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Abstract

The article deals with the problems of statistical presentation of algal toxicity tests. We
performed 12 and 10 parallel cultivations of algal suspensions in standard condition for
toxicity assays. We suggest that the deviation up to 15%. determined by Probit analysis is not
fully adequate for determination of EC50 for algal bioassays. Log-Lin linear regression fits
better for experimental data. Only concentrations with inhibition effects from 20% to
approximately 80% are recommended for calculation. For NOEC we recommend to choose
the highest tested concentration with inhibition effect under 20%. Consequently, the next
higher concentration with inhibition effect > 20% is recommended for LOEC determination.

Uvod

V minulém ¢&isle Czech Phycology (Koci 2000) bylo poloZeno né€kolik otdzek,
jez upozoriovaly na nedofesené problémy statistické interpretace fasovych
biotestli. V tomto stru¢ném sd€leni bude navrzen zpusob interpretace vysledkt
fasovych testil toxicity.

Oblast nizkych efekti

Diilezitou otdzkou pro vyhodnocovani fasovych biotestl je variabilita v narstu
kontrol. Jinak feceno, jde o to, z kolika procent se mohou lisit hustoty bun¢k v
kontrolnich suspenzich. Optimdlni by bylo, aby se liSily minimalné (do 5%),
jako je tomu u ostatnich testl toxicity (perloocky, ryby atd.). Realita takova
neni. Tato problematika byla naposledy diskutovdna na konferenci Toxicita a
biodegradabilita odpadt a latek vyznamnych ve vodnim prosttedi (Gottwaldova,
Svobodova 2001). Pracoviste, jez se touto problematikou zabyvaji delsi dobu
maji zkuSenost, ze odchylka az do 30% inhibice nemusi znamenat toxické
uCinky latek pfitomnych v testovaném vzorku, ale mize se pouze jednat o
pfirozenou variabilitu syst¢ému. Na naSem pracovisti jsme provedli tfadu
paralelnich pokust, kdy bylo nasazeno 12 resp. 10 fasovych suspenzi a za
standardnich podminek pouZivanych pro testy toxicity byl sledovan jejich nartst
az do 96 hodinové expozice. Relativni odchylky koncentraci bunék, urc¢enych
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pro vétsi presnost stanoveni mikroskopicky, jsou uvedeny v zavislosti na dob¢
kultivace v tabulce ¢.1. Po prvnim dni, kdy je relativni odchylka vzhledem ke
kratké dobé expozice a stejné pocateCni koncentraci fasové suspenze 10,4%
dochézi ve druhém dni k nértistu odchylky na 12,9 a ve tfetim dni k dosazeni
maximalni odchylky 15,0%. V nésledujicim ¢tvrtém dni jiz dochéazi k poklesu
relativnich odchylek na 10,9%. Minimalni doba expozice testu toxicity je dle
normy (ISO 8692: 1989) urcena na 72 hodin. Vhodnéjsi vSak je pouziti doby
expozice alespon 96 hodin. Z naméfenych dat vyplyva, Ze odchylka se pohybuje
do 15% a od minimalni normativni expozice (72 hodin) k dobé expozice 96
hodin se snizuje. VySe zminéné doporuceni o 30% odchylce od kontroly se
potvrdilo. Dojde-li ke kladné 15%ni odchylce v kontrole a zdporné 15%ni
odchylce v testované koncentraci obdrzime bezpecnostni interval 30%.
Experimentalni urceni koncentraci toxikantti s nizkymi efekty na rast fas (do 20-
30% inhibice) nelze v béZné realizovatelnych podminkach (pocet replikaci)
provadét.

Jak vyplyva zvySe uvedeného, lze jen komplikované urCovat hodnoty
efektivnich koncentraci pro nizkd procenta inhibice. Jinak fe€eno, variabilita
pfirodnich systémi zplsobuje oscilaci nartstu biomasy okolo nulové hodnoty
inhibice odpovidajici nartstu v kontrole v rozmezi 15%. To znamend, Ze urcovat
inhibi¢ni koncentrace mensi nez 15 (EC15 a mén¢) je velmi obtizné, ne-li
nerealné.

Vypocet EC50

Hodnota ECS50 (efektivni koncentrace, kdy je zaznamendna odpovéd na
ptitomnost toxické latky u 50% testovacich organizmi) je dosud nejlepsi
hodnotou pomoci niZ Ize srovnavat toxickeé u€inky riznych latek na fasy. Pro
vhodnou interpretaci naméfenych dat a pro aplikaci do ochrany Zivotniho
prostiedi, odhadu rizik apod. ma EC50 nékolik nevyhod. Vhodné;si parametr
vSak zatim neni k dispozici.

Pro biotesty na fasach je k dispozici CSN norma. Je v ni pfedepsano uréovat
efektivni koncentrace EC50 z,od oka prolozené piimky*“ (str.9) nebo
»Alternativné se vypocita hodnota ECsy n€kterou technikou regresni analyzy,
napt. probitovou analyzou.“ (str.10) (CSN EN 28692). Podrobnéj§i navod zde
chybi. Lze oc¢ekdvat, Ze pracovnik zabyvajici se fasovymi biotesty ma povédomi
o statistickém vyhodnocovéni. Situaci vSak komplikuji odlisné pfistupy
k vypoctu EC50.

Je realitou, ze rizné PC programy probitové analyzy poskytuji trochu odlisné
vysledky a casto velmi odliSné intervaly spolehlivosti. Nejlépe se zatim
osveédCily jednoduché programy v MS DOSu. Nevyhodou je, Ze pro mnoha
pracoviSté jsou tyto programy tézko dostupné. Dal§i komplikace nastava pii
pouziti novych PC, kdy jejich rychlost komplikuje pouzivani starSich MS-DOS
programli a je nutno uzit paradoxni zpomalovavaci programy.Diskutabilni
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zUstava, zda probitovad analyza (FINNEY 1952), jez slouzi k popisu regresniho
modelu sigmoidalni zavislosti ,,dose-response® kiivky testll s bindrni odpovedi
(ano-ne, Zije-nezije) je vhodna pro hodnoceni nardstli fasové biomasy ve
srovnani s kontrolni suspenzi. Podstata probitové analyzy totiz spociva
v zahrnuti 1 nelinedrni Casti sigmoidalni kiivky do regresni funkce. V piipadé
nizkych efektl se jedna o oblast niz§i nez 20% (Litchfield, Wilcoxon 1949) a
zahrnovani této oblasti v fasovych testech je z vysSe uvedeného t€zko mozné. Pro
vypocCet hodnoty EC50 doporucujeme pouzit pouze linearni c¢ast ,,dose-
response’ kiivky, pfiblizné v rozmezi efektu 20-80% a aplikovat linearni regresi
na zavislost efektu v % na logaritmu koncentrace.

Zavérecna doporuceni

1. Provadét fasovy test alesponn po dobu 96 hodin do doby, kdy jsou jiz
relativni odchylky niz§i a vyhnout se tak nepfesnostem zplisobenym
vysSimi relativnimi odchylkami ve 2 a 3 dni. Nejlépe je vSak provadét
experiment az do doby poklesu koncentrace bunék, tedy do doby, kdy
jsou z kultivacnitho média vycCerpany ziviny. Timto zpiisobem Ize
zaznamenat 1 prodlouzeni lagové faze nariistu suspenze v piipadé
takového plsobeni toxickou latkou. V zavislosti na uspotfadani
experimentu, na kultivaénich podminkach, byva tato doba 8-14 dni, u
fasoveho mikrobiotestu 16-21 dni.

2. Pro vypocet inhibice rastu pomoci rastovych rychlosti pu pouzit pouze
data, pro ktera platila béhem expozice exponencialni faze rstu u vSech
testovanych koncentraci. Zabrani se tak zkresleni vysledku ve fazi
poklesu narastu suspenze v disledku vycerpani Zivin.

3. Pro oblast nizkych efekti doporucujeme prezentovat hodnotu EC20. Za
NOEC (No Observed Effect Concentration) doporucujeme pouzivat
nejvyssi testovanou koncentraci ve které byla zaznamenana inhibice
mensi nez 20%. Za LOEC (Low Observed Effect Concentration) lze pak
povazovat bezprosttedné vyssi testovanou koncentraci pro kterou zakonité
plati inhibi¢ni efekt > 20%.

4. Vypocitavat EC50 pomoci linearni regrese pro zavislost inhibice v % na
logaritmu koncentrace.
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Graf 1. Rastové kiivky 12ti paralelnich kultivaci.
Fig. 1. Growth curves of twelve parallel cultivations.
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Tabulka ¢.1: Zavislost relativni odchylky koncentrace bunék fasovych suspenzi na dobé

kultivace.

Table 1: Dependence of relative deviation of cell concentration on time of cultivation.

Doba kultivace, hod

24

48

72

96

Relativni odchylka, %

10,4

12,9

15,0

10,9




