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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the toxic effect of pelargonic acid on zebrafish (Danio
rerio) and green algae (Desmodesmus communis). Determination of acute toxicity on fish
was performed by static method according to CSN EN ISO 7346-1 and semi-static method
CSN EN ISO 7346-2. The test inhibition of freshwater algae growth was performed according
to CSN ISO 8692. For short-term acute toxicity tests on fish using static method were chosen
pelargonic acid concentrations of 5.58; 7.44; 9.30; 11.17; 13.03 and 14.89 mg.I™ and for semi-
static method were chosen concentrations of 3.72; 9.30; 18.61 and 37.22 mg.I™". Median lethal
concentration at 48 hours was calculated using probit analysis. For a static method the median
lethal concentration was 6.04 mg.I™* and for the semistatic method it was 12.54 mg.I™. For
inhibition test with pelargonic acid were chosen concentrations of 0.37; 1.86 and 3.72 mg.I™.
Inhibition of green algae Desmodesmus communis, when pelargonic acid is used, is

statistically significant at concentrations of 0.37 and 3.72 mg.I™.
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UVOD

zahradnich jezirek. Jezirka byvaji vybavena recirkula¢nim systémem. Recirkulace znamena
opétovné uvadéni vody do obéhu a jeji nékolikanasobné pouziti. Smyslem opakovaného
pouziti vody je rozumné a efektivni vyuziti limitovanych zdroju kvalitni pfitokové vody
(Vachta et al., 2015). V téchto systémech dochazi k vyskytu zelenych fas a je potieba jejich
Setrného odstranéni. Mezi nejcastéjsi moznosti v boji proti sinicim a fasam patii aplikace
algicidnich latek. Mezi nové se vyvijejici algicidy patii kyselina pelargonova, zndma také
jako kyselina nonanova obsahujici devét atomli uhliku (CgH180,). Kyselina pelargonova
se ptirozené vyskytuje v rtuznych rostlindch. Jeji aplikace se zaméfuje piedevSim na jeji
herbicidni, fungicidni a desinfekéni vlastnosti (TOXNET, 2008). O potencialnim riziku
pro vodni organismy je zndmo velmi malo (Techer et al., 2015). Kyselina pelargonova je ¢ira
az nazloutld olejovitd kapalina s bodem tani 11°C a bodem varu 253°C. Je nerozpustna
Ve vodg, rozpustna v etheru, alkoholu a organickych rozpoustédlech (Kegley et al., 2010).

Pro testovani chemickych latek se v toxikologii doporucuje poziti modelového druhu Danio
pruhované (Danio rerio) (CSN EN ISO 7346-1). Danio pruhované je mala tropicka ryba
pochazejici z fek Indie a jizni Asie. Stalo se jednim z nejoblibenéjSich modelovych organisml
v toxikologii. Rada vlastnosti, jako je rychly vyvoj, velky poéet potomkii nebo priithledné
embryo, piispéla k jeho Castému vyuzivani. Danio pruhované ma velmi kratky reprodukcni

cyklus. Dospélosti dosahuji zhruba ve veku 3 mésict (Scholz et al., 2008).

Pro inhibiéni testy lze pouzit zkuSebni organismy planktonnich fas, napi. Desmodesmus
communis, Desmodesmus subcapitatus nebo Pseudokirchneriela subcapitata. Tyto druhy jsou
planktonni zelené tasy pattici do fadu Chlorococcales a v kultufe jsou obvykle jednobunééné
(CSN EN ISO 8692).

MATERIAL A METODIKA
Na test akutni toxicity na rybach a zkouSku inhibice ristu sladkovodnich fas byla pouzita
21,17% kyselina pelargonova.
Test akutni toxicity na rybdach
Zkousky akutni toxicity byly provedeny na akvarijnich rybach Danio rerio (ve véku 4 mésice,
celkova délka téla 20+£5 mm). Test byl proveden podle CSN EN ISO 7346-1 statickou
metodou a CSN EN ISO 7346-2 semistatickou metodou — kazdych 24 hodin vyména
testovaciho roztoku. Ryby byly vystaveny po 96 hodin rGznym koncentracim kyseliny

pelargonové. Pro kratkodobé testy akutni toxicity na rybach statickou metodou byly zvoleny
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koncentrace kyseliny pelargonové 5,58; 7,44; 9,30; 11,17; 13,03 a 14,89 mg.l'1 a pro
semistatickou metodu byly zvoleny koncentrace 3,72; 9,30; 18,61 a 37,22 mg.I". Test byl
proveden v nadrzich bez aerace s objemem fedici vody 3000 ml s 10 rybami pro kazdou
koncentraci a pro kontrolni skupinu. Ryby nebyly béhem testu krmeny. V pribéhu kazdych
24 hodin testu byla sledovana mortalita ryb. Hodnoty pH, teplota a obsah rozpusténého
kysliku ve vodé byly méteny piistrojem HACH HQ40d a vodivost pfistrojem Hanna combo.
ZkouSka inhibice ristu sladkovodnich fas

ZkouSka inhibice rustu sladkovodnich zelenych fas byla provedena na Desmodesmus
communis. Zkouska byla provedena podle CSN EN ISO 8692. Pro inhibi¢ni zkousku
s kyselinou pelargonovou byly zvoleny koncentrace 0,37; 1,86 a 3,72 mg.l™. Zkousky
probihaly 168 hodin v laboratornich podminkach v Erlenmayerovych bankach ve tfech
opakovanich pro kazdou koncentraci a pro kontrolni vzorek. V kazdé testované
Erlenmayerové banice bylo 50 ml testovaného roztoku. Pro zjiSténi inhibi¢nich
nebo stimulac¢nich G¢inku testované latky jsme zvolili kvantitativni metodu pocitani bun¢k
v Biirkerové komirce za pouziti mikroskopu s fluorescenci. Toto pocitani probihalo kazdych
24 hodin po dobu 72 hodin. Pocet bun¢k napocitanych v Biirkerové komtrce se piepocital
pomoci vzorce na mnozstvi bun€k v 1 ml. Déle po 168 hodinach jsme stanovovali chlorofyl-a

podle CSN ISO 10260.

Data z akutniho testu pro Danio rerio byla zpracovana probitovou analyzou pro vypocet 48h
LC50 kyseliny pelargonové. Srovnavani G¢inki koncentraci kyseliny pelargonové na pocet
bun¢k fas v 1 ml byla pouzita jednofaktorova ANOVA - Schefféiv test v programu
STATISTICA 12.

VYSLEDKY A DISKUZE

V pribéhu statické a semistatické metody testu akutni toxicity na rybach s kyselinou
pelargonovou byla teplota a vodivost po celou dobu stabilni bez vyrazného vykyvu. Hodnoty
pH vykazovaly mirné zéasadité¢ prostiedi v obou variantach testu. Hodnota procentudlniho
nasyceni kyslikem u statické metody klesla po 48 hodinach pod 50%, z tohoto diivodu doslo
k opakovani testu semistatickou metodou a béhem testu neklesla hladina procentualniho
nasyceni kysliku pod 60 %. U semistatické metody u koncentrace 18,61 a 37,22 mg.1™* byla
mortalita do hodiny od zahajeni testu 100%. U statické metody u koncentraci 11,17
az 14,84 mg.I" byla mortalita 100% do 24 hodin. Stfedni letalni koncentrace ve 48 hodinach
jsme spocitali probitovou analyzou (Obr. 1, Obr. 2). Kegley et al. 2010 uvadi LC50
pro pstruha duhového 9,19 mg.1™. Van&k (2012) a Techer et al. (2015), kteii testovali stejnou
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latku, dosli k odlisnym vysledkiim. Vanék (2012) jako testovaci organismus pouzil Poecilia
reticulata a 48LC50 vyslo na 49,3 mg.I". Techer et al. (2015) uvadi 96LC50 81,2 mg.l™”

testované na Daniu pruhovaném (Danio rerio).
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Obr. 1 Mortalita Dania pruhovaného (Danio rerio) v riiznych koncentracich kyseliny pelargonové pii testu akutni toxicity statickou metodou
(zndzornéni LC50 ve 48 hodindch — 6,04 mg.I™)

Dose - Response
100 - Kyselina pelargonova ’._ _____ PY
90
80 1 /
70 4 /
60 - /
50 4 Y,
2 ] 48h LC50
30 1 /
20 1 l’
10 : e
0 3 = ' ' '
3,72 93 1254 gg 37,22
Koncentrace [mg.I1]

Mortalita [%]

o

Obr. 2 Mortalita Dania pruhovaného (Danio rerio) v riiznych koncentracich kyseliny pelargonové pii testu akutni toxicity semistatickou
metodou (zndzornéni LC50 ve 48 hodindch — 12,54 mg.1™)

Obr. 3 znazornuje G¢inek jednotlivych koncentraci na pocet bunék zelené fasy (Desmodesmus
communis) ve 48 hodinach. Z grafu je patrny statisticky pritkkazny rozdil u koncentrace 0,37
a 3,72 mg.I" oproti kontrole. V tab. 1 je uvedeno primérné mnozstvi chlorofylu-a po 168

hodinach délky trvani testl.
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Obr. 3 Srovnani ucinku jednotlivych koncentract kyseliny pelargonové na pocet bunék zelené rasy (Desmodesmus communis) v 1 ml po 48
hodindch (N.S. not significant, * p<0,05)

Kyselina pelargonova Chlorofyl-a
[mg.I"] [ng1™]
0 70,25 +£11,33
0,37 85,45 +6,60
1,86 86,53 £17,00
3,72 76,76 +£6,12

Tab. 1 Hodnota chlorofylu — a ve zkousce inhibice riistu zelené Fasy (Desmodesmus communis) po 168 hodindch

ZAVER

S kyselinou pelargonovou jsme provedli testy akutni toxicity na rybach statickou
a semistatickou metodou a testy inhibice s kulturou zelené fasy Desmodesmus communis.
Kontrolovali jsme uc€innost pfipravku pomoci méfeni hustoty v Biirkerové komirce
pod mikroskopem s fluorescenci. U inhibi¢nich testti na zelené fase Desmodesmus communis
po 48 hodinach byl statisticky vyznamny pokles poctu bunék zelené fasy u koncentrace 0,37
23,72 mg.I". Po této dobé latka prestala pisobit inhibiénd a projevovala se stimulagnim

ucinkem. Na konci testu jsme sledovali obsah chlorofylu-a zelené fasy a bylo zjisténo,

~—
S)
—t



ANIMAL BREEDING 2016 10™ February 2016, Brno

7e zelena fasa Desmodesmus communis byla po 168 hodinach ve vSech koncentracich

fotosynteticky aktivni.
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