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Abstract

The article focuses on statistical evaluation of algal bioassays. Statistical determination of
EC50 and determination of low effect concentration is a very important part of presentation of
ecotoxicological experiments. The question is, what is NOEC and LOEC in algal bioassay.
The paper discusses the question how large difference between the sample and control algal
growth should be considered as important. How large differences of algal growth in
comparison to control means there is no important difference?

Cilem tohoto sdéleni je otevfit otazku, jak spravné interpretovat vysledky
fasovych testll toxicity. I kvalitné provedeny pokus se stava bezcennym, je-li
neadekvatnim zplsobem statisticky vyhodnocen. Nedilnou soucasti vyzkumu
jakéhokoliv druhu je 1 prezentace dosazenych vysledki. Zejména u takovych
praci, kde je mozné experimentalni data vyhodnocovat n€kolika, vice ¢i méné
odliSnymi statistickymi pfistupy, je volba metody a jeji zdivodnéni velmi
dalezité. K tomu, aby bylo mozné vysledky biologickych pokusii odpovidajicim
zpusobem publikovat a porovnavat mezi sebou, je tfeba shodnout se nejen na
podminkéch jejich provadéni, ale i vyhodnocovani.

Cilem pfi prezentovani ekotoxikologickych dat je

¢ vhodnym zplisobem popsat toxické ucinky testované latky na
organizmy

% uvést, jak se toxické ucinky méni s koncentraci

/7

¢ nabidnout takové udaje, aby bylo mozné toxickou latku srovnat
s jinymi latkami
¢ uvést spolehlivost zvetejnénych hodnot.

Otazka interpretace fasovych biotestil je oteviend a srozSifujicim se
uzivanim fasovych testil toxicity a trofie se stava dulezitou i pro praxi (Koci
2000a). Je-li naSim ukolem popsat toxické ucinky testovanych vzorkl na riist
fasové biomasy, musime zvolit takovou interpretaci, aby zadavatel z obdrzenych
dat byl schopen usoudit na miru toxicity vzorki a pfipadné vzijemné srovnat
vetsi mnozstvi vzorkd. Prikladem muze byt tfeba sanacni firma, kterd si nechava
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délat rizikovou analyzu zemin pied a po procesu remediace, atenuace. V tomto
piipadé by bylo Zadouci prezentovat ekotoxikologickd data s co nejvétsi mirou
zjednoduseni, ovSem pii zachovani co nejvétSiho obsahu informaci (KOCi
2000Db).

Popis toxickych uc¢inkii v zavislosti na koncentraci je kliCovou otazkou
v ekotoxikologii. Z hlediska Zivotniho prostfedi jsou diilezité ty koncentrace,
které se mohou realn¢ vyskytovat, a které plisobi na organizmy dlouhodobg.
Jedna se o koncentrace relativné nizké, jejichz laboratorni testovani je velmi
komplikované. Se soucasnym piistupem k experimentu také nemozné. V téchto
nizkych koncentracich (odpovidajicich napt. EC 0,1 a méné) jsou intervaly
spolehlivosti pfili§ Siroké. Lepsi je pouzivani NOEC (NOEC = no observed
effect concentration = nejvyssi testovana koncentrace latky, kterd nezpiisobuje
statisticky vyznamnou odchylku od kontroly). Nevyhodou pfi jejim urceni je to,
Ze nemame zaru¢eno, zda jsme v testu nepouzili jedince odolnéj$i nez je primeér
(o této problematice se zmintuje MARVAN (1970). Zatim tedy neni zndm lepsi a
pro praxi pouZiteln&jsi pfistup k exaktnimu hodnoceni toxickych u€inkli nez
urovat EC50 (median efektivni koncentrace, vypoctend koncentrace, pii které
poskytne ekotoxikologickou odpovéd’ 50% organismi, za ekotoxikologickou
odpovéd’ u fas povazujeme inhibici ristové rychlosti ¢i integralniho nartstu
biomasy). V tomto bodé¢ ma kiivka zavislosti ekotoxikologické odezvy na
koncentraci testované latky inflexni bod a 1ze jej relativné piesné stanovit.

Experimentalni ur¢eni hodnoty EC50 je vzdy zatizeno chybou, o to
daslednéji je tfeba uvadét intervaly spolehlivosti. Bez intervalii (obvykle na
hladin¢ vyznamnosti 95%) neni mozné si ud¢lat ptedstavu o vypoveédni hodnoté
zjistené ECS50. Stejn¢ dilezité pii publikovani vysledki je uvadét jakym
zpusobem byla EC50 vypoctena a jaky aproximativni model se pro
experimentalni data hodi. To ovliviiuje nejen samotnou hodnotu EC50, ale 1 jiz
zminéné intervaly spolehlivosti. Pfi vybéru regresni funkce je tifeba vzit do
uvahy nejen to, zda aproximativni funkce dobie prokladd naméfené hodnoty, ale
zda také odpovidd redlnym podminkam zavislosti u€inku na koncentraci. Ne
vzdy musi tUzky interval spolehlivosti EC50 dokazovat, Ze zvoleny
aproximativni model je vhodny pro hodnoceni ekotoxikologického experimentu.
Cilem volby regresni funkce by nemélo byt ziskat co nejuz$i intervaly
spolehlivosti, ale ,,spravné* intervaly spolehlivosti. Otevienou otdzkou zlstava,
jak takové intervaly ziskat. V praxi €asto pouZzivany postup pouziti polynomi
vysSich stupiii nejenze nemusi odpovidat realné zavislosti ufinku na
koncentraci, ale rovnéz poskytuje pfili§ uzké intervaly spolehlivosti. Zde jsme u
jadra problému, jak hodnotit spravnost vypodtené ECS50. Uzky interval
spolehlivosti tika, ze aproximativni model dobie ,sedi“ na experimentalni
hodnoty, nemusi vSak nic vypovidat o chybé experimentalnich dat. Jsou-li
k vyslednym EC50 pokusti uvadény intervaly spolehlivosti bez blizsi
specifikace jejich urCeni, neni opét mozné vytvofit si predstavu o tom, jak
vypocétend EC50 odpovidd redlnym podminkam. Celd tato otazka se tyka
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ptipadu, kdy je EC50 urCovéna ze zavislosti i€inku na koncentraci metodami
jako je napt. probitova, a ne z né€kolika jiz vypoctenych EC50.

Diulezitym faktorem pfii posuzovani toxickych ucinki latek je vedle EC50
1 strmost kiivky zavislosti G¢inku na koncentraci. Dvé rizné latky majici stejné
EC50 nemusi byt z hlediska ekotoxikologie stejn¢ zavazné, nebot’ jedna z nich
muZze pii nizSich koncentracich byt jiz neSkodnd, zatimco druha miize stéle
zpusobovat thyn znaéného mnozstvi organizmi. Pouzivani smérnice regresniho
modelu ucinek-(log)koncentrace neni vzdy vhodné a ani se zatim neujalo.
Vhodn¢j$im parametrem se jevi pomeér EC50/NOEC (GUILHERMINO et al. 1997).
Stejné mize slouzit 1 parametr EC50/LOEC (Koci 1999, LOEC = low observed
effect concentration = je vitadé vzestupnych testovanych koncentraci
bezprostfedné vyssi koncentrace nez je NOEC).

Prakticky piiklad

Praktické pouziti vySe zminénych koeficientl je uvedeno na nasledujicim

piikladu srovnani toxickych u¢inktt dvou podobnych latek. Slo o srovnani
toxického nebo naopak stimulujictho uc¢inku fosforeCnanové a zeolitické
modifikace praciho prostfedku Colon. Pro testovani byla pouzita fasa Chlorella
kessleri. Jednalo se o dlouhodoby, chronicky test (LUKAVSKY 1984, 1992) a byl
ocekavan vyrazny rozdil v plsobeni na narGst fasové biomasy. Plvodni
pfedstava o pulsobeni latek na fasy byla takova, ze po prvotnim stresu
zpusobeném toxickymi ucinky tenzida a dalSich biologicky rozlozitelnych latek,
dojde k rychlému narastu fas ve vzorcich s fosfore¢nanovymi prostiedky. Ve
vzorcich zeolitickych detergentli byla ocekévana dalsi inhibice ristu v disledku
odcerpavani zivin zeolitem.
Vysledky byly nasledujici. Hodnoty koncentraci, kdy doslo k 50% inhibici
rustové rychlosti (IC50) obou vzorki jsou srovnatelné. IC50/NOEC
fosforeCnanové modifikace je vyrazné vys$i. To je zplsobeno tim, Ze
fosofreCnanova modifikace zplisobuje pii nizSich koncentracich stimulaci ristu.
Divodem, Ze ve fosforeCnanové modifikaci ftasy nezplisobovaly podle
ocCekavani jesSt¢ vétsi stimulaci rastu byl patrné fakt, Ze v roztocich fasam
chybély dalsi latky nezbytné pro jejich rist. Bylo by proto dobré provést
testovani trofie s testy na limitni prvky tj. napt. s ptfidavky P a N piipadné
dalSich zivin. Lze ptfedpokladat, ze s ptfidavkem dusiku (pfipadné dalSich
nutrientl) by fosforenanovy praci prostiedek byl vyrazné stimulujici. To by
odpovidalo 1 redlnym podminkdm, kdy je v Zivotnim prostfedi vlivem lidské
¢innosti dostatecné mnozstvi dusiku, jez je schopno pokryt potteby autotrofnich
organizmu v piipad¢ jejich vys$§iho narlstu zpiisobeného vyssi koncentraci
fosforu. Toxické plisobeni na tfasy lze hodnotit podle IC50 obou forem pracich
prostfedkl jako srovnatelné. Fosforecnanova modifikace zptsobovala v nizsich
koncentracich nadmérnou stimulaci. Hodnota IC50/NOEC je u tohoto vzorku
vyrazné vyssi.
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Tabulka 1: Srovnani toxickych ucinka zeolitického a fosfore¢nanového praciho
prosttedku Colon na fase zelenivce Chlorella kessleri (KOCi 2000A)
Table 1: Test on Ch. kessleri (detergent Colon with and withouth phosphates)

ColonZ ColonP
NOEC, mg.I" 100 30
LOEC, mg.I" 300 300
1C50, mg.I" 858 932
(interval (560; (829;
spolehlivosti) 1393) 1044)
IC50/NOEC 8,58 31,06

Graf 1. Inhibice rastu tas, (P) Colon fosforecnanovy, (Z) Colon zeoliticky (KOCi
2000a)
Fig. 1: Growth inhibition by detergent Colon
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Pfi hodnoceni toxickych ucinkt latek na fasy (z pribéhu kiivky zavislosti
inhibice rastu na koncentraci) je vSak tfeba zodpovédét si na otazku, co je
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NOEC a nasledneé LOEC. Je NOEC interval +30% az —30% inhibice rustu? Je za
NOEC mozné povazovat i 100% stimulaci riistu?

Graf 2: Schematické znazornéni, kde by na kiivkach zavislosti inhibice
(stimulace = zaporna inhibice) mohly byt hleddny hodnoty NOEC a LOEC.
Fig. 2: Possible positions of values NOEC and LOEC
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Snaha zjednodusit hodnoceni toxickych ucinkt latek zavedenim novych
parametrii nemusi byt vzdy na misté. Ptikladem je nové pouzivany parametr -
jednotka toxicity TU (TU = Toxicity Unit, HOPKING 1990, MARSALEK,
ROJICKOVA 1995).

TU = 100(mg.I"")/EC50(mg.1™)
Na prvni pohled by se mohlo zdat uziti tohoto parametru praktické. Neni tomu
tak. V Sirokém pouzivani takového parametru lze spatfovat urcity ubytek snahy
prezentovat vysledky experimentl s co nejvétsi vypovidajici hodnotou. TU se
piesto za€ina pouzivat i v praxi. V ptirucce k testu Microtox ® (ANONYM 1992)
(str. 420) se TU doporucuje jako parametr, ktery svym vySsim cCislem indikuje
vys$i toxické ucinky latky ve srovnani s EC50, kde nizsi koncentrace znaci vyssi
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toxicitu. To je zde povazovano za klad, zejména kvili prehlednosti pro
pracovniky v praxi. Tento argument nelze povazovat za adekvatni. Kazdy, kdo
pracuje s ekotoxikologickymi daty by mél byt schopen vnimat nepiimou
zavislost miry toxicity a hodnoty EC50. Dale je TU doporufovana jako
prostfedek ke srovndni toxickych uinkli dvou latek. V uvedeném piikladé
nez druhy s TU 10. To ovSem nelze na zdklad¢ TU tvrdit. TU je vypoctena z
EC50 a sama o sobé& dalSi informaci neposkytuje. Nelze tedy z parametru
vypocteného z EC50 vyvozovat zavéry o relativni toxicité latek, k cemu napft. ve
zminéné piirucce doslo.

Chceme-li srovnat dvé toxické latky a konstatovat, Ze jedna z nich je x
krat toxiCtéjsi, nemizeme toto srovnani provést na zakladé hodnot EC50 a
potazmo ani TU. K tomu je nutné provést test rovnobéznosti kiivek zavislosti
ekotoxikologické odezvy na koncentraci. V pfipadé, Ze je predpoklad
rovnobéZznosti splnén, 1ze vypocist odhad relativni toxicity vCetné jeho intervalil
spolehlivosti (ROTH et.al. 1962). Tento postup je k dispozici jiZ mnoho let
v oblasti klinické toxikologie a pro zdjemce je dobie dostupny.

Zavér

V ekotoxikologii ziistavd ftada otevienych otdzek, mezi néz patii
interpretace pusobeni nékterych latek. Mnohé z nich zplsobuji pfi nizSich
koncentracich stimulaci ristu. To samoziejmé nelze do hodnoty IC50 zahrnout.
Urceni hodnoty NOEC je u fasovych test diskutabilni. Z hlediska toxikologie
se jednd o hodnotu, kterd jiz nevykazuje inhibi¢ni G€inky, tj. hodnota inhibice
klesla pod pfedem stanovenou mez. Takovou mez je vSak ptfesnéj$i oznacit jako
LOEC. Interval koncentraci mezi NOEC a LOEC mize piedstavovat
nezanedbatelné stimulacni ucinky.

Pro kvalitni prezentaci naméfenych ekotoxikologickych dat doporucujeme
uvadét vedle EC50 a intervall spolehlivosti 1 metodu jejiho vypoctu a parametry
NOEC, LOEC, EC50/NOEC, piipadné¢ ECS50/LOEC. Tyto parametry se
osveédCily jako vhodna dopliitkova hodnota EC50 pro porovnavani toxickych
ucinkti riznych vzork. Hodnot EC50 a hodnot zni odvozenych (TU) vSak
nelze pouzit pfi srovnavani acinka latek v pojmech relativni toxicity.
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