterou se stanovi metody pro
zjistovani fyzikdlné chemickych a chemickych vlastnosti
chemickych ldtek a chemickych pfipravkd a vlastnosti
chemickych latek a chemickych piipravkid nebezpecnych
pro Zivotni prostiedi,

— Nafizeni vlddy ¢€.25/1999, kterym se stanovi postup hod-
noceni nebezpecnosti chemickych latek a chemickych pfi-
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pravkd, zpusob jejich klasifikace a oznaCovani a vydava
Seznam dosud klasifikovanych nebezpecnych chemic-
kych latek.

4. Testy toxicity

Existuje velké mnozstvi testii toxicity’ ligicich se bud
pouzitymi bioindikdtory nebo sledovdnim rdznych reakct,
aspektil, nebo faktori pro urcity testovaci organismus. Vybér
biologické metody zdvisi na rozsifeni a vazbé daného organis-
mu na sledovany ekosystém. Voleny jsou zpravidla takové
organismy, které se v hodnocené slozZce ekosystému pfirozené
vyskytuji a podstatnou mérou ji ovliviiuji (maji napf. vliv na
komplexnost biologické komunity v daném biotopu). DilleZitd
jeidélka testu®, kterou je nutné volit s ohledem na délku Zivota
a vyvoj organismu.

Akutni testy toxicity se tykaji pouze relativné kratkého
useku v Zivoté organismu. V piipadé pouziti ryb, dafnii, pot-
kant a ptdki jako bioindikétort je volena doba pokusu obvyk-
le 24-48 hodin. Rasy jsou schopné délit se do 24 hodin
a bakterie se v fad¢ pifpadi déli na dcefinné buiiky za dobu
krat$inez 1 hod. S ohledem na tyto skutecnosti je tfeba upravit
délku biotestu s bioindika¢nimi fasami a bakteriemi.

Chronické a subchronické testy trvaji zna¢nou Cdst Zivota
testovaciho organismu. Jednd se napt o reprodukeni testy, pii
kterych se sleduje reprodukéni schopnost organismu, nebo
ristové testy sledujici rtist biomasy.

Nejobtiznéjsi a ekonomicky velmi ndrocné jsou terénni
studie probihajici v pfirodnich podminkdch redlnych ekosys-
tému. Trvaji ¢asto mésice aZ roky a ziskané vysledky je nutné
sladit s daty ziskanymi pfi métfeni v laboratofi.

Pouzitim rostlin jako bioindikdtorti se zabyva fytoeko-
toxikologie. V pracich Federa a Manningag"0 je uveden de-
tailn{ popis pouZiti rostlin ke zjiStovani pfitomnosti a mnoZstvi
fady chemickych skodlivin, napt. oxidu sifi¢itého, fluorovo-
diku, tézkych kovd, ethylenu, prachovych c&éstic atd. Byly
meéfeny koncentrace téchto $kodlivin v rostlindch nebo byly
hodnoceny fyziologické reakce rostlin ¢i jejich biologické
zmény v souvislosti s plisobenim téchto xenobiotik. V ramci
terénni studie pak byla sledovédna skladba rostlinného porostu
v kontaminované lokalité.

5. Testovaci organismy pouZivané v CR

V nas{ legislativé je pozornost vénovdna predevsim hy-
droekotoxikologii a to zejména posuzovani odpadnich vod
a riznych vodnych vyluhd. Pro ekotoxikologické testovani
a hodnoceni vodnych vyluht jsou pouzivdny ¢tyfi druhy tes-
tovacich organismi reprezentujicich réizné trofické vrovng'":
zdstupci obratlovctl — ryby,
zastupci zooplanktonu — dafnie (perloocka),
zdstupci fytoplanktonu — fasy,
semena kulturni rostliny.

Jako soucdst zdkladnich zkuSebnich baterii testd se vyuzi-
vd rovné€Zz test na bakteriich (napf. test inhibice dychdni akti-
vovaného kalu).

Vybér organismu se provadi na zdkladé odlisné citlivosti
jednotlivych zdstupct k chemickym latkdm ve vodném vylu-
hu. Pritom je nutné vzit v ivahu skutecnost, Ze laboratorn{
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podminky, za nichZ se testy provadéji, se mohou vyrazné lisit
od souhrnu podminek, pfi kterych chemikadlie v Zivotnim pro-
stfedi plisobi. Testovaci organismy by mély byt piesné defi-
nované a snadno dostupné v dostate¢ném mnoZzstvi s moznosti
laboratorni piipravy vlastnich ,,chovi®. Méla by byt zndmd
historie jejich vyvoje a pokud mozno dokonale prozkoumana
jejich anatomie a fyziologie. Pfi jejich aplikaci se rovnéz
predpoklada dostatecna citlivost na dané xenobiotikum.

K ovéfeni ekotoxicity jako nebezpecné vlastnosti odpadti se
pouZzivaji Ctyfi testy akutni toxicity nandsledujicich organismech:

5.1. Test akutni toxicity na rybdch

Zdkladnim testem v hydroekotoxikologii je urcenf letdlni
davky pro ryby po 96 hodinové expozici'?. Kvalitni chov
testovacich ryb je stejné ndrocny jako chov teplokrevnych
pokusnych laboratornich zvitat. V piipadé ryb pribyva navic
problém presné definice jejich Zivotniho prostiedi, tj. vody. Je
nutné znét koncentraci vodikovych iontd, iontovou silu, obsah
kysliku, obsah anorganickych latek, obsah mikroorganismt
atd. Vlastni test spoc¢ivd ve sledovani chovani a prezivani
akvarijnich ryb v rliznych koncentracich toxikantu ve vodném
vyluhu za definovanych podminek testu. Nejcastéji se pouzi-
vaji akvarijni ryby Poecilia reticulata Peters s ¢eskym ndzvem
zivorodka duhovd, méné Casto pak ryby Brachydanio rerio
Hamilton-Buchan s ¢eskym ndzvem danio pruhované. Vedle
akvarijnich typil se vyuZivaji i vétsi druhy ryb jako jsou kapr,
karas nebo pstruh. Testovaci organismy jsou vybirdny ze
zdravych chovi v pfirozeném poméru pohlavi (nejcastéji 1:1)
a test je provddén za presné definovanych podminek (teplota,
délka expozice, pocet jedinct, mnozstvi testovaného roztoku
na jeden testovaci organismus). Zaroven je realizovdn kon-
trolni pokus (paralelni test) provadény za stejnych podminek
s prisluSnymi testovacimi organismy, kde misto testovaného
vodného vyluhu je sledovdna fedici voda. V kontrolnich na-
dobach nesmi byt béhem testu zjiSténa mortalita ani vyrazné
zmény v chovdni ryb. Vysledkem testu je zjisténi letdln{
koncentrace LC, tj. koncentrace toxikantu vyvoldvajiciho smrt
organismu. Obvykle se stanovuje LCs, znamenajici usmrceni
50 % testovacich organismti za uréitou dobu ptisobeni roztoku.

5.2. Test akutni toxicity na perlooc¢kdch

Testovdni spoc¢ivd ve sledovdni chovdni a pfezivani plank-
tonnich koryst perloocek, které figuruji v potravnim fetézci
ryb (jsou zékladni potravni sloZzkou ryb) v riznych koncentra-
cich toxikantu ve vodném vyluhu za definovanych podminek
testu. Nejcastéji pouzivanymi organismy jsou perloocka Daph-
nia magna Straus. Podobné jako v predchozim piipadé musi
testovaci organismy, jejichZ stdif se pohybuje v rozmezi 6-24
hodin, pochdzet ze zdravych chovl ziskanych acyklickou
partogenezi (samobiezost{) za presné definovanych podminek
testu (teplota, délka expozice, poCet a stdff jedincd, mnozstvi
testovaného roztoku na jeden testovaci organismus). V kon-
trolnim pokusu nesmi byt zjisténa imobilizace nebo mortalita
organismu vyssi nez 10 %. Vysledkem testu je zjisténi imobi-
lizace perloocek spocivajici v makroskopicky pozorovatelné
neschopnosti samostatného prostorového pohybu. Divodem
zjiStovani imobilizace je skutecnost, Ze je velmi obtiZné urcit
presny okamzZik usmrceni testovaciho organismu. Vysledky se
vyjadiuji hodnotou ECs, coz je koncentrace vodného vyluhu,
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kterd zplisobi imobilizaci 50 % testovacich perloocek za urci-
tou dobu pidsobeni testovaného vodného vyluhu. V environ-
mentdln{ legislativé je dafnie obecné povazovidna za zdkladn{
testovaci organismus pro ekologické testy.

5.3. Test inhibice rastu sladkovodnich fas

Testovani spociva ve sledovani vlivu vodou vyluhovatel-
nych toxikantl z odpadti na rist nejjednodussich autotrofnich
organismil — fas. K tomu se pouZivaji planktonni sladkovodni
fasy Scenedesmus subspicatus Chodat a Selenastrum capri-
cornutum Printz. Jednodruhové fasové kmeny se po nékolik
generaci kultivuji v definovaném médiu piipraveném smi-
chanim odpovidajicich objemu zdsobnich roztokd Zivin, vody,
pfislusné koncentrace vodného vyluhu toxikantu a inokula —
tj. exponencidlné rostoucich fasovych bunék. Roztoky se in-
kubuji za presné€ definovanych podminek minimélné 72 hodin
a vZdy po 24 hodiniach od pocitku testu se zjistuje hustota
bunék. Predepsané podminky testu (teplota, osvétleni, délka
expozice, typ kultiva¢nitho média, celkovy objem kultivova-
nych roztokd, hustota bunék na pocatku testu) je nutné dodr-
Zet. Hodnota pH se miZe béhem zkousky zménit maximdlné
o 1,5 jednotky. Vysledkem testu je zjisténi inhibice rtstu
méfend jako sniZeni rtstu nebo riistové rychlosti ve vztahu
k ristu kontrolnich kultur. Vyjadiuje se hodnotou ICs, coZ je
koncentrace vodného vyluhu obohaceného Zivinami, kterd
zplsobi padesatiprocentni redukci riistu nebo riistové rychlos-
ti fasové kultury v urcitém Casovém intervalu ve srovnan{
s kontrolnim vzorkem. Metody, které vyuzZivaji fasy jako tes-
tovaci organismy, jsou ze skupiny tzv. fyziologickych metod,
jejichZ principem je zjistit reakci pouZzitych organismt na
toxickou latku'?. Jako testovaci organismy mohou byt pouZity
druhové cisté nebo smiSené kultury ziskané bud ze Sbirek
organismu nebo izolaci z pfirodniho prostiedi. Vybér vhodné
testovaci kultury je slozity. Néktefi autofi ddvaji prednost
pouziti smésnych kultur jako modelu, ktery je blizsi sku-
teCnym prirodnim pomérim. Nevyhodou této volby je ale
zhorSend reprodukovatelnost oproti ¢istym kulturam. Citlivost
riznych kmend fas na rizné toxikanty mize byt velmi roz-
dilnd; neexistuje totiz kmen s univerzalni reakci na vSechny
toxikanty. Pfi pokusu je mozno hodnotit vliv xenobiotika na
rozmnoZovdni fas metodou rlistovych kfivek nebo mnozstvi
ndrGistu biomasy po uplynuti zvolené testovaci doby napf.
pocitdnim bunék pomoci celloskopu, stanovenim drovné chloro-
fylu nebo ovlivnéni kyslikového reZimu ve vodnim objemu atd.

5.4. Test inhibice ristu kofene

Testovani spociva ve sledovani vlivu vodou vyluhovatel-
nych litek z odpadu na rGst kofene v pocdtecnich stddiich
vyvoje semen kulturni vyssi rostliny. K pokusiim se pouZzivaji
semena hotcice bilé (Sinapis alba) s minimdlni klicivosti
90 %. Test spocivd v kultivaci semen na Petriho miskach se
sklenénou nebo silonovou tkaninou nasycenou vodnymi vy-
luhy v pfislusnych koncentracich. Opét je nutné dodrzet pre-
depsané podminky testu, jako je teplota, velikost misek, pocet
semen v misce, objem testovaného roztoku a délka expozice.
V kontrolnim pokusu se kultivuji semena na podloZce nasy-
cené fedici vodou. Vysledkem testu je zjiSténi priimérné délky
korene v nefedéném vyluhu nebo jeho fedénich ve srovnani
s primérnou délkou kotene v kontrolnim pokusu. Vysledky se
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vyjadiuji hodnotou IC,, coZ je koncentrace vodného vyluhu,
kterd zpusobi padesétiprocentni inhibici ristu kofene ve srov-
nani s kontrolnim vzorkem v urCitém casovém intervalu,
obvykle 72 hodin.

6. Testovaci organismy pouzivané v zahranici

Z testd pouzivanych v zahraniéi se v CR nejéastsji set-
kdvdme s metodami stanoveni biologické toxicity zahrnutymi
do némecké statni normy DIN 38412 (Deutsches Institut fiir
Normung) a do normy ASTM D 4229-84, E 1193-87 (Ame-
rican Society for Testing and Materials) pfipadné¢ US.EPA
600/4-78/012 (Environmental Protection Agency), platnymi
v USA.

6.1. Norma DIN
(Deutsches Institut fiir Normung)

Podle této normy jsou stanoveny nésledujici soubory testtl
vyluhy:

2 testy s pouZitim bakterii Pseudomonas putida a Photo-
bacterium phosphoreum,

test s pouZzitim producentl —fasa Selenastrum quadricauda,
test s pouzitim primdrnich konzumentid — kory$ Daphnia
magna,

test s pouzitim sekundédrnich konzumentd — ryba Leuciscus
idus (Goldenorfe).

MEii se dva typy vzorkd — ndhodné odebrané reprezen-
tativni vzorky a smésné vzorky (dvouhodinovy primérny
vzorek). Vysledkem testu pro akutni toxicitu pro jednotlivé
organismy je rdstovd inhibice pro bakterie a fasy, inhibice
luminiscence pro luminiscencni bakterie, imobilita pro dafnie
a mortalita pro ryby. V piipadé priisakovych vzorki (sewage
samples) je nutné fedéni vodou, aby se zjistila koncentrace,
pfi které organismy preZivaji. Jako konec¢né urceni toxicity se
obvykle nepouziva primérnd odezva, ale vysledek ziskany na

pro

6.2. Norma ASTM (American Society
for Testing and Materials)

Test na akutni toxicitu — 48 hodin, dafnie

Tento test patii mezi nejbéznéjsi pfi posuzovini kvality
kontaminovanych vod. Jako testovaci organismy se pro dob-
rou dostupnost a snadnou kultivovatelnost pouzivaji dafnie —
Daphnia magna pro tvrdou vodu a Daphnia pulex pro mekkou

ritu jedincd daného druhu je kvalita vody pfi kultivaci. Pro
Daphnii magna je napt. doporucena tvrdost vody dand obsa-
hem CaCO, 80-100 mg.1"".

Priibéh testu: 10 jedinct dafnii mladSich nez 24 hodin je
umisténo do kddinky o obsahu 125 ml, obsahujici 100 ml
testovaného roztoku. Soucasné se méfi 5 koncentraci a kon-
trolni pokus. Test se provadi celkem tfikrdt. Protoze okamzik
smrti 1ze obtizné urcit, je za konecny vystup povaZovdna
imobilizace organismu. Organismus je povaZovan za imobil-
ni, jestliZze se nezacne pohybovat (plavat) ani po doteku pi-
petou nebo sklenénym vldknem. Méfeni se provadi ve 24 ho-
dinovych intervalech a organismy nejsou béhem pokusu kr-
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meny. Tento test je obvyklym testem toxicity pro jednoduché
slouceniny a smési xenobiotik ve vodnych roztocich a pro
vyluhy. Vyhodou testu na dafniich je kratky cas méfeni, malé
mnoZzstvi vzorku, nizkd cena a citlivost vi¢i toxikantim, kterd
je ve srovndni s obratlovci v fadé pripadi vyssi. Nevyhodou
jecitlivost ke kvalité vody (dafnie je obecné mnohem citliveéjsi
k pfitomnosti tézkych kovli v mékké vodé nez ve vodé tvrdé
se zvySenym obsahem CaCO;) a Casov€ ndro¢nd piiprava
vhodnych kultur téchto bioindikétort.

Test na akutni toxicitu — 96 hodin, Fasy

Jde o méfeni toxicity xenobiotika ve vodném prostiedi
vici sladkovodnim a motskym fasdm. Ve vodnich ekosys-
témech jsou fasy odpovédné za velké procento primdrni pro-
dukce biomasy. Poskozeni téchto jednobunécnych fotosynte-
tizujicich organismd by mélo dlouhodoby negativni dopad
na celou biotiku. Ze sladkovodnich fas se pouzivaji zelené
fasy Selenastrum capricornutum, Scenedesmus subspicatus
a Chlorella vulgaris a modrozelené fasy Microcystus aerugi-
nosa a Anabena flos-aque, z morskych fas pak nejcast&ji
Skeltonema costatum, Thalassiorisa pseudonana a Dunaliella
tertiolecta. Ve zvlastnich pfipadech pak mohou byt vyuzity
dalsi druhy fas, napf. se zvySenou citlivosti na méfené xeno-
biotikum. Vyhodou téchto pouZivanych organismi je jejich
snadnd adaptovatelnost.

Postup méreni: k inokulaci média v testacni nddobce je
pouzito 2x10*-5x10* fasovych bunék a jejich hustota je po
dobu trvdni testu denné kontrolovdna. Pocitdni buné€k se pro-
vadi pomoci hemocytometru nebo elektronického ¢asticového
pocitace. Hladina chlorofylu se stanovuje spektrofotometric-
ky nebo se méii fluorometricky. Pii nizké koncentraci tes-
tovacich organismi je fluorometrické méfeni presnéjsi. Tep-
lota, svételnd intenzita a hodnota pH jsou zaznamendvany
prubézné. Dalsi moznosti méieni je zjiSfovani obsahu DNA,
ATP nebo “C asimilace. DileZitym poZadavkem metody je
zajisténi mikrobiologické sterilizacni techniky, aby se sniZila
na minimum kontaminace jinymi fasami a bakteriemi. Tato
kontaminace by se mohla projevit napt. jako degradace toxi-
kantu zejména bakteriemi a ndsledné poklesem toxicity vod-
ného roztoku. V nékterych piipadech mutze dojit dokonce
k eliminaci toxikantu z média. Dal$im zajimavym aspektem
je zvySeni rastu fas pfi nizkych koncentracich toxikantu. Di-
vodem mtiZe byt napf. spontanni hydrolyza nebo jiny rozklad
testované slouceniny, pfi kterém vzniknou nutri¢n{ latky pro
testované fasy.

7. Zavér

Pro vypracoviani jakéhokoliv ekologického projektu je
nezbytné diikladné ekotoxikologické posouzeni dané situace.
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Referdty

Pritomnost a koncentrace jednotlivych xenobiotik v prostied{
vSak nevypovidd o biologickém riziku, které vyplyva napt. ze
synergickych nebo antagonistickych efektl souc¢asné pisobi-
cich kontaminanti. Pro d¢inné zlepSeni a ochranu Zivotniho
prostfedi je moZno volit v zdsadé dva typy strategie moni-
toringu. Bud se jednd o monitoring $kodlivych latek v Zivot-
nim prostredi sledujici jejich pfitomnost a mnoZstvi v dané
lokalité (tzv. factor monitoring) nebo se hodnoti dopad téchto
Skodlivin v urcitém misté (tzv. target monitoring). V tom
ptipadé se zjistuje pfedevsim vliv toxikantli na biotiku, kterd
je navic ovlivnéna i Sirokym souborem pfirodnich faktord.
Zaclenéni biologickych metod do celkového hodnoceni kon-

taminacnich efektl se proto stivd stdle vyznamnéj$im.
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Z. Kafka and J. Puncocharova (Department of Environ-
mental Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague):
Bioindicators in the Environment Monitoring

A survey of bioindicators utilized in monitoring of the
environment is given. Attention is aimed at the tests used in
the Czech Republic: tests of acute toxicity on fish and water-
fleas, of growth inhibition in fresh-water algae and of root
growth inhibition. The test organisms used abroad are also
discussed.



