VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

Fakulta chemicka

BAKALARSKA PRACE

Brno, 2017 Jan Papirek



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV FYZIKALNI A SPOTREBNI CHEMIE

INSTITUTE OF PHYSICAL AND APPLIED CHEMISTRY

TOXICITA VYBRANYCH NITRAMINU

TOXICITY OF SELECTED NITRAMINES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Jan Papirek

AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Karel Bednafik, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2017



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1154/2016

Ustav: Ustav fyzikalni a spotfebni chemie
Student: Jan Papirek

Studijni program: Chemie a chemické technologie
Studijni obor: Chemie pro medicinské aplikace
Vedouci prace: Ing. Karel Bednafrik, Ph.D.
Akademicky rok: 2016/17

Nazev bakalarské prace:

Toxicita vybranych nitramin

Zadani bakalarské prace:

Stanoveni toxicity vybusnin zalozenych na N-nitro slou¢eninach

Termin odevzdani bakalarské prace: 19.5.2017

Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplarl na sekretariat dstavu. Toto
zadani je soucasti bakalarské prace.

Jan Papirek Ing. Karel Bednafik, Ph.D. prof. Ing. Miloslav Pekaf, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.
dékan

V Brné dne 31.1.2017

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato bakalafska prace je zamétena na urceni toxicity vybranych nitramint a nitrosoamint, které
musely byt nejdiive syntetizovany. Z celkem 10 pripravenych N-nitro a N-nitrosolatek byly
vybrany 4, které byly testovany testem toxicity na okifehku mensim (Lemna Minor).

Timto testem byl urcen faktor ICso u dvou latek 3,7-dinitro-1,3,5,7-tetraazabicyklo [3.3.1]-
nonan (DPT) a 3,7-dinitroso-1,3,5,7-tetraazabyciklo [3.3.1] nonan (DNPT), u ostatnich latek se
bohuzel faktor nepodatil objektivné urcit, protoze nebyly splnény podminky pro platnost testu.

V zavéru prace je na zakladé vysledki a pozorovani porovnana toxicita N-nitro a
N- nitrososloucenin.

ABSTRACT

This Bachelor Thesis is focused on determination of toxicity of selected nitramines and
nitrosoamines, which had to be synthesized soon. Out of total 10 prepared N-nitro and
N- nitrosocompounds 4 were selected for testing their toxicity in test using Duckweed (Lemna
Minor).

Factor 1Cso was determined for two compounds 3,7-dinitro-1,3,5,7-tetraazabicyclo [3.3.1]-
nonane (DPT) and 3,7-dinitroso-1,3,5,7-tetraazabyciclo [3.3.1] nonane (DNPT), unfortunately
factor for other compounds failed to determine, because conditions of test validity hadn’t been
kept.

In the end of the thesis is compared toxicity of N-nitro and N-nitrosocompounds based on results
and observations.

KLiCOVA SLOVA
toxicita, nitraminy, test toxicity, RDX, HMX, HNIW, okichek
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1 UVOD

Nitraminy jsou slouceniny, jeZ maji nitro skupinu navazanou na dusik. Nitraminy lze povazovat
za derivaty nitraminu NH2NOg2, je-li substituovan alkylem ¢i arylem jeden vodik, jedna se
0 primarni nitramin, o sekundarni nitramin se jedna tehdy, jsou-li vodiky substituovany oba.

Dale lze rozd¢lit nitraminy také podle struktury na alifatické, heterocyklické a isowurtzitanové
(struktura tetracyklické klece), nitraminovou skupinu mohou obsahovat i dal$i moderni
vybusniny s vysokym obsahem dusiku (napf. né€které nitraty). Do nitramint se tadi i tzv.
nitramidy, které maji misto alkylu na dusiku navazany kysely zbytek (acylova nebo sulfonylova
skupina). [1]

vevr

0N~ NG N N

N N \. N N

k ) ( N N\
N ) \ 7
L N R
NG, \ O, N NO, NO,

NO,
RDX HMX HNIW

V roce 1899 poprvé Henning syntetizoval dodnes nejpouzivanéj$i nitramin tzv. hexogen
(RDX), ale az v roce 1922 von Herz objevil jeji vybusSinatsky potencial.

V prubéhu druhé svétové valky se zacaly latky hexogen a oktogen (HMX) vyrabét
Vv primyslovém métitku a zaCaly se pouZivat pro armadni ucely diky svym vybuSinaiskym
vlastnostem. Byly upfednostnény pied tehdy diive pouzivanymi nitrolatkami (napt. TNT)
zejména diky lep$i chemické stabilité a horsi citlivosti k narazu a tfeni. [1,2]

Nitraminy maji oproti klasickym nitrolatkam lepsi kyslikovou bilanci a skupina N-NOz pii své
vybusné pfeméné tvoii n€kolikrat vétsi mnozstvi plynnych zplodin nez skupina C-NO,. [1]

S pouzivanim, vyrobou ¢i skladovanim téchto organickych latek jsou spojena rizika znecisténi
zivotniho prostredi. NejvEét§imi kontaminanty mezi vybus$ninami jsou nepochybné spolec¢né
S TNT i RDX a HMX, které nejvice zne€istuji pudu a akvatické prostiedi. Pro remediaci
a fizeni rizik v kontaminovanych lokalitach je nutno znat osud téchto latek a produkty jejich
transformace v Zivotnim prostiedi. Degradace vybusnin probiha v ekosystému zpravidla velmi
pomalu. Vybu$niny mohou degradovat ruznymi zpusoby napt. tepelné, fotolyticky,
hydrolyticky, mikrobidlné nebo redukci, pfi jejich rozkladu pfitom vznikd mnoho produkti.
[3.4]

Nejvice vyskytujici se produkty u degradace nitraminti jsou N-nitroso latky (nitrosoaminy),
které jsou znamé pro svoje karcinogenni, mutagenni ¢i teratogenni ucinky.



Latky z fad nitraminii a nitrosoaminii nekontaminuji zivotni prostiedi jen jejich pouzivanim
k vybusinaiskym ucéeltim, ale mohou unikat do ovzdus$i, kdyZ se tvofi jako zplodina pfi
zachytavani oxidu uhli¢itého v elektrarnach na fosilni paliva. V elektrarnach na fosilni paliva
se k zachyceni oxidu uhli¢itého pouzivaji aminy, které mohou reagovat s oxidy dusiku
a n¢kterymi z produktl jsou i nitraminy a nitrosoaminy. [5]

Stejné jako ostatni vybusniny, tak i nitraminy jsou nebezpecné pro zivotni prostiedi. V misté
jejich pouziti, vyroby ¢i skladovani mohou uniknout do prostiedi. Po takovém tniku zne¢ist'uji
akvatické nebo pudni systémy a predstavuji riziko pro zivocichy a rostliny.

V oblasti toxikologie jsou ze skupiny N-nitro latek pomérné dostatecné prozkoumany pouze ty
nejvice znamé a pouzivané. RDX, HMX a dnes jiz méné pouzivany tetryl byly zcela probadany
za dobu jejich velkovyroby pro vojenské ucely, na druhou stranu o toxicité modernéjSich
nitraminti, jako jsou napi. TENGU, TEX nebo HNIW, se vi jen velmi malo.



2 CILE PRACE

Prace je zaméfena na urceni toxicity N-nitrosloucenin, které Ize syntetizovat dle dostupnych
navodl dohledatelnych v databazovém systému Chemical Abstracts (SciFinder) nebo v jiné
dostupné literatuie. Jde o N-nitroslouceniny, které Ize syntetizovat z levnych a dostupnych
prekurzord.

Kromé N-nitrosloucenin jsou v praci zahrnuty i N-nitrososlouc¢eniny, jakozto meziprodukty
rozkladu N-nitroslou¢enin. Toxicitu N-nitro a N-nitrosolatek 1ze pak vzajemné porovnat.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Vyznamné nitraminy
3.1.1 RDX
Obrazek 3.1: Strukturni vzorec RDX

RDX (Research department explosive nebo Royal demolition explosive) neboli hexogen,
s pfesnym chemickym nazvem 1,3,5-trinitro-1,3,5-triazacyklohexan je jiz od prvni poloviny
20. stoleti znamy cyklicky nitramin pouzivany k vyrob¢ plastickych trhavin (napt. C-4, Semtex
nebo HBX). Ve smési s TNT tvoii vybusnou sloz tzv. Cyclotol.

V roce 1925 Hale uvedl popis na pifipravu RDX piimou nitraci hexaminu a také provedl
vyzkum vybusinatrskych vlastnosti této latky. [1]

3.1.1.1 Fyzikadlni, chemické a vybuSinarské vlastnosti

RDX ma vzhled jemného krystalického prasku, ktery se ve vodé témét nerozpousti. Vice
rozpustny je V organickych rozpoustédlech, nejvice v acetonu.

Diky své chemické stabilité¢ a mensi citlivosti vi¢i mechanickym impulsim se RDX zacalo
upiednostiovat pred nitrolatkami, jako jsou TNT nebo pikrova kyselina.

V porovnani s nejcastej$i vybusninou TNT nebo s pikrovou kyselinou ma exploze RDX vétsi
silu. [1,6]



Tabulka 3.1: Vlastnosti RDX [7,8]

IUPAC nazev: 1,3,5-Trinitroperhydro-1,3,5-triazin

CAS cislo: 121-82-4

Ostatni nazvy: 1,3,5-trinitro-1,3,5-triazinan,
hexogen, cyklonit,
cyklotrimethylentrinitramin

Sumarni vzorec: C3HeOsNs

Molekulova hmotnost: 222,12 g/mol

Rozpustnost ve vodé¢: 6,6 mg/l pii 20 °C

Hustota: 1,82 g/cm?®

Bod tani: 204-206 °C

Teplota vybuchu: 3380 °C

Detonac¢ni tlak: 350 kbar

Detonacni rychlost: 8639 m/s

Kyslikova bilance: -21,6 %

Teoreticka brisance: 139-10°% max./min

Pomérna sila k TNT: 180 %

3.1.2 Syntéza

Z celé fady vyrobnich postupl pro syntézu hexogenu je nejpouzivanéjsi nitrolyza hexaminu
bezvodou kyselinou dusi¢nou. Hexamin se za teploty 15-25 °C piidava do kyseliny dusi¢né,
nasledné je smés vylita do studené vody a vysrazi se hexogen.

Obrazek 3.2: Schéma nitrolyzy hexaminu kyselinou dusi¢nou

O o~

Ny

N

O\T/N\/N\T%O

o} o~

N-|__—N

Proces K:

Jedna se o podobnou metodu uvedenou vyse, jediny rozdil je, ze se do reakéni smési pridava
amoniak v podob¢ dusicnanu amonného. Amoniak reaguje s formaldehydem, ktery z reakce
odpada a ptevadi ho na triazinanovy cyklus, tento fakt vede k vyssi vytéznosti nez u nitrolyzy
pouze s kyselinou dusi¢nou. Reakce probiha za teploty 80 °C.

Proces W:

Tato metoda vyuziva draselné soli amidosulfonové Kkyseliny, ktera kondensuje
s formaldehydem za vzniku methylenaminosulfonanu draselného, ktery ma charakter tzv.
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Schiffovy baze. Tento meziprodukt se poté nitruje bezvodou kyselinou dusi¢nou, tvoii se
hexogen a odpada hydrogensiran draselny.

Obrdazek 3.3: Schéma vyroby hexogenu procesem W

(@]
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: l
N\ 30 °C ’/ \‘
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o) \H ~_ \T+/
0 on
Proces E:

Metoda byla vypracovana Eblem v letech 1935-1938, principem reakce je dehydratace
paraformaldehydu a dusi¢nanu amonného pomoci acetanhydridu. Vyhodou této metody je, Ze
k vyrobé RDX se nemusi pouzit hexamin a kyselina dusi¢na.

Bachmanntv proces:

Tento proces se pouzival za druhé svétové valky, zejména v USA. Bachmann jeho metodu
vytvofil v roce 1941, chtél v ni spojit proces E vypracovany Eblem a béZnou nitraci hexaminu.
Metoda spociva v davkovani dusicnanu amonného a dinitratu hexaminu do smési kyseliny
dusi¢né a acetanhydridu, reakce probihd za teplot okolo 75 °C a nasledné se reak¢éni smés
chladi. Podle teploty filtrované smési se méni obsah vedlejsiho produktu — oktogenu. Pti
zchlazeni na 60 °C je obsah oktogenu maly a bod tani produktu je tak 202-204 °C, kdyzZ je
reakéni smés zchlazena na 25 °C, je obsah oktogenu velky a bod tani se pohybuje v rozmezi
190-201 °C.

Stejnou metodu jako Bachmann vypracoval v roce 1943 v Némecku i Knoffler (proces KA).

Jednim z modernéjSich zplsobl je pouziti perfluoroktansulfonanové kyseliny misto
acetanhydridu, diky ni je nitrolyza efektivné katalyzovéna. Nitrolyza pak probiha za pokojové
teploty a vytéznost RDX je vétsi. [1,6,9]
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3.1.2 HMX
Obrazek 3.4: Strukturni vzorec HMX
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HMX (z angl. High Melting Point Explosive) neboli oktogen, pfesnym chemickym
nazvem 1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetraazoktan. HMX se pouziva v jadernych zafizenich,
plastickych vybuSninach a raketovych palivech.

Poprvé bylo HMX piipraveno v roce 1943 Bachmannem. V roce 1952 se zacala pouzivat
vybusna smés tzv. Octol, ktera obsahovala 75 % HMX a 25 % TNT. [6]

3.1.2.1 Fyzikadlni, chemické a vybuSinarské vlastnosti

Je to bila krystalicka latka, ktera je nehygroskopicka a ve vodé témé&f nerozpustna. Ve vzduchu
se pripojuje k suspendovanym ¢asticim nebo k prachu. Existuji ¢tyfi rizné krystalické formy:
alfa, beta, gamma a delta. Z téchto forem se v primyslu pouziva jen beta forma, ktera je stabilni
za pokojové teploty. HMX je chemicky stabilnéjsi nez RDX, jeho teplota vzbuchu je vyssi, ke
vzbuchu dochazi po péti vtefindch pfii teploté 335 °C (RDX 260 °C). HMX je lIépe rozpustné
V 55% kyselin€ dusi¢né nez RDX. [1,6]

Tabulka 3.2: Vlastnosti HMX [6,7,8]

TUPAC nazev: 1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazokan

CAS ¢islo: 2691-41-0

Ostatni nazvy: Cyklotetramethylentetranitramin,
1,3,5,7-tetranitroperhydro -1,3,5,7-
tetrazocin

Sumarni vzorec: C4HsNsOs

Molekulova hmotnost: 296,16 g/mol

Rozpustnost ve vodé: 38,4 mg/l pti 20 °C

Hustota: o 1,87 g/lcm?®
B 1,96 g/cm?
v 1,82 g/em®
51,78 g/em®

Bod tani: 273-285 °C

Detonacni tlak: 390 kbar

Detonacni rychlost: 9110 m/s

Kyslikova bilance: -21,6 %

Teoreticka brisance: 158-108 max./min

Pomérna sila k TNT: 185 %
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3.1.2.2 Syntéza

HMX se stejné jako RDX ziskava nejéastéji nitrolyzou hexaminu. HMX je vedlejsim
produktem pii vyrobé RDX. Jedna z metod na vyrobu HMX vyuziva jeho vétsi odolnosti vici
pusobeni hydroxidu sodného. Smés HMX s RDX je zahtivana s hydroxidem sodnym, RDX je
pusobenim hydroxidu rozlozen a HMX ziistdva nezménén. [1]

Nejvyuzivangjsi zptisob je nitrolyza hexaminu pomoci kyseliny dusi¢né a dusi¢nanu amonného
za pritomnosti acetanhydridu, octové kyseliny a trioxanu. Proces vyroby probiha v nékolika
reaktorech v kaskadovém systému. Prvni reaktor je plnén hexaminem a trioxanem v octové
kyselin€, smési kyseliny dusi¢né s dusi¢cnanem amonnym a acetanhydridem. V tomto reaktoru
vznika meziprodukt dinitropentamethylentetramin (DPT), ktery je hnan do dalSiho reaktoru
se smési kyseliny dusi¢né s dusi¢cnanem amonnym a acetanhydridem, kde se za vysokych teplot
méni na HMX. [10]

Obrazek 3.5: Schéma vyrobniho procesu HMX
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CL-20, HNIW nebo systematickym nazvem

2,4,6,8,10,12-hexanitro-2,4,6,8,10,12-hexaazatetracyklo[5,5,0, 0 3*,0%° Jdodekan je pomérné
novd vybuSnina, kterd je dnes povazovana za vibec nejsilnéjsi. CL-20 byl prilom v
energetickych materidlech s vy$Sim vykonem, ma cetné vojenské a komeréni aplikace.
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Dnesnim trendem je prozkoumat moznosti, které¢ HNIW muze poskytnout jako pohonna hmota,
kumulativni naloz, vypli do bomb nebo do hlavic fizenych raket. [11]

CL-20 muze tvorit kokrystaly s TNT, které jsou relativné bezpe¢nou vybusninou. Smichanim
bezpecného TNT a siln¢ vybusné CL-20 se utvoii kokrystaly, které jsou mén¢ citlivé na tlak
jak krystaly samotné CL-20. Tento novy proces kokrystalizace je slibnou cestou

4

3.1.3.1 Fyzikalni, chemické a vybuSinaiské vlastnosti

CL-20 existuje v péti krystalickych formach stabilnich pfi riznych teplotach. Beta forma je
nejcastejsi formou a ma teplotu tani 260 °C (pfi 185 °C se beta forma méni na gama formu a pfi
230 °C na delta formu, pii¢emz gama i delta se mohou chlazenim opét vratit na beta formu).
Forma epsilon je stabilni pii pokojové teploté a vykazuje nejvyssi hustotu (2,04 g/cm3) ze viech
forem. CL- 20 ma lepsi vlastnosti nez RDX a HMX, ma vyssi brisanci, detona¢ni rychlost,
detonacni tlak a zaroven je odolna vici teplu, tieni a narazu. [13]

Tabulka 3.3: Vlastnosti HNIW [7]

IUPAC nazev: 2,4,6,8,10,12hexanitro-2,4,6,8,10,12-
hexaazatetracyklo[5.5.0.0%311.0°°]dodekan

CAS ¢&islo: 135285-90-4

Sumarni vzorec: CeHeN12012

Molekulova hmotnost: 438,2 g/mol

Rozpustnost ve vodé: 4,8 mg/l pti 25 °C

Hustota: 1,98-2,04 g/cm?®

Bod tani: 260 °C

Detonacni tlak: 428 kbar

Detonacni rychlost: 9380 m/s

Kyslikova bilance: -11 %

Teoreticka brisance: 174,2-10°

3.1.3.2 Syntéza

Vychozi latky pro syntézu HNIW jsou benzylamin a glyoxal, které spolu kondenzuji v kyselém
prostiedi a acetonnitrilu a tvofi HBIW
(2,4,6,8,10,12-hexabenzyl-2,4,6,8,10,12-hexaazaisowurtzitan). V druhém kroku je HBIW
reduktivné¢ acylovan vodikem s pomoci palladiového katalyzatoru, vznikd TAIW
(4,10-dibenzyl-2,6,8,12-tetraacetyl-2,4,6,8,10,12-hexaazaisowurtzitan). Posledni éasti
ptipravy je debenzylace a nitrace TAIW tak, aby vznikl pozadovany hexanitroderivat. Toho se
docili dvoukrokovou nitraci, kdy se prvné nitruje nitrosonium tetrafluoroboratem a poté
nitronium tetrafluoroboratem. Jako reakéni médium je v poslednim kroku ptipravy pouZivano
rozpoustédlo sulfolan. [11]
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Obrdzek 3.6: Schéma syntézy HNIW
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4,10-dinitro-2,6,8,12-tetraoxa-4,10-diazatetracyklo[5.5.0.0>°03]dodekan neboli TEX je
sloucenina se slibnymi predpoklady vyuziti na poli vybusnin, jez maji nizsi citlivost k vné&jSim
podnétim (mechanickym ¢i tepelnym).

3.1.4.1 Fyzikalni, chemické a vybuSinaiské vlastnosti

Diky isowurtzitanové kleci ve struktufe ma TEX stejné jako HNIW velkou hustotu
p=1,985 g/cm?. Pravé vysoka hustota je pfic¢inou toho, Ze maji tyto tetracyklické nitraminy tak
dobré vybusSinarské schopnosti, zejména vysokou detonacni rychlost a tlak. Struktura TEX se
od struktury HNIW odliSuje tim, Ze jsou na pozicich 2,6,8 a 12 stericky narocné nitraminové
skupiny nahrazeny etherovou skupinou. Pravé tato odliSnost mlze za nizsi citlivost vici
podnétiim, nez ma HNIW. [14]
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Tabulka 3.4: Vlastnosti TEX [7,14]

IUPAC nazev: 4,10-dinitro-2,6,8,12-tetraoxa-4,10-
-diazotetracyklo[5,5,0°°,03] dodekan

CAS &islo: 130919-56-1

Sumarni vzorec: CeHsN4Osg

Molekulova hmotnost: 262,136 g/mol

Rozpustnost ve vodé: 27 mg/l

Hustota: 1,985 g/cm?®

Bod tani: 260 °C

Detonacéni tlak: 370 kbar

Detonacni rychlost: 8665 m/s

Kyslikova bilance: -42,7 %

Teoreticka brisance: 140,5-10°

3.1.4.2 Syntéza

Na rozdil od HNIW, jehoz syntéza je tézkopadna a ndkladnd, lze TEX ziskat v dobrych
vytézcich z pomérmné levnych sloucenin. Prvnim krokem je ptiprava prekursoru DFTHP, ktery
vznikd bazicky katalyzovanou kondenzaci formamidu a glyoxalu. TEX se pfipravuje nitraci
DFTHP (1,4-diformyl-2,3,5,6-tetrahydroxypiperazinu) pomoci 20% olea (Ize pouzit i 96%
kyselinu sirovou) a dymavé kyseliny dusi¢né (90%). Prvni krok syntézy (tvorba
1,4-diformyl-2,3,5,6-tetranitratopiperazinu z DFTHP) je katalyzovana hydrolyza H" protonem,
pri které vznika glyoxal, ktery reaguje s dal§im z meziproduktl
1,4-dinitramino-2,3,5,6tetranitropiperazinem za tvorby TEX. [14]

Obrazek 3.7: Schéma syntézy TEX [14]
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3.1.5 Tetryl
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Tetryl patii mezi sekundarni nitraminy, zaroveil jde o polynitroslouceninu se Ctyfmi
nitroskupinami, z toho tfi jsou na benzenovém jadie v polohach 2,4 a 6 a jedna je soucasti
N-NO:2 skupiny.

Poprvé byl tetryl syntetizovan v roce 1877 Mertensem. V prvni poloving 20. stoleti se pouzival
jako napli do vybusnych slozi nebo do rozbusek. [6]

Spole¢né s TNT tvoii smés zvanou Tetrytol (70 % Tetryl/30 % TNT), ktera se v minulém stoleti
odlévala v polotekutém stavu do munice, Zenijnich nalozi, pozemnich min a leteckych bomb.
Smés ma vétsi brizanci a také snadnéji detonuje. [1]

3.1.5.1 Fyzikalni, chemické a vybuSinaiské vlastnosti

Tetryl tvoti bezbarvé krystaly, které vSak vlivem svétla rychle zezloutnou. Je mirné citlivy na
mechanické podnéty, jako jsou tfeni nebo naraz.

Tabulka 3.5: Vlastnosti tetrylu [6,7,8]

TUPAC nazev: N-Methyl-N-(2,4,6-trinitrofenyl)nitramid
CAS ¢islo: 479-45-8
Sumarni vzorec: C7HsNs0g
Molekulova hmotnost: 287,15 g/mol
Rozpustnost ve vode¢: 7,5 mg/l pii 20 °C
Hustota: 1,73 g/cm®

Bod tani: 129 °C

Teplota vybuchu: 3530 °C
Detonacni tlak: 253 kbar
Detonacni rychlost: 7750 m/s
Kyslikova bilance: -29,61 %
Pomérna sila k TNT: 126-130 %
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3.1.5.2 Syntéza

Tetryl se vyrabi nitraci N,N‘-dimethylanilinu. Nitraéni smés tvofi koncentrovana kyselina
sirova a koncentrovand kyselina dusi¢na, pficemz tato smeés ma byt bohatSi na kyselinu
dusi¢nou (65 %).

Dalsi zptisob syntézy tetrylu mlze vychdzet z 2,4-dinitrochlorbenzenu, ktery kondenzuje
s methylaminem. Vznikly 2.4-dinitrofenyl-N-methylamin se poté nitruje smési kyseliny
dusi¢né a kyseliny sirové a vznika tetryl. [15]

Obrazek 3.8: Schéma syntézy tetrylu
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3.2 Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je obor zabyvajici se ptisobenim cizorodych latek na zivé organismy V jejich
ptirozeném prostiedi a V jejim ramci je zahrnut i ptestup $kodlivin z ptirody na ¢lovéka. Jde
0 obor, ktery spojuje klasickou toxikologii s ekologii a umoziuje tak spojovat poznatky z téchto
obou odvétvi. Vibec prvni, kdo definoval ekotoxikologii, byl v roce 1969 René Truhaut, ktery
fekl, ze jde o védu studujici neptiznivé ucinky chemikalii s cilem chranit ptirodni druhy
a spolecenstva. Krom¢ sledovani Uc¢inkl toxickych latek je ukolem ekotoxikologie 1 jejich
monitoring Vv Zivotnim prostiedi, timto je toto odvétvi tizce spojeno s environmentalni chemii
a analytikou zivotniho prosttedi.

Hlavnim cilem ekologie je poznéani interakci mezi Zivymi organismy a toxickymi latkami
Vv zivotnim prostiedi, ale také vyuziti poznatkti na ochranu celého naseho ekosystému pied
chemickym znecisténim. [16,17]

3.3 Ekotoxikologické biotesty

Nastrojem ekotoxikologie jsou biotesty, jednd se o testy toxicity provadéné na Zivych
systémech (buiikach, organismech, ekosystémech atd.).

Biotest slouzi kurCeni miry neptiznivého ucinku latky na testovany organismus, tento
nepfiznivy uc€inek je vystupem, podle kterého je hodnoceno riziko spojené s vyskytem
testovaného toxikantu v zivotnim prostiedi.
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3.3.1 Rozdéleni ekotoxikologickych biotesti
Ekotoxikologické biotesty 1ze rozdélit dle mnoha faktori:

e Dle cilového ekosystému: sladkovodni, motsky, ptidni, sedimenty

e Dle doby expozice: akutni, semiakutni a chronické testy

e Dle pokrocilosti designu testované¢ho organismu: testy s producenty, konzumenty
a destruenty

e Dle testované matrice: voda, puda, vzduch, sediment, odpad, chemicka latka

e Dle poctu testovacich organismi: jednodruhové a vicedruhové

e Dle testovaného vzorku: Cistd chemicka latka, smés latek, ptirodni vzorek

e Dle sledované odpovédi: letalni ¢i subletalni G¢inky, hodnoceni fyziologické aktivity,
reprodukéni aktivita

Nejvyznamngjsi rozdéleni biotestl je dle doby expozice na testy:
- Akutni toxicity
- Semiakutni (subchronické) toxicity
- Chronické toxicity

Test akutni toxicity slouzi spiSe pro orientacni informaci o toxicit¢ sledované latky. Jde
0 kratkodobé testy toxicity trvajici obvykle 24-96 hodin. Vysledkem testli akutni toxicity jsou
faktory LDsp (letalni davka, pii které zahyne 50 % vSech organismti), LCsp (letalni koncentrace,
pti které zahyne 50 % vSech organismil), ECsg (efektivni koncentrace, ktera zpiisobi thyn nebo
imobilizaci 50 % vSech organismt) nebo ICsg (inhibi¢ni koncentrace, ktera zptsobi
50% inhibici rtstu ve srovnani s kontrolou).

Semiakutni (subchronické) testy trvaji 28-90 dni a organismus je v ném vystaven opakované
niz§im koncentracim testované latky (mensi koncentrace nez LDso nebo LCsp). Test ma za cil
ur¢it hodnoty NOEC (angl. No Observed Effect Concentration - nejvyssi testovana koncentrace
latky, u které jesté€ nebyl pozorovan vyznamny Géinek ve srovnani s kontrolou) a LOEC (angl.

byl pozorovan jiz vyznamny G¢inek ve srovnani s kontrolou).

Chronické testy slouzi k ur¢eni dlouhodobého ucinku toxikantu na testovany organismus. Test
trva minimaln¢ 90 dni a jeho vysledky jsou hodnoty NOAEL (angl. No Observed Adverse Effect
Level - mnozstvi nebo koncentrace toxikantu, pfi kterém mutize byt u¢inek latky pozorovan, neni
vSak povazovan za nezadouci) a LOAEL (angl. Lowest Observed Adverse Effect Level - nejnizsi
testovana koncentrace toxikantu, pfi které jsou jiz pozorovany nezadouci ucinky).

Dale se testy toxicity mohou d¢lit dle pokrocilosti testovaciho systému na testy:

- 1. generace — klasicke (standardni, konvenc¢ni) biotity
- 2. generace — mikrobiotesty (alternativni biotesty)
- 3. generace — biosondy, biosenzory a biomarkery [16,17,18]
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3.3.2 Princip provedeni biotestu

Kazdy test toxicity musi byt provadén zpusobem vedoucimu Kurcitému cili. V ptipadé
ekotoxikologického biotestu je sledovanym cilem odpovéd na otazku tykajici se miry
toxického ucinku latky na zivé organismy.

Doporuceny postup biotestu je zachycen schematicky zachycen na obrazku ¢. 3.9.

Obrazek 3.9: Schéma doporuceného postupu pri ekotoxikologickém biotestu [19]
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3.3.2.1 Predbéiny test

V piedbéZném testu se latka nebo neznamy vzorek poprvé podrobi prvni zkousce s testovanym
organismem. Cilem testu je zjistit, zdali testovany toxikant vykazuje znamky toxicity. PouZivaji
se dvé paralelni nasazeni s dvéma kontrolami. Nevykazuje-li latka zadné ucinky, je test
hodnocen jako negativni a pfistupuje se k ovéfovacimu testu, v opacném ptipadé k testu
orientacnimu.

3.3.2.2 Ovéiovaci test

V ovéfovacim testu se v Sesti paralelnich nasazenich potvrzuje negativni vysledek
z predbézného testu. Nedojde-li k thynu vétsimu nez 10 % ve srovnani s kontrolou, je test
hodnocen jako negativni. Prevysi-li thyn 10 % ve srovnani s kontrolou, je vysledek pozitivni.
Dalsi postup zalezi na tom je-li thyn/inhibice organismu vyssi nez 50% nebo nikoli:

e V piipadé, Ze je thyn nizsi nez 50 %, se dalsi testy neprovadi a test je vyhodnocen

e V pfipadg, ze je tthyn vétsi nez 50 %, se pfistoupi K orientacnimu testu

3.3.2.3 Orientacni test

Ugelem orientaéniho testu je uréit rozmezi koncentraci, kde by se mohla nachazet hodnota ECso
(LCso, ICs0). Rozpéti volenych koncentraci musi byt relativné Siroké, v testu je nutno najit
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pfi které je pozorovana odpovéd u 100 % organismii (OC1o0).
3.3.2.4 Zakladni test

Zakladni test je test, jehoZ cilem je pfesné stanoveni hodnoty ECsg (LCso, 1Cso). Latka je
testovana obvykle v 6 az 10 koncentracich a ve dvou az tfech paralelnich nasazenich. Na
zaklad¢ orienta¢niho testu se pro zakladni test uréi koncentracni fada, tak aby obsahovala
nejmensi koncentraci OCo, nejvyssi koncentraci OC100 a koncentrace mezi nimi.

Test je uznan za platny, kdyz nedojde v kontrole k vétsi jak predepsané umrtnosti testovacich
organismi (obvykle 5-10% tmrtnost). [17,18,19]

3.3.3 Standardni testy toxicity

Tyto testy toxicity ptredstavuji prvni generaci biotestl. Jsou to testy akutni toxicity na
chovanych organismech a udrzovanych kulturdch v laboratofi. Pouzivaji se pro hodnoceni
ekotoxicity chemickych latek, pesticidl, odpadl nebo 1écCiv.

Dle norem organizaci jako jsou CSN EN ISO, TNV, ASTM, US EPA, EEC, AFNOR nebo
OECD je standardizovana cela fada ekotoxikologickych testii. V Ceské republice se vzhledem
k pozadavkim legislativy provadi nasledujici testy toxicity:

- CSN EN ISO 6341 Jakost vod - Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia Magna Straus
(Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni toxicity

- CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod. Stanoveni akutni letalni toxicity pro sladkovodni ryby
Brachydanio rerio Hamilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae) — ¢ast 2: Obnovovaci
metoda.

- CSN EN 28692 Jakost vod. Zkouska inhibice ristu sladkovodnich fas Desmodesmus
Subspicatus a Pseudokirchneriella subcapitata (ISO 8692; 1989).

- Zkouska inhibice rustu kofene hoicice bilé Sinapis Alba. Metodicky pokyn Ministerstva
zivotniho prostiedi ZP11/2007 ke stanoveni ekotoxicity odpadd.

- Mezi standardni testy toxicity patii i test akutni toxicity na akvarijnich rybach Poecilia
reticulata a testy semichronické toxicity na chlorokokalni fase Scenedesmus
quadricauda nebo Scenedesmus subspicetus. [20]

3.3.3.1 Test akutni toxicity na hrotnatce velké (Daphnia Magna Straus)

Zkouska je zalozena na urcCeni koncentrace latky, kterd za dobu testu (24 nebo 48 hodin)
imobilizuje 50 % testovanych organismt. Vysledkem testu jsou efektivni koncentrace 24nECso
nebo 4snECsp.

Test se provadi pii teploté 20 + 2 °C bez osvétleni, bez aerace a bez krmeni hrotnatek.
Pozadované koncentrace se pfipravi fedénim testované latky s fedici vodou. Do kazdé
Z koncentraci se nasadi 10 az 60 dafnii, v koncentracich by mélo piipadat 5 ml roztoku na
jedince. Zaroven s testovanymi koncentracemi se nasadi i kontrola, ktera obsahuje jen zivny
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roztok bez testované latky. Béhem testu se pozoruje imobilizace a uhyn hrotnatek, na konci

testu se ur¢i konec¢ny pocet imobilizovanych jedincl z ptivodniho poc¢tu a vyhodnoti se
vysledky. [21]

3.3.3.2 Test akutni toxicity na akvarijnich rybdach

Druhy akvarijnich ryb zivorodka duhova (Poecilia reticulata) a danio pruhované (Brachydanio
rerio) jsou testovany v této metod¢ na mortalitu. Vysledkem testu je hodnota letalni
koncentrace gsnLCso.

Test probihé za teploty 22 + 2 °C a pii osvétleni 12 az 16 hodin denn¢ intenzivnim 2000 lux.
Délka testu je 48 hodin, dle metodik ISO se prodluzuje az na 96 hodin. V prubéhu testu je
zaznamenavano chovani ryb, méti se pH, koncentrace rozpusténého kysliku a teplota. Prvni se
provadi predbézny test s deseti koncentracemi, pficemz v kazdé je 5 kusi ryb. Na zaklad¢
vysledki z predbézného testu se uréi koncentracni rozmezi pro test zakladni, ktery probihé ve
tiech paralelnich stanovenich po deseti koncentracich, kdy v kazdé je 10 kust ryb. Z letality
Vv jednotlivych koncentraci se pro kazdou fadu urci 9snLCso, letalni koncentrace pro jednotlivé
fady se zpriméruji a urci se vyslednd. Podminkou platnosti testu je, ze hodnoty dil¢ich

koncentraci LCso se od sebe nesmi lisit 0 30 %. [22]

Obrdzek 3.11: Brachydanio rerio [23] Obrdzek 3.10: Poecilia reticulata [24]

3.3.3.3 Test toxicity na sladkovodnich Fasdach

Rasové testy toxicity slouZi k testovani u¢inki latek na vodni producenty a diky rychlému ristu
fas Ize sledovat 1 i€inky chronické. O testu na fasach 1ze mluvit jako o semichronickém, protoze
po dobu ptisobeni testu (3-4 dny) je uc¢inktim latky vystaveno 4-5 generaci populace. [25]

Béhem testu se pozoruje inhibice a rozmnoZovani chlorokokalni fasy (Scenedesmus
quadricauda, S. subspitatus, Selenastrum capricornutum) v riznych koncentracich testované
latky. Stav v roztocich toxikantu je porovnavan s kontrolou, kde je fasa kultivovana bez
pfitomnosti testované latky.

Kmenova kultura tasy je pfed testem kultivovana na 1,5% agaru v zivném roztoku
v zazatkovanych zkumavkach ulozenych v termoluminostatu pfi teploté 25 + 2 °C s intenzitou
osvétleni 6000 lux. PreoCkovanim fas do Zivného média v Erlenmeyerovych baikach se
piipravi zasobni inokula¢ni kultura, ta je udrzovéana pfi stejnych podminkéach jako kultura
kmenova. U inokula¢ni kultury se zjisti jeji hustota v pocitaci komirce a do kazdé testované
koncentrace se piida stejny objem fasové suspenze, ktery je urCen vypoctem.
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Barnky s testovanymi vzorky (kazdy o objemu 50 ml) se umisti do termoluminostatu s teplotou
27 = 2 °C o intenzit¢ osvétleni 6000-10 000 lux. Test trva 72 hodin a vzorky se alespoi tiikrat
denné promichavaji. V prubéhu testu je pozorovan riist fas alespon jednou denné a na jeho konci
je vysledkem hodnota 72n1Cso. [26]

3.3.3.4 Test toxicity se semeny hoi¢ice bilé (Sinapis alba)

Test byl vyvinut k testovani neskodnosti odpadnich vod, které by mohly byt pouzity pro
zéavlahy (napft. zeméde€lskych plodin). Semena hoicice bilé jsou kultivovana po dobu 72 hodin
bez piistupu svétla v Petriho miskach na filtraCnim papiru nasaklém testovanym roztokem.
Testuje se ucinek toxické latky na kli¢ivost semene a rist kofene v pocatecnim stadiu vyvoje.
K posouzeni stac¢i pouhé srovnani pramérné délky kotene kli¢icich semen oproti pramérné
délce v kontrole, kde je pouze zivné médium. Z primérnych délek kotfenti se vypocitaji inhibice
pro dané koncentrace a vysledkem testu je faktor 72n1Cs0. Podminkou platnosti tohoto fytotestu
je 90% Kkli¢ivost semen v kontrole a 72nlCso standardu dichromanu draselného musi byt
v rozmezi 10-50 mg/1 pro testovana semena. [18,27]

Obrdzek 3.12: Test se semeny Sinapis Alba [28]

3.3.4 Alternativni biotesty

Tyto testy vyuZzivaji k testovani toxicity klidova stadia organismu napt. vajicka, cysty, tkané,
lyofilizované a imobilizované kultury organismi. Testy byvaji nékdy oznaCovany za
miniaturizované diky minimalnimu mnozstvi objemtl potifebnych pro provedeni testu
a minimalnim pozadavkem na laboratorni vybaveni a prostory. [29]

Mikrobiotesty trvaji 24 hodin (popt. 48 hodin) a testovacimi organismy jsou napi. bakterie,
prvoci, fasy, bezobratli nebo 1 zastupci ryb. Tyto organismy se uvadéji do klidového stadia
a podle potieby se ozivuji az pred samotnym testovanim. [30]

Nejpouzivangj§im typem mikrobiotestu je tzv. toxkit, ktery je dostupny v komercéné
prodavanych balenich. Tato baleni obsahuji veskeré pomucky (pipety, testovaci destic¢ky, zivné
médium, testovaci organismy v klidovém stadiu), ndvod a protokol o provedeném testu. Mezi
nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi toxkity jsou Thamnotoxkit F, Daphtoxkit F, Rotoxkit F,
Algaltoxkit F a Rapidtoxkit F. [30]
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3.3.4.1 Thamnotoxkit F

Testovacim organismem je v tomto toxkitu niz8i kory$ Thamnocephalus platyurus, test trva 24
hodin a slouzi k urceni toxicity slou¢enin, sedimentti, povrchovych vod nebo vod odpadnich.
Kazdé baleni obsahuje pomicky k provedeni Sesti testt akutni toxicity a testovaci organismy
ve stadiu cysty, které se musi pred testem nechat vylihnout pfi teploté 25 °C a pfi intenzité
osvétleni 3000-4000 lux (lihnuti trva 20-22 hodin). Samotny test se provadi v inkubatoru za
nepfistupu svétla a za teploty 25 °C. Vysledky testu se vyhodnoti z mortality larev koryse a urci
se hodnota 24nL.Cso. Podminkou platnosti testu je maximalné 10% mortalita v kontrole. [31]

Obrazek 3.13: Thamnotoxkit F [32]

4

3.3.4.2 Daphtoxkit F magna

Screeningové biotesty s dafniemi byly vyvinuty vyzkumnymi tymy prof. Dr. Persooneho na
Université v Gentu v Belgii. V Daphtoxkitu F magna jsou testovacim organismem korysi
Daphnia Magna, ktefi jsou v klidovém stadiu ve forme vajicek tzv. ephipii.

Ephipia se nechavaji vylihnout po dobu 72 hodin, za intenzity osvétleni 6000 lux a pfi teploté
20 £+ 2 °C. Na testovaci desticku se do kazdého otvoru poté ptfenese 5 vylihnutych neonatd,
které jsou pied testem jesté 2 hodiny krmeny fasovou suspenzi Spirulina microalgae. Testovaci
desticka je poté inkubovana za nepfistupu svétla za teploty 20 °C. Po 24 hodinach nebo 48
hodinach inkubace se z po¢tu mrtvych a imobilizovanych organismi ur¢i 24nL.Cso nebo 4gnLCoso.

Podminkou validity testu je podminka, Ze pocet mrtvych a imobilizovanych organismt v
kontrole nesmi byt vic jak 10 %. [33]

Obrazek 3.14: Daphtoxkit F Magna [34]
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3.3.4.3 Rotoxkit F

Tento toxkit vyuziva jako testovaci organismus nedospélého viinika Brachionus calyciflorus
vylihnutého z cyst. Citlivost viinika Brachionus calyciflorus je porovnatelna s ostatnimi
bezobratlymi pouzivanymi v testech toxicity na vodnich organismech.

Cysty se pied testem lihnou v inkubatoru po dobu 16-18 hodin, pii teploté 25 °C a za intenzity
osvétleni 3000-4000 lux. Test s vylihnutymi jedinci probiha za nepfistupu svétla pii teploté
25 °C, na jeho konci se z po¢tu mrtvych jedinct uréi 24nLCso. Podminkou platnosti testu je
maximalné 10% mortalita v kontrole. [35]

Obrazek 3.16:Brachionus calyciflorus [36] Obrazek 3.15: Rotoxkit F[37]

3.3.4.4 Algaltoxkit F

V tomto toxkitu se pozoruje inhibice rustu fasy Selenastrum capricornutum (dnes
pfejmenované na Pseudokirchneriella subcapitata). Pred zafatkem testu jsou fasy
imobilizovany v inertni matrici, mely by byt uchovavany pii teploté¢ 5 + 2 °C v temném
prostiedi.

Deimobilizace fas probihd za pomoci centrifugace s rozpoustécim médiem pii 3000 ot./min po
dobu 10 minut. Takto centrifugovand suspenze se pievede do odmérné banky a doplni se
roztokem testované latky o urcité koncentraci. Takto pfipravenymi roztoky jsou naplnény
testovaci vialky, které jsou poté 72 hodin inkubovany pii teploté 23 + 2 °C. Po 24, 48 a 72
hodinach inkubace se méii spektrofotometricky optickd hustota pifi vinové délce 670 nm,
pfi¢emz spektrofotometr je kalibrovan kontrolnim roztokem bez testované latky.

Narodni a mezinarodni organizace maji pro testy toxicity na fasach vlastni kritéria pro validitu
testu, ale kritéria dle ISO a OECD se shoduji v podmince, Ze pH v kontrolnim roztoku se nesmi
lisit o 1,5 jednotky oproti pH v imobilizovaném stadiu. [38]

3.3.4.5 Rapidtoxkit

Rapidtoxkit piedstavuje krat$i verzi Thamnotoxkitu, vyuziva larvy korysa Thamnocephalus
platyurus, u kterych méfi stres po 15, 30 nebo 60 minutach expozice. Baleni tohoto
mikrobiotestu obsahuje vse potfebné pro provedeni tiech nezavislych sérii testu.

Cysty korysu se nechaji lihnout v nadobce se standardni vodou po dobu 35-45 hodin, za
intenzity osvétleni 3000-4000 luxti a pii teplote 25 °C. Larvy se ponechaji s testovanymi vzorky
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k inkubaci po dobu 60 minut, za teploty 25 °C a za nepfistupu svétla. Po hodin¢ inkubace jsou
piidany cervené mikrospory, které slouzi jako potrava testovanych jedincti. Pfidanim
mikrospor za¢ind inkubace trvajici 15-30 minut za nepfistupu svétla. Nasledné je pfidano
¢inidlo, které larvy usmrti. Usmrcené larvy jsou pomoci mikropipety pfeneseny na desticku,
ktera je zkoumana pod stereomikroskopem. Podle poctu jedincti s tmaveé Cervenymi organy se
urcuje procentudlni inhibice piijmi mikrospor larvami. Toxicky ucinek je prokdzan v ptipadé,
je-li inhibice ptijmu mikrospor vétsi nez 30 %. Test je prohlasen za neplatny v ptipad¢, Ze méné
jak 50 % testovanych organismi v kontrole vykazuje piijem potravy. [39]

Obrdzek 3.17: Thamnocephalus platyurus [40]

3.3.5 Fytotesty

Testy fytotoxicity jsou pouzivany pii hodnoceni toxicity chemickych latek a hodnoceni jejich
ucinki na strukturu a funkci ekosystému. Vyhodou téchto testi je jejich ekonomicka
a materialova nenarocnost.

Fytotesty byly vyuzivany uZz na zacatku 20. stoleti, ale aZ v roce 1970 byly vytvofeny testovaci
metody, které se i v soucasnosti pouzivaji ke stanoveni toxicity komercné vyrabénych produkti
(zejména pesticidit). V poslednich letech fytotesty nabyvaji na vyznamu jesté vice, pfispivaji
k tomu environmentalni regulacni opatieni, ktera provedeni fytotesti pozaduji. [41]

Tabulka 3.6: Typy fitotestii a jejich mérend odezva [41]

Test Mérena odezva
1. FElongace kofene Délka kotene
2. Enzymaticky test Aktivita enzymil
3. Fyziologické testy Rychlost fotosyntézy, rychlost respirace
4. Kli¢ivost semen Procento vykli¢enych semen
5. Produkce biomasy Susina
6. Rust kli¢nich rostlin Vyska rostlin, velikost listové plochy
7. Zivotni cyklus Vyska rostliny, suSina, pocet kvétl, plodii a semen

3.3.5.1 Test toxicity na okiehku mensim (Lemna Minor)

33511 Charakteristika testu
Toxicita syntetizovanych vzorkli N-nitroaminii a N-nitrosoamini se ur¢i pomoci testu
semichronické expozice na okiehku mensim (Lemna Minor). Roztoky vzorkli o riznych
koncentracich rozpusSténé v zZivném roztoku se sleduji po dobu expozice trvajici 7 dni. Vzorky
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jsou kazdych 24 hodin srovnavany s kontrolnim roztokem bez testované latky. Toxicita je
vyhodnocovana na zadklad¢ srovnani poctu stélek (rychlost ristu) a alesponl jedné ze tii
charakteristik: velikosti listové plochy, obsahu chlorofylu a hmotnosti susiny.

3.35.1.2 Charakteristika organismu

Okichek mensi se taxonomicky fadi do krytosemennych rostlin (Angiospermophyta)
kvetoucich, tfidy jednod€loznych (Monocotyledonpsida), ¢eledé Lemnaceae. Tato jednoleta
rostlina se vyskytuje v nizinach az subalpinskych polohach na vSech kontinentech, chybi jen na
Antarktidé a vysoké Arktidé. Obycejné pokryva hladiny stojatych a pomalu tekoucich vod,
snasi uplné zaslunéni i zastinéni, za piihodnych podminek pokryva celou plochu hladiny
a vyrazn¢ tak meéni kvalitu ekosystému. Rozmnozuje se zpravidla pouze vegetativné a kvete
velmi vzacné. Jeho vyskyt je vitan v obhospodatovanych vodach, kde miize slouzit jako vhodna
potrava pro ryby a vodni ptactvo. Zdrava kolonie okfehku ma 2-5 zelenych, plochych, vejcitych
az eliptickych stélek (listkt) o priméru 1,5-5 mm, ptitom na jednu stélku ptipada jeden jemny
kofinek. [42]

Obrdzek 3.18: Okiehek mensi (Lemna Minor) [43]

3.3.5.1.3 Provedeni testu

Pro provedeni testu je vhodny kultivaéni box s kontinudlnim osvétlenim o intenzité
6500-10 000 lux a udrzZovani konstantni teploty 24 + 2 °C. Objem testované koncentrace je
volitelny, avSak 100 ml ve 150 ml kadince se zda byt nejvhodngjsi, pficemz ve vSech
testovanych koncentracich musi byt pocet listkti totozny (mezi 10 az 16 listky). Na za¢atku i na
konci testu je dobré zméfit pH a teplotu v kazdé kadince.

Béhem sedmidenni expozice se sleduji kadinky s testovanymi vzorky i kontrolni kadinky
nejlépe kazdych 24 hodin a zaznamenava se pocet listkl (rychlost ristu okiehku). Zaznamenava
se také odumirani ¢asti rostliny tzv. nekroza, zloutnuti tkan€ tzv. chlor6za a ptipadné i rozpad
kolonii na 1 az 2 stélkové kolonie. Pro vyhodnoceni listové plochy se na zacatku a na konci
testu pofidi fotografie, které poté poslouzi k digitalni analyze obrazu pomoci programu NIS-
Elements.
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3.35.14 Vyhodnoceni testu
3.35.141 Vyhodnoceni rychlosti riistu

Z daju o poctu listki nebo z velikosti listové plochy na zacatku a na konci testu Ize vyhodnotit
ristovou rychlost. Rlstova rychlost se vyhodnocuje pro kazdé obdobi, kdy byl zaznamendvan
pocet listki ¢i velikost jejich plochy. Vyslednéd rastova rychlost je pak jejich primérnou
hodnotou.

_InN,-InN,

t,

u &)
kde
No je pocet listkl (velikost plochy) na pocatku testu nebo zaznamenavaného obdobi

Nn je pocet listka (velikost plochy) na konci testu nebo zaznamenavaného obdobi
th je doba trvani testu nebo zaznamenavaného obdobi
3.35.14.2 Vyhodnoceni obsahu chlorofylu pomoci spektrofotometrie

Rostliny se pfenaseji do zkumavek, kde jsou pfelity metanolem a uzavieny vicky. Extrakce
probihé 2-7 dni v lednici, kde nejsou rostliny vystaveny svétlu a teplu. Extrakce se urychluje
kazdodennim protfepanim zkumavek. Po skonceni extrakce se zméfi absorbance pii vinovych
délkach 666 nm a 653 nm.

Ccnl, =15,65-Age6-7,34Ags3 (2)
Ceni,=27,05'Ags3-11,21"Aggs (3)

Cent celk. =Cen, TConi,, (4)
kde
Ccni je koncentrace chlorofylu [pug-cm] (koncentrace chlorofylu a a chlorofylu b se uréuji
zvlast’)
Asss @ Ags3 jSOU nameiené absorbance pii vinové délce 666 nm nebo 653 nm

Vyse uvedené vzorce plati pro objem vzorku 1 cm®a pro délku optické drahy 1 cm, takze je
nutné zahrnout do vypoctu i jeho fedéni.

3.35.14.3  Vyhodnoceni inhibice

Pro kazdou testovanou koncentraci se vypocita inhibice ristu z hodnot riistové rychlosti nebo
obsahu chlorofylu. Takto ziskané hodnoty inhibice rtstu se graficky vynesou jako zavislost na
logaritmu koncentrace a z rovnice zavislosti se ur¢i inhibice odpovidajici 50 % (ICsp).

. H*-HY#-100 [%]

i HK
kde

()

li je inhibice méfeného znaku pro danou koncentraci i; je-li li < 0, jedna se o stimulaci ristu
H¥ je rychlost rlistu nebo obsah chlorofylu v kontrole

H"Z! je rychlost riistu nebo obsah chlorofylu v testované koncentraci vzorku [18,44,45]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem zadani bakalaiské prace byla syntéza N-nitro a N-nitrososloucenin z levnych prekursori
a nasledné¢ otestovani jejich toxicity na standardnim fytotestu (inhibice riistu okifehku mensiho
Lemna Minor).

Z celkového poctu 10 syntetizovanych latek byly pro testovani vybrany hexogen,
1,3,5-trinitroso-1,3,5-triazin, dinitropentamethylentetramin a dinitrosopentamethylentetramin.

4.1 Syntéza nitramint
4.1.1 Syntéza RDX

7,0 g hexaminu bylo ptidavano do 45 ml 99 % kyseliny dusi¢né po dobu 15 minut, tak aby
teplota nepiesahla 30 °C. Béhem piidavani hexaminu byla smés dikladné michana. Po
poslednim pifihozu byla smés jesté dikladn€ promichavéana a nasledné byla ochlazena na 0 °C,
pri této teploté byla smés pomalu promichavana po dobu 20 minut. Smés byla poté vylita do
ledové vody o 4x vétsim objemu nez objem smési. Vysrazeny produkt byl odfiltrovan, promyt
2x10 ml ledové vody a usuSen na vzduchu. Po rekrystalizaci z acetonu bylo ziskano 6,5 g RDX
(58,6 % z maximalniho mozného vytézku) s teplotou tani 201 °C. [46]

Obrazek 4.1: Schéma laboratorni pripravy RDX
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4.1.2 Syntéza DADN

Do trojhrdlé banky opatiené chladicem a magnetickym michadlem bylo dano 1,6 g hexaminu,
0,7 g octanu amonného a 0,8 g vody za teploty 5-10 °C. Do michaného roztoku bylo po kapkach
piidavano 3,2 ml acetanhydridu po dobu 60 minut a teplota byla udrzovana pod 10 °C. Poté
byla smés jeSté chvili michana a prevedena do kadinky. Tato smés byla poté pomoci
ptikapavatka ptidavana pii 18-20 °C po dobu 80 minut do smési z 4,4 ml koncentrované
kyseliny dusi¢né a 12,9 ml 96% kyseliny sirové. Po 20 minutach michani byla smés smichana
s 230 g kostek ledu. Vysrazel se bily produkt, ktery byl odfiltrovan, promyt ledovou vodou a
ususen na vzduchu. Bylo ziskéno 0,9 g DADN, coZ je 27,2 % z maximalniho moZného vytézku
(vztazeno na hexamin). [47]

29



Obrdazek 4.2: Schéma laboratorni pripravy DADN
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4.1.3 Syntéza HMX

4.1.3.1 Syntéza z DADN

V trojhrdl¢é bance bylo smichano 6,6 ml dymavé kyseliny dusicné a 3,4 g oxidu fosforecného,
do takto pfipravené nitrani smési bylo najednou ptidano 0,4 g DADN. Obsah banky byl
michéan hodinu pfi teploté 50 °C a poté 3 hodiny pii pokojové teploté. Michani bylo zastaveno
a batika byla ponechana pti pokojové teploté dalSich 20 hodin. Reak¢éni smés byla vylita na 100
g ledu a ptidanim 200 ml studené vody se vysrazel produkt. Produkt byl odfiltrovan na frité a
promyt ledovou vodou. Bylo ziskano 0,2 g HMX, coz je 49 % z maximalniho mozného
vytézku. [47]

Obrazek 4.3: Schema laboratorni pripravy HMX z DADN
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4.1.3.2 Syntéza z paraformaldehydu

Do trojhrdlé banky bylo diano 50 ml kyseliny octové, 0,8 g acetanhydridu a 1,0 g
paraformaldehydu. Banika byla opatiena magnetickym michadlem, teplomérem a byly do ni
zavedeny dvé pifikapavaci nalevky. Do prvni bylo nalito 11,0 g smési piipravené z 15,0 g
dusi¢nanu amonného a 9 ml dymavé kyseliny dusicné. Druhd nalevka byla naplnéna 6,4 g
hexaminu a 20 ml kyseliny octové. Smési z obou ptikapavacich nalevek byly prikapavany do
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banky po dobu 40 minut za neustalého chlazeni pomoci lazn¢ z vody a ledu, tak aby teplota
nepiesahla 45 °C. Po ptidani %4, 72 a % obsahu ptikapavacich nalevek byly vzdy pfidany 4 ml
acetanhydridu a po pfidani celého obsahu bylo pfiddno 8 ml acetanhydridu (v pribéhu
piikapavani smeési bylo tedy piidano dohromady 20 ml acetanhydridu).

Ptikapavaci nalevky byly doplnény, do prvni byl nalit zbytek (17,0 g) smési dusi¢nanu
amonného s kyselinou dusi¢nou a do druhé 25 ml acetanhydridu. Takto naplnéné nalevky byly
opét piikapavany po dobu 30 minut, tak aby teplota neptesahla 45 °C. Smés v bance byla hodinu
michana pod teplotou 45 °C, poté do ni bylo nalito 20 ml teplé vody a byla refluxovéana hodinu
pfti teploté 90-100 °C. Nasledné byla smés ochlazena na okolni teplotu a vylita na 120 g ledu.
Po rozmichani s ledem se vysrazel bily produkt. Po roztani veskerého ledu byl produkt
odfiltrovan, promyt ledovou vodou a usuSen na vzduchu. Bylo ziskdno 2,2 ¢ HMX, coz je
16,3 % z maximalniho mozného vytézku (vztazeno na hexamin). [48]

Obrazek 4.4: Schema laboratorni pripravy HMX pomoci paraformaldehydu
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4.1.4 Syntéza DPT

6,0 g mocoviny bylo za stalého michani po porcich pfidavano do smési z 14,8 ml koncentrované
kyseliny dusi¢né a z 15 ml 96% kyseliny sirové, tak aby teplota se teplota pohybovala v rozmezi
-5 - 0°C. Po ptidani mocoviny byla reakéni smés slita s 30 ml ledové vody. Do této smési bylo
pak pfidavano 50 ml 37% formaldehydu tak, aby teplota neptesahla 20 °C. Poté byla smés
zahtata na 35 °C, michéna 30 minut, ochlazena a zneutralizovana na pH 6 25% amoniakem pii
teploté 20-25 °C. Bila srazenina byla odfiltrovana a promyta ledovou vodou. Po rekrystalizaci
Z acetonu bylo ziskano 3,0 g DPT, coz je 13,8 % z maximalniho moZného vytézku (vztaZzeno
na mocovinu). Po rekrystalizaci mél produkt teplotou tani 205 °C [49]
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Obrazek 4.5: Schéma laboratorni pripravy DPT
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4.1.5 Syntéza N-nitromocoviny
4.1.5.1 Nitrat mocoviny

25,0 g mocoviny a 10 ml vody bylo pomalu michdno v kéddince opatfené¢ magnetickym
michadlem a pomalu bylo pfilito 32 ml 65% kyseliny dusicné. Kadinka byla chvili
promichavana a po zhoustnuti smési byla kddinka dana na 20 minut do mrazdku. Nitrat
mocoviny byl zbaven zbyvajici kyseliny vakuovou filtraci na frit€. Timto krokem bylo ziskano
33,2 g nitratu mocoviny.

4.1.5.2 N-nitromocovina

5,5 g nitratu bylo poté pridavano do kadinky s 15 ml 96% kyseliny sirové, tak aby teplota
neptesahla 0 °C. Smés byla pak michana 40 minut a udrzovana na teploté 0 °C. Nasledn¢ byly
do smési pridavany kostky ledu, tak aby méla smés objem 35 ml. Vysrdzeny bily produkt byl
odfiltrovan na frité, promyt ledovou vodou a ususen na vzduchu. Timto zplisobem bylo ziskano
3,6 g N-nitromocoviny. [50]

Obrazek 4.6: Schéma laboratorni pripravy N-nitromocoviny
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4.1.6 Syntéza nitroguanidinu

Do kadinky opattené magnetickym michadlem bylo umisténo 24,5 ml 96% kyseliny sirové a
byla zchlazena na 0 °C pomoci lazn€ s ledem a soli. Jakmile teplota dosahla 0 °C, bylo za
michani po porcich pfidavano 9 g guanidin hydrochloridu a teplota smési byla udrzovéna stéale
na 0 °C. Po pfidani guanidin hydrochloridu bylo do smési piikapavano 8 ml 65% kyseliny
dusi¢né po dobu 40 minut pfi teploté -5 - 0 °C za neustalého michani. Po ptidani kyseliny
dusi¢né byla smés jesté¢ 20 minut michana pfi teploté 0 °C a poté byla vylita na 50 g drceného
ledu. Po roztani ledu byl produkt odfiltrovan, promyt 2x10 ml ledové vody a usuSen voln¢é na
vzduchu. Po rekrystalizaci produktu z vrouci vody bylo ziskano 8,1 g nitroguanidinu, coz je
82,6 % maximalniho mozného vytézku. [48]
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Obrazek 4.7: Schéma laboratorni pripravy Nitroguanidinu
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4.1.7 Syntéza 2-nitrimino-hexahydro-1,3,5-triazinu

2,7 ml kyseliny chlorovodikové bylo nalito do trojhrdlé banky opatiené michadlem,
teplomérem a chladicem. Poté bylo pfidano 1,5 g nitroguanidinu a po jeho rozpusténi bylo po
malych davkach ptidavano 3,6 g hexaminu po dobu 30 minut tak, aby reak¢ni teplota
vystoupala na 38 °C. Po skonc¢eni reakce byla baiika zchlazena na laboratorni teplotu a po dobu
24 hodin byla ponechdna v klidu. V pribéhu 24 hodin se v baice vytvorily krystaly
2-nitrimino-hexahydro-1,3,5-triazin trihydrochloridu, které byly odfiltrovany a promyty 2x5 ml
metanolu. Timto zpusobem bylo ziskano 0,8 g 2-nitrimino-hexahydro-1,3,5-triazin
trihydrochloridu, coz je 29,6 % z maximalniho mozného vytézku. [48]

Obrazek 4.8: Schéma laboratorni pripravy 2-nitrimino-hexahydro-1,3,5-triazin trihydrochloridu
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4.2 Syntéza nitrosoamint
4.2.1 Syntéza 1,3,5-trinitroso -1,3,5-triazinu

2,0 g hexaminu byly rozpustény v 80 ml destilované vody, k takto pfipravenému roztoku bylo
prilito 30 ml 10% kyseliny chlorovodikové. Za stalého chlazeni ledovou lazni bylo do kadinky
piidavéano 5 g dusitanu sodného rozpusténého v 30 ml destilované vody. Po piidani veskerého
dusitanu se reak¢éni smés zacala Zluté zabarvovat a produkt se zacal srazet v podobé Zluté pény,
takto vysrazeny produkt byl ponechan 10 minut v lednici ke ztuhnuti. Po rekrystalizaci produktu
z acetonu bylo ziskano 1,4 g 1,3,5-trinitroso-1,3,5-triazinu, coz je 56,3 % z maximalniho
mozného vytézku. Produkt mél po rekrystalizaci teplotu tani 104 °C. [51]
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Obrazek 4.9: Schéma laboratorni pripravy 1,3,5-trinitroso -1,3,5-triazinu
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4.2.2 Syntéza DNPT

Do roztoku 7,0 g hexaminu a 9,7 ml kyseliny octové v 250 ml destilované vody byl pfidavan
po dobu 10 minut za neustdlého michani ledovy roztok 10,4 g dusitanu sodné¢ho v 50 ml
destilované vody. Po pfidani roztoku dusitanu se vysrazel zluté zbarveny produkt. Kadinka byla
hodinu ponechana v lednici, aby produkt ztuhnul. Nasledn¢ byl produkt odfiltrovan a promyt
10 ml studené vody. Po rekrystalizaci produktu z acetonu bylo ziskdno 4,9 g
dinitrosopentamethylentetraminu (DNPT), coz je 52,7 % z maximalniho mozného vytézku.
Takto ziskany produkt mé&l teplotu tani 205 °C. [51]

Obrazek 4.10: Schéma laboratorni pripravy dinitrosopentamethylentetraminu
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4.2.3 Syntéza N-nitrosoguanidinu

Do kadinky s 50 ml destilované vody, 0,84 g N-nitroguanidinu a 20 g nadrceného ledu bylo
piidano 0,72 g praSkového zinku a vSe bylo dikladné promichano. Pomoci kapatka byl poté do
kadinky pfikapavan za stalého michani roztok 0,44 g chloridu amonného v 10 ml destilované
vody tak, aby teplota reakéni smési nepfesahla 25 °C. Béhem piidavani roztoku chloridu
amonné¢ho se reakéni smes zbarvila z Seda do zelena. Zeleny produkt byl poté odfiltrovan ptes
skladany papirovy filtr a byl promyt ledovou vodou. Bylo ptipraveno 0,61 g
N-nitrosoguanidinu, to je 85,1 % z maximalniho mozného vytézku. [52]
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Obrazek 4.11: Schéma laboratorni pripravy N-nitrosoguanidinu
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4.3 Test inhibice ristu okifehku mensiho

K testovani toxicity byly vybrany dvé dvojice latek s totoznou strukturou, liSici se pouze
funkénimi  skupinami. Jde o  1,3,5-trinitro-1,3,5-triazinan  (dale jen RDX),
1,3,5-trinitroso- 1,3,5-triazinan (dale jen TNX), 3,7-dinitro-1,3,5,7-tetrazabicyklo[3.3.1]nonan
(dale jen DPT) a 3,7-dinitroso-1,3,5,7-tetrazabicyklo[3.3.1]nonan (dale jen DNPT).
Vysledkem testu by mély byt inhibi¢ni koncentrace 168nICso.

Obrazek 4.12: Strukturni vzorce testovanych latek RDX, TNX, DPT a DNPT
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4.3.1 Priprava koncentrac¢nich fad testovanych latek

Jako médium bylo pro test toxicity nitraminli vybran 2% roztok acetonu v fedici vod¢, kteréd
byla pfipravena smichanim zasobnich roztoku zivin a destilované vody. [20]
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Tabulka 4.1: Vliv acetonu na rist okiehku mensiho [20]

Roztok rozpoustédla (%) v Inhibice rlstu (%)
1 0,0032 33
2 0,0028 40
4 0,0006 88

Ptiprava fedici vody:

Do 1000 ml odmérné banky bylo napipetovano 20 ml zasobniho roztoku ¢. 1, ¢.2a¢. 3a 1 ml
zasobniho roztoku €. 4, €. 5, €. 6, €. 7 a €. 8. Po napipetovani zasobnich roztokii byla bainka
doplnéna po rysku destilovanou vodou.

Tabulka 4.2: Zdsobni roztoky pro namichani redici vody a jejich sloZeni

Zasobni roztok ¢. 1 | NaNOs3 (17,5 g/l) KH2PO4 (4,5 g/l)
K2HPO4 (0,63 g/l)

MgSOs -7H0 (5 g/l)

Ca(NOs), -4H20 (14,75 g/1)
H3BO3 (120 mg/l)

ZnS04 -7H20 (180 mg/1)
Na;MoOj4 -2H>0 (44 mg/l)

MnClI; -4H>0 (180 mg/l)

FeCls -6H20 (0,76 g/l)

Na,EDTA -2H>0 (1,5 g/l)

Zasobni roztok ¢.

Zasobni roztok ¢.

Zasobni roztok ¢.

Zasobni roztok ¢.

Zasobni roztok ¢.

Zasobni roztok ¢.

(e BEN N No) I AV, IR N -NRAUS IR \O)

Zasobni roztok ¢.

Zakladni koncentra¢ni fady pro vSechny latky byly v rozmezi 0,01 — 100 mg/1 a byly ptipraveny
nasledujicim zplisobem:

Prvni byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentracich 5 g/l, 50 mg/l a 0,5 mg/l, z nich byly
dale fedény ostatni koncentrace podle tabulky 4.3.

Tabulka 4.3: Priprava zdsobnich roztoki latek

ZR1 250 mg latky + 50 ml acetonu
ZR 2 0,1 ml ZR 1 + 9,9 ml acetonu
ZR 3 0,1 ml ZR 2 + 9,9 ml acetonu

Tabulka 4.4 Priprava koncentracnich rad latek pro orientacni test

100 mg/I 98 ml RV +2 ml ZR 1
10 mg/I 98 ml RV + 0,2 ml ZR 1 + 1,8 ml acetonu
1 mg/l 98 ml RV + 2 ml ZR 2
0,1 mg/l 98 ml RV + 0,2 ml ZR 2 + 1,8 ml acetonu
0,01 mg/l 98 ml RV +2 ml ZR 3

U latek RDX a TNX bylo provedeni orienta¢niho testu vV koncentra¢nim rozmezi 0,01-100 mg/I
neobjektivni a hodnotu 1Csp nebylo mozno urcit.

36



RDX bylo podrobeno zakladnimu testu v koncentraénim rozmezi 10-200 mg/l a TNX
v rozmezi 10-100 mg/I.

Tabulka 4.5. Priprava koncentracni rady pro zdkladni test u RDX

200 mg/I 98 ml RV + 20 mg RDX + 2 ml acetonu
150 mg/I 98 ml RV + 15 mg RDX + 2 ml acetonu
100 mg/I 98 ml RV +2mlZR 1

50 mg/I 98 ml RV + 1 ml ZR 1 + 1 ml acetonu
10 mg/I 98 ml RV + 0,2 ml ZR 1 +1,8 ml acetonu

Tabulka 4.6. Priprava koncentracni fady pro zdkladni test TNX

100 mg/I 98 ml RV +2ml ZR 1

70 mg/I 98 ml RV + 1,4 ml ZR 1 + 0,6 ml acetonu
50 mg/l 98 ml RV + 1 ml ZR 1 + 1 ml acetonu

30 my/l 98 ml RV + 0,6 ml ZR 1 + 1,4 ml acetonu
10 mg/I 98 ml RV + 0,2 ml ZR 1 +1,8 ml acetonu

4.3.2 Prubéh testu

Koncentrace vSech toxikantl u orienta¢niho i zékladniho testu byly nality do 150 ml kadinek.
Do kazdé z kadinek vcetné kontrol bylo pfeneseno 9 listkli okiehku a kadinky byly ptikryty
Petriho miskami.

Kadinky byly umistény do laboratofe se stalou teplotou 24-25 °C pod umé¢lé osvétleni, kde byly
nepfetrzité¢ po dobu 7 dni.

Kazdych 24 hodin byl zaznamenavan pocet listkli okiehku a jejich ptipadna chlor6za (nazloutla
tkan) nebo nekroza (bild rozmocena tkan).
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5 VYSLEDKY

Z né€kolika existujicich metod pro stanoveni inhibice riistu okiehku mensiho byla pouzita
metoda stanoveni na zadklad¢ rlstové rychlosti. Rustova rychlost byla méfena v rliznych
koncentracich testované latky a v kontrole a podle vztahl z experimentalni casti byla
vypocitana jejich inhibice.

5.1 Vysledky orientacniho testu

V kontrole (2% roztok acetonu v fedici vodé€) bylo na konci testu 97 listkii okiehku a byla tak
splnéna podminka validity testu (narist poctu listkli v kontrole na osminasobek). Ristova
rychlost v kontrole byla tak stanovena na hodnotu 0,3442.

Tabulka 5.1: Vysledky orientacniho testu latky DNPT

Koncentrace (mg/l) Ristova rychlost p I, (%)
0,01 0,3367 0,9
0,1 0,3174 6,6

1 0,3103 8,6

10 0,2889 14,9
100 0,0822 75,8

Obrdzek 5.1: Graf zdvislosti inhibice na logaritmu koncentrace DNPT
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Rovnice linedrni regrese odedtend z grafu pro DNPT:
y =15,823x + 21,361

Piiklad vypocétu ICso pro DNPT:

50 =15,823x +21,361
©50-21,361

=583 8

ICs0=10* = 108! = 64,56 mg/I
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Pomoci této rovnice byla vypocitana hodnota koncentrace odpovidajici 50% inhibici:

168n1Cs0 64,56 mg/I

Tabulka 5.2: Vysledky orientacniho testu latky DPT

Koncentrace (mg/l) Rustova rychlost p I, (%)
0,01 0,3241 4,6
0,1 0,2421 28,7
1 0,3139 7,6
10 0,2533 25,4
100 0,0411 87,9
Obrdazek 5.2: Graf zavislosti inhibice na logaritmu koncentrace DPT
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Rovnice linearni regrese odectena z erafu pro DPT:

y = 18,366x + 26,779

Pomoci této rovnice byla vypocitana hodnota koncentrace odpovidajici 50% inhibici:

168n1Cs0 18,38 mg/I

Tabulka 5.3: Vysledky orientacniho testu RDX

Koncentrace (mg/l) Riistova rychlost p I, (%)
0,01 0,3048 10,3
0,1 0,3191 6,1

1 0,3305 2,7

10 0,3257 4,1
100 0,2825 16,8
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Tabulka 5.4: Vysledky orientacniho testu TNX

Koncentrace (mg/l) Rustova rychlost u I, (%)
0,01 0,3029 10,8
0,1 0,3321 2,2

1 0,3367 0,9

10 0,3367 0,9
100 0,0631 81,4

U latek RDX a TNX nebylo mozno faktor 16snlCs0 objektivné stanovit. U RDX nedoslo
k vyraznéj$i inhibici ristové rychlosti u zadné koncentrace. V testu TNX u nejvyssi
koncentrace doslo k inhibici 81,4 %, ale ani tak nebylo mozno sestavit pfimku linearni regrese
pro vyhodnoceni faktoru. Obé¢ latky musely byt tedy podrobeny zakladnimu testu s jinym

koncentra¢nim rozmezim.
5.2 Vysledky zakladniho testu RDX a TNX

U zékladniho testu v kontrole vyrostlo pouze 22 listki z ptivodnich 9, nebyla tedy splnéna
podminka nartstu osmindsobku listkd z jejich ptivodniho poctu. Test musel byt vyhodnocen
jako neplatny.

Na listcich v kontrole byla zpozorovana nepatrna nekréza, chloroza a také plisen na kofincich
rostliny. Z porovnani nekrézy a chlor6zy u testovanych latek lze tvrdit, ze vice toxickou latkou
je TNX. U vsech testovanych koncentraci TNX doslo k rozmoceni a k zbéleni tkané¢ listku,
oproti tomu v koncentracich latky RDX byl stav stejny jako v kontrole a k rozmoceni listkt
nedoslo (viz obrazek 5.3).

Obrazek 5.3: Zakladni test - nahore TNX, dole RDX

40



6 DISKUZE VYSLEDKU

Kwviili nesplnéni podminek pro platnost zakladniho testu mohly byt uréeny faktory 168nlCso jen
u dvou latek ze Ctyf.

Jiz z orienta¢niho testu mohly byt uréeny inhibi¢ni koncentrace 168hICso u latek DNPT a DPT.
U latky DNPT byla hodnota inhibi¢ni koncentrace 168hlCso vypocitana na 64,56 mg/l, u DPT na
18,38 mg/l. Z grafu pro DPT (viz obrazek 5.2) musel byt odstranén bod ptedstavujici inhibici
pti koncentraci 0,1 mg/l, kaddinka s touto koncentraci musela byt pfed pouzitim znecisténa,
doslo v ni totiz k nepfimétené inhibici.

U RDX a TNX nebylo mozno hodnoty ICsp z orienta¢niho testu ur¢it a muselo se piistoupit
k zakladnimu testu, kde byla latka RDX testovana v rozmezi koncentraci 10-200 mg/l a TNX
v rozmezi 10-100 mg/l. Nedoslo ke splnéni podminek platnosti testu, rostlina byla na kofincich
pokryta plisni a pfi mnoZeni rostliny se tvofily kolonie zakrslych listkli. Pfestoze test nesplnil
o¢ekavani, bylo z n&j mozno vypozorovat rozdil v toxicité testovanych latek. U RDX byl stav
rostliny stejny jako v kontrole, ale u TNX doslo ke kompletni nekroze vsech rostlin.

Orientac¢ni test u TNX napovédél, Ze hodnota 168nCsp této latky se bude nachazet v rozmezi 10-
100 mg/I.

RDX se projevovalo ze vSech testovanych latek nejméné toxicky, hodnotu jeho 168nlCso 1ze
tézko odhadovat. V orienta¢nim testu koncentrace 100 mg/l vykazovala 16,8% inhibici, pfi
zékladnim testu v koncentraci 200 mg/l (skoro nasyceny roztok) nebyly pozorovany zadné
zmeény oproti kontrole.

Vysledky mohly byt ovlivnény odpafovanim acetonu, ve kterém byly testované latky
rozpuStény. Kadinky nebyly dokonale utésnény a diky odpafeni acetonu byly zejména
V nejvyssich koncentracich pozorovany vypadnuvsi krystaly testovanych latek.

Tabulka 6.1 Souhrn vysledkii ctyr testovanych ldatek

Test. litka RDX TNX DPT DNPT
16801 Cso (mg/1) - 10-100 18,38 64,56

Na zéklad¢ provedenych testli miizeme oznacit testované latky TNX, DPT a DNPT za Skodlivé
pro vodni organismy (viz tabulka 6.2).

Tabulka 6.2: Hodnoceni chemickych latek a pripravkii se provadi dle narizeni viady ¢. 25/1998 a podle
vyhlasky MZe CR ¢.84/1997 [53]

R véty Mira toxicity I1Cso
R 50 Vysoce toxické pro vodni organismy ICs0 < 1 mg/l
R51 Toxické pro vodni organismy 1 mg/l < 1Cs0 <10 mg/I
R 52 Skodlivé pro vodni organismy 10 mg/l < 1Cso < 100 mg/I
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7 ZAVER
Z provedeného testu toxicity na okiehku mensim (Lemna Minor) bylo mozno posoudit velikost

vlivu toxicity na testovany organismus. Testem byly zjiStény inhibi¢ni koncentrace 168nlCso
u latky DNPT 64,56 mg/1 a u latky DPT 18,38 mg/I.

Prestoze podminky platnosti u testovani RDX a TNX nebyly splnény, byl pozorovan vétsi
ucinek toxicity u TNX. Hodnota 168nlCso pro TNX je odhadovana na zakladé orienta¢niho testu
na 10-100 mg/I.

RDX se v testech prokazovalo nejmensi toxicitu ze vSech testovanych latek, jeji hodnotu 1Cso
ale nelze z testi ani odhadnout.

Pribéh testu naznacil, ze tfi ze ¢ty (DNPT, DPT a TNX) testovanych latek jsou skodlivé pro
vodni organismy.

RDX, které je vyrdbéno pro vojenské ticely nebylo v testu shleddno toxickym, avSak je mozné,
ze tato latka toxicky plisobi Vv pribéhu své degradace, jejiz meziproduktem jsou nckteré
N-nitrosolatky (napt. TNX).
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

RDX

HMX

TNT

HNIW

TEX

TENGU

HBX

IUPAC

CAS

DPT

HBIW

TAIW

DFTHP

LDso

LCso

ECso

ICso

1,3,5-trinitro-1,3,5-triazinan
1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazokan
2,3,6-trinitrotoluen

2,4,6,8,10,12-Hexanitro-2,4,6,8,10,12-
hexaazatetracyklo[5.5.0.0%31*.0°°]dodekan

4,10-dinitro-2,6,8,12-tetraoxa-4,10-diazotetracyklo[5,5,0>°,03!!] dodekan
1,3,5,7-tetranitroglykouril

Composition 4 — plasticka trhavina

High Blast Explosive — plasticka trhavina

International Union of Pure and Applied Chemistry

Chemical Abstracts Service
3,7-dinitro-1,3,5,7-tetrazabicyklo[3.3.1]nonan
2,4,6,8,10,12-hexabenzyl-2,4,6,8,10,12-hexaazaisowurtzitan
4,10-dibenzyl-2,6,8,12-tetraacetyl-2,4,6,8,10,12-hexaazaisowurtzitan
1,4-diformyl-2,3,5,6-tetrahydroxypiperazin

letalni davka, pti které zahyne 50 % vSech organismil

letalni koncentrace, pfti které zahyne 50 % vsech organismut

efektivni koncentrace, kterd zplisobi thyn nebo imobilizaci 50 % vSech
organismil

inhibi¢ni koncentrace, ktera zptisobi 50% inhibici ristu ve srovnani s kontrolou
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NOEC

LOEC

NOAEL

LOAEL

CSN EN ISO

TNV

ASTM

US EPA

EEC

AFNOR

OECD

DADN

TNX

DNPT

MZe CR

No Observed Effect Concentration - nejvyssi testovana koncentrace latky, u
které jesté nebyl pozorovan vyznamny ucinek ve srovnani s kontrolou

Lowest Observed Effect Concentration - nejnizsi koncentrace testované latky v
testu, pfi které byl pozorovan jiz vyznamny tcinek ve srovnani s kontrolou

No Observed Adverse Effect Level - mnoZstvi nebo koncentrace toxikantu, pfi
kterém mize byt G€inek latky pozorovan, neni vSak povazovan za nezadouci

cvwr

pii které jsou jiz pozorovany nezadouci u¢inky
Ceska technickd norma
Ceska norma vodohospodarska

American society for Testing and Materials; americka spole¢nost pro testovani
a materialy

United States Environmental Protection Agency
Europan Economic Community
Association Francoise de Normalisation

Organization for Economic Co-operation and Development; mezinarodni
organizace, kterd provadi standardizaci

1,5-diacetyl-3,7-dinitro-1,3,5,7-tetraazacyklooktan
1,3,5-trinitroso-1,3,5-triazinan
3,7-dinitroso-1,3,5,7-tetrazabicyklo[3.3.1]nonan
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