Testy toxicity algicidnich preparati na organismy vodniho prostiredi
Toxicity tests of algicide preparations on aquatic organisms
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Summary: Acute toxicity tests are mandatory constituent in the basic testing sets for
ecotoxicity requirements. Using of model organisms, the species Zebra fish (Danio
rerio) and culture of common green alga species Desmodesmus communis,
is recommended for testing the chemical substances in toxicology. Purpose of this
study was to examine toxical effects of Guanicid preparation and Pelargonic acid on
Zebra fish (Danio rerio) and green alga (Desmodesmus communis). Determination of
acute toxicity on Zebra fish (Danio rerio) was realized according to CSN EN 1SO
7346-1 and test of growth inhibition of freshwater alga was realized according to CSN
ISO 8692. The concentrations of 0.001; 0.005 and 0.01 ml.I"* of Guanicid and 0.01;
0.05 and 0.1 ml.I"* of Pelargonic acid were chosen for inhibitory tests with green alga
(Desmodesmus communis). The concentrations of 0.01; 0.05; 0.15; 0.20; 0.25 a 0.30
mlLI* of Guanicid and 0.15; 0.20; 0.25; 0.30; 0.35 a 0.40 ml.I" of Pelargonic acid
were chosen for short-therm test of acute toxicity on Zebra fish (Danio rerio). The
values of LCsp and ICsp were evaluated using graphic probit analyze. For Zebra fish
(Danio rerio) 48hLCsy of Guanicid was 0.089 ml.I"* and 48hLCs, of Pelargonic acid
was 0.1623 mlI™. For green alga (Desmodesmus communis) 48hICso of Guanicid
was 0.0004 ml.I" and 48ICs, of Pelargonic acid was 0.0233 ml.I™.

Uvod

Zavadéni chemickych latek lidskou €innosti do Zivotniho prostfedi mize pfedstavovat
vazné riziko pro Zzivotni prostfedi a lidské zdravi. Proto soucCasna legislativa
Evropskych a dalSich primyslovych zemi vyZaduje nalezité udaje o posuzovani rizik
pro registraci chemickych latek, pesticidi, biocidd a lé€iv. Tyto udaje zahrnuji
informace o toxicité pfi razné trofické urovni a vyzaduji testovani s obratlovci,
zejména s rybami (Scholz et al., 2008). Pro jednotlivé latky existuji rozsahlé regulacni
pozadavky na informace o akutni toxicité tak, aby podporovala posouzeni rizik pro
zivotni prostfedi a klasifikace nebezpec€nosti. V zakladnich zkouskach testovani
ekotoxicky pro vodni prostfedi jsou ryby nepostradatelnou soucasti (Lammer et al.,
2009). Pro testovani chemickych latek se v toxikologii doporuc€uje poziti modelového
druhu Danio pruhované (Danio rerio) (CSN EN ISO 7346-1). Danio pruhované jsou
malé tropické ryby pochazejici z fek Indie a jizni Asie. Danio pruhované se stalo
jednim z nejobliben&jsich modelovych organismd v toxikologii. Rada vlastnosti
prispély k jeho Castému vyuzivani, jako je rychly rozvoj, velky pocet potomkd,
pruhledné embryo. Danio pruhované ma velmi kratky reprodukéni cyklus. Dospélosti
dosahuji zhruba ve véku 3 mésicu (Scholz et al., 2008). Doporu€ované pouziti dania
pruhovaného nevylu€uje pouziti jinych druhd ryb. Je mozno pouzit ostatni druhy
sladkovodnich, mofskych ¢&i brakickych ryb za pfedpokladu, Ze jsou provedeny
patfiéné upravy, napriklad jakosti fedici vody a teplotnich podminek zkousky (CSN
EN ISO 7346-1). Pro inhibi¢éni testy Ize pozit zkuSebni organismy planktonnich fas,
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napf. Desmodesmus communis, Desmodesmus subcapitatus nebo
Pseudokirchneriella subcapitata. Tyto druhy jsou planktonni zelené fasy patfici do
fadu Chlorococcales a v kultufe jsou obvykle jednobun&éné (CSN EN ISO 8692).
Rasy a sinice jsou b&zné zkusebni organismy citlivé na mnoho toxickych latek, a diky
tomu jsou Siroce pouzivany v testech toxicity (Zhang et al. 2012).

rozvijejici vystavbou zahradnich jezirek a také uzivanim téchto pfipravku
v rybarském sektoru zejména pro likvidaci sinic a fas. Masovy rozvoj sinic neni
problémem jen v Ceské republice, ale jedna se o problém celosvétovy. Neexistuje
pfitom zadné jednoduché opatfeni, které by bylo proti rozvoji sinic ucinné,
aplikovatelné na razné typy vodnich nadrzi a zaroven by neposkodilo vodni
ekosystém (Drabkova & Marsalek, 2004). Mezi nejCast&jSi moznosti v boji proti
sinicim a fasam patfi aplikace algicidnich latek (Janéula, Slovackova & Marsalek,
2008). RozSifenym algicidem u nas je modra skalice. Vyhodou tohoto algicidu
je nizka cena a rychly uginek. Jeji nevyhodou je véak mé&d v ni obsazena. Uginnost
meédi je totiz silné ovliviiovana slozenim vody, do které je modra skalice davkovana
(JanCula, Marsalek & Drabkova, 2006). Mezi dalSi a nové se vyvijejici algicidy patfi
napfiklad Guanicid a kyselina pelargonova. Latka Guanicid je desinfekéni prostfedek
pro oSetfeni vody v plaveckych bazénech. Je to modra kapalina bez zapachu
s bodem varu 100°C. Guanicid je smés amonnych sloucenin (kvartérni amoniova sul
a derivat iminomocoviny). Strukturadlné obsahuje méné jak 0,2% n-alkyl(C12-
C16)(benzyl) dimetrylamoniumchlorid a méné jak 0,9% polyhexamethylu guanidinu
chloridu (Bezpecnostni list, 2009). Kyselina pelargonova je Cira az naZloutla olejovita
kapalina s bodem tani 11°C a bodem varu 253°C. Je nerozpustna ve vodé,
ale rozpustna v etheru, alkoholu a organickych rozpoustédlech. Kyselina
pelargonova je pfirozené se vyskytujici mastna kyselina v rostlinach, pouziva se jako
herbicid, aby se zabranilo rustu plevell. Kyselina pelargonova je chemicka latka,
obsahujici devét atomua uhlik(, ktera se rovnéz nazyva kyselina nonanova (CgH;505)
(Kegley, Conlisk & Moses, 2010).

Material a metodika

Pro test akutni toxicity na rybach a inhibi¢ni test na fasach byly vybrany algicidni
latky Guanicid a kyselina pelargonova. Sledovali jsme stfedni letalni koncentraci
(LCs0) testovanych algicidnich preparatt pro ryby (Danio rerio). Testované ryby jsme
vystavili po dobu 96 hodin riznym koncentracim testovanych latek rozpusténé ve
standardné pfipravené fedici vodé. Pro kratkodobé testy akutni toxicity jsme zvolili
Sest rtznych koncentraci Guanicidu: 0,010; 0,050; 0,150; 0,200; 0,250 a 0,300 ml.I*
a Sest koncentraci kyseliny pelargonové: 0,010; 0,025; 0,050; 0,075; 0,100 a 0,125
ml.I". V jednom akvariu byly ryby pouze v fedici vod& bez pfipravku, jako kontrolni
akvarium. V prubéhu kazdych 24 hodin testu jsme sledovali mortalitu ryb, méfili jsme
hodnoty pH, teplotu a obsah rozpusténého kysliku ve vodé pristrojem HACH HQ40d
a vodivost pfistrojem Hanna combo.
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Ryby (Danio rerio) byli ve stafi 4 mésicu s celkovou délkou téla 15-20 mm.
Jednotlivé ryby byly do testu vybrany nahodné ze zasobniho akvaria a nebyly béhem
testu krmeny. V kazdém testovaném akvariu bylo 10 ks ryb ve 3000 ml testovaného
roztoku bez aerace. Redici voda byla pfipravena podle normy ISO 6341
ze zasobnich roztokd v mnozstvi 11,76 g CaCl,-2H,0, 4,93 g MgSO,4-7H,0, 2,59 g
NaHCO3; a 0,23 g KCI (Svobodova et al., 2000). Takto pfipravena fedici voda
se 24 hodin sytila vzduSnym kyslikem (aerace).

Dale jsme stanovovali inhibi¢ni uCinky (ICsp) Guanicidu a kyseliny pelargonové
na rust zelené fasy (Desmodesmus communis). Pfed zahajenim testu jsme pfipravili
ristové médium pro zkuSebni organismy. Rustové médium bylo pfipraveno podle
normy CSN EN ISO 8692. Testy probihaly 168 hodin v laboratornich podminkéach
v Erlenmayerovych bankach se zelenou fasou (Desmodesmus communis). Pro
inhibiéni test s Guanicidem byly zvoleny koncentrace 0,001; 0,005 a 0,01 ml.I"* a pro
test s kyselinou pelargonovou byly zvoleny koncentrace 0,01; 0,05 a 0,1 ml.I™
V dalSich Erlenmayerovych banach se inkubovaly zelené fasy bez pfidavku jakékoli
latky, jako kontrolni vzorek. VSechny varianty byly ve tfech opakovanich. V kazdé
testované Erlenmayerové bance bylo 50 ml testovaného roztoku. ZkuSebni nadoby
byly uzavfeny buniitou vatou, aby se zabranilo vzdusné kontaminaci a snizilo
se odpafovani vody, ale aby byla zachovana vyména plynti (CSN EN ISO 8692). Pro
zjisténi inhibi¢nich nebo stimula¢nich u€inkd testované latky jsme zvolili kvantitativni
metodu pocitani bunék v Blrkerové komuarce za pouziti mikroskopu s fluorescenci.
Toto pocitani probihalo kazdych 24 hodin po dobu 72 hodin. PocCet bunék
napocitanych v Burkerové komurce se prepocital pomoci vzorce na mnozstvi bunék
v1 ml. Dale po 168 hodinach jsme stanovovali chlorofyl-a. Podstatou stanoveni
chlorofylu-a je extrakce chlorofylu horkym etanolem a zméfeni na spektrofotometru
pfi vinovych délkach 665 a 750 nm. Ke stanoveni chlorofylu-a jsme pouzili kyselinu
chlorovodikovou (HCI) a gisty etanol (C,HsOH) (CSN 1SO 10260).

Testy akutni toxicity na rybach a inhibi¢ni testy na fasach byly provadény pfi
umeélém osvétleni s intervalem 13 hodin svétlo a 11 hodin tma.

Vysledky a diskuze

V pribéhu testu akutni toxicity na rybach s kyselinou pelargonovou i Guanicidem
byla primérna teplota ve vSech akvariich 23,5°C. Nikde nebyly zaznamenany
teplotni vykyvy. V akvariich s kyselinou pelargonovou byla hladina kysliku v rozmezi
4,20 do 92,20 % (0,36-7,69 mg.I""). Nejniz$i hladina kysliku byla pfi koncentraci 0,20
mlLI* ve 48 hodinach. V akvariich s Guanicidem se hladina kysliku pohybovala
v rozmezi od 55,90 do 87,80 % (4,63-5,01 mg.I""). Hodnoty pH ve v8ech akvariich
s kyselinou pelargonovou i Guanicidem vykazovaly mirné zasadité prostfedi.
Vodivost vody se pohybovala v akvariich s kyselinou pelargoniovou v rozmezi 41,3
do 46,8 mS a v akvariich s Guanicidem se hodnoty pohybovaly od 41,8 mS do 51,4
mS. Mortalita byla u kyseliny pelargonové s koncentraci od 0,30 do 0,40 ml.I"* 100%
do deseti minut od zahajeni testu. Pfi koncentraci 0,25 ml.I"* byla mortalita 100% do
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24 hodin, s koncentraci 0,20 ml.I"* byla mortalita do 24 hodin 90% a u koncentrace
0,15 mLI™* uhynula po 24 hodinach 1 ryba a k Zadnému dal$imu thynu do 96 hodin
nedoslo. Mortalita v akvariich s Guanicidem u koncentraci od 0,20 do 0,30 ml.I™* byla
do 24 hodin 100%. U koncentrace 0,15 ml.I"* byla mortalita 100% po 72 hodinach a u
koncentraci 0,01 a 0,05 ml.I"* nedoslo k 2adnému Ghynu. Stfedni letalni koncentrace
(48hLCso) byla spogitand pomoci probitové analyzy na 0,1623 mlI* u kyseliny
pelargonové a 0,089 ml.I"* u Guanicidu.

Vtabulce 1 a 2 jsou uvedeny pruméré pocCty bunék zelené fasy
Desmodesmus communis a mnozstvi chlorofylu-a stanového po 168 hodinach.

Tabulka 1 Primérny pocet bunék, £ SD Desmodesmus communis v 1 ml a mnozstvi
chlorofylu-a v pg.I*

Hodiny Kontrola Kyselina pelargonova [ml.I"]
0 +SD 0,01 +SD 0,05 +SD 0,1 +SD
0 11574 4331

24 14468 2165 | 25463 17724 | 10995 4978 | 6944 4253
48 28935 10449 | 23727 2951 | 26620 10826 | 10996 1637
72 27199 6993 | 20833 8622 | 37616 23903 | 21991 7807

Chlorofyl-a

168 70,25 11,33 | 85,45 6,60 86,53 17,00 | 76,76 6,12

Tabulka 2 Primérny pocet bunék, £+ SD Desmodesmus communis v 1 ml a mnozstvi
chlorofylu-a v pg.I™*

Hodiny Kontrola Guanicid [ml.I"]
0 *SD 0,001 *SD 0,005 *SD 0,01 *SD
0 11 574 4 331

24 14468 2165 | 18518 11370 | 8681 4911 | 1157 818
48 28935 10449 | 9259 6547 | 16782 4978 | 2315 818
72 27199 6993 | 21991 10826 | 13310 818 0 0

Chlorofyl-a

168 70,25 11,33 | 57,41 7,18 42,47 2,97 0,00 0,00

Svobodova et al. (1985) wuvadi, Ze hojné vyuzivany algicidni prostfedek
na omezovani masového rozvoje sinic a fas byl pozivany Kuprikol 50 obsahuijici
nejméné 47,5% médi ve formé& oxychloridu médi. Pfi stanoveni akutni toxicity
pfipravku Kuprikol 50 pro vodni organismy zjistili hodnotu 48hLCsg, ktera Cinila pro
ryby Poecilia reticulata 129 mg.I*. V porovnani s nami provadénymi testy byla
u kyseliny pelargonové stanovena 48hLCsy na 0,16 ml.I* a 0,089 ml.I" u Guanicidu.
V porovnani s Kuprikolem 50 jsou u nové zkoumanych latek nizsi letalni koncentrace.
Vysledky se daji porovnat s Vanék (2012), ktery testoval stejné latky a mél obdobné
vysledky u Guanicidu, ale u kyseliny pelargonové jsme dosli odliSnym vysledkim.V
testech nam vysla 100% inhibice s pfipravkem Guanicid pfi koncentraci 0,01 ml.I"* po
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72 hodinach. Pfi této koncentraci nedoSlo k Zadnému uhynu ryb v akutnim testu
toxicity. Vanék (2012) udava, ze u pfipravku Guanicid dojede pfi koncentraci 0,1 ml.I
! kK 100% mortalité po 48 hodinach. K obdobnym vysledkiim jsme do$li také v nami
provadénych testech, kdy u koncentrace 0,15 ml.I"* do$lo k 100% mortalité za 72
hodin. U kyseliny pelargonové Vanék (2012) udava, Ze pii koncentraci 0,5 ml.I*
dojde k mortalité 40% do 48 hodin. Pfi nami provedenych testech vychazi, Ze pfi
koncentraci 0,25 ml.I"* dojde k 100% mortalit¢ do 24 hodin. U inhibiéniho testu ve
vSech tfech zvolenych koncentracich dochazelo ke stimulaénim u€inkam.

Zaver

S kyselinou pelargonovou a Guanicidem jsme provadéli testy akutni toxicity
na rybach (Danio rerio) a testy inhibice s kulturou zelené fasy Desmodesmus
communis. ZjiStovali jsme ucinné inhibicni koncentrace pro likvidaci fas
a stfedni letalni koncentraci (LCsp) pro ryby. Kontrolovali jsme ucinnost
pfipravku pomoci méfeni hustoty v Blrkerové komurce pod mikroskopem
s fluorescenci. Pfi porovnani 48LCsy u Guanicidu, ktera je 0,089 ml.It
a inhibi¢ni koncentraci, kdy nam vyslo, ze pfi 0,01 mi™ doslo k 100% inhibici,
by se dalo fict, Ze se jedna o dostateCné bezpec€nou latku, ktera by neméla mit
negativni vliv na testované ryby Danio rerio a naopak by méla byt dostatecné
ucinna pro omezovani zelené fasy. Toto nemizeme tvrdit v pfipadé kyseliny
pelargonové, kdy u koncentrace 0,20 ml.I"* doslo do 24 hodin k 90% mortalité
ryb a u zelené fasy (Desmodesmus communis) méla spi§e stimulacni Ucinky pfi
koncentraci 0,1 mlI". U algicidnich latek je velmi dtlezité, aby nedoslo k masivnimu
Uhynu biomasy, a aby se nevylil bunény obsah do okoli. Cilem je omezit
fotosyntetickou asimilaci. Proto jsme na konci testu stanovovali obsah chlorofylu-a
zelené rasy, kde bylo mozné vidét, ve kterych variantach testu s rliznou koncentraci
algicidu byly stale fotosynteticky aktivni a u kterych doSlo k zastaveni
fotosyntetickych pochodu.

Podékovani
Tato studie byla podpofena projekty Interni grantové agentury Agronomické fakulty
MENDELU v Brné ¢&. IP 6/2014 a TP 7/2014.
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