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Uvod
Biodostupnost

O biodostupnosti riznych organickych latek a kovil
v pudnim prostfedi bylo napsano jiz mnoho odbornych
¢lankd a knih a této problematice je v poslednich letech
vénovana stale vétsi pozornost. VéEtSina téchto studii se ale
zabyva vlivem struktury testovanych chemickych latek
anebo fyzikalné-chemickych vlastnosti ptid na biodostup-
nost latek a naslednou toxicitu'™. Organismy ale vét§inou
maji vice moznosti, jak mohou pfijit do styku
s chemickymi latkami ve svém okoli. Mezi tyto moznosti
expozice patii jednak pfijem povrchem téla, piijem konta-
minovanou potravou ¢i vodou anebo vstup polutantu do

organismu pies dychaci systém. Pro bezobratlé zijici
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povrch téla anebo pozieni kontaminované potravy’. Nee-
xistuje ale prozatim studie, zabyvajici se vlivem téchto
expozicnich cest na biodostupnost a naslednou toxicitu pro
pudni organismy. Cilem této prace proto bylo popsat Gc¢in-
ky chromu (dichroman draselny) na plidni krouzkovce pii
pouziti jednotlivych expozicnich cest (kontaminovana
puda, vodny roztok a kontaminovana potrava) simultanné
v Case.

Roupice

Roupice patii do fiSe Animalia (zivo€ichové); kmenu
Annelida (krouzkovci); tiidy Oligochaeta (malostétinatci);
fadu Tubificida a Celedi Enchytraeidae (roupicoviti). Tyto
organismy tvoii podstatnou cast pudnich bezobratlych
a podileji se v pfirodé na tvorbé ptidniho humusu®. Maji
mekké telo, které neni chranéno pevnymi ¢astmi, kterymi
disponuji bezobratli jako napt. brouci, stonozky, mnoho-
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nozky ¢i chvostoskoci. Jsou proto nachylné k vysychani
okolniho prostiedi a toxické latky v ptd€ se tak mohou do
téla roupic dostat povrchem téla, piipadné kontaminova-
nou potravou. Byvaji proto velmi casto voleni jako mode-
lové organismy pro studium toxicity riznych chemickych
latek pro bezobratlé v ptidé’.

Vlastnosti a toxicita chromu

Chrom je stiibrobily kov. Casto se vyuZiva
v ocelafstvi, k vyrobé specidlnich slitin nebo ke galvanic-
kému pokovovani. Oxid chromovy je sloZzkou pokovova-
cich lazni, pouZiva se jako oxidacni ¢inidlo a miiZze byt
vychozi latkou pro pripravu nekterych organokovovych
sloucenin a esterll kyseliny chromové. Estery kyseliny
chromové se uplatiuji v katalytické chemii, zejména
v organické syntéze. Soli chromit¢ a chromany slouzi
k vybarvovani  tkanin, kmofeni a leptani kovi
a v kozed€lném primyslu pfi vycilovani kiizi. Chromany
se téz uzivaji pri vyrob¢ organickych barviv. Nekteré slou-
¢eniny chromu maji upotfebeni jako anorganické pigmen-
ty. Slouceniny chromu jsou obsazeny také v nékterych
pfipravcich na konzervaci dieva a jako inhibitory koroze
v chladicich vodach elektraren®.

Chrom se dostdva do ovzdusi ve velkém mnozstvi
v prachovych casticich uvoliovanych pii spalovani fosil-
nich paliv (ve stavu Cr’"). Dal§imi zdroji chromu jsou
cementarny (cement obsahuje chrom), spalovny komunal-
nich odpadi, vyfukové plyny z automobilil
s katalyzatorem, emise z klimatizacnich chladicich vé&zi
pouzivajicich slouceniny chromu jako inhibitory koroze
a polétavy azbest z opotiebovanych brzdovych oblozeni
automobill (azbest obsahuje chrom). Atmosférickou de-
pozici se chrom dostava do ostatnich slozek Zzivotniho
prostiedi®.
Antropogennim zdrojem chromu ve vodach jsou odpadni
vody z barevné metalurgie, povrchové upravy kovi, koze-
délného a textilniho primyslu, kde je soucasti nékterych
barvicich lazni. DalSim zdrojem jsou nékteré inhibitory
koroze pouzivané v chladicich okruzich, pfi rozvodu teplé
vody nebo pfi Cisténi kotlt. Znacné koncentrace 1ze nalézt
ve vodach z hydraulické dopravy popilki. Chrom mize
unikat do pidy ¢i podzemni vody ize Spatné zabezpece-
nych sklddek. MiiZze se také uvoliiovat do prostiedi pii
nakladani s odpady s obsahem chromu (komunalni odpad,
odpadni kaly, odpady z pokovovani a zpracovani chromu)®.

Chrom je v nizké koncentraci pfitomen ve vsech ty-
pech pud a dale v sope¢ném prachu a plynech. VSechen
chrom piirodniho pivodu je ve stavu Cr’", ktery se silng
vaze na zaporn¢ nabité pidni ¢astice, a proto jen mald ¢ast
pronika z pudy do podzemnich vod. Ve vod¢ se vétSina
Cr’* vaze na astice neistot a spolu s nimi klesa ke dnu,
velka &ast Cr’* tvoii nerozpustné koloidni hydroxidy. Cr®*
je velmi toxicky pro vodni organismy. Na rozdil od Cr** se
vyskytuje ve formé zaporné nabitych komplexu, proto se
nesorbuje na puidni &astice a je mnohem mobilngjii. Cr’" je
vSak velmi silné oxida¢ni Cinidlo, v pfitomnosti jakékoliv
organické hmoty se pomérné rychle redukuje na Cr’". Pro-
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to nebezpeti vysokych koncentraci Cr®" hrozi jen
v blizkosti jeho zdroje. Pokud nejsou organické latky pfi-
tomné, je Cr®" za aerobnich podminek stabilni po dlouhou
dobu. V anaerobnim prostiedi se Cr*" redukuje velmi rych-
le (cit.®).

Toxicita dvou oxida¢nich stavii Cr’" a Cr®" je rozdil-
na. Cr*" patii mezi esencialni stopové prvky zulastndné
v metabolismu savcil. Inhalace prachii slougenin Cr® vy-
volava astmatické potize. Dlouhodobé piisobeni se proje-
vuje tvorbou viedi a nadori nosni dutiny, plic
a zazivaciho traktu a leptavym tGc¢inkem na kizi a sliznice,
miize dojit k prodéravéni nosni prepazky. Kontakt kapalin
a pevnych latek s obsahem Cr®" miize vést ke tvorb& koz-
nich viedd, u alergickych jedincl také k zarudnuti kize
a svédéni. Chrom je klasifikovan jako lidsky karcinogen,
zpusobujici rakovinu plic. V pfipadé ryb a vodnich bezob-
ratlych je ale uvadéno, Ze toxictéjsi je pro vodni organismy
chrom trojmocny’..

Dichroman draselny

Dichroman draselny se pouziva jako pigment ve
sklafském priimyslu. Je vysoce toxicky, zZiravy, oxidujici,
zdravi Skodlivy a nebezpecny pro zZivotni prostiedi. Muze
vyvolat rakovinu, poSkodit plod v téle matky, poskozuje
reprodukéni schopnost, mtize poskodit dédi¢né vlastnosti,
drazdi kazi a sliznice, je vysoce toxicky pro vodni orga-
nismy'®'"; LCso = 37,1 mgkg' (96 hodin) pro pstruha
duhového a pro perlootky ECso=21,0 mg kg ' (48 hodin).
V ekotoxikologii patii mezi referenéni latky'? pouzivané
pro ovéteni standardni citlivosti pouZitych organismi jako
jsou sladkovodni fasy, perloocky, ryby anebo semena
rostlin. Bylo ale prokazano, ze chrom muze piisobit toxic-
ky také na pidni bezobratlé"?, a proto byl pouzit jako mo-
delova chemikalie v této studii.

r wr

Experimentalni ¢ast
Testovaci média

V této studii byla pouZita artificidlni plida, kterd se
v pudni ekotoxikologii standardné pouziva a ma presné
dané slozeni (10 % tvofi vysusSena, pfesata raselina, 20 %
jemnozrnny jil, 0,1-1 % CaCOj; pro upravu pH a zbytek
tvoii jemnozrnny pisek)'*. Pida, at uz ta uméla anebo
jakakoliv pfirodni, se ale sklada ze tii fazi — pevné, kapal-
né a plynné. Pfi studiu toxicity polutantli v pevné matrici
je proto casto vhodné pouzit i test vodni, ktery mulze
usnadnit studium riznych efektd, jako je mortalita, vliv na
reprodukci, morfologické a fyziologické zmény organis-
mu, protoZe v tomto piipad¢ je pravé odstranén vliv sorp-
ce polutantu do pidy vedouci k naslednému snizeni do-
stupnosti latek pro organismy. Ve vodnim testu s ptidnimi
bezobratlymi byla pouzita rekonstituovana voda, ktera je
predepsana pro test akutni toxicity se sladkovodnimi kory-
§i — dafniemi'?. Toto médium obsahuje anorganické soli,
jejichz koncentrace jsou voleny tak, aby jejich pomér vy-
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hovoval k pfezivani a reprodukci vodnich korysu a také
umoziioval  dlouhodob&jsi  pfezivani  krouZzkovcl
v akvatickych testech toxicity.

Modelovy organismus

Nejcasteji pouzivanou roupici v ekotoxikologii byva
druh Enchytraeus albidus, ktery byl také pouzit k ovéteni
biodostupnosti chromu v riznych médiich v této praci.
Roupice byly chovany v artificialni pidé a krmeny suchy-
mi, pomletymi ovesnymi vlockami dvakrat tydné.

Testovana chemikalie

Vtéto studii byl testovan dichroman draselny
(KyCr,07), od vyrobce Lachner s.r.o. Testovana koncen-
tracni fada byla pfipravena rozpusténim dichromanu ve
zied’'ovaci vodé a prislusné mnozstvi roztoku jednotlivych
koncentraci bylo aplikovano do pidy tak, aby byla puda
ovlhéena na 50% své maximalni vodni kapacity'.
V piipadé akvatickych testd byly roupice umistény ptimo
do pripravenych koncentraci, které byly pipetovany do
testovacich nadobek.

Kontaminovana potrava byla pfipravena tak, ze do
suchych rozemletych ovesnych vlocek byl pfidan dichro-
man draselny v suchém stavu a promichan s vlockami.
Potrava poté byla pfidana do plidy a zakryta malym mnoz-
stvim pidy, tak jak je to provadéno standardné v testech
ekotoxicity s pldnimi roupicemi pii testovani pevnych
materiala®’. Do kontrolnich testovacich nadobek bez pri-
davku K,Cr,0; a do pudy kontaminované bylo pifidano
stejné mnozstvi pomletych, ale nekontaminovanych oves-
nych vlocek, jako do varianty s kontaminovanou potravou.

Statistické zpracovani dat

Hodnota LCsy byla ziskana pomoci statistického pro-
gramu GraphPad Prism, statistickou metodou nelinearni
regrese (metodou nejmensich CEtvercl). Porovnani dat
z pokust s kontaminovanou potravou a kontaminovanou
pudou bylo provedeno a statisticky porovnano analyzou
ANOVA (Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test).

Vysledky a diskuse

Hlavnim cilem této studie neni napodobit chovani
chromu v pidnim prostiedi za redlnych podminek, ale
zjistit miru biodostupnosti a tim padem toxicity chromu
pro roupice pti riiznych moznostech vstupu kovu do orga-
nismu roupic za pouziti standardnich testovacich metod
s pidnimi krouzkovci. Protoze v pfirodé i v klasickych
laboratornich testech jsou roupice vystaveny vzajemnému
pusobeni chemickych latek v§emi moznymi expozi¢nimi
cestami, byva obtizné rozpoznat, jakou mirou pfispivaji
jednotlivé expozi¢ni cesty k vyslednému efektu. V této
studii proto byly jednotlivé expozi¢ni cesty vstupu chromu
do téla roupic oddéleny (kontaminovana piida, kontamino-
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Pocet prezivsich roupic
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Koncentrace K,Cr,0,, mg kg*

Obr. 1. K¥ivka koncentrace-odpovéd’ akutniho piidniho testu
s dichromanem draselnym na roupici E. albidus (n =5 opako-
vani)

vand potrava a kontaminovany roztok simulujici pidni
vodu, ktera byva ve studiich biodostupnosti polutanti
povazovana za cestu nejvyznamn&jsi®.

Pro stanoveni vhodné koncentrace dichromanu dra-
selného pro sledovani vlivu rizné expozice byl nejdiive
proveden pudni test s vice koncentracemi (obr. 1). Ze zis-
kanych dat byla v statistickém programu GraphPad Prism
5 a metodou nelinedrni regrese ziskdna koncentrace, ktera
v porovnani s kontrolou (Cista ptida) zptisobila 50% Gmrt-
nost roupic v kontaminované pudé¢ (LCs). Koncentrace
odpovidajici LCs, (686 mgkg') byla poté pouzita
v nasledujicich experimentech pro ovétfeni vyznamu jed-
notlivych expozic¢nich cest na biodostupnost a toxicitu pro
pidni roupice.

Vyznam designu testu s pouzitim riznych médii na
toxicitu pro ptidni roupice byl popsan pro riizné polutanty.
Vzdy bylo jasné prokazano, Ze biodostupnost a toxicita

Tabulka I
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jakékoliv latky ¢i kovu je x-krat vyssi ve vodnim testu nez
v ptidnim"?, protoZe testovany polutant se v piidnim pro-
sttedi mize riznymi mechanismy vazat na padni Castice
aje diky tomu snizena jeho biodostupnost a toxicita'’.
V této praci jsme se zaméfili na studium biodostupnosti
chromu v kontaminované pidé a kontaminované potrave
(pomleté ovesné vlocky kontaminované K,Cr,O; o stejné
koncentraci, ktera byla pfidana do pidy a do zifed’ovaci
vody). Ve stejnou dobu tak probihaly vSechny testy a bylo
mozné pozorovat mortalitu roupic ve stejnych casovych
intervalech, ukonceni vSech typd testd bylo podfizeno
casu, kdy doslo k 100% umrtnosti roupic ve vodnim testu.
Ziskana data jsou popsana v nasledujicich tabulkach (tab. I
all).

Vysledky naznacuji (tab.I), Ze roupice po
14 hodinach expozice nebyly schopné piezit ve vodnim
médiu, oproti tomu v kontaminované pidé ¢i u varianty
s kontaminovanou potravou doslo k poklesu umrtnosti,
ktera byla pravdépodobné zpisobena snizenou dostupnosti
chromu pro téla roupic obéma expozi¢nimi cestami. Polo-
vina testovacich nadobek s roupicemi byla nadale podro-
bena testovani po  celkovou dobu  expozice
14 dni, aby byly roupice vystaveny ptisobeni chromu stej-
n¢ dlouho jako roupice z prvniho experimentu s vice kon-
centracemi, kde bylo cilem ziskat hodnotu LCsy. Pokud
srovname inhibice v obou testech (kontaminovana potrava
a kontaminovana ptda) po 14 hodinach a 14 dnech, zjisti-
me, ze inhibice se v danych variantach pfili§ nezménily,
coZ naznacuje, Ze chrom ma na roupice negativni vliv jiz
v prvnich hodinach expozice a prodlouzeni testu na 14 dni
nema tedy na vysledky jiz pfili§ veliky vliv.

Jesté zajimavéjsi zavéry muzeme vyslovit u dalsi
sady experimentil (tab. II), kdy byl po péti hodin4ch inten-
zivniho sledovani ukoncen test vodni (100% umrtnost
roupic) a s nim i obé varianty pidni. Zde byla naméfena
Ciselné vyssi toxicita u kontaminované pudy nez potravy,

Primérna mortalita roupic (%) druhu E. albidus ve druhé sadé experimentd s kontaminovanym roztokem, potravou a pl-
dou (koncentrace K,Cr,0;=686 mg kg’l), n = 5 opakovani. Do kazdé testovaci nddoby bylo na zacatku testu umisténo

deset jedincti

Délka expozice 14 hodin ® 14 dni
Vodni test

Kontrola * 0 -

Kontaminovany roztok 100 -
Pidni test

Kontrola * 0 0

Kontaminovana potrava 52 56

Kontaminovana ptida 36 42

* Kontrola

roupice nebyly vystaveny plisobeni dichromanu, pouze stejnym podminkdm kultivace jako roupice

s kontaminovanym roztokem/piidou/potravou; "testy byly zaloZeny naveéer, z tohoto ditvodu bylo pozorovani provedeno

az rano (po 14 hodinach)
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Tabulka II
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Primérna mortalita roupic (%) druhu E. albidus ve druhé sadé experimentl s kontaminovanym roztokem, potravou a pudou
(koncentrace K,Cr,0;=686 mg kg '), 5 opakovéani. Do kazdé testovaci nadoby bylo na zagatku testu umisténo deset jedin-

ct
Délka expozice 1 hodina 2 hodiny 3 hodiny 4 hodiny 5 hodin
Vodni test
Kontrola * 0 0 0 0
Kontaminovany roztok 0 56 94 100
Piidni test
Kontrola * - - - 0
Kontaminovana potrava - - - 10
Kontaminovana pida - - - 25

* Kontrola = roupice nebyly vystaveny pisobeni dichromanu, pouze stejnym podminkam kultivace jako roupice

s kontaminovanym roztokem/ptidou/potravou

Obr. 2. V levé testovaci nadobé jsou Zivé — hybajici se roupice
(kontrola), v pravé testovaci nadobé roupice mrtvé — strnulé
(K2Cr,0-). Délka expozice 5 hodin

statistické porovnani ziskanych dat ale neprokazalo signi-
fikantni rozdil. 1 zde je ale jasné zfejmy negativni vliv
prostiedi (voda oproti piidé) na toxicitu chromu pro pidni
krouzkovce*.

V obou experimentech bylo zfejmé, ze dichroman pii
testované koncentraci roupice nejen usmrtil (obr. 2). D4 se
pfredpokladat, ze hlavni mechanismus poskozeni byl nar-
koticky ucinek, tj. poskozeni povrchovych membran ve-
douci k uduseni a rychlé smrti (krouzkovci dychaji povr-
chem téla). V literatufe se uvadi, ze hlavnim mechanis-
mem Ucinku byva velikd afinita kovi pro vazbu s amino-
kyselinami a SH-skupinami bilkovin, a kovy tak ptsobi
jako enzymové jedy'’, ptiGemz rozpustné formy a jedno-
duché ionty kovi prechazeji do ryb a dalSich vodnich or-
ganismil snadné&ji nez nerozpustné formy. Pfi akutni into-
xikaci slou¢eninami chromu byva povrch téla ryb silné
pokryt hlenem, respiracni epitel zaber je poruSen a ryby
hynou za pfiznaku uduSeni’. Podobné efekty byly zazna-
menany i v nasi studii, povrch roupic byl ¢asto poskozen
a pokryt slizem.

Na toxicitu kovii mé vliv také kyselost prosttedi'’. pH
testovacich médii v nas$i studii bylo zméfeno na zacatku
ana konci experimentu jak u kontrolnich kadinek, tak
v kadinkach s kontaminovanym roztokem, piidou ¢i potra-
vou. VSechny hodnoty se pohybovaly v optimélnim roz-
mezi pro testy ekotoxicity, tj. v pfipadé pudnich testi
v rozmezi pH 5,5-6,5 a v pfipad¢ vodniho testu v rozmezi
7,6-8,0 (cit.'"™"). U kazdé kadinky byly namé&feny piibliz-
n¢ stejné hodnoty na zacatku i na konci, zména pH by tedy
nemeéla hrat v nasi studii roli.

Zavérem mizeme konstatovat, Zze provadéni srovna-
vacich studii, kdy probiha paralelné nékolik rtiznych dru-
hi testll s riznymi médii, mize vést k rozkryti zajimavych
souvislosti mezi interakcemi polutanti a jejich toxicitou
a o to preci v (eko)toxikologii pfedevsim jde.
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K. Kobeti¢ova, Z. Petrova, and V. Ko¢i
(Department of Environmental Chemistry, University of
Chemistry and Technology, Prague): Significance of
Exposure Route for Bioavailability of Chromium in
Soil Environment

Bioavailability and hence the toxicity of various or-
ganic compounds and metals in the soil is influenced by
many factors, among others physicochemical properties of
the soil, chemical structure of the tested pollutants and
also sensitivity of the test organisms. Few studies, howev-
er, deal s with the influence of exposure pathways (food,
body surface) through which pollutants can get into the
body. This article describes the effect of some exposure
routes (contaminated food, soil, water) on toxicity of Cr
for Enchytraeus albidus.
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