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Pouzivané nazvy a zkratky nazvu latek

V souladu s publikacemi tykajicimi se studia problematiky biotransformaci
a fytotoxicity 2,4,6-trinitrotoluenu, dinitrotoluenii a podobnych latek jsou v této
praci aminy vznikajici redukci nitroderivati toluenu nazyvany aminotolueny a tedy
pfitomnost aminoskupin je v jejich ndzvech vyznacovana prefixem amino-, ackoli
podle zasad substitu¢niho nazvoslovi aminoskupina patii mezi tzv. charakteristické
skupiny a jeji ptitomnost v molekule neobsahujici substituent s vyssi prioritou ma
byt vyjadifena zakonc¢enim -amin.

V nasledujicim textu jsou pouzivany nize uvedené zkratky nazvi latek:

TNT..ccoiiieieeee, 2,4,6-trinitrotoluen (2-methyl-1,3,5-trinitrobenzen,
CAS No. 118-96-7)

2-A-4,6-DNT .... 2-amino-4,6-dinitrotoluen (2-methyl-3,5-dinitrobenzenamin,
CAS No. 35572-78-2)

4-A-2,6-DNT .... 4-amino-2,6-dinitrotoluen (4-methyl-3,5-dinitrobenzenamin,
CAS No. 19406-51-0)

2,4-DNT............. 2,4-dinitrotoluen (1-methyl-2,4-dinitrobenzen,
CAS No. 121-14-2)

2,6-DNT............. 2,6-dinitrotoluen (2-methyl-1,3-dinitrobenzen,
CAS No. 606-20-2)

DNT.................. 2,4-dinitrotoluen a/nebo 2,6-dinitrotoluen

2-A-4-NT ........... 2-amino-4-nitrotoluen (2-methyl-5-nitrobenzenamin,
CAS No. 99-55-8)

2-A-6-NT ........... 2-amino-6-nitrotoluen (2-methyl-3-nitrobenzenamin,
CAS No. 603-83-8)

4-A-2-NT ........... 4-amino-2-nitrotoluen (4-methyl-3-nitrobenzenamin,
CAS No. 119-32-4)

2,4-DAT............. 2,4-diaminotoluen (4-methylbenzen-1,3-diamin,
CAS No. 95-80-7)

2,6-DAT............. 2,6-diaminotoluen (2-methylbenzen-1,3-diamin,
CAS No. 823-40-5)

DAT .........ooen. 2,4-diaminotoluen a/nebo 2,6-diaminotoluen



1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V souvislosti s uvazovanymi zménami vyuziti nékterych byvalych vojenskych
prostorl vyvstavaji problémy s jejich znec¢iSténim chemickymi latkami. Ke znacné
zavaznym kontaminantim nékterych ztéchto mist patii vybuSniny. Mezi
nejvyznamngj§i organické energetické slouCeniny uzivané pii jejich vyrobé patii
TNT, spolecné s nim jsou v nékterych ptipadech pouzivany i 2,4-DNT nebo smeés
2,4- a 2,6-DNT, oba tyto DNT byvaji obvykle také ptitomny v technickém TNT
jako necistoty [1-4].

Zhodnoceni toxikologického a ekotoxikologického vyznamu kontaminace pid
nitroderivaty toluenu a produkty jejich transformaci v ptirozenych podminkéch je
jednim z pfedpokladii pro analyzu rizik plynoucich ztéto ekologické zatéze,
piipadné pro posouzeni dal§i vyuzitelnosti, potfeby, moznosti a cilovych parametri
sanace kontaminovanych lokalit apod. Vyznamnou soucasti suchozemské
biocenodzy, kterou nelze pii hodnoceni vyznamu znecisténi plid opomenout, jsou
rostliny. Proto jsou nezbytné udaje o fytotoxicit¢ TNT, DNT a pii jejich
biotransformaci vznikajicich produkta.

1.1 Kontaminace piid nitroderivaty toluenu a produkty jejich
biotransformace

Od zacatku masové produkce vybuSnin v obdobi I. svétové valky bylo do
zivotniho prostiedi vneseno vyznamné mnozstvi téchto latek. Byly zjiStény
v pudach, kalech, povrchovych i podzemnich vodach, zejména v aredlech muni¢nich
zavodll s intenzivni vyrobou v obdobi 2.svétové valky, ale byly nalezeny
také v prostorech likvidace starych zdsob vybusnin a munice 1 na dalSich
mistech [2,5-7].

V literatufe je fada konkrétnich tdaji o zdvazném znecisténi Zivotniho prostiedi
vybusninami pfedevsim v USA, kde v prostorech vojenskych zafizeni objem pudy a
sedimentii kontaminovanych TNT a dal§imi organickymi energetickymi latkami
v takovém rozsahu, ktery odiivodiiuje nezbytnost remediace, pievysSuje 1 milion
krychlovych yardi [8]. V arealech nckterych municnich zévodi vyuzivanych ve
valecném obdobi byla zjisténa zneciSténi pldy a sedimentd TNT dosahujici
v extrémnich piipadech az nékolik desitek g.kg™' [9-12], v niz§ich koncentracich
byly prokdzéany také 2,4- a 2,6-DNT [3,9,11]. V Némecku, krom¢& mist znec¢iSténych
v souvislosti s vyrobou a zpracovanim vybusnin, existuji 1 rozsdhlé kontaminované
plochy v mistech velkych néletlh v dobé 2. svétové valky, v prostorech zni¢enych
vyrobnich zavodil a skladii munice a v n€kterych oblastech je znecisténa 1 spodni
voda [10,13-15]; v pidach byly stanoveny TNT [7,15,16] 1 2,4- a 2,6-DNT [6,7,16].

O znedisténi pid vybusninami v Ceské republice nebyly v literatuie nalezeny
z4dné Udaje, ale existence témito latkami kontaminovanych lokalit se také pied-
poklada. Metodicky pokyn Ministerstva Zivotniho prostfedi CR [17] fadi dinitro-
tolueny a TNT mezi tzv. sledované znecistujici latky a stanovi pro piipad jejich



vyskytu v zemin€ a podzemni vodé kritéria zneciSténi, pfi jejichz prekroceni je
nutno zpracovat analyzu rizik ohrozeni zdravi ¢lovéka a slozek zivotniho prosttedi.

Organické polutanty podléhaji v ptid¢ fadé abiotickych fyzikélnich a chemickych
pochodli a transformacim plidnimi organismy; umadlo rozpustnych, netékavych
a chemicky stalych sloucenin, ke kterym TNT a DNT patii, byva nejvyznamnéjSim
Cinitelem ovliviiyjicim jejich osud biotransformace.

Podrobnému studiu mikrobidlnich transformaci nitroderivati toluenu je jiz néko-
lik desetileti vénovana zna¢na pozornost, jednak s cilem poznani osudu téchto latek
v prostiedi, jednak ve snaze o vypracovani a optimalizaci podminek pro praktickou
realizaci metody biodegradace, jako alternativy k jinym z moznych zpusobti dekon-
taminace zneciSténych pid a sedimenttl, event. povrchovych a spodnich vod, a proto
je publikovano velké mnozstvi poznatkl z biotransformacnich studii [18-21]. I kdyz
bylo pii vhodnych podminkach dosazeno vysokého stupné biodegradace DNT
1 TNT a z kontaminovanych lokalit byly izolovany 1 bakteridlni kmeny schopné za
fizenych podminek tyto slouceniny relativné rychle transformovat az tipln¢ degrado-
vat, detekce vysokych koncentraci DNT a predevsim TNT v piidach znecisténych
pfed nékolika desitkami let jasné dokumentuje, Ze za ptirozenych podminek mine-
ralizace téchto latek v siln¢ kontaminovanych ptidéach ve vyznamné mitfe neprobiha.

Rada studii transformaci TNT riiznymi mikroorganismy opakované potvrdila, Ze
tato latka nepodléhd znamym oxidacnim reakcim piedchdzejicim St€peni benzeno-
vého jadra [22], ale naopak relativné snadno probihd postupna redukce nitro-
skupin [20,23,24] a teprve takto vznikajici intermediaty pifipadné za vhodnych
podminek podléhaji oxidacim vedoucim ke Stépeni benzenového jadra a nasledné
mineralizaci. Pfestoze bylo pifi biotransformacnich experimentech postupné
identifikovano nékolik desitek mikrobiadlnich metaboliti TNT, pravidelné¢ byly ve
vyznamnéjSich mnoZstvich zjistény pouze aminy vznikajici redukci jedné nebo dvou
nitroskupin TNT a ve vzorcich pid kontaminovanych touto latkou byly
z transformacnich produkti prokdzany jen 2-A-4,6-DNT a 4-A-2,6-DNT, ve
srovnani s TNT vSak vzdy v podstatné nizsich koncentracich [7,11,16].

Na rozdil od TNT byly izolovany i aerobni bakterie schopné piimo oxidovat
a nasledn¢ mineralizovat 2,4- a 2,6-DNT [6,25,26], ale 1 u téchto latek probiha velmi
snadno redukce nitroskupin [18,27]. V publikacich uvadéjicich vysledky stanoveni
DNT v kontaminovanych ptidach nejsou uvedeny Zadné udaje o pfitomnosti jejich
transformacnich produkta [3,6,7,9,11,16]. Z poznatki o biotransformacich DNT
vyplyva, ze z produktii mikrobialnich pfemén téchto sloucenin je mozno v ptdach
piedpokladat pfitomnost amint vznikajicich redukci nitroskupin DNT, vyskyt jinych
latek ve vyznamnéjSich mnozstvich je nepravdépodobny.

1.2 Toxicita TNT, DNT a produkti jejich redukce

1.2.1 Toxicita TNT, DNT a produktii jejich redukce pro Zivocichy

TNT a DNT byly testovany pomérné dikladné a je fada zkuSenosti 1 s jejich
ucinky na exponované osoby. Na kizi pusobi drazdiveé, jsou akutné a predevsim



chronicky znaéné toxické (vyvolavaji methemoglobinémii, zdvazna poskozeni jater,
poruchy krvetvorby, plisobi i na nervovou soustavu) a mohou senzibilizovat [28-30],
v fadg testll byla prokazana jejich mutagenita a karcinogenita [30,31]. Udaje o TNT
nejsou podle kritérii Mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) dostatecné
k posouzeni karcinogenniho rizika pro cClov€ka (zafazen do skupiny 3 podle
[IARC) [32]. 2,4- a 2,6-DNT jsou, zejména na zaklad¢ vysledkl testll na zvitatech,
IARC hodnoceny jako moZzné karcinogeny (skupina2B)[33], podle seznamu
nebezpeénych latek EU, prevzatého i CR, jsou oba DNT klasifikovany jako
karcinogeny kategorie 2, mutageny a toxické pro reprodukci kategorii 3 [34].

Jedinymi dostupnymi toxikologickymi udaji o aminodinitrotoluenech, vznikaji-
cich redukci jedné nitroskupiny TNT, jsou stfedni letalni davky, dokladajici jejich
ponékud niz8i akutni toxicitu v porovnani s TNT, a pozitivni vysledky testii na
detekci reverznich mutaci u bakterii [29,30]. O diaminonitrotoluenech, které
vznikaji z TNT, jsou publikovany pouze udaje o detekci mutagenni aktivity
mikrobialnim testem na reverzni mutace [30].

Aminonitrotolueny jsou akutné¢ a chronicky znacné toxické, byla prokazana
1jejich mutagenita, o karcinogennich uc¢incich nejsou udaje dostatecné ke zhodno-
ceni rizika pro €loveéka [28-30,35]. Diaminy vznikajici redukei 2,4- a 2,6-DNT jsou
siln¢ drazdivé, patti mezi vyznamné alergeny, expozice vede 1 k zdvaznym
celkovym UCinkiim (methemoglobinémie, poSkozeni ledvin, jater a CNS), existuji
experimentalni ditkazy o jejich reprodukéni a vyvojové toxiciteé [28-30,36]. 2,4-DAT
je IARC =zatazen mezi latky s moZznym karcinogennim ucinkem pro clovéka
(skupina 2B) [37], podle kritérii EU mezi karcinogeny kategorie 2. 2,6-DAT je
klasifikovéan jako mutagen kategorie 3 [34].

Z udajti o toxicit¢ TNT a DNT pro vodni organismy vyplyva, Ze tyto latky jsou
pro ryby 1 nékteré bezobratlé relativné toxické [2,18]. Podle seznamu klasifikova-
nych nebezpeénych latek jsou TNT, 2,4-DNT, vSechny aminonitrotolueny
i diaminotolueny hodnoceny jako toxické pro vodni organismy, s moznymi
dlouhodobymi neptiznivymi u¢inky ve vodnim prostiedi, a 2,6-DNT je klasifikovan
jako Skodlivy pro vodni organismy, s moznymi dlouhodobymi neptiznivymi ucinky
ve vodnim prostiedi [34].

1.2.2 Toxicita TNT, DNT a produktii jejich redukce pro suchozemské
rostliny

Pti hodnoceni toxicity vzorkl pidy z prostoru jednoho muni¢niho zavodu v USA
byl, kromé& jinych ekotoxikologickych testl, pouzit 1 rlstovy test s okurkou
(Cucumis sativus) a tedkvi (Raphanus sativus), pti kterém byla méfena vyska rostlin
po 14 dnech ristu. Ve vétSiné vzorkll pidy byl hlavni kontaminujici latkou TNT,
v mnoha byly pfitomné také 2,4-DNT, 2,6-DNT, 2-A-4,6-DNT a 4-A-2,6-DNT,
v porovnani s TNT vsSak vzdy v podstatné nizsich koncentracich a jejich eventudlni
ptrispevek k toxicité¢ pudy byl zhodnocen jako malo vyznamny. Ze zavislosti mezi
koncentraci TNT v pudé a vysledky vSech pouzitych biotestli (rustovy test, test
toxicity pro Zizaly a bakterialni luminiscencni test) byly vypocteny nejnizsi Gi€inné



koncentrace (LOEC) TNT; pro skupinu vzorkii odebranych v prostoru vyroby
munice byla uréena LOEC 7 mg.kg™, pro vzorky z prostoru spalovani odpadnich
vybusnin 19 mg.kg" [11].

Autofi prace zaméifené na moznost vyuziti rostlin pfi bioremediaci pudy
kontaminované TNT sledovali vliv této latky a jednoho z produkti jeji redukce,
4-A-2,6-DNT, na kli€eni, rist kofent a respiraci kosttavy Festuca arundinacea [38].
Pii kultivaci v agarové padé v ptitomnosti 0-60 mgl' TNT a 0-15mg.l”
4-A-2,6-DNT bylo zjisténo vyznamné snizeni kliCivosti semen pii koncentracich
TNT 45 a 60 mg.I"', 4-A-2,6-DNT vyznamné redukoval kli¢eni pii nejvyssi pouzité
koncentraci 15 mg.I". Ob& latky neptiznivé ovliviiovaly predevim vyvoj kofend,
ucinek na jejich morfologii byl obdobny plisobeni dinitroanilinovych herbicidi.

Pti testovani vlivu TNT na kliceni a rlst kosttavy Festuca arundinacea a svetepu
Bromus inermus, provedeném také s cilem zhodnoceni moznosti vyuziti obou trav
pii fytoremediaci kontaminovanych pld, byla pfipravena fada smési kontaminované
a nekontaminované ptidy a hodnocena zavislost kliceni a rtistu rostlin na koncentraci
TNT v padnim roztoku (vodném vyluhu) v rozsahu 18-52 mg.I"". Kligivost svefepu
byla pii koncentracich TNT vys§ich nez 24 mg.l" sniZena pod 50 %, klidivost
kostfavy byla vyznamné ovlivnéna az pii koncentracich vyssich nez 31 mg.l’, ale
ani pii nejvyssi koncentraci TNT 52 mg.I"' nebyla nizsi nez 50 %. Velikost a hmot-
nost susiny obou rostlin byly v porovnani s kontrolou pfi vSech koncentracich TNT
vyznamné niz§i. TNT siln¢ redukoval vyvoj kotfenii obou rostlin. Autofi dospéli
k zavéru, Ze kostfava mize v kontaminované pud¢ klicit a rist pii koncentraci TNT
v padnim roztoku niZ§i nez 31 mg.I"', svetep pii koncentraci nizsi nez 24 mg.I"' [39].

V praci zabyvajici se moznosti vyuziti hybridniho topolu (Populus
deltoides X nigra DN34) pro fytoremediaci znec€iSténi TNT a RDX bylo na zakladé
sledovani zmén transpirace zjisténo, ze koncentrace TNT v hydroponickém roztoku
vy$§i nez 5 mg.I" byly pro rostliny toxické [40].

Testovani vlivu TNT na klieni a rist 4 kulturnich rostlin ve dvou druzich ptdy,
za pouziti fady koncentraci od 5 mg.kg", vedlo ke zji§téni, ze TNT pii 5-25 mg.kg™
pudy stimuloval rast dvoudéloznych fetichy (Lepidium sativum) a brukve (Brassica
rapa), ale od 50 mgkg" jiz pusobil na jejich rist inhibiénd (LOAEC) a semena
téchto rostlin kli¢ila pouze pti koncentracich TNT do 200 mg.kg'. Jednod&lozné
rostliny, oves (Avena sativa) a pSenice (Triticum aestivum), byly méné¢ citlivé, oves
toleroval jestd i nejvy3si pouzitou koncentraci TNT 1 600 mg.kg" pady [41].

Ve studii zaméfené na srovnani vysledka rstovych testi ve dvou typech pidy
a v akvakultufe byla testovana toxicita 2,4-DNT pro oves (Avena sativa), salat
(Lactuca sativa) a rajce (Lycopersicum esculentum) [42]. Byla hodnocena hmotnost
biomasy rostlin po 14 dnech od vzejiti. Zjisténé hodnoty nejvysSich netcinnych
koncentraci (NOAEC) a stiednich inhibi¢nich koncentraci (ECsy) 2,4-DNT jsou
uvedeny v Tab. 1. Stfedni inhibi¢ni koncentrace 2,4-DNT pro rist rostlin v roztocich
Zivin byly stanoveny také pro je¢men (2,9 mg.1") a s6ju (6,3 mg.1") [43].

O fytotoxicit¢ jinych produkti redukce TNT nez 4-A-2,6-DNT, ani 2,6-DNT
a produkta redukce 2,4- a 2,6-DNT nebyly v literatuie nalezeny Zadné informace.



Tab. 1 NOAEC a ECsy 2,4-dinitrotoluenu pro oves, rajce a salat, stanovené riistovym
testem ve dvou druzich pud a v roztoku Zivin [42]

Medium NOAEC [mg.kg"] ECs, [mg.kg™]

oves rajce salat oves rajce salat
Jilovita ptida 11 3,2 3,2 46 4,9 5,8
Pisc¢itd humoézni pida 10 3,2 3,2 35 10 13
Zivny roztok 1,1 0,33 1,1 53 2,1 2,1

1.3 Fytotoxikologické testy

Mezi biotesty pouzivanymi v souvislosti s ochranou Zivotniho prostfedi pred
negativnim pusobenim chemickych latek, pripravki, odpadi a polutantdl maji
vyznamné misto fytotoxikologické testy [44]. K obdobim, kdy jsou rostliny
nejcitlivéjsi k exogennim vliviim, patii pocatecni faze jejich vyvoje. Na hodnoceni
vlivu latek na kliceni semen, rast kofeni klicnich rostlin a tvorbu biomasy
v pocate¢nich stadiich riistu se zaméfuji testy inhibice elongace kotenu kli¢nich
rostlin a rlistové testy.

Zakladnimi 10daji uzivanymi k charakterizaci fytotoxicity latky jsou nejvyssi
aplikovana koncentrace, pfi které¢ nebyl v porovnani s neexponovanou kontrolou
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v Zadném neptiznivém ucinku (no observed
byl zjistén signifikantni negativni uCinek oproti kontrole (lowest observed adverse
effect concentration, LOAEC) a stfedni u¢inna koncentrace (ECs), tj. koncentrace
latky, kterd zplsobuje sniZeni kli¢ivosti, ristu nebo jiného sledovaného parametru
v porovnani s kontrolou o 50 %; n¢kdy je koncentrace zpusobujici redukci kli¢ivosti
nebo vzchéazeni o 50 % oznacovana jako sttedni letalni (LCsg), koncentrace sniZujici
rist o 50 % jako stfedni inhibicni (ICsy).

1.3.1 Testy inhibice elongace koreni kli¢nich rostlin

Testy spocivaji v expozici semen hodnocené latce (event. vyluhu z odpadu, pady
apod.) za definovanych laboratornich podminek a nasledném méieni délek kotend.

Pti nejobvyklejSim zplisobu provedeni jsou semena kultivovdna na Petriho
miskach v roztoku latky, vyluhu apod. Je mozno vysévat semena i na agarovou ptidu
s testovanou latkou nebo vyluhem, pfimo na povrch hodnoceného sedimentu ci
pludy, na miskach nebo v kelimcich, avSak kotinky kli¢nich rostlin jsou velmi citlivé
na mechanické poskozeni pifi vyjimani z téchto substratil, presné méfeni jejich délky
je pak obtizné, proto se této modifikace postupu béZzné nepouziva.

Testy se provadi zpravidla v termostatu nebo temperované mistnosti (nejcastéji
20-25 °C), obvykle ve tmé (neni-li kliceni semen pouzitého druhu svétlem piiznive
ovliviiovano). Po uplynuti expozi¢ni doby (nejcastéji 72 az 120 hodin) se méti délky
kotent, ze zavislosti délek na koncentraci se graficky nebo vypoctem urcuje stiedni



inhibi¢ni koncentrace ICsy, vyznamnou informaci o zavislosti mezi koncentraci
a ucinkem poskytuje soucasné uvedeni napt. ICs, NOAEC nebo LOAEC.

Zkouska inhibice rastu kofenti je u nas pozadovéana pii hodnoceni nebezpecné
vlastnosti ekotoxicita tuhych primyslovych odpadii [45,46], test je zatazen napt. do
souboru fytotoxikologickych testli vyZzadovanych v USA Environmental Protection
Agency (EPA) a Food and Drug Administration (FDA) pii hodnoceni ekologickych
rizik plynoucich z kontaminace prostiedi a u nékterych latek a ptipravka podléha;i-
cich schvalovani témito institucemi [44,47,48].

1.3.2 Ruiistové testy

Tyto testy jsou pouzivany piedevs§im k hodnoceni toxického vlivu pevnych nebo
netékavych kapalnych latek v ptid€ na vzchazeni a rand stadia rastu suchozemskych
rostlin. Testovana latka je zapravena do pldy, pak jsou zaseta semena a po
definované dobé¢ kultivace se obvykle hodnoti pocet vykli¢enych semen (vzeslych
rostlin) a hmotnost biomasy rostlin, sklizenych nejmén¢ po dvou tydnech od doby,
kdy v kontrole vzeslo 50 % rostlin. Témito testy je moZno hodnotit i kontaminované
pudy a dalsi materialy, napt. kaly, sedimenty, odpady apod. Pouziva se fada modifi-
kaci praktického provedeni, s cilem sjednoceni zakladnich podminek testovani byly
zformulovany ramcové zasady ve smérnici Organizace pro hospodatskou spolupraci
a rozvoj (OECD) [49], pozdéji 1 Mezinarodni organizaci pro normalizaci (ISO) [50].

Podle smérnice OECD se u pouzité pidy pozaduje zbaveni hrubych castic, obsah
organického uhliku neptevySujici 1,5 %, obsah castic do 20 um v rozmezi 10-20 %,
pH 5,0-7,5. Je ptedepsano testovat koncentrace 0,0 (kontrola), 1,0, 10,0 a 100,0 mg
latky v 1 kg suché pidy, u méné toxickych latek mohou byt pouzity i koncentrace
vyssi, vzdy nejméné ve 3 opakovanich, s minimaln¢ 5 semeny v kazdé nadobé [49].
Kultivaéni nddoby se umistuji do skleniktli, fytotroni, rastovych komor apod.
Velikost nadob, zalivka a dal§i podminky musi odpovidat pozadavkim pouzitych
rostlin, jejich poc¢tu a dobé kultivace (rostliny v kontrole musi vykazovat normalni
rust). Zaznamenaji se poCty vzeslych rostlin a hmotnost nadzemnich casti rostlin
v kazdé nadobé (vazeni ihned po sklizni nebo po usuSeni pii 70 °C), ptipadné
1 vizualné pozorovatelné projevy fytotoxicity. Smérnice doporucuje vyjadrit ucinek
testované latky na kli¢ivost jako LCsy, vliv na rist jako ECs,. Byla publikovana tada
zkuSenosti a doporuceni pro testovani podle smérnice OECD [42,51]. Pi1 hodnoceni
rizik plynoucich z pfitomnosti Skodlivin pro rist rostlin jsou velmi vyznamnymi
udaji NOAEC, resp. LOAEC, proto jsou nékdy rlistové testy provadény jen s cilem
ziskani té€chto udajt [50].

Ristovy test na suchozemskych rostlindch je nejvyznamnégjsi fytotoxikologicky
test pozadovany v zemich EU 1 v USA (EPA, FDA) pifi hodnoceni nebezpecnych
vlastnosti chemickych latek, ptipravki, ekologickych zatézi apod.[44]. V CR je
vyzadovan jako soucést souboru testil k ziskani tidajii o G€inné latce a piipravku pii
registraci pesticidl, event. jako doplitkovy test k registraci dalSich chemickych latek.
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1.3.3 Volba testovacich rostlin

Je znamo, ze existuji velké mezidruhové rozdily v citlivosti rostlin vii¢i chemic-
kym latkdm, proto je velmi dilezitd otdzka vybéru testovacich druhta [44]. Je
vSeobecné pfijimano, Ze neexistuje univerzalni senzitivni druh nebo skupina druhi
a z tohoto divodu stanovuji smérnice EPA, FDA, OECD a ISO seznamy doporu-
¢enych rostlin a dale uptesnuji pozadavky na volbu z téchto seznamt [44,49,50];
napt. smérnice OECD vyzaduje vybér 3 rostlin, po jedné ze 3 doporucenych skupin,
v odivodnénych ptipadech je mozno pouzit 1 dalsi druhy.

Nezanedbatelna jsou pii vybéru rostlin i1 hlediska prakticka a ekonomicka.
Dilezita je dobra kli¢ivost semen, rychlé vzchazeni, stejnomérny riist, schopnost
tvofit normalni rostliny za podminek vhodnych pro rutinni testovani, dosazeni
velikosti vhodné pro hodnoceni béhem nékolika tydnii od zaseti apod. [51,52]

2 CILPRACE

Cilem teoretické Casti prace bylo shrnuti a zhodnoceni poznatkl o znecisténi ptid
2,4,6-trinitrotoluenem, 2,4-dinitrotoluenem a 2,6-dinitrotoluenem, které patii mezi
vyznamné polutanty, k jejichz vstupu do Zivotniho prostfedi doSlo v fad¢ ptipadi
v souvislosti s vyrobou a pouzivanim vojenskych vybusnin, dale o biotransformaci
téchto nitroderivati toluenu a vyskytu produkta jejich transformace v kontamino-
vanych pudach, o fytotoxicité trinitrotoluenu, 2,4- a 2,6-dinitrotoluenu a jejich
reduk¢nich produkti a zhodnoceni poznatkii o testech, které jsou v soucasné dobé
pouzivany k hodnoceni fytotoxicity chemickych latek.

Cilem experimentalni Casti prace bylo provedeni fytotoxikologickych testii na
nckolika reprezentativnich suchozemskych rostlinach, k ziskani zakladnich informa-
ci o fytotoxicité 2,4,6-trinitrotoluenu, 2,4-dinitrotoluenu, 2,6-dinitrotoluenu a pro-
duktii jejich biotransformace, jejichz vyskyt byl zjistén nebo je pravdépodobny
v kontaminovanych ptadéch.

3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, material a zarizeni

2,4-Dinitrotoluen (97 %), 2,6-dinitrotoluen (98 %), 2-amino-4-nitrotoluen (95 %),
4-amino-2-nitrotoluen (97 %), 2,4-diaminotoluen (98 %) a 2,6-diaminotoluen
(97 %) byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich Co., 2-amino-6-nitrotoluen (98 %) od
firmy Fluka Chemie AG, vzorek 2,4,6-trinitrotoluenu byl poskytnut firmou
Synthesia a.s., Pardubice-Semtin. 2-Amino-4,6-dinitrotoluen a 4-amino-2,6-dinitro-
toluen byly syntetizovany na Ustavu chemie a technologie ochrany Zivotniho
prostfedi Fakulty chemické VUT v Brné.

Byla pouzita komeréné dostupnd osiva pSenice (pSenice obecnd, Triticum
aestivum L., ozima odrida Siria, nemofené osivo, Ustfedni kontrolni a zkuebni
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ustav zemédé€lsky v Brn€), hoic¢ice (hoicCice bila, Sinapis alba L., odrida Zlata,
Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav zemé&délsky v Brné), salatu (locika salatova,
Lactuca sativa L., odrida Kral méje, Semena Veliby, a.s.) a konzumni velkozrnna
cocka (Cocka jedla, Lens culinaris Med., odrada Laird, Vitana a.s., BySice). VSechna
semena byla pfed pouzitim pfebrana (vylou¢ena mechanicky poskozena a vzhledové
odliSnd, ponechana jen semena stejnomérné velikosti a zbarveni), aby pouzity
biologicky materidl byl maximalné¢ homogenni a tak byla omezena neZadouci
variabilita vysledk. Kli¢ivost pouzitych semen byla vyssi nez 95 %.

Testy inhibice elongace kofenti kli¢nich rostlin byly provadény ve vodnim
termostatu TCH 100, Laboratorni ptistroje Praha, ve sklenénych nesterilizovanych
Petriho miskach o praméru 110 mm.

Pro ptipravu kultivaéni smési pro rlstovy test byla pouzita plida ziskana
z Ustiedniho kontrolniho a zkuSebniho ustavu zemé&délského v Brng, s obsahem
organického (oxidovatelného) uhliku 0,86 %, obsahem castic menSich nez 20 pm
17 % a pH 6,1, prosetd sitem se ¢tvercovymi oky 2 mm, a primyslovy kifemenny
pisek o velikosti ¢astic 0,1-0,5 mm. Jako kultiva¢ni naddoby byly pouzity neprisvitné
(hnédé) polystyrenové potravinaiské kelimky (dolni pramér 45 mm, horni pramér
65 mm, vySka 75 mm), jejichz dno bylo perforovano 3 otvory o primeéru 4 mm.
Namisto podloznich misek byly pouZzity napojové polystyrenové $alky (dolni primeér
55 mm, horni primér 70 mm, vySka 50 mm). Proti propadavani péstebniho substratu
byly otvory pro zélivku v kelimcich zakryty granulemi zahradnického perlitu
AGROPERLIT, vyrobce PERLIT, s.r.0., Senov u Nového Ji¢ina.

Ristovy test byl provadén v péstebni komoie o rozmérech 100 x 75 cm,
s osvétlovacim blokem s nastavitelnou vyskou se 16 zafivkami Tesla 18 W, opatiené
ventilatorem a Casovym spina¢em umoziujicim nastaveni doby osvétleni (délky
fotoperiody); komora byla zaptjc¢ena Odborem agrochemie, pidy a vyzivy rostlin
Ustiedniho kontrolniho a zkugebniho ustavu zemé&délského v Brng.

3.2 Postup a podminky provedeni testu inhibice elongace korent
kli¢nich rostlin

Na dna sklenénych Petriho misek byly vlozeny dvé vrstvy filtracniho papiru
a napipetovan pracovni roztok, v piipad¢ kontrol deionizovand voda; pii testech se
semeny pSenice, hoi¢ice a salatu bylo pipetovano 10 ml, pii testech s Cockou 12 ml
roztoku nebo vody. Na navlhéené papiry bylo rovnomérné rozmisténo 30 semen
a misky pfiklopeny vicky. Pro kazdou koncentraci a kontrolu byla provedena
3 paralelni stanoveni.

Misky se semeny pSenice, hof¢ice a CoCky byly umistény do termostatu bez
osvétleni, steplotou 21 °C. V piipad¢ pSenice byla doba inkubace 96 hodin,
u hoi¢ice a ¢ocky 72 hodin. Misky se salatem byly umistény na laboratornich
stolech v mistnosti s teplotou 17-22 °C, za stfidani osvétleni a tmy, délka
fotoperiody byla 16 hodin, doba inkubace 96 hodin. Po uplynuti doby inkubace byly
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milimetrovym pravitkem zméieny délky kotent, v piipadé pSenice vzdy nejdelsiho;
u nekli¢icich semen byla délka kotenti hodnocena jako nulova.

3.3 Postup a podminky provedeni ristového testu

Odvazen¢ mnozstvi latky, odpovidajici zvolené koncentraci, bylo ve sklenéné
tteci misce rozetfeno s navdzkou pisku a smés latky s piskem byla pak dikladné
promichana s odvazenym mnoZstvim plidy v polypropylenovém sacku.

Do kelimka slouzicich jako kultivaéni nadoby byla po zakryti otvorh pro zéalivku
granulemi perlitu navdzena smés obsahujici 90 g suché pidy a 10 g pisku se
zapravenou testovanou latkou. Pro kazdou koncentraci kazdé latky a kontrolu, lisici
se pouze neptitomnosti testované latky, byly vzdy pouzity 4 replikaty. Do substratu
v kazdém kelimku bylo zaseto 8 semen a kelimky byly umistény do plastovych
podloznich $alki, do kterych pak byla odvazena deionizovand voda v mnoZzstvi
odpovidajicim 70 % maximalni vodni kapacity kultiva¢ni smési.

Kelimky byly umistény do péstebni komory. Délka fotoperiody byla nastavena na
16 hodin, intenzita osvétleni 7 500 + 500 Ix (méfeno luxmetrem Metra Blansko
PU 550 ve vysi 10 cm nad povrchem pldy), teplota v komoie se pohybovala
vrozmezi od 17 °C (noc) do 24 °C (den) (méfeno maximo-minimalnim teplome-
rem), relativni vlhkost vzduchu 40 az 60 % (méfeno Assmannovym aspiraénim
psychrometrem). Rostliny byly zalévany denné podmokem tak, Ze do podloznich
Salkti vSech kelimkli bylo navdZzeno mnozstvi deionizované vody potiebné
k doplnéni vlhkosti kultivacni smési na 70 % plné vodni kapacity. Po zalivce byly
kelimky v komote vzdy rozmistény jinym zplisobem nez pted zalivkou, aby béhem
pokusu nebyly stile na témz misté a tak byly eliminovany ptfipadné vlivy riznych
podminek na rist rostlin v riznych mistech komory.

Desaty den od zaseti semen bylo provedeno jednoceni rostlin. V kelimcich, ve
kterych vzeslo pét nebo vice rostlin, u nichz bylo patrné, ze jsou dobie vyvinuté
a pokracovaly by v riistu az do ukonceni experimentu, byly ponechdny pouze Ctyii
reprezentativni, pokud mozno rovnomérné rozmisténé rostliny. V kelimcich, kde
byly vzeslé rostliny malé nebo Spatné vyvinuté a bylo ziejmé, Ze se pii dalSim rdstu
nebudou vzajemné omezovat, byly ponechany vSechny vzeslé rostliny, aby bylo
mozné zhodnotit, kolik z celkového poctu vzeslych rostlin bude ke dni ukonceni
experimentu rostoucich a kolik z nich pfipadné uhyne, nebo pfestane rist.

Pokusy s pSenici a ¢oCkou byly ukonceny 18.den od zaseti semen, pokusy
s hof¢ici a salatem 21. den. Byl zaznamenan celkovy pocet od pocatku experimentu
vzeslych rostlin (rostliny byly hodnoceny jako vzeslé, pokud vyska kli¢nich rostlin
nad Urovni péstebniho substratu dosahla alespoit 10 mm) a pocet ke dni ukonceni
pokusu rostoucich rostlin v kazdém kelimku (jako rostouci byly hodnoceny rostliny,
které byly vden ukoneni experimentu zelené, vzpifimené a nejevily znamky
vadnuti; do poctu rostoucich byly zapocitany i rostliny odstranéné pii jednoceni),
rostouci rostliny byly tésné¢ u povrchu ptudy usttizeny, z kazdého kelimku sklizené
rostliny byly spolecné suSeny na Petriho miskach v horkovzdusné susarné, pti 70 °C
po dobu 16 hodin, a poté byla suSina biomasy zvazena.
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3.4 Statistické zpracovani vysledkii

Nejvyssi v testech pouzité koncentrace latek bez neptiznivého ucinku (NOAEC)
a nejniz8i koncentrace s vyznamnym inhibi¢nim uc¢inkem (LOAEC) na rist kotfenti
kli¢énich rostlin ve vodnych roztocich, nebo na vzchéazeni a rlst rostlin ve smési
puda/pisek, v porovnani s kontrolami, byly stanoveny pomoci jednostranného
Studentova t-testu shody stfednich hodnot sledovanych ukazateld na hladiné
spolehlivosti 95 %, za pouziti programu Microsoft Excel.

Stfedni inhibi¢ni koncentrace latek pro elongaci kofenli kli¢nich rostlin ve
vodnych roztocich (ICsg) a stfedni inhibi¢ni koncentrace pro vzchazeni (LCs) a rlst
(ECso) rostlin ve smeési puda/pisek, véetné 95 % konfidenénich intervall, byly
vypocteny ze zavislosti mezi koncentracemi latek a odpovidajicimi efekty
probitovou metodou pomoci programu PROBITY, ktery byl pro ucely vyhodnoco-
vani ekotoxikologickych testli vytvofen Vyzkumnym ustavem rybaiskym a hydro-
biologickym ve Vodnanech.

4 VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Vybér testovanych latek

Mezi nitroderivaty toluenu pouZzivanymi jako vybusniny ma dominantni vyznam
TNT, ktery je n€kdy pouzivan také spolecné s 2,4-DNT nebo smési 2,4- a 2,6-DNT,
oba tyto DNT se vyskytuji 1 jako pfimési v technickém TNT a v kontaminovanych
pidach byly v mnoha ptipadech zjistény. Kromé téchto sloucenin byly k otestovani
vybrany dva v sekvenci biotransformacnich reakci TNT se pravidelné vyskytujici,
a na mistech zneciSténych TNT opakované¢ detegované, monoaminoderivaty
vznikajici redukci jedné zjeho nitroskupin (2-A-4,6-DNT a 4-A-2,6-DNT), dale
vSechny tfi aminonitrotolueny (2-A-4-NT, 4-A-2-NT, 2-A-6-NT) a oba diamino-
tolueny (2,4-DAT, 2,6-DAT), které mohou vznikat redukci jedné nebo obou
nitroskupin 2,4- a 2,6-DNT.

4.2 Metody a podminky testovani

Za obdobi vysoké citlivosti ke xenobiotikim je povazovan piedev§im pocatek
ontogeneze rostlin a z tohoto divodu jsou k hodnoceni fytotoxicity latek v nejvétSim
méfitku pouzivany test inhibice elongace kofent kli¢nich rostlin a rlstovy test,
zaméfeny na hodnoceni vzchazeni rostlin a produkce biomasy béhem prvnich tydni
rustu rostlin. Tyto dva citlivé a uzndvané testy byly proto zvoleny k ziskani udaji
o fytotoxicité zajmovych latek.

4.2.1 Testovani vlivu latek na elongaci korenii kli¢nich rostlin

Kofenové elongacni testy byly provaddény obvyklym zplsobem v Petriho
miskach, v ptipad¢ pSenice, hoifice a CoCky v termostatu ve tm¢, kultivary salatu
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pro jarni rychleni kli¢i 1épe za osvétleni, proto byly testy se saldtem provadény na
laboratornich stolech za stfiddni svétla a tmy. Byla pouzita geometrickd fada
koncentraci latek s kvocientem 2, zahrnujici koncentraci 10 mg.I", koncentraéni
intervaly byly voleny na zaklad¢ predbéznych pokust tak, aby mohly byt uréeny
nejvyssi koncentrace testovanych sloucenin bez neptiznivého ucinku (NOAEC),
nejnizsi inhibi¢ni koncentrace (LOAEC) a pokud mozno 1 stfedni inhibi¢ni koncen-
trace (ICsp), coz ovSem unékterych latek omezend rozpustnost neumoznila.
V ptipad¢ TNT byla navic testovdna z pouzité geometrické fady vybocujici nejvyssi
koncentrace 120 mg.l”', protoZe rozpustnost této latky pii teplotd 21 °C jiz
neumozituje piipravit roztok o koncentraci 160 mg.1"'; podobng u 4-A-2,6-DNT byla
pouzita také nejvyss§i koncentrace 60 mg.1", ktera v tomto piipadé odpovida nasyce-
nému roztoku pii 21 °C. U kazdé latky bylo testovano vzdy nejméné¢ 5 koncentraci.

4.2.2 Testovani vlivu latek na vzchazeni a pocatec¢ni faze ristu rostlin

Rustové testy byly provadény v péstebni komote v polystyrenovych kelimcich se
100 g smési pudy a pisku v hmotnostnim poméru 9 : 1. Byla pouzita ptida s nizkym
obsahem organického (oxidovatelného) uhliku, jehoz mnoZstvi je indikatorem
obsahu ptidni organické hmoty, kterd piedevSim svymi sorpénimi vlastnostmi
vyznamné ovliviluje u€innost xenobiotik na rostliny, a proto je pro testovani
pouzivani pudy s niz§im obsahem této sloZky doporucovano [49]. Pisek byl pouzit
jako obvykly prostfedek pro zapraveni testovanych latek do pady. U kazdé latky
byla testovana série nejméné¢ 5 koncentraci latek v geometrické tadé, s kvocien-
tem 2, zahrnujici koncentraci 10 mg.kg"'. Na zéklads vysledkd orientatnich pokusi
byly zvoleny koncentra¢ni intervaly umoznujici ur¢it hodnoty NOAEC, LOAEC,
event. zahrnujici stfedni u¢inné koncentrace pro inhibici vzchazeni (LCsy) a rast
(ECs) rostlin, nebyly viak pouzity koncentrace vyssi nez 2 560 mg.kg". V souladu
s pozadavkem smérnice OECD byly rostliny kultivovany po takovou dobu, aby test
nebyl ukoncen diive nez 2 tydny po vzejiti 50 % rostlin v kontrole, poté bylo
hodnoceno vzchézeni a rhst, za jehoz ukazatel byla zvolena hmotnost suSiny
biomasy nadzemnich ¢asti rostlin.

4.2.3 Vybér testovacich rostlin

Nejprve byla provedena tfada orientacnich pokusi se Sir§i Skalou kulturnich
rostlin, s cilem vybrat z nejCastéji doporucovanych nebo pouzivanych nékteré citlivé
1 méné citlivé druhy, pfednostné po jednom ze 3 skupin uvedenych smérnici
OECD [49], s vlastnostmi vhodnymi pro experimenty za podminek, které byly
k dispozici; pfi vybéru bylo ptihlédnuto k citlivosti rostlin, kli¢ivosti semen,
rovnomé&rnosti vzchazeni, vyrovnanosti riistu jednotlivych rostlin a dosaZzeni vhodné
velikosti béhem doby kultivace pfi riistovém testu.

V 1. skupiné seznamu rostlin ve smérnici OECD jsou pouze rostliny z Celedi
Poaceae. Nejcastéji se pouziva oves a pSenice. Z n€kolika vzorki osiv téchto rostlin
se nejlépe se osveédcilo, a proto bylo déale pouzito, osivo ozimé pSenice Siria.
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Z 2. skupiny rostlin doporu¢ené OECD, kterda obsahuje 5 druhii z Celedi
Brassicaceae, byla v orientacnich pokusech pouzita hoiCice a fedkvicka. Ob¢ tyto
rostliny se ukézaly jako vhodné; nakonec byla upfednostnéna hoicice (jedina bézna
odrida Zlata), protoze je castéji doporuCovdna a pouzivdna a je také druhem
predepsanym pro testovani fytotoxicity vyluhti odpadt podle v CR platné vyhlagky
o hodnoceni nebezpecnosti odpadl [45].

Jako zastupce rostlin 3. skupiny dle OECD, obsahujici druhy z n€kolika ¢eledi,
byl zvolen salat (Asteraceae), ktery je obecné povazovadn za velmi citlivou
rostlinu [53], coz se pii predbéznych testech potvrdilo; znékolika dostupnych
kultivart byl vybran Kral m4je, uréeny k jarnimu rychleni.

7 dal$ich dvoudéloznych bylo orientacné testovano jesté nékolik rostlin z ¢eledi
Fabaceae (hréach, fazol, vikev, vojtéska a ¢ocka), dale n¢kolik osiv riznych kultivari
rajcete (Solanaceae) a okurky (Cucurbitaceae). Z nich jako Ctvrta rostlina byla pro
testy nakonec vybrdna cocka, odrida Laird. Pouziti rostliny z ekologicky
i ekonomicky vyznamné celedi Fabaceae pfi testech fytotoxicity se casto
doporucuje [51], n€kolik druhil z této taxonomické skupiny je také ve tieti skupiné
rostlin dle smérnice OECD, cocka vSak mezi nimi zatazena neni. Tato rostlina byla
zvolena pro rychlé a stejnomérné kliceni semen a vhodnou velikost rostlin v prvnich
dnech vyvoje ve srovnani s dalSimi uvaZovanymi bobovitymi. Jako velmi citliva
rostlina (srovnatelné, n€kdy dokonce citlivéjsi nez salat) s vysokou kli¢ivosti,
rovnomérnym vzchdzenim a vhodnou rychlosti ristu se ukazalo také raj¢e. Nakonec
v8ak tato rostlina pouzita nebyla, protoze byly upfednostnény vyse uvedené druhy
doporucené smérnici OECD, spolu s cockou z Celedi Fabaceae.

4.3 Vysledky testii fytotoxicity

K hodnoceni statistické vyznamnosti rozdilti stfednich hodnot sledovanych
ukazateli vlivu latek na testované rostliny v porovnani s kontrolou byl pouzit
jednostranny Studentiiv t-test, s obecnym predpokladem nerovnosti rozptyll; rozdily
byly hodnoceny jako vyznamné, pokud bylo moZno zamitnout hypotézu o rovnosti
na hladin¢ spolehlivosti nejméné 95 %. Tak byly ureny hodnoty NOAEC
a LOAEC. K vypoctim sttednich UCinnych koncentraci (ICso, ECsy, LCsp) byla
pouzita probitova metoda, ktera patii pt1i modelovani zavislosti mezi davkami nebo
koncentracemi latek a kvantalni 1 kvantitativni biologickou odpovédi k nejcastéji
pouzivanym a je doporucovana také nékterymi normami pro ekotoxikologické testy
i metodickym navodem MZP CR ke stanoveni ekotoxicity odpadii [46].

Hodnoty NOAEC, LOAEC a stfednich inhibi¢nich koncentraci (ICs,) testovanych
latek ve vodnych roztocich, stanovené pro jednotlivé rostliny na zéklad¢ vysledkt
kotenovych elongacnich test, jsou uvedeny v Tab. 2, hodnoty NOAEC, LOAEC
a stfednich inhibi¢nich koncentraci latek pro vzchéazeni, resp. riist rostlin (LCs, resp.
ECso) ve smési pida/pisek (9 : 1), stanovené na zaklad¢ vysledkt ristovych testd,
jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tab. 2 Vysledky testii inhibice elongace korenii klicnich rostlin - hodnoty NOAEC, LOAEC a ICs, testovanych ldatek ve vodé [mg.I"]

Létl PSenice Hofr¢ice Salat Cotka
atka
NOAEC | LOAEC ICs,! NOAEC | LOAEC ICs,! NOAEC | LOAEC ICs! NOAEC | LOAEC ICs!

TNT 10 20 >4 10 20 38 0,625 1,25 4.3 20 40 110
(52,2-54.8) (35,1-40,1) (3,67-4.97) (97,9-121)

2-A-4,6-DNT 25 5 28 20 40 2 1.25 25 6.2 10 20 2
(25.3-30,6) (5,42-6,99)

4-A-2,6-DNT 10 20 3 20 40 23 5 10 26 60 ; -

(24.9-27.3)

2,4-DNT 10 20 39 5 10 31 0,625 1,25 3.7 20 40 92
(37.9-39.9) (28,3-34,0) (3,07-4.46) (85,8-99.0)

2-A-4-NT 20 40 140 10 20 64 2.5 5 32 20 40 120
(126-153) (60,2-68,2) (28,0-36.8) (107-143)

4-A-2-NT 10 20 88 5 10 23 2.5 5 1 10 20 140
(81,5-96,0) (21,8-24.9) (9,80-11,4) (118-173)

2.4-DAT 40 80 150 80 160 270 20 40 51 160 320 360
(136-169) (244-299) (44,7-58.5) (326-391)

2.6-DNT 20 40 66 5 10 23 10 20 36 10 20 41
(62,3-69.2) (21,6-25.4) (34,9-38,0) (36,5-45.1)

2-A-6-NT 5 10 49 25 5 12 1.25 25 94 10 20 70
(45,6-53,3) (11,5-13,1) (8,40-10,6) (64.7-75.6)

2.6-DAT 40 80 250 80 160 380 10 20 63 80 160 570
(233-266) (333-443) (53,1-74,1) (520-626)

'V zavorkach jsou uvedeny 95 % intervaly spolehlivosti.

? Inhibice elongace kotenti kli¢nich rostlin v nasyceném roztoku 2-A-4,6-DNT (40 mg.I™") byla statisticky vyznamna, aviak nizsi nez 50 %.

? Inhibice elongace kofentl kli¢nich rostlin v nasyceném roztoku 4-A-2,6-DNT (60 mg.I™") byla statisticky vyznamna, aviak niZ$i nez 50 %.

* Statisticky vyznamna inhibice elongace kotent kli¢nich rostlin nebyla pozorovana ani pii koncentraci nasyceného roztoku 4-A-2,6-DNT (60 mg.I™).



Tab. 3 Vysledky riistovych testii - hodnoty NOAEC, LOAEC, ECsy a LCsy testovanych ldtek ve smési piida/pisek 9:1 [mg.kg™]

Létl PSenice Hox¢ice Salat Colka
atka
NOAEC |LOAEC | ECs' | LCsy' | NOAEC |LOAEC | ECs' | LCsy! | NOAEC | LOAEC | ECsp' | LCsy' | NOAEC [LOAEC | ECso! | LCsp!

211 83 1100 69 290 230 330

TNT 80 160 (186- |>2560| 20 40 (77.8- | (853- 20 40 (63,7- | (225- 80 160 (209- | (261-
239) 88,2) | 1510) 74.9) | 372) 247) | 407)
100 60 50 | 1700 240

2-A-4,6-DNT 40 80 (88.8- |>2560| 20 40 (53,3- |>2560 10 20 (452-1(1030-| 20 40 (180- |>2560
121) 68,2) 54.4) | 2710) 325)
210 73 61 | 1700 820

4-A-2,6-DNT 40 80 (179- |>2560| 20 40 (66,9- |>2560| 20 40 (55,7- 1 (1170-| 40 80 (579- |>2560
243) 79,6) 67,7) | 2 340) 1 170)
25 49 38 120 21 80 75 170

2,4-DNT 10 20 (22,6- | (38,5- 10 20 (34,8- | (102- 5 10 (18,7- | (58.9- 20 40 (70,9- | (142-
28.4) | 63.,5) 40,7) | 138) 22,5) | 109) 79.1) | 201)
200 360 40 140 27 50 87 210

2-A-4-NT 80 160 (186- | (285- 10 20 (37,2- | (108- 10 20 (24,2- | (40,0- 20 40 (82,3- | (178-
216) | 465) 42.8) | 177) 30,7) | 62.,9) 92.5) | 239)
180 310 47 120 18 29 99 180

4-A-2-NT 80 160 (164- | (286- 20 40 (44,0- | (98.9- 5 10 (17,0- | (23.4- 20 40 (91,3- | (154-
192) | 334) 49.6) | 144) 20,0) | 37,0) 107) | 207)
1300 | 1900 1300 | 2000 750 | 1100

2,4-DAT 640 1280 |(1200-|(1650-| 640 1280 |(1160-|(1740-| 320 640 | (658-| (925- | 1280 | 2560 |[>2560|>2560
1370) | 2 180) 1410) | 2250) 851) | 1330)
45 170 61 79 26 65 36 74

2,6-DNT 20 40 (40,8- | (150- 20 40 (57,2- | (654- 10 20 (23,8- | (50,2- 10 20 (32,5- | (59,3-
49.1) | 190) 64,8) | 94,3) 28.4) | 84,1) 394) | 92.8)
88 130 36 39 15 18 61 110

2-A-6-NT 40 80 (80,5- | (115- 10 20 (32,4- | (33,5- 5 10 (14,2- | (14,5- 20 40 (56,1- | (90,1-
953) | 152) 39,9) | 45.8) 16,9) | 21,5) 66,1) | 123)
1200 | 1800 2100 790 | 1300 1800 | 2100

2,6-DAT 640 1280 |(1130-| 1580-| 640 1280 |(1960-|>2560| 160 320 | (718-{(1020-| 1280 | 2650 |(1650-](1800-
1250) | 2 080) 2210) 872) | 1750) 1910) | 2 560)

'V zavorkach jsou uvedeny 95 % intervaly spolehlivosti.




4.4 Diskuse experimentalnich vysledki

Na zéklad¢ vysledki testli inhibice elongace kotfent klicnich rostlin byly pro
hodnocené latky zjistény NOAEC a LOAEC a v kratkodobych testech obvykle
nejcastéji stanovované stfedni inhibi¢ni koncentrace. V pfedbéznych orientacnich
testech, s pouzitim SirSi Skaly koncentraci, byla vfad€ ptipadi pozorovéana pii
nizkych koncentracich latek ve vodnych roztocich také vyznamné stimulace riistu
kofentl, zvlasté u Cocky a hoicice. Stimulace ristu rostlin nizkymi koncentracemi
1 obecné velmi toxickych latek neni ni¢im neobvyklym, ale jeji studim nebylo cilem
této prace a v konecnych testech byly pouzity pouze koncentrace, pii kterych se ve
vyznamné mife neprojevila.

Hlavnim cilem provedeni rastovych testli bylo urcit pro hodnocené latky NOAEC
a LOAEC, které jsou nejvyznamnéjSimi udaji stanovovanymi pii dlouhodobéjsich
testech. Déle byly ze zavislosti mezi koncentracemi testovanych sloucenin a inhibici
vzchézeni a rtstu rostlin vypocteny i stiedni u¢inné koncentrace. Oproti zavislostem
mezi koncentracemi latek a inhibici rastu kofenii, pozorovanym v kofenovém
elongacnim testu, byly v riistovém testu pii stejné geometrické koncentracni radé
latek v pldni smési Casto zaznamenany znacné strméjSi zavislosti mezi
koncentracemi a UCinky na rlst, event. vzchdzeni rostlin; v nékolika ptipadech,
zvlasté u pSenice, byl jiz pfi LOAEC nékterych latek pozorovan velmi silny efekt,
dokonce 1 inhibice rastu blizké 50 %. V ristovych testech nebylo ani pii nizkych
koncentracich, pouzitych v pfedbéznych pokusech, zjisténo statisticky vyznamné
stimula¢ni plsobeni latek, pouze u pSenice byla pozorovana relativné zietelnéjsi
(ovSem nevyznamnd na hladiné statistické vyznamnosti 5 %) stimulace rastu pfi
nejnizsi testované koncentraci TNT 40 mg.kg”'. Stimulaénimu efektu latek na
pouzité rostliny vSak zvlastni pozornost vénovana nebyla, je samoziejmé mozné, ze
v niz§ich koncentracich, nez které byly pouzity, by se také projevil. Tak napf.
vyznamna stimulace riistu ovsa a pSenice (Poaceae) pii koncentracich TNT v padé
25-50 mg.kg™ a statisticky nevyznamna stimulace ristu fefichy a brukve (Brassi-
caceae) pii koncentracich TNT v pudé 5-25 mg.kg™, byla v literatufe popsana [41].

Z porovnani vysledki obou testi (Tab. 2 a 3) jsou patrné jak urcit€¢ podobnosti,
tak nékdy znacné rozdily v potfadi ucinnosti latek, zjiSténém v testech inhibice
elongace kotfenu kli¢nich rostlin ve vodnych roztocich a v rlstovych testech ve
smési puda/pisek. Také poméery mezi hodnotami NOAEC, uréenymi v obou testech,
1 poméry mezi hodnotami ICsy a ECsy, stanovenymi v kofenovych elongaénich
testech a v rustovych testech, se pro fadu latek vyznamné li§i. Takové rozdily
nejsou prekvapivé. Zatimco pii kofenovém elongacnim testu je sledovano pouze
ovlivnéni kli¢eni a rstu kotfenti kli¢nich rostlin po relativné kratkodobé expozici
latkam v biologicky dostupné formée vodnych roztoka o definované koncentraci, vliv
na vzchdzeni rostlin a tvorbu jejich biomasy, sledovany v riistovém testu, je
vysledkem dlouhodobéjsiho a komplexnéjsiho plisobeni latek i na dalsi biochemické
a fyziologické pochody probihajici v rostliné po fazi kli¢eni, pficemz jsou rostliny
ovliviilovany piedevsim expozici kotfenil latkdm v pldnim roztoku, v némz o jejich
koncentraci spolurozhoduji procesy ustavovani rovnovah, které se vytvaii mezi
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pudnim roztokem a cCasticemi latky zapravenymi do rastového substratu a jsou
v mnoha ptipadech podstatné¢ ovliviiovany piedevSim sorpci, event. i dalSimi
interakcemi mezi latkou a pldnimi slozkami. Z téchto divodi mohou relativné
jednoduché, rychlé a citlivé testy inhibice elongace kotent kli¢nich rostlin ve
vodnych roztocich poskytnout cenné predbézné informace o fytotoxicité latek, ale
ma-li byt hodnoceno riziko fytotoxicity polutantii v kontaminovanych pudach, je
mnohem vhodnéjsi pouzit testy s delSi expozici latkam v pidnim prostiedi.

Pro testy byly zdmérné vybrany rostliny z riznych taxonomickych skupin, s cilem
pouziti druhii s rozdilnou citlivosti. V souladu s ocekavanim byl v obou testech
nejcitlivéjsi salat, hoi€ice byla stitedné senzitivni. PSenice byla pouzita jako zastupce
lipnicovitych, jejichz vétsi tolerance k Sir§i Skale latek je obecné zndma
a v zemedelské praxi patii nckteré plevele z této skupiny mezi velmi odolné i viici
dostupnym, na tuto Celed’ selektivné plisobicim herbicidim. PSenice byla k vétSing
testovanych slouc¢enin méné citlivd nez hoi¢ice, ale citlivéj$i nez cocka. Ta byla
v obou testech k vétSin€ latek citliva nejméné, jeji tolerance vSak nebyla nijak
mimotadna.

Ve skupiné testovanych sloucenin pattily k nejtoxictéjsim 2,4- a 2,6-DNT, obecné
je lze zatadit mezi stiedné fytotoxicke latky. Vysledky testovani 2,4-DNT jsou
srovnatelné s jiz publikovanymi uda;ji, ziskanymi riistovym testem ve dvou typech
pudy za pouziti salatu, rajCete a ovsa [42]. Pro salat uvadéné hodnoty nejvyssich
koncentraci bez neptiznivého uéinku (v obou padach 3,2 mg.kg™) a stiedni inhibiéni
koncentrace (5,8 a 13 mg.kg™") jsou v dobré shodé s hodnotou NOAEC (5 mg.kg™)
aveelku i ECso (21 mg.kg™), zjisténymi v této praci. Blizké jsou také publikované
hodnoty stfednich inhibi¢nich koncentraci a piedev§im nejvysSich neucinnych
koncentraci 2,4-DNT pro oves (NOAEC v jedné padé 10 mgkg', ve druhé
11 mg.kg") s hodnotami stanovenymi v této praci pro botanicky ptibuznou p3enici
(NOAEC 10 mg.kg™).

Oba monoaminoderivaty vzniklé redukci jedné nitroskupiny 2,4-DNT byly
vétSinou ponckud méné fytotoxické nez vychozi 2,4-DNT. 2-A-6-NT byl
v porovnani s 2,6-DNT n€kdy méné Gc¢inny, jindy toxictéj$i. Oba DAT byly v obou
testech pro vSechny rostliny vzdy nejméné toxicke a lze je tadit k relativné malo az
nevyznamné fytotoxickym latkdm. Elongaci kofenli vSech rostlin inhibovaly
pokazdé az ve znacné vysSich koncentracich nez oba DNT a produkty redukce jedne
z jejich nitroskupin, pficemz 2,6-DAT byl obvykle méné uinny nez 2,4-isomer.
Jesté vyraznéji slabs$i inhibi¢ni plsobeni diaminl na rast rostlin bylo pozorovano
v rastovém testu; je pravdépodobné, Ze se zde uplatiiuje vliv mozné polymerace
aznamé vyznamné sorpce na pudni slozky [54], které vedou ke sniZeni jejich
biologické dostupnosti, a tim k jesté¢ vyznamnéjSimu poklesu vysledné ucinnosti
oproti ostatnim testovanym latkdm, nez jaky byl zaznamenin v kofenovém
elongacnim testu ve vodnych roztocich.

TNT byl v testech inhibice elongace kotfenli vétSinou srovnateln€ ucinny s obéma
DNT, predevsim 2,4-DNT, ale v riistovém testu byl zpravidla méné toxicky nez oba
DNT 1 produkty redukce jedné jejich nitroskupiny. VétSina dosud publikovanych
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udaji o fytotoxicit¢ TNT byla ziskdna testy za znac¢né¢ odliSnych podminek
a s jinymi rostlinami, takze, vzhledem ke zndmé vyznamné zavislosti ucinkt latek
na podminkach testovani a rozdilné citlivosti rostlin, je dobfe mozné srovnavat
ziskané poznatky pouze s vysledky studie vlivu TNT ve dvou raznych typech ptdy
na kli¢eni a tvorbu biomasy fetichy, brukve, ovsa a pSenice po 14denni expozici od
vykli¢eni 50 % rostlin v kontrole [41]. V citované studii bylo zjiSténo, Ze k TNT
byly citlivéjsi feficha a brukev z ¢eledi Brassicaceae nez oves a pSenice z Celedi
Poaceae, obdobné jako v této préaci pouzitd hoic€ice (Brassicaceae) byla citlivéjsi nez
pSenice. Publikované hodnoty LOAEC TNT pro fefichu a brukev (50 mg.kg™) jsou
velmi blizké LOAEC stanovené v této praci pro hoiéici ze stejné &eledi (40 mg.kg™).
Nejnizsi koncentrace TNT vyvolavajici statisticky vyznamnou inhibici rastu pSenice
v jednom druhu pady, pouzitém v publikované studii, byla 158 mg.kg™", ve druhém
311 mg.kg' [41], coZ je také v dobré shodd s LOAEC stanovenou v této praci
(160 mg.kg"). Hodnoty stfednich inhibiénich koncentraci, které lze odhadnout
z graf zavislosti mezi koncentracemi TNT v ptidach a hmotnosti biomasy pSenice,
uvedenych v citované publikaci, jsou blizké hodnoté vypocltené v této praci
(211 mgkg™"). Autofi studie dale uvadi, Ze kredukci ristu pouzitych rostlin
dochazelo pfi mnohem niZzSich koncentracich TNT, neZ které vyvolavaly inhibici
kli¢eni. Kli¢ivost pSenice vyznamné nesniZovala ani nejvys$i pouZitd koncentrace
TNT 355 mg.kg™'; vy$sim koncentracim tato rostlina exponovéna nebyla, soutasné
vSak byly provedeny experimenty s ovsem, jehozZ kli¢eni nebylo ovlivnéno ani pii
nejvyssi pouzité koncentraci 1 600 mg.kg” [41]. V této praci nebyla zaznamenana
statisticky vyznamnd inhibice vzchéazeni pSenice dokonce jeSté ani pii nejvyssi
pouzité koncentraci TNT 2 560 mg.kg ™.

Z produktli redukce jedné nitroskupiny TNT byl 2-A-4,6-DNT vétSinou
srovnatelné¢ nebo ponckud vice ulinny nez TNT, 4-A-2,6-DNT byl v porovnani
s TNT obvykle srovnatelné nebo naopak méné fytotoxicky. Hlavnim pozorovanym
zietelnym ucinkem TNT a obou testovanych produktli jeho redukce byla vyrazna
inhibice ristu a vyvoje kofenl rostlin. V rGstovém testu bylo zaznamenano, ze
2-A-4,6-DNT, 4-A-2,6-DNT, a krom¢ plisobeni na ¢ocku také TNT, neredukovaly
kliceni a vzchazeni rostlin jesté 1 pi1 koncentracich podstatné vysSich, nez které
prakticky zcela inhibovaly ruast kofenil. Malé kli¢ni rostliny s nevyvinutymi koteny
pak, diky udrZovani stalé vlhkosti piidy (na trovni 70 % plné vodni kapacity) béhem
experimentu, ztistavaly 1 v kultivanich smésich s relativné vysokymi koncentracemi
uvedenych latek zelené, jejich rlst a vyvoj ale stagnoval a rostliny by evidentné pti
prodlouzeni doby kultivace diive nebo pozdé¢ji uhynuly. Z téchto vysledkt je patrné,
ze samotné kli¢eni nebo vzchdzeni rostlin nejsou vhodnymi indikatory fytotoxicity
takto ptisobicich latek. K obdobnému zavéru dospéli i autofi dvou z diive publikova-
nych studii fytotoxicity TNT [39,41].

Inhibi¢ni ptisobeni TNT a 4-A-2,6-DNT na rast a vyvoj kofenti bylo podrobnéji
analyzovano v praci [38], zabyvajici se hodnocenim jejich vlivu na kli¢eni a rlst
kostravy (Festuca arundinacea) v agarové kultufe; bylo popsano, ze ob¢ slouceniny
plsobily na morfologii kofenli analogicky jako strukturné¢ podobné dinitroanilinove
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herbicidy. Tyto latky (vétSinou na dusiku aminoskupiny dvéma stejnymi nebo
riznymi alkyly substituovany 2,6-dinitroanilin s alkylem nebo trifluormethylovou
skupinou v poloze 4) patii mezi prakticky vyznamné selektivni preemergentni
herbicidy, které po zapraveni do plidy inhibuji kli¢eni nebo zastavuji vyvoj citlivych
rostlin inhibici ristu jejich kofent, a jsou pouzivany k ni¢eni hlavné lipnicovitych,
ale 1 nékterych dvoudéloznych pleveld [55]. Je zajimavé, Ze podle vysledki
ziskanych v této praci byl pfedevsSim v ristovém testu 2-A-4,6-DNT pro rostliny
toxiCtéjsi nez TNT a 4-A-2,6-DNT, piestoze pii povrchnim pohledu je jeho
molekula dinitroanilinovym herbicidiim mén¢ podobna. Obdobné inhibicni ptisobeni
na rust a vyvoj kotentl jako u TNT bylo pozorovano také u obou DNT a 2-A-6-NT,
u aminonitrotoluenti vzniklych redukci 2,4-DNT tento efekt tak vyrazny nebyl.

Jednim z cill testovani fytotoxicity nitroderivatd toluenu a aminoderivati, které
vznikaji jejich biotransformaci, bylo také zodpovézeni otazky, zda nékteré produkty
redukce, o nichZ nebyly v literatuie nalezeny zddné fytotoxikologické idaje, nejsou
zadani a zahdjeni prace napt. nebyly podle klasifikace EU dinitrotolueny vibec
hodnoceny jako nebezpecné pro vodni organismy, avSak aminonitrotolueny byly
klasifikovany jako toxické a diaminotolueny dokonce jako vysoce toxické [56]
(pozdéji byla klasifikace EU piehodnocena, v soucasnosti jsou 2,4-DNT a vSechny
aminonitrotolueny i diaminotolueny shodné klasifikovany jako toxické pro vodni
organismy, s moznymi dlouhodobymi nepfiznivymi uc¢inky ve vodnim pro-
sttedi [34]). Vysledky provedenych rlstovych testli ukdzaly, Ze pro pouzité rostliny
byly produkty vznikajici redukci jedné nitroskupiny TNT a DNT jen malokdy
toxiCtéj$i nez vychozi nitrotolueny a pokud v nékterych ptipadech byly
monoaminoderivaty u¢inngjsi, nejedna se o natolik zdvazné zvySeni toxicity, aby
tyto transformacni produkty mohly mit vyznamny vliv na fytotoxicitu pld, ve
kterych jsou TNT nebo DNT prevladdajicimi kontaminanty. Redukci obou nitro-
skupin 2,4- 1 2,6-DNT vznikajici diaminy, jak jiz bylo uvedeno, byly vzdy podstatné
méné toxické nez oba DNT.

4.5 Moznosti praktického vyuziti vysledki

4.5.1 Hodnoceni ekologickych rizik plynoucich z kontaminace pud TNT
a DNT

Pokud byly v publikacich obsahujicich vysledky stanoveni TNT v pidé
kontaminovanych lokalit soufasné¢ uvedeny 1 zjiSténé koncentrace jeho redukci
vznikajicich aminodinitrotoluend, jednalo se vzdy o hodnoty v porovnani s TNT
podstatné nizsi, zpravidla nejméné o jeden fad [7,11,16]. Za tohoto stavu je mozno
pfi hodnoceni fytotoxikologického vyznamu kontaminace pad piitomnost obou
téchto produkti parcidlni redukce vedle samotného TNT povazovat za
nevyznamnou, bez ohledu na skuteCnost, ze byly Casto srovnatelné, nebo nékdy
dokonce ponckud vice fytotoxické nez TNT. V publikaci uvadéjici vysledky
stanoveni DNT v plidéach, v nichZ tyto latky byly hlavni kontaminujici slozkou,
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nejsou uvedeny zadné udaje o obsahu produktl jejich redukce. Pokud by, podobné
jako produkty transformace TNT, byly aminy vznikajici redukci DNT pfitomny
v mnozstvich podstatné nizSich nez DNT, coz je predpoklad ziejmé zcela
opravnény, nebot’ pfitomnost vysSich koncentraci téchto sloucenin by pfti pouzitych
analytickych postupech byla sotva ptehlédnuta, bylo by mozno celkové riziko
fytotoxicity plynouci z kontaminace zhodnotit dostatecné spolehlivé pouze na
zékladé€ znalosti tdajii o obsahu DNT.

Pti analyze rizik patfi mezi nejvyznamnéjs$i ekotoxikologické udaje o latkach
nejvyssi koncentrace, pii kterych nebyl pozorovan neptiznivy ucinek (NOAEC),
nebo nejnizs§i koncentrace, pii nichz byl zaznamenan neptiznivy ucinek (LOAEC).
Tyto charakteristiky byly pro hodnocené latky stanoveny.

Metodicky pokyn Ministerstva Zivotniho prostfedi CR poZzaduje provést analyzu
rizik pro zdravi a Zivotni prostiedi pii prekroCeni koncentraci dinitrotolueni
v zeminé 5 az 15 mgkg’, resp. TNT 2 az 10 mg.kg"', v zavislosti na piedpoklada-
ném ucelu vyuziti Uzemi [17]. Pfi poprvé v provoznim meéfitku realizované
biologické dekontaminaci (kompostovani) zeminy znecCisténé vybuSninami v USA
byla jako cilovy parametr stanovena koncentrace TNT 30 mgkg' puady [57].
Z vysledkl ziskanych pfi feSeni této prace vyplyva, ze pii koncentracich TNT,
a zejmeéna DNT, blizkych vySe uvedenym limitim, by jiz mohl byt rist nékterych
velmi citlivych rostlin negativné ovlivnén, pro rist mnoha dalSich ale tyto
koncentrace zfeym¢ vyznamné riziko neptedstavuji.

4.5.2 Vyutziti rostlin jako bioindikatoru kontaminace

Prestoze soucasné vysoce citlivé a selektivni analytické metody umoziuji
v pudach detegovat, identifikovat a kvantitativné stanovit i velmi nizké koncentrace
polutantii, toxikologicky vyznam znecisténi nelze vzdy vyhodnotit pouze na zakladé
analytickych vysledki. Biologickd odezva mize byt ovlivnéna i spolupfitomnosti
dalsich nedetegovanych nebo nestanovenych latek, produkti jejich abiotické
a biotické transformace apod., ale 1 jinymi faktory, které analytické hodnoceni
nepostihuje. Proto maji pfi hodnoceni mozného neptiznivého t€inku polutanti, nebo
monitoringu znec€isténi, v mnoha piipadech nezastupitelny vyznam biotesty.

Pro vyuziti fytotestl k detekci nebo monitoringu ptitomnosti znecist'ujicich latek
je dulezitym piedpokladem volba vhodnych citlivych rostlin. Ke skupiné
sledovanych latek byl velmi citlivy salat a tuto rostlinu by tedy bylo mozno vyuzit
jako bioindikator pii hodnoceni stupné kontaminace, event. ii€innosti dekontaminace
apod. Podle orienta¢nich testli, provedenych s cilem vybéru rostlinnych druht pro
kone¢né testy, bylo ke sledované skuping latek velmi citlivé také rajce.

Z vysledkl testovani je patrnd fada rozdili mezi u€innosti latek v testu inhibice
elongace kofenil a v ristovém testu. Vyhodou kotfenového elonga¢niho testu je sice
znacné jednodussi provedeni a citlivost, ale vyznamnou piednosti ristového testu je,
ze podminky testovani jsou podstatné blizsi redlné situaci v kontaminované pade¢.
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4.5.3 Fytoremediace

Fytoremediace, tj. metoda vyuzivajici schopnosti rostlin akumulovat nebo trans-
formovat polutanty pfitomné v pade, je povazovana za jednu z perspektivnich metod
bioremediace, s moznosti uplatnéni predev§im pii povrchovém zneciSténi pud
hydrofobnimi latkami [39,58]. Pro uUspéSnou realizaci je nutnym piedpokladem
vybér vhodnych, ke kontaminantim pfedev§im dostate¢né tolerantnich rostlinnych
druhli. Z vysledkl provedenych fytotestii vyplyvajici zjisténi, Ze vici sledovanym
latkdm je relativné malo citliva pSenice, odpovida jiz diive publikovanym udajim
o znacné toleranci této rostliny (a ovsa) vaci TNT [41], na zékladé poznatkil
o vyskytu nékterych trav na piidach kontaminovanych vybuSninami na bazi TNT
byly jiz provedeny i studie zaméiené na ovéieni vhodnosti nékterych lipnicovitych
pii bioremediaci pid zneciSténych touto latkou [38,39]. Z dalSich rostlin, pouZzitych
v této praci, byla k TNT relativné tolerantni i coc¢ka. Tento poznatek nasvédcuje, ze
k uvedenym latkdm jsou méné citlivé rostliny i mezi dvoudéloznymi a tak by bylo
mozno vedle vyuziti vhodnych lipnicovitych pii bioremediaci pid kontaminovanych
rezidui vybusnin na bazi TNT uvazovat také o volbé dvoudé€loznych rostlin,
pfinejmensim z ¢eledi bobovitych.

5 ZAVERY

V literatuie byla nalezena fada idajii potvrzujicich existenci piipadii vyznamného
zneCiSténi pidy vybuSninami na bazi nitroderivati toluenu, nejcastéji TNT,
v nékterych ptipadech také 2,4- a 2,6-DNT.

TNT a DNT patii mezi relativné stalé polutanty, ptitomnost téchto latek v lokali-
tach kontaminovanych pred desitkami rokti doklada jejich velmi obtiZznou minerali-
zaci. Vedle uvedenych nitroderivat toluenu lze ve zneciSténych ptidach ocekavat
1 pfitomnost produktl jejich biotické a abiotické transformace. Z dosavadnich
poznatki o mikrobidlnich transformacich TNT a DNT vyplynulo, Ze piednostné
dochazi k postupné redukci jejich nitroskupin, pficemz ze Siroké Skaly znamych
biotransformacnich produktti patii k relativné stdlym nékteré aminy. V pidach
kontaminovanych TNT byla opakované prokézéana ptitomnost 4-A-2,6-DNT, event.
také 2-A-4,6-DNT, obdobné¢ je mozno ptedpokladat i pfitomnost aminoderivati
vznikajicich redukei DNT.

TNT, DNT a produkty redukce jejich nitroskupin patfi mezi slouceniny
toxikologicky zavazné pro savce, vcetné Clov€ka, pro jejich vyznamnou akutni
a chronickou toxicitu 1 mozné pozdni G¢inky. TNT, 2,4-DNT, aminonitrotolueny
a diaminotolueny jsou v zemich EU i v CR klasifikovany také jako toxické pro
vodni organismy, s moznymi dlouhodobymi nepfiznivymi ucinky ve vodnim
prosttedi. Dosud bylo publikovdno jen omezené mnoZstvi informaci o fytotoxicité
TNT, 2,4-DNT a 4-A-2,6-DNT; o 2,6-DNT, jinych produktech redukce TNT nez
4-A-2,6-DNT a o zadném produktu redukce obou DNT fytotoxikologické udaje
v literatufe nebyly viibec nalezeny. Proto byly pro testovani vybrany TNT a oba
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aminodinitrotolueny vznikajici z TNT redukci jedné z nitroskupin, dale 2,4-DNT,
2,6-DNT a vSechny aminonitrotolueny a diaminotolueny vznikajici z uvedenych
DNT redukci jedné, nebo obou nitroskupin.

Pro zjisténi zdkladnich fytotoxikologickych udaji byly pouzity uznivané testy,
zaméfené na hodnoceni UCinkid latek na citlivé pocatecni faze vyvoje rostlin, test
inhibice elongace kotenti kli¢nich rostlin ve vodnych roztocich latek a rlstovy test,
pfi némz bylo sledovano ovlivnéni vzchazeni a riistu rostlin ve smési pliida/pisek se
zapravenymi latkami.

K testim byla pouzita jedna jednod€lozna rostlina z ¢eledi Poaceae, pSenice
(Triticum aestivum L., ozima odrida Siria) a tfi dvoudélozné, jednak z Celedi
Brassicaceae, hoicice (Sinapis alba L., odrtida Zlata), dalsi z Celedi Asteraceae, salat
(Lactuca sativa L., odrida Kral maje) a jedna z Celedi Fabaceae, cocka (Lens
culinaris Med., odrida Laird). Z téchto rostlin byl k hodnocenym sloucenindm
nejcitlivéjsi salat, hot¢ice byla stfedné citliva, pSenice a ¢oCka byly k vétsing latek
nejméné citlivé.

Pro testované slouceniny byly stanoveny NOAEC a LOAEC a stfedni inhibi¢ni
koncentrace. Bylo zjisténo, ze vSechny hodnocené nitroderivaty toluenu a aminy
vzniklé redukci jedné z jejich nitroskupin patii mezi stfedné fytotoxicke latky,
diaminy vznikajici redukci obou DNT jsou malo fytotoxické. Monoaminoderivaty
vzniklé redukci TNT a obou DNT jsou v porovnani s témito slou¢eninami nékdy
toxiCtéjsi, jindy méné uc¢inné, celkové vSak rozdily v G€innosti vSech téchto latek
nejsou natolik vyznamné, aby v pidach, kde TNT nebo DNT vedle produkti jejich
redukce dominuji, byl pfispévek redukénich produktii k fytotoxicité nitroderivath
samotnych podstatny.

Ziskané poznatky o fytotoxicité testovanych latek a citlivosti pouzitych rostlin je
mozno vyuzit pii hodnoceni environmentalnich rizik, biomonitoringu znecisténi
nebo fytoremediaci plid kontaminovanych nitroderivaty toluenu pouzivanymi ve
vojenskych vybusninach. Uvedené moznosti jsou v praci diskutovany.
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7 ABSTRACT

Up to now published information on the presence of 2,4,6-trinitrotoluene,
2,4-dinitrotoluene, 2,6-dinitrotoluene and products of their biotransformation in
contaminated soils was assessed. Mammalian, aquatic and terrestrial plant toxicity
information on 2.4,6-trinitrotoluene, 2.,4-dinitrotoluene, 2,6-dinitrotoluene and
amines formed by their reduction was summarized. The principal methods of
phytotoxicity testing are described.

The phytotoxicity of 2,4,6-trinitrotoluene, 2,4-dinitrotoluene, 2,6-dinitrotoluene
and seven products of their reduction was tested on four terrestrial plant species,
a monocotyledon, wheat (Triticum aestivum L.), and three dicotyledons, mustard
(Sinapis alba L.), lettuce (Lactuca sativa L.) and lentil (Lens culinaris Med.). The
effects of the test substances on the seedling root elongation in water solutions and
on the emergence of seedlings and the early stage of plant growth in soil/sand
mixture were assessed. The highest no observed adverse effect concentrations, the
lowest observed adverse effect concentrations and the median effective
concentrations of the substances tested were determined.

Both the tested toluene nitroderivatives and the monoamines formed by reduction
of their one nitro group were found to be moderately phytotoxic substances. The
diamines formed by reduction of both nitro groups of dinitrotoluenes were found to
be low toxic to all test plant species used.

The amines formed by reduction of one nitro group of 2,4,6-trinitrotoluene or
both dinitrotoluenes were sometimes either less or more phytotoxic in comparison
with the parent toluene nitroderivatives. Provided that 2,4,6-trinitrotoluene or both
dinitrotoluenes are the predominant soil pollutants, the contribution of their
reduction products to the phytotoxicity of contaminated soils may be considered
unimportant.

Lettuce was the most sensitive species to the compounds tested, whereas wheat
and lentil were found to be the most tolerant.

The results of the tests carried out are discussed and compared with already
published data. Possibilities of applications of the obtained information to ecological
risk assessment, pollution monitoring and phytoremediation of contaminated soils
are discussed.
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