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ABSTRAKT

Predmétem této bakalarské prace bylo pouziti ekotoxikologickych biotestil pii posuzovani odpadnich
vod s obsahem farmak. U téch neni v soucasné dobé legislativou nafizena kontrola testy akutni
ekotoxicity. Provadi se pouze chemicka analyza stanovenych parametri vypousténych vod.
Farmakologické slouc¢eniny nejsou sledovany vibec.

Biotesty byly provadény formou toxkith od spolecnosti MicroBioTests Inc. ato na organismech
Thamnocephalus platyurus a Spirodela polyrhiza. Zkoumany byly vzorky realnych vod z odtokti z COV
Modtice, jeden vzorek piitoku na COV Modtice. Dale byl zkouman vzorek 16¢ivého piipravku Ibalgin®
a ucinek dichromanu draselného.

Ukazalo se, e ekotoxicita odtokis z COV je ve véting piipadi minimélni, pokud je viibec patrna.
Naopak pritok byl zna¢né toxicky pro oba organismy. Ibalgin® pak vykazoval toxicitu pouze pro
jako citlivgjsi, atedy vhodnéjsi pro pfipadné monitorovani. Je nutné podotknout, ze akutni testy
pravdépodobné nevystihuji realny ti€inek vypousténych vod. Dalsi studie by se méla zaméfit na toxicitu
chronickou a komplexné&j$i testy zahrnujici vSechny trofické trovné, tedy producenty, konzumenty
i destruenty.

ABSTRACT

The subject of this bachelor thesis was the use of ecotoxicological bioassays for evaluating wastewater
containing pharmaceuticals. Current legislation does not mandate any acute ecotoxicity testing of
effluents. Only chemical analysis of choice parameters is required. Pharmaceuticals are not monitored.

Bioassays were performed in the form of toxkits using Thamnocephalus platyurus and Spirodela
polyrhiza. The toxkits were provided by MicroBioTests Inc. Evaluated samples were taken from the
Modrice wastewater treatment plant outflow and, in one case, inflow. Furthermore, the effects of the
medication Ibalgin® and potassium dichromate were assessed.

The ecotoxicity of effluent samples proved to be minimal, if present at all. Untreated wastewater was,
in turn, highly toxic for both organisms used. Ibalgin® proved to be toxic only to Spirodela polyrhiza.
Potassium dichromate was more toxic for Thamnocephalus p. Spirodela p. has proven itself to be more
sensitive out of the two organisms and therefore potentially more appropriate for monitoring. As
performed tests focused on acute toxicity, they most likely do not describe the full extent of the effect
effluents have. Therefore, further testing is needed, focusing on chronic toxicity and more complex
bioassays containing all the trophic levels — producers, consumers and decomposers.

KLICOVA SLOVA

Ekotoxikologie, Thamnocephalus platyurus, Spirodela polyrhiza, ¢isténi odpadnich vod, akutni
toxicita, biotest, mikrobiotest

KEYWORDS

Ecotoxicology, Thamnocephalus platyurus, Spirodela polyrhiza, wastewater treatment, acute
toxicity, biotest, microbiotest
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1 Uvop

Veskera lidskd ¢innost s sebou nutné nese tvorbu odpadd. Snaze zmenSit nepfeberné mnoZstvi
hmatatelnych odpadt v§eho druhu je vénovana velka pozornost, a to jak ve védeckych kruzich, tak mezi
SirSi verejnosti. Nelze ale zapomenout, Ze vedle pouzitych predmétl, které je nutno recyklovat,
skladovat nebo spalovat, také produkujeme odpadni vodu.

Technologie ¢isténi odpadnich vod jsou v dnesni dob¢ velmi pokrocilé a stale se zlepsuji. Rozhodné ale
nelze fict, ze by byly schopny odstranit vSechny polutanty. A tak voda, ktera odchazi z Cistirny
odpadnich vod do vod povrchovych neni tak kvalitni a Cista, jako byla, nez se stala odpadem.

Jeji stav je do jisté miry sledovan. Déje se tak v souladu s Ceskou legislativou i evropskymi smérnicemi
ana zakladé nich vypracovanych provoznich tadd. Ptihlizi se k vodnatosti recipientu. Vzhledem
k objemu vod, které protékaji Cistirnami, a k naroc¢nosti podrobnych analyz vSak testujeme pfi
vypousténi jen vybrané parametry, a to pouze v intervalech nebo souhrnnym vzorkovanim.

Jestlize ale nedovedeme vody vycistit zcela a nesledujeme piesné jejich slozeni, 1ze predpokladat, ze se
do vod dostavaji kontaminanty. Pak I1ze uvazovat o vlivu, ktery takovy déj bude mit na vodni organismy,
cely ekosystém a v kone¢ném disledku na ¢lovéka. Pitna voda je totiz absolutné nenahraditelnym
a k Zivotu potfebnym médiem v Zivotnim prostfedi a zdrojem pro ¢lovéka. Jestlize dojde k jeji prilisné
kontaminaci, bude lidstvo ¢elit velmi vaznému problému.

Proto je dilezité zkoumat vliv jiz na vodnich organismech. Nastrojui takového badani je mnoho, nebot’
1 ekotoxikologie prochazi neustalym vyvojem. Volba té nejlepsi techniky pro konkrétni aplikaci uz je

vvvvvv



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ekotoxikologické biotesty

Cilem obvyklych analytickych metod je urceni kvality nebo kvantity zkoumané latky. Mohou tedy urcit
polutanty, které se v prostiedi vyskytuji, spolu s jejich koncentracemi. Ekotoxikologie se vSak zabyva
vlivem latek na Zivotni prostfedi, takze pouze tyto informace nejsou dostacujici. Vyskyt latky jako
takové nemusi mit zadny tcinek, ale pokud jej m4, béZzna analyticka metoda ndm o ném neni schopna
dat vypovidajici informace. Z hlediska ekotoxikologie je tedy nutno urcit, jak budou latky ¢i polutanty
o urcitych koncentracich interagovat s prostfedim a organismy v ném[1].

K tomu slouzi pravé biotesty. Jejich zékladnim principem je vystaveni testovacich organismi
testovanému prostfedi a sledovani jejich nasledné odezvy. Organismus je tu tedy nastrojem,
ne predmétem zkoumani|2].

Biotesty lze pouzit pro vzorky znamych latek o znamych koncentracich za ii¢elem posouzeni jejich vlivu
na ekosystém. Ziskané informace pak mohou byt zakladem pro legislativni opatfeni co se pouZzivani
nebo roz§ifovani téchto latek tyce.

Dale slouzi jako rozsifeni béznych technik monitoringu stavu zivotniho prostiedi[2].

2.1.1 Rozdéleni biotestu

Idealni biotest by zahrnoval veskeré slozky Zivotniho prostiedi v co nejvétSim ¢asovém rozsahu.

Redlné biotopy vsak sestavaji zmnoha slozek a jejich komplexita neni dosazitelna v laboratornich
podminkach. Vzhledem k mnoZstvi proménnych, biologickych, fyzickych i chemickych, by bylo
nemozné dosahnout piesnych vysledkl. Navic by bylo nutné ptidavat latky s potencialné negativnim
vlivem do Zivotniho prostfedi a tim tedy zhorSovat celkovy stav situace. Proto testy na realnych
biotopech maji spiSe podobu sledovani pribéhu piedchozi, netimysiné kontaminace[1].

Myslenka testovaného systému, ktery zahrnuje veskeré soucasti ekosystému, je tedy nepieveditelna do
praxe. Proto se testy zpravidla omezuji jen na jeden druh matrice. Tou je typicky voda, vzduch nebo

wewvr

Vyuzivand matrice ovliviiuje v prvni fad¢ vybér organismu, které se biotestu ti¢astni. Ma ale i vliv na
transport a chovani sledovanych latek. Vzhledem k pfedmétu zkoumani ekotoxikologie se totiz latka
pridava pravé do matrice, ne piimo do téla organismu.

Pripadné je mozné nastavit testy tak, aby zahrnovaly vice matric. Takova soustava se vétSinou pouziva
v ptipadech, kdy sledujeme transport latky mezi systémy. Napiiklad piesun latek z ptdy do vody,
kdy testovanou latku pfidame do pady, ale testovaci organismus je vodni[1].

Dalsim kritériem biotestl je pocet druhli pouZitych organismu, respektive vybér sloZeni baterie testi.

Jednodruhové testy jsou jednodussi co do provedeni a zhodnoceni vysledkll. Davaji ovSsem informace
o odpovédi pouze dan¢ho druhu, ne komplexni informaci o celkovém osudu latky a jejim vlivu na
ckosystém. Jejich uzite¢nost je tedy znaéné omezena, presto jsou stale hojné pouzivané[3].

Vicedruhové systémy se blizi realnému ekosystému a umoziuji zhodnoceni mnoha vztahti a déju, které
nejsou pii jednom druhu patrné. Zaroven ale dochazi ke sjednoceni odpovédi veskerych druhli a mize
byt az nemozné urcit presny osud latky. Specifické vlastnosti jedincti a vznikl¢ struktury mezi nimi navic
snizuji opakovatelnost experimenti[3].

Na pomezi téchto dvou moznosti jsou baterie testti. To jsou testy provadéné na vice organismech
oddélené, ale na stejném vzorku[l]. Tim ziskame vice informaci, nez pii jednodruhovych testech



a vyfeS$ime prekryvajici se odpovédi. Ztracime ale do velké miry moznost pohlédnout podrobnéji na
osud latky pti pohybu napfi¢ ekosystémem.

Poslednim z hlavnich kritérii je délka samotného biotestu a tim i sledované vlastnosti.

Akutni testy se zabyvaji vlivem vysokych davek po jednorazové expozici. Trvaji pomémé kratkou
dobu — do 96 hodin, vétSinou ale minimalné 24. Chronické testy probihaji alespon tii mésice a zkoumaji
davky o né€kolik rada nizsi nez pti akutnich testech. Mohou zahrnovat i dopliovani hladiny testované
latky[1].

Podminky chronickych testi mnohem vice odpovidaji redlnému vlivu polutantli na ekosystém pii
dlouhodobém plisobeni kontaminantti, nebot’ latky v prostfedi zlstavaji delsi dobu. Napitiklad 1éCiva,
jimiz se tato prace zabyva.

vvvvvv

Pokud dojde v Zivotnim prostiedi k expozici, ktera vyvola zavaznou akutni toxicitu, 1ze mnohem
jednoduseji odhalit, jaka latka je zodpovédna a jak se do prostiedi dostala. To jsou nutné informace,
pokud ma dojit k naprave nebo prevenci. Ve chvili, kdy se projevi chronicka toxicita, je vétSinou t&€z8i
hledat pti¢iny[1].

Navic nekteré dopady na organismus nebo populaci nemohou byt pii kratkodobém testu patrné, i kdyby
je latka v dané koncentraci zptisobovala. Jedna se zvlasté o vyvojovou a reprodukéni toxicitu. Pro jejich
projev je potieba testu dostatecné dlouhotrvajiciho, aby mohlo dojit ke vzniku a vyvoji dalsi generace.

Chronické testy maji tedy vétsi vypovedni hodnotu. Akutni testy jsou ovSem rychlejsi a zdaji se byt
hojnéji vyuzivané v praxi, naptiklad pti havariich. Nachazi vyuziti pro screeningové testy nebo jako
prvni krok pii zkoumani komplexnich ekotoxikologickych vlastnosti latky[3].

Dalsi dulezitou vlastnosti je charakter samotného vzorku, ktery testujeme. Miizeme vyuzit vzorky
pripravené ze standardli zndmé latky se znamou koncentraci. Tim ziskame pfiblizné informace o jejim
vlivu na Zivotni prostiedi. Standardni latky také pouzivame pro standardizace biotesti. Poptipadé
mizeme pouzit i smés zndmych latek, naptiklad pokud chceme posuzovat, jak se navzajem ovliviuji.

Casto ale chceme zjistovat toxicitu realného vzorku odebraného z Zivotniho prostiedi. Pokud se podoba
vzorku shoduje s matrici testu, ktery chceme provadét, mizeme provést piimy test. Typické je to pro
testy akvatické toxicity.

V piipadé, ze matrice neodpovidd té pozadované, musime vzorek upravit vhodnym zplsobem.
Akvatickeé testy jsou na provedeni nejjednodussi co se podani latky tyce, typicky se tedy snazime latky
prevést do rozpoustéddla (pievazné vody). Castou Gpravou je tedy ptiprava padnich vyluhd, kde z pudy
nebo pevného odpadu extrahujeme latky do rozpoustédla. Pii zachazeni se vzorkem ale hrozi ztrata
informaci. Pfedpokladame, Ze se v pevném vzorku vyskytuji latky, které by pro ptidni organismus mohly
byt biodostupné a nebezpecné. Neni zaruceno, Ze vSechny tyto latky zaroven prejdou do prostiedi
rozpoustédla v plné mife[4].

V neposledni fad¢ pak hraje roli samotny zptisob vyhodnocovani testu. Vzdy je nutné dopiedu uréit,
jakou zménu v organismu budeme sledovat. Ta se oznacuje jako endpoint[4] a mlze se jednat o vice ¢i
mén¢ viditelné udalosti. Od letalnich efekti pres ocividné fylogenetické zmény (nekréza, inhibice riistu,
...) ¢i zmény v pohybu a chovani az po déje na mikroskopické Girovni, zmény enzymatické aktivity ¢i
poskozovani membran[2].

2.1.2 Struktura testii a hodnoceni vysledki

Jestlize ma byt stanovena ekotoxicita dané latky nebo vzorku, je nutné zvolit vhodny postup pii vybéru
koncentraci, pro kter¢ se test bude provadét. Hlavnim cilem je urc€it, kde se nachézi hodnota ECso pro
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zvoleny zptsob testovani. ECso se bézné se pouziva jako métitko ekotoxicity (niz§i hodnota znamena
vetsi toxicitu). Pokud sledujeme inhibici, pouzivame ICso, u mortality LCso[1].

Jestlize nemame zadné podklady, ze kterych bychom ECso mohli odhadnout, zac¢indme limitnim testem.
V ném je pouzivana koncentrace 100 mg/l, piipadné¢ méné€, pokud vzhledem k rozpustnosti nelze
pripravit tak vysokou koncentraci. Jestlize testujeme vzorek z prostfedi, pouzijeme ho neziedény|[5].

Pokud se projevi toxické t€inky, je potieba pfiblizit se koncentracemi k ECso. Toho dosahneme testem
orientacnim (¢i predbéZnym). Pfi ném se snazime najit krajni hodnoty plsobnosti. Tedy nejvyssi
tyto koncentrace oznacuji jako OC0O a OC100. Koncentrace volime na zaklad¢ limitniho testu. Kazdy
test je vétSinou koncipovan na 5 az 7 koncentraci, do tohoto ¢isla nepocitame ptipadné kontroly[5].

Jestlize byl limitni test negativni, provadime jeste test oveéfovaci. Jedna se o opakovani testu limitniho,
ale s vicerym paralelnim stanovenim. Tim se vylou¢i moznost, Ze piivodni negativni vysledek byl pouze
nahodny. Pokud i zde je dosaZeno negativniho vysledku (mortalita pod 10 %), latku povazujeme za
netoxickou. Pokud je mortalita mezi 10 a 50 %, latka je ekotoxicka, ale neni nutné provadét dalsi testy.
V poslednim pfipadé, tedy pii vice nez 50% mortalité, se také pristupuje k orientaénimu testu[5].

V rozmezi koncentraci OC0O a OC100 se pak snazime piesné urcit ECso zakladnim (¢i definitivnim)
testem. Mezi OCO a OC100 je idealni mit 5 dalSich koncentraci: jednu co nejblize pfedpokladané ECso,
dvé nizsi a dv€ vyssi, rozlozené rovnomérné[5].

Na zaklad¢ ziskanych hodnot pak vykreslujeme kiivku davka-odpovéd’. Jedna se o grafické znazornéni
vlivu koncentrace toxikantu na miru jeho G¢inku. Vétsinou s davkou stoupa i odpoveéd’. Vyjimkou je jev
hormese, kdy se toxicka latka v malych koncentracich latka jevi mit pozitivni vliv na organismus. To
muze byt zpsobeno skutecnym pozitivnim efektem (zejména u latek, které slouzi i jako ziviny). Dale
ale muze byt pfi¢inou snaha organismu piezit jiz pocitovany negativni efekt, tedy stresova odpoveéd|[1;
5].

Jak uz bylo feceno, ECsy se pouziva k uréeni miry toxicity, tento piistup ov§em neni zcela presny. Kiivka
davka-odpoveéd mize byt rizne strma. Dvé latky se stejnou ECsp mohou byt v ostatnich koncentracich
jinak toxické. Ta sméné strmou kiivkou totiz za¢ind mit znatelny vliv pfi mnohem mensSich
koncentracich, kdy druha latka je jesté bezpecna[1; 5].

Proto se stanovuji NOEL a LOEL, ptipadné NOAEL a LOAEL. Ty nam urcuji, pti jakych koncentracich
jiz za¢ina byt patrny né&jaky uéinek latky (LOEL, LOAEL), ptipadné kde jej jesté nepozorujeme (NOEL,
NOAEL)[1].

2.1.3 Vybér organismu

Vybéru organismti, na nichZ testy provadét, byla v oblasti vyzkumu vénovana velka pozornost.
Vlastnosti, které posuzuji vhodnost organismu pro biotesty, je mnoho. Jednozna¢nou je pfislusnost
organismu do daného prostiedi, dale se vSak pozadavky li$i. Neni organismus, ktery by spliioval v§echny
tyto pozadavky dokonale, proto se pro rizné testy vyuzivaji jiné organismy[1].

Hlavnim kritériem je citlivost organismu na koncentrace stanovované latky. Obecné ¢im je organismus
citlivéjsi, tim 1épe, nebot’ chceme vétsinou zjistit i koncentrace, kde nebude ovlivnén ani nejslabsi ¢lanek
tetézce, tedy nejcitlivéjsi organismus[1]. Nékteré organismy jsou celkové citlivejsi nez jiné, coz z nich
deéla dobré organismy pro bézné testy. Citlivost se ovSem muze znacné€ lisit pro rizné latky nebo
organismy. Pokud je tedy provadéna komplexnéjsi studie, je vhodné ovéfit, ktery z bézné pouzivanych
organismu je nejvhodnéjsi.

Zv1asté pro testy zaméfené na vyvojovou a reprodukéni toxicitu je pak dilezitym kritériem délka zivota
a rozmnozovaciho cyklu. Cim jsou kratsi, tim rychleji je mozné ziskat vysledky.
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Dale je nutno zohlednit naro¢nost chovu. Organismy vyzadujici nepietrzitou péci, naroéné na prostiedi
nebo ziviny jsou ekonomicky nevyhodné. Proto jsou preferovany ty, které 1ze chovat s co nejmensimi
vydaji.

JestliZe se vyuziva organismi vice, zpravidla je snaha o zastoupeni veskerych trovni, které dana matrice
podporuje. Vyznamné je taxonomické zafazeni, ale i nika, kterou dany organismus v Zivotnim prostiedi
obyva. Nejvétsi vliv je prisuzovan trofickym trovnim, jelikoZ maji na osud latky v ekosystému
nejvyznamngj$i a lehce pozorovatelny ucinek. VSeobecné uznavané je tedy pouziti usporadani
producent/konzument/destruent. Kromé trofické pyramidy je dobré zohlednit i jiné potravni vztahy, jako
je predace, parazitismus nebo kooperace[1; 2; 33].

Vybér jednotlivych organismi, které zastoupi trofické urovné, se lisi. Naptiklad pro akvatickou toxicitu
proveditelnosti a vypovédnosti tyce. Umoziiuje posoudit osud latky relativné komplexné, aniz by
vznikal systém pfili§ slozity na provedeni a tdrzbu[2; 3].

Vaha, ktera je ptrikladana riznym kritériim, zavisi hlavné na ucelu testu. Vybéru vhodnych organismi
pro dané prostiedi ¢i latku jsou mnohdy vénovany celé studie.

Nutno podotknout, Ze provedeny biotest s jistotou urcuje pouze vliv na pouzité organismy. Vzhledem
k metabolickym rozdiltim je mozné, Ze jiné organismy budou reagovat zcela odlisné. Tomu se ¢astecné
lze vyhnout vySe zminénymi vicedruhovymi testy nebo bateriemi testd. Ani to vSak nezarucuje,
ze nebude odezva v realném prostiedi odlisna[2].

2.1.4 Bézné pouzivané organismy

Nasledujici kapitola se bude zabyvat struénym popisem vybranych organismti vyuzivanych v akvatické
ekotoxikologii ¢i pii hodnoceni vyluhtl. Zdaleka se nejedna o kompletni vycet; organismia vhodnych pro
ucely biotestu je mnoho. Vybrané jsou ty nejznaméjsi a nejrozsitenéjsi. A to tak, aby pokryly, pokud
mozno, celé spektrum trofickych i vyvojovych trovni. Dale budou pfedstaveny i organismy, které byly
vyuzity v této praci.

2.1.4.1 Vibrio fisheri

Tato morska bakterie, nékdy nazyvand Aliivibrio fisheri, je charakteristicka svou modrou
bioluminiscenci. Jeji produkce je navazana na dobry stav organismu, takZe rychle pohasina, pokud je
organismus vystaven nepfiznivému prostiedi. Znama je hlavné diky systémim Microtox®, které
zahrnuji reagenty i zafizeni pro fotometrické stanoveni intenzity vydavaného svétla[1; 7].

2.1.4.2 Chlorela vulgaris

Prevazné sladkovodni jednobunééna zelena fasa. Rychly rist a ptizplisobivost rozmanitym kultiva¢nim
podminkam z ni dél& snadno studovatelny organismus. Vyuziva se ale i jako dopln¢k stravy, v kosmetice
a v lékafstvi. Métime, stejné€ jako u ostatnich testd s fasami, ristovou kiivku riznymi metodami[1; 8; 9;
9].
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Obrazek 1: Chlorella vulgaris[8]

2.1.4.3 Daphnia magna

Jedna se o malého koryse z rodu perloo¢ky, Ceskym nazvem hrotnatka velka. Patii k tém nejznaméj$im
organismim pouzivanym v ekotoxikologii. V pfirodé se Zivi mikroorganismy (pfevazné fasy) a sama je
potravou zejména pro malé ryby. Jsou hojné rozsitené a velmi citlivé pro ptisobeni toxickych latek.
Zdravi jejich populaci je dobrym indikatorem stavu daného ekosystému[10; 11].

V dobrych podminkach se rozmnoZzuji nepohlavné; k pohlavnimu rozmnozovani dochdzi zejména
v nepfiznivych podminkach. Nepohlavni rozmnoZzovani umoznuje studie na organismech se stejnymi
geny. Prithledné télo navic usnadiuje sledovani vnitinich pochodu[11].

Obrazek 2: Daphnia magna (z archivu Botanického tstavu AV CR)

2.1.4.4 Thamnocephalus platyurus

Jedna se o drobného koryse z fadu zabronozek (Anostraca). Citlivost jeho odpovédi na toxikanty je
srovnatelna s Daphnia m. Testy se provadi na mladych organismech po vylihnuti z cyst, ktefi jsou mensi,
nez Daphnia m. a zabiraji tedy méné prostoru[12].
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Obrazek 3: Thamnocephalus platyurus[13]

2.1.4.5 Lemna minor

Jedna se odrobnou jednod€loznou rostlinu zceledi Araceae, Ceskym nazvem okiehek mensi.
Je plovouci, jako stanovisté preferuje stojatou ¢i velmi pomalu tekouci vodu a Casto tvoii povlaky na
velké plose hladiny. Rozsifend témé&i kosmopolitng; v CR se nachdzi hojné, vyjma vysokohorskych
biotopd. Zdanlivé , listy jsou ve skutecnosti stélkou, ackoliv jsou pro sviij vzhled oznaCovany jako listy
ve vétsing védecké literatury. Kofen ma kazda stélka jeden. Kvete jen velmi vzacné, prevazuje u ni
vegetativni rozmnozovani. K tomu dochazi v dobrych podminkach velmi rychle, mnozeni a chov jsou
velmi nenaro¢né. Mnozeni stélek je jeho nejcastéji sledovanym tikazem, at’ uZ se sleduje pfimo pocet
nebo biomasa ¢i plocha. Déle je ale mozné sledovat i fotosyntetickou aktivitu. Rychly rist a relativné
velka hustota Zivin z ni délaji moZny zdroj krmiva pro zvér, ale vzrustaji i pokusy zavést jej jako doplnék
stravy pro ¢lovéka [14; 15].

Obrézek 4: Lemna minor (vlastni fotografie)

2.1.4.6 Spirodela polyrhiza

Ceskym nazvem zavitka mnohokofenna. Jedna se také o rostlinu z &eledi Araceae, okiehku je velmi
podobna. Stanovisté preferuji stejna, ackoliv zavitka preferuje i vice proslunéna mista. Jejich vyuziti
v ekotoxikologii je téZ obdobné. Hlavnim rozdilem, jak nazev napovida, je vyssi pocet kofeni
pripadajicich na jednu stélku; tvar stélek je odlisny. Spirodela se navic vyznacuje jeste vyssi ristovou
rychlosti[14; 15].

Krom rychlosti ristu je vyhodnd ijeji schopnost tvofeni turionti — dormantnich stadii urcenych
k prezimovani. ,,Listky*, které z turiont po kli¢eni vyrazi, ozna¢ujeme jako frondy[16].
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Obrazek 5: Spirodela polyrhiza (vlastni fotografie)

2.1.4.7 Danio rerio

Pripadné také Brachydanio rerio, Cesky danio pruhované. Jedna se o drobnou sladkovodni rybu.
Vyuziva se jako model embryonalniho vyvoje obratlovcd a pro studium vyvojové genetiky. Hlavni
vyhodou je prihlednost embryi, ktera usnadiiuje pozorovani vnitinich pochodt. Dale je podstatna
vysoka fekundita, rychlé dospivani a relativné jednoduchy chov[17; 18].

Obrazek 6: Danio rerio[19]

2.1.5 Pouziti v praxi a legislativni zaklady

Zakon v urcitych ptipadech stanovuje, jestli a jaké testy se maji provadet, a urcuje jejich povolené
vysledky. Naptiklad pro odpady, které se maji vyuzit pro zasypavani, je uréena baterie testi: Aliivibrio
fisheri, Daphnia magna Straus, Desmodesmus suspicatus a Lactuca sativa. Déle urcuje normu, podle
niZ ma byt ptipraven vyluh odpadu (na kterém jsou provadény vSechny testy krom Lactuca sativa)[32].

Dale se o biotesty zajima REACH (nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006
o registraci, evaluaci a autorizaci chemickych latek). REACH definuje, jaké informace o latce je tfeba
prokazat pro jeji registraci. Soucasti téchto informaci je ivycCet testi ekotoxicity, které musi byt
provedeny (a jejich vysledky uvedeny). Jejich rozpis se nachazi v prilohach VII az X, pozadavky se
postupné navysuji spolu s mnozstvim latky, které se uvadi na trh. Kazda latka, pfipadné smés latek,
by tedy méla byt pfed svym vyuzivanim testovana[21].

Jednotlivé biotesty, tedy jejich metodika, jsou upravovany normami, provadécimi piedpisy
a metodikami od piislugnych organil. V Ceské republice se jedna o CSN. Existuji také mezinarodni
normy ISO a evropské normy EN. Tyto dal3i normy se &asto piejimaji do soustavy CSN. Vznikaji normy
s oznagenim CSN EN ISO, CSN ISO a CSN EN[22].

Dale se vyuzivaji metodiky od OECD pfijimané ze strany EU. Jiné zem¢ pak maji také vlastni organy,
které vydavaji své normy. Jednotlivé normy z riiznych zdrojti se velmi Casto piekryvaji, co se pouzitého
organismu ty¢e a lisi se jen ve specifikach provedeni, jako jsou metody stanoveni nebo piesné sloZeni
pouzivanych latek[2].

14



Za zminku stoji 1 odvétvové technické normy v plisobnosti pfislusnych ministerstev, zejména TNV
(vodni hospodaistvi) a TNO (odpadové hospodaistvi)[22].

2.2 Léciva a jejich metabolity v odpadnich vodach na odtocich z COV
2.2.1 Léciva pFichazejici na COV
Zakon definuje 1éCivé ptipravky jako

,»a) latka nebo kombinace latek prezentovana s tim, ze ma [éCebné nebo preventivni vlastnosti v piipade
onemocnéni lidi nebo zvifat, nebo

b) latka nebo kombinace latek, kterou Ize pouzit u lidi nebo podat lidem, nebo pouzit u zvirat ¢i podat
zvitatim, ato bud za UcCelem obnovy, Gpravy ¢i ovlivnéni fyziologickych funkci prostiednictvim
farmakologického, imunologického nebo metabolického téinku, nebo za ucelem stanoveni 1ékaiské
diagnozy“[23].

Ve farmakochemii se pak vyuziva termind 1é¢iva latka a 1é¢ivy piipravek; oba spadaji pod pojem 1éCiva.
Lécivou latkou se mysli latky s ,,farmakochemickym, imunologickym t¢inkem nebo latky ovliviyjici
metabolismus®“[25]. Pouziva se téz zkratka API. LéCivy ptipravek je pak smés 1écivé latky (popft. latek)
s latkami pomocnymi — ty slouzi prevazné pro usnadnéni nakladani s lé¢ivou latkou, popiipadé
podporuji jeji vlastnosti[25].

Vzhledem k pokrocilosti sou¢asné farmakochemie je soubor znamych latek, které pod tento obor
spadaji, neskutecné Siroky. Ne&kterd literatura navic k Ié¢ivim piidava i produkty osobni hygieny a
dermokosmetiku[26]. Jedna se v mnoha pfipadech o podobné latky, nékdy i identické. Hranice mezi
1é¢ivem a dermokosmetikou je pomérné tenka.

Znecisténi vod 1éCivy je tedy souhmnym zneciSténim mnoha rtiznymi latkami. Soubor zkoumanych
latek je jesté rozsifen o metabolity, které vznikaji v lidském téle po pouziti 1é¢iva.

Snadno dostupnd 1é¢iva cilend na Casté zdravotni obtiZe jsou vyrabéna a pouzivana ve velkém mnozstvi.
Jejich koncentrace ve vodach, jak odpadnich, tak povrchovych, tedy do jisté miry odpovida jejich
spotfebé. Lze napiiklad nalézt vysoké koncentrace bézné vyuzivanych 1éka dostupnych bez predpisu,
zejména nesteroidnich analgetik, jako je ibuprofen nebo diclofenac[27; 28].

Nelze ovSem zanedbat jina léciva, vCetné téch na pfedpis nebo méné vyuzivanych. Z téch byva
pozornost vénovana zejména antibiotikiim, ale také cytostatikiim nebo hormonalné aktivnim latkam[1].

Je jasné, Ze vyuZzivana léciva se dostavaji do odpadnich vod, ato mnoha zplsoby. Svij podil ma
farmakologicky primysl, ackoliv ten je zatizen nadstandardnimi naroky na vypousténé vody[29]. Velka
¢ast 1é¢iv ve vodach tedy pochazi od jejich spotiebitelll, a to odpadni splaskovou vodou z domacnosti
nebo nemocnic. Také ze zemédélského prumyslu, kde jsou zviratim podavany nekteré 1éky.

Jedna se jak o l1é¢iva po jejich prichodu organismem a po nastalych zménach struktury zplsobenych
metabolismem, tak 1é¢iva v ptivodni formé. To je typické pro zevné pouzivana 1éCiva ve formé& masti
nebo spreji. Dochazi k oplachu, jak osetrovaného mista, tak rukou ¢i néstrojt, kterymi jsou aplikovany,
takZe se tyto 1é¢iva dostavaji do kanalizace téméf ptimo. Obdobné jsou na tom detergenty a hygienické
ptipravky[26]. Samoziejmé i vnitin€ uzita 1é¢iva se mohou dostat do vod, at’ uz oplachem (rukou, Ust,
predmétd pouzivanych k manipulaci) nebo po prichodu metabolismem, aniz by byla pozménéna.

Metabolity 1é€iv jsou velmi rozmanité, z jednoho 1é¢iva jich zpravidla vznika hned nékolik. Mohou byt
vice ¢i mén¢ toxické nez plvodni latka. Jejich mnozstvi a relativni nepiedvidatelnost z nich Cini
nebezpeény aspekt toxicity 1é¢iv, nebot’ navysuji pocet latek, které je nutné zkoumat[30; 31].
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2.2.2 Legislativa vypousténi z COV

Pfi vypousténi odpadnich vod z komunalnich Cistiren odpadnich vod jsou stanoveny emisni standardy
pouze pro nckteré ukazatele. Jedna se o chemickou i biologickou spotfebu kysliku a nerozpustné latky.
Dale jsou stanoveny emisni limity pro amonné ionty, celkovy dusik a celkovy fosfor, ov§em pouze pro
nékteré kategorie COV. Hodnoty se také lisi dle kategorie (viz tabulka 1).

Tabulka 1: Emisni standardy: pfipustné hodnoty (p), maximalni hodnoty (m) a hodnoty priméru koncentrace
ukazatelll znecisténi vypousténych odpadnich vod v mg/l dle NV 401/2015 piiloha ¢. 1 Tab. 1a [28]

Kategorie cov
. . , | CHSKcr | BSKs NL N-NH4* Neelk Peeix

(ekvivalentni obyvatelé

nebo

velikost aglomerace) p m | p | m|p | m|Primér | m | Primér | m | Primér | m
<500 150 | 220 | 40 | 80 | 50 | 80 - - - - - -
500-2000 125 | 180 | 30 | 60 | 40 | 70 20 40 - - - -
2001-10000 120 | 170 | 25 | 50 | 30 | 60 15 30 - - 3 8
10001-100000 90 | 130 |20 |40 | 2550 - - 15 30 2 6
>100000 75 | 125 | 15| 30 | 20 | 40 - - 10 20 1 3

N 24

Tabulka 2: Emisni standardy: pfipustné hodnoty znecisténi pro odpadni vody vypousténé z vyroby zékladnich
farmaceutickych vyrobki a farmaceutickych pripravki, prevzato z NV 401/2015 ptiloha €. 1 Tab. 2 [29]

Ukazatel Pl‘ipust?nzi;;)]dnota P
CHSKc 250

BSKs 40

RAS 350

AOX 0,5

PAU 0,01

V obou ptipadech se jedna o skupinové ukazatele. Pti téchto podminkach tedy zakonit¢ dochazi
k vypousténi mnoha rtznych latek, ac jen v takové mife, aby spolecné nepfevySovaly limity. Lze tedy
predpokladat, Ze 1é¢iva maji pouze maly podil na jejich hodnoté.

Metoda stanoveni BSK je navic nachylna na vliv toxickych latek. Oxidace je provadéna piitomnymi
mikroorganismy. Pokud je tedy ve vzorku pfitomna latka s nepfiznivym vlivem na mikroorganismy,
dojde ke snizeni jejich schopnosti oxidace. Tim mize BSK vyjit nizsi, nez kdyby se dana latka ve vzorku
nevyskytovala[1].

Ur€eni jednotlivych latek, které se vypoustéji, vSak neni legislativné vyzadovano. Pribézné zkoumani
takovych detaild by bylo zna¢nou ekonomickou zatézi, proto neni realistické toto pozadovat. Vyjimkou

4

na latky ve vyrob¢ pouzivané nebo vznikajici, ¢imz by byla usnadnéna identifikace jednotlivych latek.

Nakladani s odpadem znemocnic a mist poskytovani veterinarni péce je upravovano vyhlaskou
273/2021 Sb[32]. Ta uklada, krom¢é naroki na skladovani a nakladani s odpadem, povinnost
dekontaminovat infek¢ni odpad. Zamyslenym tc¢inkem téchto procedur je vsak inaktivace skodlivych
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mikroorganismt, ne piimo rozklad pfitomnych rezidui 1é¢iv; pozadavky na G¢innost téchto procedur
tedy nekontroluji zadné z vyse uvedenych ukazateli.

2.2.3 Utinnost COV

vvvvv

typicky malé velikosti, proto nesta¢i vyuziti Cesli ¢i prostého usazovani gravitaci. LéCiva jsou
podporovana k dalSimu srazeni, budto chemickou cestou nebo v sekundarnim cisténi vlivem
mikroorganismu v aktivovaném kalu[26].

Pro odstranéni 1éCiv se ukazuji efektivnimi pokrocilé oxidacni procesy. Téch se pouziva bézn¢ i pro
dezinfekci, ovSem v davkach, které nejsou schopné plné oxidovat 1é¢iva. Na takové Cisténi je nutna
intenzivnéjsi oxidace. Vhodné je pouzit kombinaci riznych procest, at’ uz se jedna o riznd chemicka
oxidacni ¢inidla, nebo kombinaci chemickych ¢inidel s oxidaci UV zafenim. Zv1ast efektivni je oxidace
ozonem[26].

Ne vsechny latky ale podléhaji oxidaci. Napiiklad pro cyklofosfamid (cytostatikum) nebo DEET
(pesticid, insekticid, ¢asta slozka repelentii na komary) se oxidace nezda byt efektivni. Dalsi uskali této
metody je fakt, Ze nckteré latky zoxiduji jen Castecné. Vznikajici meziprodukty nejsou zcela
zdokumentované, a proto je dost dobie mozné, Ze budou pro zivotni prostredi pii svém dal$im posunu

vvvvvv

Dalsi moznosti je reverzni osmoza. Jeji ucinnost pro jednotlivé latky je ovsem zavisla na mnoha riznych
vlastnostech latek. Pro dostatecné vyc€isténi vod je potfeba vykonné zafizeni se zna¢nymi pofizovacimi
1 provoznimi naklady[26].

Pro latky nepolarni, nenabité, hydrofobni, nerozpustné a s nizkou molekularni hmotnosti se uplatfiuje
adsorpce na aktivni uhli. Tyto vlastnosti dovoluji latkdm lépe pronikat do port v AU, ¢imz se vice
zadrzuji[26].

2.3  Znecisténi povrchovych vod

2.3.1 Osud polutanti v povrchovych vodach

Pro usnadnéni popisu pohybu a osudu latek v zivotnim prostiedi zavadime koncept kompartmenti
(slozek, oddéleni). PomysIn€ rozdélujeme Zivotni prostfedi na mensi Casti, coz usnadiiuje popis jejich
vlastnosti, jako je hmotnost, objem, nebo koncentrace pfitomnych toxikanti. Obsaznost kompartmentu
zavisi Cisté na Gcelu, pro ktery jej vymezujeme. Jako o kompartmentu miizeme uvazovat o jednotlivé
burice, ale i o celém spolecenstvu v dané lokalité; o specifické ¢asti vodniho toku ale i o toku celém[1].

Ackoliv kompartment vymezujeme proti jeho prostfedi, nemizeme ho zcela vyjmout ze vztaht s
okolim. Zakladnim atributem kompartmentu je rozhrani, které jej odd€luje od okoli. Dulezité je
podotknout, Ze se muze jednat jak o rozhrani na urovni skutecnych fyzikalné-chemickych ohranicent,
jako jsou biomembrany, hladina vody nebo jina fazova rozhrani, ale i o rozhrani vice pomyslna,
napiiklad rozhrani mezi spolecenstvy. Tam nenajdeme fyzickou bariéru jako takovou, ale dochazi ke
znac¢nému omezeni prestupu latek[1].

U rozhrani uvazujeme o jeho rezistenci ¢i permeabilité. Tyto hodnoty jsou samoziejmé¢ urceny jak
prostfedim, tak zkoumanou latkou. Zavisi také na podminkach[1].

Jestlize médme vymezeny kompartment, ktery chceme studovat ¢i popisovat, miizeme se zam¢fit na tok
latek. To je mnozstvi latky(latek), které za danou Casovou jednotku pfejde pfes uvazované rozhrani.
U vétsiny latek vSak nejde omezit celkovou bilanci na pouhé dovnitt a ven, jelikoz dochazi k dal§im
procestim.
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KOMPARTMENT

VZNIK (b)
DEPOZICE (s)
METABOLISMUS
VSTUP (i) VYSTUP (e)
UVOLNENI (r)
OKOLI
Obrazek 7: Grafické znazornéni bilan¢ni rovnice, pievzato[1]
Toto 1ze vyjadtit i formou bilan¢ni rovnice:
Am=m; + my —m, —my (D)

Zakladni slozkou latkové bilance je tedy prichod (m;) a odchod (m.); pro vétSinu latek tvoii nejvetsi cast
celkového mnozstvi. Clen m, piedstavuje mnozstvi latky, které posuzovany biosystém sam vyrabi.
Prikladem tucinku tohoto ¢lenu je autointoxikace ryb amoniakem. Rybi metabolismus amoniak
produkuje jako vedlejsi latku a organismus je v dobrych podminkach schopen sam se s jeho ucinkem
vyrovnat. Pokud je ale pod dalSim stresem, zaostava v odstraniovani amoniaku a dochazi k otravé.
Proticlenem je pak mq, tedy mnoZzstvi latky pfeménéné na jinou[1].

vvvvvv

M, dochédzi tim k sekundarni toxicité. Proto pouhy pokles koncentrace zkoumaného toxikantu
v kompartmentu nemusi byt dobrym znamenim.

Celkova hodnota (resp. znaménko) 4m tedy urcuje, zda dochazi ke kumulaci (4m>0), nebo vymyvani
(4m <0) latky ven. Pro Skodlivé latky je z hlediska zdravi kompartmentu vyhodnéjsi vymyvani, at’ uz
degradaci nebo vyloucenim; u Zivin je to naopak. Samoziejm¢ vSe, co opusti kompartment, se pouze
presouva do jiného[1].

Dusledkem kumulace v zivych organismech jsou procesy biokoncentrace, bioakumulace
a biomagnifikace. Pokud jde piijem do téla piimo, tedy ne potravou, zejména v akvatické toxikologii[1]
pouzivame terminu biokoncentrace. Definice bioakumulace se jiz v riznych zdrojich mirné lisi.
Zahrnuje budto pfijem pouze potravou[l] nebo kombinaci potravy a ptimého vstupu[33], ptfipadné
neznamym mechanismem[4]. Biomagnifikace je pak zvySeni koncentrace Skodlivé latky s rostouci
urovni v potravnim fetézci skrz jednu nebo nékolik trofickych trovni[33].

Specialnim ptikladem je pak mezicyklus deponovani (my) a uvolnovani (m,) ze zasob. Latka se na
néjakou dobu ulozi mimo hlavni metabolismus, kde nezpiisobuje velkou ujmu na zdravi kompartmentu.
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Pak se ale, vétSinou zménou podminek, za¢ne uvolilovat zpét. Jedna se tedy jen o pfechodné oddaleni
jeji toxicity[1].

Zasobarna, ve které se latka uklada, se lisi dle kompartmentu. Pro organismy se typicky jedna o tukovou
tkan, kam se ukladaji lipofilni latky[33]. Zde dochazi k uvolnéni jako nasledek stresu, typicky hladu,
ktery zpusobi vyuziti tukové zasoby a tim uvolnéni latky zpét do metabolismu.

Pro kompartmenty zahrnujici i biotop je typické ukladani do ptdy; zvlasté do dnovych sedimentt.
U nich dochazi k uvolnéni, pokud se zméni fyzikalné-chemické vlastnosti okolni vody. Zména pH,
oxida¢né-redukéniho potencialu, ale ijednotlivé latky ve vodé se vyskytujici, zptisobuji odvazani
toxikantu od ptidy a jeho vstup zpét do vody.

Kterému z téchto osudi bude latka nejvice podléhat a jakym specifickym mechanismem zaleZi na
mnoha faktorech; dtlezité jsou jak vlastnosti okoli, tak latky.

vvvvvv

s veétsi rozpustnosti budou schopné se ve vodé pohybovat mnohem snaz, stejn¢ tak jejich koncentrace
mize byt vyssi. Rozpustnost samotna ovSem nemusi znamenat vSe. Latky ve vodé nerozpustné nebo
hydrofobni se mohou sorbovat na jiné nerozpustné ¢astice a byt pienaseny s nimi. Dale mtZze samovolné
dojit ke konsolvaci. To je proces, kdy se latka nejprve rozpusti v dalsim rozpoustédle, které je pro ni
vhodné; pro 1é¢iva organického plivodu se typicky jedna o organicka rozpoustédla. Rozpoustédlo pak
musi byt misitelné s vodou, ¢imz dojde k pfimiseni dané latky do vodniho toku[34].

Hlavnég v rychleji tekoucich vodach ma velky vliv proud a jim zplisobené promichani vody. V pomalu
tekoucich nebo stojatych vodach dochazi mnohem snaze k poklesu latek ke bichu, kde zlstavaji
aneputuji dale s proudem. V rychlejsich vodach tomu proud brani, a dokonce vyzvedava ze dna
sediment, ktery se posouva dale.

Krom usazovani nerozpusténych latek dochazi ik sorpci na sediment. I zde ma velky vliv rychlost
proudu. Krom doby, kterou latka stravi na daném misté, totiz ovliviiuje icharakter sedimentu.
V pomalejsich tocich, poptipadé ve vnitinich ¢astech fi¢nich meandri, se nachazi hrubsi ¢astice. Naopak
rychlé toky a vnéjsi strany meandrt si podrZi i jemné ¢astice; navic maji vyssi podil organické hmoty[1].

Zrnitost sedimentu je duleZzita pro jeho sorpéni vlastnosti. Hlavné jilovité materialy maji vysoké sorpéni
vlastnosti. Déle dochazi k sorpci na organickou hmotu pfitomnou v sedimentech, zejména zde interaguji
tézké kovy nebo lipofilni organické latky. Pokud méfime sorbei na organickou hmotu, prevadime jeji
obsah vét§inou na TOC[1].

Sorpce na organicky uhlik je vyznamnou ¢asti samocistici schopnosti vodniho ekosystému[1]. Umélou
obdobou tohoto procesu je adsorpce na aktivni uhli. Ta se ukazuje jako jedna z dobfe vyuZitelnych metod
¢isténi odpadnich vod. Zejména pro 1éCiva se zda mit dobré vysledky[26].

Ve vodg¢ je také prominentni vliv hydroxidd Zeleza a hliniku. Ty koaguluji s tézkymi kovy a organickymi
latkami[1]. I zde lze najit napojeni na ¢isténi odpadnich vod podporou této koagulace[34].

Dalsim tikazem typickym pro vody je volatilizace. Z kapalnych latek se stavaji plynné, opousti tedy
vodni tok a pfechdzi do ovzdusi[l]. Latky, které tomuto jevu podléhaji snadno, nazyvame volatilni;
z velké vétSiny se jedna o organické materialy, typicky rozpoustédla.

Volatilizace a depozice (jeji protijev) jsou zavislé na tlaku pary nad kapalinou. Z toho diivodu se do nich
promita krom vlastnosti latky i teplota prostiedi. A to tak, Ze volatilizace preferuje vyssi teploty, naopak
v niz8ich teplotach dochazi k depozici. To dodava témto procestim sezonni charakter. Navic dochazi ke
vzniku takzvanych ,teplotnich pasti“. V teplejSich oblastech se do ovzdu$i dostanou polutanty.
Vzdusnymi proudy jsou pak pieneseny na chladnéjsi mista, kde diky poklesu teploty dochazi k depozici.
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Tim se zvySuje koncentrace polutanti, a to mnohdy i na mistech velmi vzdalenych oblastem, kde
zneCisténi vzniklo. Tento jev méa vyznamny vliv na polarni oblasti, ale dochazi k nému i v mensim
méfitku[1].

U povrchovych vod vystavenych sluneCnimu zateni dochézi k fotolyze mnoha latek. Mira fotolyzy je
do velké casti zavisla na proslunénosti vody; probihd tim vyraznéji, ¢im blize k hladiné ji sledujeme.
Velky vliv méa tedy zakal — diky nému neprojde slune¢ni zafeni tak hluboko. Dale pfispiva vegetace,
at’ uz rostliny samotného vodniho toku, nebo okolni vegetace na biehu, ktera zastinuje vodni tok[1].

Fotolyza je jak duleZitou soucasti samocistici schopnosti vod[1], tak prominentni technologii
k odstranéni polutanti[26]. Degradace nckterych latek je dokonce patrnd i béhem prubchu testovani
akutni ekotoxicity[31].

JelikoZ jsou povrchové vody obohaceny o mnoho dalsSich sloucenin, mizou latky prochazet mnoha
chemickymi pfeménami. Casta je hydrolyza nebo riizné oxida¢né-redukéni reakce. O jaké reakce se
jedna a jaka bude rovnovaha mezi nimi zaleZi na pH, redoxnim potencialu vody a vSech pfitomnych
latkach[1].

Mnoho pifemén nebo posuni latek v zivotnim prostiedi je fizeno organismy a G¢inky jejich
metabolismu. Pokud je organismus schopen zménit pfijimany polutant, dochazi k jeho biodegradaci.
Snaha zménit strukturu latky je jednou ze strategii, jak se vyrovnat s pfitomnosti Skodlivé latky v téle.
Ve vodé je prominentnéj$i biodegradace anaerobnimi metabolickymi drahami, acrobni biodegradace ale
probiha taktéz a pro nékteré latky mtize byt nutna[1].

2.3.2 Vliv polutanti, zejména 1é¢iv, na povrchové vody

Utinek polutantti nejriizngjsich druhit miizeme ve vodach délit na pfimy a nepifimy. P¥imy znamena
toxické ucinky, které jsou diisledkem interakce polutantu s danym organismem, at’ uz pozfenim nebo
pouhym kontaktem. Neptimé vlivy jsou pak zmény vlastnosti vody, ve které se organismus nachazi.
Na organismus samotny pak ma vliv az tato zména. Mize se jednat zmény rtizného charakteru, typicky
jde o pH, svételny nebo kyslikovy rezim a trofii. Napiiklad znecisténi zivinami, jako jsou dusik nebo
fosfor, vede k eutrofizaci. Pouze vyssi koncentrace zivin nemusi byt toxicka pro celou fadu organismd.
Je v8ak velmi piizniva pro celou fadu mikroorganismii a vede k jejich pfemnozeni, coz ma pak negativni
vliv na ekosystém[34].

Vzhledem k souCasnym opatienim a emisnim limitim se nezda, ze by léCiva zpisobovala zavazné
akutni toxické ucinky. Odtoky z Cistiren vod se navic vypoustéji do vodnich tokti o vétsim priatoku, takze
dochazi pomérn¢ rychle ke zfedéni na trovné, které nejsou schopné vyvolat akutni toxicitu.

Posouzeni chronického vlivu vétsiny farmakologickych sloucenin na zivotni prostiedi a na ¢lovéka je
znacn¢ komplikované. Samoziejme je mozné zméfit rizné hodnoty, jako je LOEL, NOEL nebo ECsy po
delsi dobu.

Tyto vypocCty ovSem problémy nefesi zcela. Doba, po kterou je efekt studovéan, bude nutn€ relativné
kratka, alespon oproti délce existence ekosystému. Je tedy mozné, Ze i vyskyt koncentrace pod NOEL
stanovenou experimentalné po dobu celych mésici bude nakonec mit negativni U¢inky na Zivotni
prostfedi v fadu let.

U nékterych latek, zejména téch s mutagennim ¢i teratogennim ucinkem (typicky cytostatika)
predpokladame bezprahovy ucinek. Narazime tedy na stejny problém.

Co se samotnych mechanismt vlivu na vodni organismy tyce, Ize pravdépodobné najit latky zpiisobujici
vSechny pfedstavitelné druhy toxicity.
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Léciva jsou, co do uéinkt, pomérné specificka. Jelikoz se jedna o latky vyuzivané pravé pro jejich
ucinek na lidsky metabolismus, mnoho znich se v zivotnim prostfedi chova analogicky jejich
terapeutickym ucinkitim. Vzhledem k odliSnym davkam a specifickym vlastnostem druhil se ale vétSinou
jedna pouze o vliv na stejnou organovou soustavu.

Gunnarsson et al. [35] porovnali dostupné NOEC pro rdzné API na riznych taxonomickych trovnich.
Jmenovité se jednalo o Danio reio (ryba), Daphnia pulex (korys) a Chlamydomonas reinhardtii (zelena
fasa). Co se latek s ucinkem specifickych pro taxon tyce, nejvice bylo ovlivnéno D. reio, C. reinhardtii
pak nejméné. PfiCinou je patrné€ fakt, ze D. reio ma az ptes 90 % znaki ortologickych tém, na které
zkoumané API cili u ¢lovéka. Pro D. pulex se jedna o 64 %, pro C. reinhardtii pouze 34 %. V ptipadé
latek, pro které mély ptislusné ortologické znaky vSechny tfi organismy, se citlivost zdala porovnatelna.

Vynikajicim ptikladem je dobfe zdokumentovany vliv hormonalnich antikoncepci, jako je synteticky
hormon 17a-ethynylestradiol (EE2). Mechanismus jeho ptisobeni (at’ uz jako 1éCiva nebo polutantu) lezi
v zastupovani 17B-estradiolu (E2)[36]. Pokud je pfitomen v prostiedi, piiddva se v organismu
k estrogenu produkovanému zdravou soustavou a zpusobuje jeho zdanlivou nadmérnou hladinu.

Organismus ale musi mit hormonalni soustavu, kde existuje latka, kterou mtze EE2 nahrazovat. VétSina
studii zabyvajicich se akvatickou ekotoxicitou EE2 tedy vyuzZiva ryby [37; 38]. Drasticky mén¢
zastoupené jsou jiné fylogenetické skupiny, ale lze najit studie ukazujici na endokrinni disrupci iu
obojzivelniki[39] nebo mlzi[40]. Obdobna situace nastava u gestodenu (GES), coz je progestin
vyuzivany podobné jako, nebo ¢asto i zaroven s, EE2[41].

Cytostatika také zptisobuji toxicitu analogickou jejich vyuziti pti 1écbé rakoviny. V 1ékatstvi se pouZzivaji
pro 1é¢bu rakoviny tim, Ze napadaji rakovinové buniky zasahem do jejich déleni a funkci jejich DNA[42].
Ackoliv je vyvijena snaha vytvaret cytostatika s i€¢inkem specifickym pro ¢loveka (resp. rakovinové
buniky v ném), neni toho prozatim dosazeno. Procesy replikace a exprese DNA jsou zédkladem Zzivych
soustav ajsou pro vSechny spole¢né, proto vétSina cytostatik vykazuje genotoxicitu ipro dalsi
organismy[42; 31]. U¢inek je tedy mnohem méné& druhové specificky nez u vyse zminénych hormonalng
aktivnich latek.

Naptiklad ibuprofen pak ma jiny vliv na bezobratlé nez na ¢clovéka. Principem jeho terapeutického
ucinku je inhibice enzymi (dva druhy cyklooxygenaz), které se podileji na tvorbé prostaglandinti. Tyto
lipidy jsou u obratlovci dilezité pro fizeni zanétu a bolesti, sniZeni jejich produkce tedy omezuje tyto
procesy[28; 43].

U bezobratlych vsak prostaglandiny reguluji zcela jiné procesy. Jedna se predev§im o regulaci télesné
teploty, toku iontd, reprodukci a shlukovani buné€k, dale iinterakce mezi parazity a hostitelskymi
organismy[44]. Ackoliv je tedy pocatek mechanismu (inhibice cyklooxygenaz) podobny, vysledné jevy
a jejich mechanismy se od tch terapeutickych zna¢né lisi. Ackoliv se v COV t&zko odstraiiuje, je vysoce
biodegradabilni a vykazuje velkou schopnost pfechazet do biomasy rostlin[45].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy a metody
3.1.1 MicroBioTests toxkity

Pro samotné provedeni testd byly zvoleny toxkity od spole¢nosti MicroBioTests. Jedna se o sady
zahrnujici témét vSe potiebné k provedeni testl, tedy vétSiny vybaveni a chemikalii, vEetné instrukci.
Pii dodrzeni instrukci pak vSechny testy provedené pomoci toxkiti spliuji ISO normy piislusné pro
dany druh testu[46; 47].

Soucasti je také ,,specification sheet”, kde je vedle data spotfeby a sériovych Cisel latek i organismu
uvedena i referen¢ni hodnota pro standardizaci na latce uvadéné metodikou.

Velkou vyhodou je jednoduchost jejich provedeni. S vyjimkou chemikalii potfebnych k standardizaci
a zakladniho vybaveni, jako jsou kadinky nebo odmérné banky, je vSe obsaZeno v jednom balicku.
To snizuje naroky na vybaveni pracovisté, vySkolenost pracovnikl a logistickou zatéz ptipravy testu.
Vyzaduji mnohem méné ptiprav nez klasické testy a jsou tedy ¢asové vyhodnéjsSimi.

Chemikalie potfebné k pfipravé zivnych médii jsou také soucasti balicku; kvalita je dostacujici pro
naplnéni podminek ISO norem.

Dalsi velkou vyhodou je, Ze s pouzitim toxkitli odpada nutnost vlastniho chovu testovanych organismt.
Pokud laboratof nevyuZziva dané organismy pravidelné, Casto a v dostatecném mnozstvi, stava se nutna
udrzba chovu velkou zatézi v poméru k testiim, které jsou provedeny. Zvlasté u organismu vyzadujicich
kazdodenni péci.

V toxkitech jsou vSak organismy obsazeny v potfebném mnozstvi a uchovany v dormantnich stadiich.
Lze je tedy prechovavat po pomérn¢ dlouhou dobu — pifesna trvanlivost se li§i dle organismu.
Péce o organismy je vyzadovana jen pro jejich inkubaci, ktera je také velmi nenarocna. Jeji délka se lisi
dle druhu, ale jedna se o nanejvys par dni. Je tedy mozné je jednoduse pouZzit pro ob¢asné testy s mensi
nutnou dobou piipravy nez zavedeni nového chovu. Vyrobce navic zarucuje stabilnéjsi kulturu, takze je
kone¢ny vysledek méné ovlivnén individualitou chovu[46][47].

3.1.1.1 Duckweed toxkit I

Tento alternativni test vyuziva namisto tradi¢niho organismu Lemna minor rostlinu Spirodela polyrhiza.
Jeji citlivost pro tento druh testu (akutni akvaticka toxicita) je na Grovni citlivosti Lemna minor (pfi testu
provedeném dle ISO 20079[48]), splituje normu ISO 20227[49]. Test samotny ale trva pouhé tfi dny
namisto sedmi[47].

Popisovany postup byl zaloZeny na brozurach ptiloZzenych k toxkitim[16].

Ristové medium pouzivané v tomto testu bylo analogické Steinbergovu médiu pouzivaném v testech
podle ISO 20079[48]. Bylo pftipraveno z koncentrovanych roztoki dodavanych v toxkitu jejich
smichanim v daném poméru a naslednym zfedénim destilovanou vodou na spravnou koncentraci.
Médium Ize uchovavat v chladu pouze po dobu nékolika tydnd[16].

Turiony dodavané v toxkitu byly oplachnuty na mikrositku destilovanou vodou, poté byly
Steinbergovym médiem splachnuty na Petriho misku tak, aby v ni bylo obsazeno 30 ml média. Nasledn¢
byly inkubovany po tfi dny pfi 25 °C a 6 000 lux[16].

Naésledné byla ptiloZena testovaci desticka naplnéna ptislusSnymi roztoky vzestupné koncentrace po 1 ml
v kazdé jamce. Jedna fada byla vzdy obsazena stejnou koncentraci. Jamky byly poté kazda osazena
jednim turionem. Bylo dllezité zabranit selektivnimu vybirani nejvétsich turionti a zajistit rovnomérné
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rozloZeni jejich velikosti mezi koncentracemi. Pro vyhodnoceni dat byla pofizena digitalni fotografie
celé desticky s co nejvetsim priblizenim, aniz by dochézelo ke zkresleni jejiho tvaru[16].

Kone¢na inkubace byla provadéna také tfi dny za stejnych podminek (25 °C, 6 000 lux). Po jejim
ukonceni byla desticka znovu fotografovana[16].

Vysledky byly vyhodnoceny z fotografii s pomoci pocitatového programu Imagel. Jeho pouZzitim byla
na fotografii zméfena plocha nejvétsiho listu (pfepodtena z pixelli na skute¢né méfitko v mm?).
Z porovnani velikosti listu pted (t0) a po (t72) testu byla ziskana ECso pomoci SW Excel; samotna
tabulka s pfedlohou veskerych vypocti byla dodana vyrobcem MicroBioTests Inc. na pozadani.

Vypocet byl proveden stanovenim rozdilu mezi t72 a t0 pro kazdou jamku. Jestlize byla zjisténa plocha
v t72 mensi nez v t0, byla tato hodnota povazovana za chybu v stanoveni ploch a pfipadnd zaporna
hodnota byla nahrazena nulou. Tyto rozdily byly poté pro kazdou koncentraci zprimérovany a jejich
porovnanim s narustem kontroly dle rovnice

_ Skontrola — Si (2)

EC;, =
' Skontrola 100

byla stanovena procentudlni inhibice[ 16]. Déle byla pomoci regrese vypoctena 72h ECs, véetné limith
95% jistoty[16].

Standardizace byla provedena roztokem KCI (PENTA s. 1. 0.; ¢islo Sarze 2901050124) o koncentracich
mezi 1 800 a 18 000 mg/l. Pro testy toxicity vzorku vody byl nejprve pfipraven roztok testovaného
média obohaceny o ziviny. Byly pouZity stejné chemikalie ve stejném pomeéru, jako pro piipravu
Steinbergova média. Tim byla tedy nejvyssi mozna pouzita koncentrace 93,80 %, ne 100 %. Poté byla
ptipravena fedici fada vzdy dvojnasobnym fedénim Steinbergovym médiem, a to na rozsah koncentraci
93,80-5,68 %[16].

Test na chemické latce byl dle metody provadén ve dvou provedenich. V pocatecnim (orientaCnim) testu
byla zahrnuta ptiprava koncentra¢ni fady latky v Steinbergové médiu o koncentracich 0,01-100 mg/1.
Po vyhodnoceni vysledki byl proveden definitivni test s koncentra¢ni fadou vychazejici z orienta¢niho
testu. Idealni byl rozsah mezi koncentracemi zpisobujicimi 10% a 100% ucinek, pokud bylo téchto
hodnot dosazeno, pfipadné v rovhomérném rozloZeni kolem predpokladané ECso[16].

3.1.1.2 Thamnotoxkit F
Toxkit je provadén na zabronozce Thamnocephalus platyurus a je upravovan normou [SO 14380[12].

Pro piipravu fedici fady i pro lihnuti cyst bylo pouzito standardni medium. Ta bylo pfipraveno z lahvi¢ek
prislusnych chemikalii, které byly pfilozené k toxkitu, jejich smichanim a doplnénim po rysku
v jednolitrové odméré baiice destilovanou vodou. Standardni medium bylo skladovano ve tmé
a chladu. Pfed pouzitim bylo nutné je 15 minut probublavat vzduchem, aby se zajistil dostate¢ny obsah
kysliku[50].

Cysty byly lihnuty hydrataci ve standardnim mediu ziedéném v poméru 1:8 destilovanou vodou.
Zkumavka s cystami byla naplnéna timto roztokem a po 30 minut byla pribézn¢ protfepavana. Nasledné
byl obsah zkumavky ptidan k 10 ml lihnouciho média na Petriho misce a byl inkubovan pii 25 °C a 3
000—4 000 lux po dobu 20 az 22 hodin[50].

Testovaci desticka byla po sloupcich naplnéna pfislusnymi koncentracemi testovanych latek. Aby se
zamezilo fedéni testované latky pii pfenaseni larev, byla jedna z jamek pouzita jako promyvaci. Bylo do
ni preneseno zhruba 50 larev. Nasledn€¢ bylo vzdy 10 odebrano do kazdé z dalsich jamek pfislusné
koncentrace. Pii manipulaci byla nutna obezietnost a citlivé nakladani s organismy, dale bylo tfeba
prenaset co nejméné roztoku[50].
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Desticka byla zakryta parafinovou folii a vikem; inkubovana byla po 24 hodin ve tm¢ a pii 25 °C. Pro
vyhodnoceni byly spocitany mrtvé larvy v kazdé jamce, tedy larvy nevykazujici zddny pohyb ani po
10 sekundach pozorovani. Test byl povazovan za validni, pokud v kontrole nebyla presazena 10%
mortalita[50].

Standardizace byla provedena na roztoku K,CrO4 (PENTA s. 1. 0.; Cislo Sarze 2904290424) o rozpéti
koncentraci mezi 0,032 a 0,32 mg/l. Pfima toxicita byla stanovovana se sérii dvojnasobnych fedéni
testovaného média (100 % az 6,25 %). Testy na chemickych latkach byly provedeny dle metodiky ve
dvou stupnich: pfedbézny test a definitivni test. V ramci této prace byl ale vyuzit jen predb&zny test,
ktery ma zkoumat rozsah koncentraci 0,01 az 100 mg/1[50].

3.2 Testované latky
Nejvetsi ¢ast vzorkt zkoumanych v této praci predstavovaly vzorky realnych vod.
Dale byly provedeny i testy na chemickych latkach, aby bylo mozné porovnat spolehlivost vysledki

takového testu s vysledky pfimé toxicity. Pro tento ucel byl zvolen dichroman draselny a dale zastupce
1é¢iv jakozto polutantti v dne$ni dobé hojné zkoumané.

3.2.1 Vzorky vod

Pfima toxicita vod byla stanovovana na nékolika odlisSnych vzorcich.

Prace s ptitokem na COV byla zatizena znaénymi riziky, nebot’ se jedna o komunélni odpadni vody
nesouci s sebou znacné riziko infekci a nakazlivych chorob. Tato prace se navic zabyva vodami
povrchovymi, ne odpadnimi. Proto byl zkouman pouze jeden vzorek odpadnich vod, a to za Gc¢elem
posouzeni vlivu Cistiren na toxicitu vod. Pfi praci bylo dbano vyssi opatrnosti a byly pouzity rukavice
a respirator jako bezpec¢nostni pomticky pro zabranéni pfenosu infekce.

V ostatnich p¥ipadech se jednalo o odtoky z COV.

V prvnich testech se ukazalo, ze vétSina vzorki vykazuje velmi nizkou toxicity pro oba organismy.
Jelikoz se dala ptedpokladat podobnd odezva, u nékterych dal§ich vzork bylo zdiivodu Setfeni
materialem upusténo od koncentracni fady predepsané metodikou. Testy pak byly provadény na 100%
vzorku, pfipadné na 100% a 50%.

3.2.1.1 Popis vzorki

Pro rozliSeni vzorkid bylo kazdému pftifazeno oznaceni ve formatu DD MM (,,0* pokud se jednalo
o odtok, ,,P* pokud se jednalo pro pfitok) potadové ¢islo ¢i jiné dalsi upfesnéni.

Tabulka 3: Oznaceni vzorku véetné€ datumu odbéru a nasazeni

Oznaceni vzorku Datum odbéru | Datum nasazeni | Zpasob | Misto odbéru
odbéru
12 01 O 12. 1. 13. 1. J COV Modfice
26 01 O 26. 1. 28. 1. J COV Modfice
03 02 O 3.2. 5.2. J COV Modfice
04 02 O 4.2. 5.2. J COV Modfice
23 03 O 1 23.3. 24. 3. P COV Modfice
23 03 0 2 23.3. 24. 3. P COV Modfice
23 03 P 23. 3. 24. 3. P COV Modfice

V tabulce 3 ,,J* znaéi jednorazové odebrané vzorky; ty byly odebirany do plastovych vzorkovnic.
Vzorky ,,P“ byly sestaveny z dil¢ich vzorkd odebiranych po 30 minutach v prubéhu 24 hodin. Priitok

24



byl zanedban, objemy dil¢ich vzorkli byly vzdy stejné. Tim se 1isi od vSech tii typt smésnych vzorki
stanovovanych v NV ¢. 401/2015 Sb. Ptiloha 4[29]. Pro odbér byl pouzit vzorkovac ISCO 6712[51].

Vzorky odebirané u COV Modfice byly odebrany v bezprosttedni blizkosti vyustniho objektu (viz
obrazek 8).

Obrazek 8: Misto odbérti u vyustniho objektu COV Modiice

3.2.2 Toxicita 1é¢iv

Pii vybéru 1é¢iva, jehoz toxicitu bude tato prace mimo jiné zkoumat, bylo zohlednéno nékolik faktor.

Nejprve se muselo jednat o 1éCivo bézné dostupné bez 1ékatského predpisu, aby jej bylo mozné ziskat
a pracovat s nim. Proto byla zavrhnuta néktera dalsi 1éCiva, jako jsou cytostatika nebo hormonalni
steroidy, ackoliv obecné vykazuji vysokou toxicitu a jsou v souCasnosti velmi zkoumana. Dale bylo
vybirdno 1é¢ivo, jehoz pfitomnost ve vodé je prokazana apro jehoz akvatickou toxicitu existuji
podptirné prameny. Proto byl vybran ibuprofen, pfesnéji ve formé Ibalginu® coby jeho nejznamé;jsi
a nejdostupngjsi formy na ¢eském trhu. Pouzity byly tablety Ibalgin® (400 mg).

Dle pribalové informace je v pfipravku nadala obsazena ,,mikrokrystalicka celulosa, kukufi¢ny Skrob,
sodna sitil kroskarmelosy, magnesium-stearat, koloidni hydratovany oxid kiemicity, v potahové vrstve:
hypromelosa 2910/3, makrogol 6000, mastek, oxid titaniCity (E 171), sodna sil erythrosinu (E 127),
simetikonova emulze SE 4. Vyrobcem udavany obsah a¢inné latky je 400 mg v tableté. Vaha tablety
piipravku Ibalgin® byla zprimé&rovanim vahy 10 tablet stanovena jako 0,617 g. Pro ziskani 1 g
ibuprofenu bylo tedy nutno pouzit 1,54 g rozdrcenych tablet.

Za téchto predpokladl byla pfipravena navazka s obsahem ibuprofenu odpovidajici metodice daného
toxkitu. Rozpustnost ibuprofenu v Cisté vodnim prostiedi se ukazala byt mnohem mensi, nez vyzadovala
metodika pro oba vyuzivané testy. Hledani vhodného fedidla pro konsolvaci by piedstavovalo ptilisnou
komplikaci, proto byla zvolena alternativa pfipravy fedici fady.
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Pivodni roztok byl pfipraven dle navodu uvedeném v dané metodice pro test na chemické latce.
Naésledné byl prefiltrovan, nez byl podroben dalSimu fedéni, a to filtraci na nuci s fritou a ptes filtracni
papir (porozita 0,4 um). JelikoZ nerozpusténa cast klesala ke dnu, 1ze fict, Ze by jeji pfitomnost neméla
na organismy na hladiné ¢i voln¢é se pohybujici ve vodnim sloupci prilisny vliv, alesponi pii pouzivaném
rozlozeni testu. Timto pfistupem byly zna¢n€ zkresleny koncentrace, které se v testu ve skutecnosti
nachazi. Proto byla pro popis koncentraci pouzita procenta, stejn¢ jako u testech na vzorcich vod. Za
100% povazujeme roztok, ktery by v ptipad¢ idealni rozpustnosti mél pozadovanych 100 mg/l1.

3.2.3 Dichroman draselny

Dichroman draselny je vysoce toxickou latkou pouzivanou v mnohych biotestech jako standardni latka.
Jeho toxicitou se zabyva zna¢na ¢ast védeckych praci a pro vétSinu bézné vyuzivanych organismu lze
najit udaje o jeho toxicité. Proto byl zvolen jako latka, na niz bude posouzena citlivost obou biotestil.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Standardizace

Pro Spirodela p. byla provedena standardizace na KCl v rozmezi koncentraci 1 800—18 000 mg/l.
Provedeni standardizace bylo diilezité prevazné z diivodu vlivu podminek, zejména intenzity osvétleni,
na rast listt.

Tabulka 4: Narusty listl a pfislusna procenta inhibice riistu pro standardizaci na KCl

¢ [mg/1] k 1800|3200 | 5600 | 10000 | 18 000
t72-t0 [mmz] 9,780 | 7,250 | 7,038 | 4,613 | 3,213 0,513
inhibice [%] 25,87 | 28,04 | 52,84 | 67,15 94,76
100
80
y =80,272x - 253,16
60 R2=10,9477
S X
40
20
0
32 3,4 3,6 38 4,0 4.2 4.4
log(c)

naméfena data X EC50

Obrazek 9: Graf zavislosti 1%=f(log(c)) a odhadovana ECs, pro standardizaci

Z vypoctl byla stanovena ECso jako 5 978,85 mg/l s rozmezim 95% jistoty 2 614,17—13 674,18 mg/1.
Vyrobce toxkitu udava referenéni hodnotu ECsy jako 5 514 mg/l, rozmezi 95% jistoty je 4 635-
6 267 mg/l. Stanovena ECso byla v ramci 95% jistoty pfijatelnd, proto byla standardizace povazovana
za uspesnou.

Vyuziti Thamnotoxkitu bylo jiz v laboratofi zavedeno, proto bylo od standardizace upusténo v ramci
Setfeni materialu a Casu.

4.2 Vzorky vod
42.1 12,010

Na tomto vzorku byl sledovan pouze vliv na Spirodela p.

Tabulka 5: Narusty listl a pfislusna procenta inhibice riistu pro vzorek 12 01 _O

c [%] k 5,86 11,72 | 23,45 | 46,90 | 93,80
t72-t0 [mm?] | 20,040 | 22,769 | 20,582 | 17,933 | 18,678 | 19,561
inhibice [%] -13,62 | -2,70 | 10,51 | 6,80 2,39
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Dle vypoctt by 72h ECso bylo dosazeno s 88 548,95% koncentratem vzorku, rozmezi 95% jistoty je
0,67 %—11 765 155 148,64 %. Takova Site 95% jistoty je neslucitelna s vypovédni hodnotou vysledku.

Rozdily mezi narusty listdi jsou také zcela minimalni a ve dvou z péti koncentraci listy dokonce narostly
vice nez v kontrole. Vzhledem k blizkosti ziskanych hodnot je vSak tato odchylka velmi nevyznamna
aspiSe, nez ohormesi se jedna o odchylku zplsobenou individudlnimi vlastnosti organisma.
To podporuje i velké rozpéti 95% jistoty ECso ziskané vypoctem.

Lze tedy usoudit, ze vzorek nezpusobil Zadnou méftitelnou akutni pfimou toxicitu.

422 26 01_O
Na tomto vzorku byla provedena pouze analyza pomoci Thamnotoxkit F.

Tabulka 6: Mortalita [%] pro vzorek 26_01_O

c [%] k 6,25 | 12,50 | 25,00 | 50,00 | 100,00
mortalita [%] | 3,33 | 0,00 | 6,67 | 16,67 | 20,00 | 30,00

110%
90%
70%

y =0,2436x + 0,2933
50% K R?=0,9837

Mortalita [%]

30%

10%

-10%

15 -10 -05 00 05 10 1,5 20 25 30 35
log(c)

naméiena data X EC50

Obrazek 10: Graf zavislosti mortalita[%]=f(log(c))
Prolozenim zévislosti procent mortality na logaritmu koncentrace linearni kfivkou byla ziskana rovnice
y = 0,2436x + 0,2933 3)

Pro ziskani 24h LCs bylo dosazeno za y 50 % (respektive 0,5) a vysledné ¢islo bylo pfevedeno zpét na
linearni format:

_05-02933 _ . @
Y ="02436
LCso = 10%848% = 70527 %, (5)

Nutno podotknout, ze LCso je velmi vzdalena od realné¢ naméfenych hodnot, proto je nespi§ pomérné
nepiesnd. Jedna se spiSe o odhad.

Vzorek vykazuje pro Thamnocephalus p velmi zieteln€ toxicitu. Jedna se vsak o slaby efekt — 24h LCs
by vyzadovala 705,27% koncentraci vzorku a samotny vzorek pti 100% koncentraci zptsobil jen 30%
mortalitu.

28



423 03 02 O;04 02 O
Na obou vzorcich byla provedena zkouska pouze na Thamnocephalus p.

Tabulka 7: Mortalita [%] pro vzorek 03 02 O

c [%] 6,25 | 12,50 | 25,00 | 50,00 | 100,00
mortalita [%] | 0 | O 0 13 3 3

Tabulka 8: Mortalita [%] pro vzorek 04 02 O

c [%] 6,25 | 12,50 | 25,00 | 50,00 | 100,00
mortalita [%] | 0 | 7 0 0 10 7

Jak je ztabulek patrné, mortalita uobou vzorkii nevykazuje zadny dobfe pozorovatelny trend.
Navic mortalita pod 10 % (tedy 3 z 30) je pfipustna i v kontrole, aniz by tim byla narusena validita testu.
Tuto hodnotu pfesahuje pouze 25% roztok 03_02_O s 13% mortalitou (4 z 30).

Vysledky tedy naznacuji, Ze ani jeden ze vzorkli nevykazuje akutni toxicitu pro Thamnocephalus p.
Umrtnost organismi byla pravdépodobné zptisobena podminkami testu nebo neopatrnym zachézenim
pri pfenasenti larev.

42.4 23 03 0 1;23 03 0 2;23 03 P

U vSech téchto vzorkl, odebranych ve stejny den, byla provedena analyza na obou organismech
(Thamnocephalus p., Spirodela p.). Vzhledem k pfedchozim testiim, kde se odtoky z COV neukézaly
jako velmi toxické, bylo predpokladano, Ze izde bude toxicita patrna nanejvy$ ve vysokych
koncentracich. V zajmu uSetfeni materialu byla tedy metodika upravena tak, Ze byly niZsi koncentrace
zcela vynechany z testovani.

Tabulka 9: Mortalita [%] pro vzorky 23 03 O 1a23 03 O 2

¢ (%) (23030 1) [ (23030 1) | (2303 0 1) | (2303 0 2) | (23 .03 0 2)
’ 25 50 100 50 100
mortalita [%] 0 0 0 0 0

Tabulka 10: Mortalita [%] pro vzorek 23 03 P

c [%]

6,25 | 12,50

25,00 | 50,00

100,00

mortalita [%]

0 0

0 0

100

Tabulka 11: Narusty listti a ptislusna procenta inhibice rdstu pro vzorky 23 03 O 1,23 03 O 2a23 03 P

 [%] (23030 1) | (23.03.02) | (23.03_P) | (23 03 P) | (23_03_P)
100 100 25 50 100

t72-t0 11,553 | 9,754 11,038 16280 | 9,377 7,869

%inhibice 15,57 4,46 -40,91 18,84 31,89

Pro oba vzorky odtoku nedo$lo k zadné umrtnosti Thamnocephalus p., ani ve zcela neziedéné formé.
Oba tedy pro tento organismus nevykazuji akutni toxicitu.
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Jejich vliv na Spirodela p. uz je patrnéjsi. OvSem v piipadé 23 03 2 je prakticky zanedbatelny: prameér
ploch listli se od kontroly 1i§i o pouhych 0,515 mm?, tedy inhibice o0 4,46 %, coZ je odchylka zcela
statisticky nevyznamna, jestlize byl obsah listi méfen lidskou rukou. Pro 23 03 1 je uz rozdil praméru
1,799 mm?, coz stanovuje procento inhibice jako 15,57 %. Takovou hodnotu uZ lze povazovat za
prikaznou.

Piitok na COV zpiisobil vyssi odezvy. V nizsich koncentracich (do 50 %) nemél na Thamnocephalus p.
zadny ucinek, 100% koncentrace vsak vyvolala 100% tmrtnost. JelikoZ je nutné vzorek zpracovat do
24h po odbéru atest samotny trva 24 h, nemohl byt proveden dalsi test pro bliz§i uréeni LCso,
aniz by hrozilo, ze by se do vysledkd promitly zmény vzorku zpisobené prodlevou. Lze tedy jen fict,
ze lezi n€kde mezi 50% a 100% koncentraci vzorku odpadni vody. Zaroven lze fict, Ze jiz po zfedéni
povrchovou vodou v poméru 1:1 se pro Thamnocephalus p. ztraci veskera akutni toxicita.
40
30
20
10

0

20 40 60 80 100 120

Inhibice [%]

c [%]
Obrazek 11: Graf zavislosti 1%=f(c) pro 23 03 P

Pro Spirodela p. dochazi u vzorku 23 03 P k velmi silné hormesi. Pii 25% koncentraci vykazovaly
rostliny az 40% stimulaci ristu. Pro koncentrace 50 a 100 % uZ nastava inhibice, nanejvys ale 31,89 %.
Stimulacni efekt 1ze pravdépodobné vysvétlit vysokym mnoZzstvim zivin pfitomnych v odpadni vode¢,
jakkoliv obsahuje i latky skodlivé.

4.2.5 Zhodnoceni toxicity vod

Vétsina vzorki odtoku z COV vykazovala toxicitu minimalni, v nékolika p¥ipadech dokonce Zadnou.
Jeding 26 _01_O zptsobil 30% mortalitu Thamnocephalus p., predpokladana LCso se ale pohybuje
kolem 705,27 %, tedy sedmindsobné koncentrovanéjsi, nez byl vzorek. Vzorek 23 03 O 2 zpisobil
15,57% inhibici.

Pro pfitok komunalni odpadni vody se podafilo prokazat zietelny toxicky ucinek. V neziedéné formé
zpusobil 100% mortalitu pro Thamnocephalus p. a pro Spirodela p. 31,89 % inhibici rastu.

JelikoZ by tento vzorek béhem 24 hodin usmrtil celou populaci Thamnocephalus p., pravdépodobné by
m¢él zasadni negativni dopad i na ostatni bezobratlé vyskytujici se ve vodach.

Oproti tomu se inhibice 31,89 % nemusi zdat vyznamna, vezmeme-li v potaz, Ze je mozna inhibice az
100%. Stale se vSak jedna o hodnotu dvojnasobn¢ vyssi nez nejvyssi nameéfena inhibice pro odtoky
z COV.
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Z tohoto rozdilu Ize vyvodit, Ze procesy ¢isténi odpadnich vod jsou relativné uc¢inné a do velké miry
snizuji toxicitu vod, které Cistirnami prochazeji. Navic nesmime zapomenout na poméme rychlé a velké
ziedéni, ke kterému dochazi ptimichavanim odtoku do recipientu.

Vysledky ziskané v této praci se ale zabyvaji pouze akutni toxicitou. Pro ni jsou zjevné opatfeni
pfijimana soucasnou legislativou dostatecna. I nizké akutni toxické u€inky vypousténych vod naznacuji,
ze se nejedna o vodu zcela Cistou. To znamena, Ze jsou do povrchovych vod neustale vypousStény
Skodlivé latky, ackoliv v malych koncentracich. Jejich vliv na vodni organismy a ekosystém jako takovy
jiz spada pod toxicitu chronickou a vyzaduje dalsi testovani.

4.3 Toxicita 1é¢iv
Jak jiz bylo zminéno pfi popisu metodiky, neni znamo, které latky z tablety a jak se pfesné€ rozpustili pii

piipravé roztoku. Déle, jelikoz nebyl vyuzit Cisty ibuprofen, ale 1&¢ivy pripravek Ibalgin®, nelze
s jistotou urcit, ktera latka vyvolala toxicky uc¢inek.

Nasledujici vysledky tedy hodnoti ptipravek jako smeés téchto latek.

Tabulka 12: Mortalita pro ptedb&zny test na Ibalginu®

¢ [%] 0 1.10"'|1.10" | 1|10 ] 100
mortalita [%] | 7 | O 0 313 |0

Pro Thamnocephalus p. byla mortalita ve vSech koncentracich pod 10 % povolenymi i pro kontrolu.
LOEC pro Ibalgin® na Thamnocephalus p. je tedy vy33i neZ nejvyS§i testovana koncentrace.
JelikoZ nebylo mozné pripravit koncentrovanéjs$i roztok bez pouziti organickych rozpoustédel,
bylo upusteéno od provadéni dalsich testi.

Tabulka 13: NarGsty listd a pfislu$na procenta inhibice riistu pro predbézny test na Ibalginu®

¢ [%] 0 1.10" 1.10°"! 1 10 100
t72-t0 24,837 23,267 22,024 20,550 11,504 0,015
%inhibice | 0 6,32 11,33 17,26 53,68 99,94
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Obrézek 12: Graf zavislosti 1%=f(log(c)) a odhadovana ECs, pro pfedb&zny test na Ibalginu®

Predbézny test na Spirodela p. uz ale pti nejvyssi pouzité koncentraci vykazoval 99,94% inhibici.

Z vypoctu provedeného SW Excel vychazi ptiblizna ECs jako 3,43 % pouzitého roztoku s rozmezim
95% jistoty 0,15-74,6 %. Toto rozmezi je velmi Siroké a z grafu je patrné, Ze hodnota neni zcela piesna.

V logaritmickém méfitku ocekavame, alespon kolem ECso, linearni zavislost. Z grafu je vSak patrné, Ze
data lezi spis na exponencialni kiivce. Je mozné, Ze tyto odchylky zptsobila chyba pfi piipraveé fedici
fady. JelikoZ se ale jedna pouze o piedbézny test, nebyl opakovan.

Vsechny rostliny v nejvys$si koncentraci vykazovaly zna¢nou miru chlorozy.

Nasledné byl tedy proveden definitivni test v uzs§im rozmezi koncentraci.
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Tabulka 14: Naristy listii a ptislu$na procenta inhibice rlstu pro definitivni test na Ibalginu®

¢ [%] 0 | 1,8 3.2 5.6 10
£72-t0 17,167 | 13,721 10,900 8,376 5,166 2,964
%inhibice | 0 20,08 36,51 51,21 69,91 82,74
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Obrazek 13: Graf zavislosti [%=f(log(c)) a odhadovana ECso pro definitivni test na Ibalginu®

Zde byla stanovena ECsg jako 2,94 % s rozmezim 95% jistoty 1,01-8,62 %. Od piedbézné ECso se piilis
nelisi, ale rozmezi jistoty je jiz mnohem uzsi a piijatelné;si.

Jestlize bychom zanedbali problémy s rozpustnosti a pocitali, ze 100% roztok ma 100 mg/l, dostali
bychom ECsj 2,94 mg/1. Skute¢na ECs pro Ibalgin® tedy lezi nékde pod touto hodnotou.
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Obrazek 14: Graf zavislosti 1%=f(log(c)) pro piedbé&zny i definitivni test na Ibalginu® v¢etn& obou ECsg

Pohled na graf's hodnotami obou testti ukazuje, ze ackoliv si jednotlivé ECs jsou velmi podobné, zbytek
dat se jiz lisi. Pro koncentraci 1 % (-2 v logaritmickém méfitku) jsou si obé naméfené hodnoty jesté
blizké. Ale v 10 % (-1 v logaritmickém méritku) uz je rozdil velky. I zde je pravdépodobné pricinou
Spatna priprava koncentracni tady. Je dokonce mozné, ze si pripravené 100% roztoky zcela
neodpovidaly. To by ov§em nevysvétlovalo, pro€ jsou si ECs tak blizké.
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Toxicita Ibalginu® neni ptekvapiva[28; 30]. Nebyla nalezena zadn4 data tykajici se Spirodela p., vétSina
studii se zabyva rybami nebo korysi, ne rostlinami. Di Baccio et al[45] vSak pozorovali vliv ibuprofenu
na Lemna gibba. Ackoliv se jedna o odlisSnou rostlinu, rody Lemna a Spirodela jsou si velmi
podobné[ 15], proto se k témto vysledkiim da piihlizet. Test na Spirodela p. ovSem trva pouze 3 dny (dle
ISO 20227[49]) oproti 7 dniim na Lemna minor (dle ISO 20079 [48]) a ve studii na Lemna g. pouzitych
10 dntim[45], ¢asovy ramec projevu odpovédi si tedy nejspi$ neodpovida.

V této studii byly pouzity hodnoty 1, 0,20 a 0,02 mg/l). K nekréze ¢i chlordze nedoslo viibec po celych
10 dni testu. V narustech listd se neodrazily az do osmého dne od nasazeni, ovSem vliv na plochy lista
byl stimula¢ni. Jiné méfené endpointy (fluorescence chlorofylu a mnozstvi fotosyntetickych pigmentt)
nevykazovaly zadnou zménu oproti kontrole[45].

Tento stimulaéni efekt ibuprofenu si protifeci s vysledky ziskanymi v této praci. Pro lepsi posouzeni by
byla nutna blizsi analyza s pfesnéji znamymi koncentracemi.
4.4 Dichroman draselny

Test na Thamnocephalus p. nebyl proveden z divodi zminénych vyse. Vyrobce vSak uvadi referenéni
hodnotu LCso pro standardizaci jako 0,065 mg/I (pfijatelné je rozmezi 0,052—0,148 mg/1[12]).

Jelikoz Gcelem provadéni testu na Spirodela p. bylo porovnani reakce obou organismi, byla misto
metodikou predepsané¢ho predbézného testu na chemické latce pouzita stejnd koncentracni fada, jako
predepisuje standardizace pro Thamnotoxkit.

Tabulka 15: Nartiisty listi a pfislusna procenta inhibice ristu pro dichroman draselny

¢ [mg/l] k 0,032 | 0,056 | 0,1 0,18 | 0,32
t72-t0 [mm?] | 10,341 | 7,628 | 6,433 | 3,795 | 3,496 | 1,358
inhibice [%] | 0 26,24 | 37,80 | 63,30 | 66,20 | 86,87
100
90
80
_ 170
= 60
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< 40 R2=10,9616
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Obrazek 15: Graf zavislosti 1%=f(log(c)) a odhadovana ECsy pro dichroman draselny
Vysledna ECsp je 0,08 mg/1 (rozmezi 95% jistoty 0,02—0,29 mg/1).

ECso pro Spirodela p. je tedy lehce vyssi, nez LCso pro Thamnocephalus p. Porovnani ECso a LCso béZné
nema vysokou vypovédni hodnotu. Zde je ale LCso na Thamnocephalus p. nizsi, nez ECso na Spirodela

34



p. Tedy pii 0,065 mg/l by zemiela polovina populace Thamnocephalus p., ale Spirodela p. by
vykazovala mensi nez 50% inhibici ristu. Thamnocephalus p. je tedy na dichroman draselny citlivejsi.

4.5 Zhodnoceni metodiky

Z porovnani vysledkt pro vzorky testované na obou organismech je patrné, ze test na Spirodela p. je ze
dvou pouzivanych testi ten citlivéjsi. Dikazem toho je 0% mortalita pro 50% koncentraci 23_03_P pii
testu na Thamnocephalus p., zatimco Spirodela p. pti stejné koncentraci jiz vykazovala meéftitelnou
inhibici.

Do jisté miry je to zplsobeno i sledovanymi endpointy: test na korysich sleduje jen mortalitu, coz je
nejkrajnéj$i dasledek otravy. Jelikoz se jedna o Cisté binarni odpovéd (Zivy/nezivy), muze byt
organismus vazn¢ poskozen toxickou latkou, ale stale prezivat atim nedavat zadnou meéfitelnou
negativni odpovéd’ na toxikant. Naopak pii méfeni ristu listh Ize zmény na organismu pozorovat,
1 pokud jsou malé, a zachytit je tak i v mensich koncentracich.

Jak je ale patrné z testl provadénych na dichromanu draselném, ne vzdy je Spirodela p. tim citlivéj$im
organismem. Rozdil v citlivosti je zde zpusoben specifiky metabolismu rozdilnych organismi. Tyto
vysledky potvrzuji nutnost zatazeni vice odliSnych organismu.

Na citlivost endpointu se da nahlizet dvéma zplsoby. Prvni vychazi pfevazné z hodnoty ECsy nebo
posuzujeme, pii jak malé koncentraci se projevi. Dal$im pohledem, pon¢kud htite kvantifikovanym,
jejeho statistickd vyznamnost, mira, jakou je schopen prevySovat Sum béznych odchylek v jeho
hodnotach i bez ptitomnosti toxické latky[4].

Tato nerovnost by tedy mohla byt napravena vyuzitim jinych, citlivéjSich endpointi. Adamczuk et
al.[52] vyuzili pro analyzu cyanotoxind takovych endpointii hned nékolik. Vedle mortality byl testovan
ptijem potravy, spotfeba kysliku, pohyb a degradace F-aktinu. Ziskané 24h ECs pro tyto metody byly
fadove odlisné[52]. Modifikaci, respektive obohacenim metody stanoveni toxicity na
Thamnocephalus p. o citlivéj$i endpoint by mohlo byt dosazeno jasnéjsich vysledku.

Do méfeni ploch listli se v disledku zpiisobu ziskavani konecnych hodnot promitd nezanedbatelna
chyba. Jak bylo zminéno v kapitole zabyvajici se metodikou téchto testd, pokud se blizime ke 100%
inhibici ristu, dochazi k pripadiim, kdy je list po skonceni testu vyhodnocen jako mensi (aniz by doslo
ke skute¢nému zmenseni listu). Vyhodnoceni je totiz pomérné zavislé na kvalité fotografie desticky,
ato jejiho rozliSeni a pripadného naklonu, ktery zptsobuje zkresleni. Dale se odviji od presnosti
obkresleni samotnych listi, ato jednim tahem. Zde se tedy zakonité projevi lidska chyba, nebot
nakreslena hranice nikdy nebude presné odpovidat jednotlivym pixeliim fotografie.

Navic se sleduje nartist jen jednoho listu, a to i v pripad¢, ze se stélky rozmnozi. Nartst biomasy je pak
mnohem v¢Etsi, ale vétSina se nepromitne do vysledku.

Metodu by bylo vhodné upravit zptisobem, ktery nevyzaduje toto manualni obkreslovani listt, v zajmu
presnosti i rychlosti vyhodnoceni. Napomocny by byl software umoznujici presnéjsi obkresleni, které
nevyZaduje provedeni jednim tahem; pfipadné software schopny samostatného vyhodnoceni bez zasahu
cloveka.

Pfipadné 1ze navrhnout méfeni inhibice zcela jinym zptsobem, napiiklad sledovanim fotosyntetické
aktivity ¢i vazenim celkové biomasy.

Pro zkousku sledovani fotosyntetické aktivity byla pouzita Handy GFP Cam FC 1000-H/GFP.
Ta umoziiuje méteni GFP (green fluorescent protein) i fluorescence chlorofylu. Ta méfi kvantovy
vytézek Qy, tedy pomér mezi kvanty emitovanymi a absorbovanymi fluoroforem za sekundu.
Fluorescenéni signél je pfeveden na faleSné barvenou $kalu, aby jej bylo mozné vizualné posoudit[53].
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Obrazek 16: Handy GFP Cam FC 1000-H/GFP

Umoziuje tedy stanovit fotosyntetickou aktivitu. Schopnost pohlcovat svételnou energii je nutnosti pro
rust a zivot rostliny a zaroven se v ni odrazi pfipadny stres, pod kterym se nachazi. Ne vzdy se ale
toxicky efekt projevi zménou na fotosyntetickych pigmentech[53; 45].

Program navic stanovuje i plochu listi. Bohuzel nelze dobie izolovat jednotlivé frondy, proto neslo
vyuzit kameru pro stanoveni ploch, aby se pfedeslo problémtim popsanym vyse.

Obrazek 17: Dialogové okno pii praci s Handy GFP Cam FC 1000-H/GFP
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Pro posouzeni malo rozpustnych latek, jako je Ibalgin® (respektive ibuprofen) by bylo vhodné nalézt
rozpoustédlo, které lze pouzit, aniz by dochdzelo k ovlivnéni vysledkii testu jeho ptitomnosti.
stanoveny test (dle metody, testovaciho organismu itestované latky) je ale nutné stanovit
experimentalné[54]. Druhou moznosti je pouziti jen tak nizkych koncentraci, Ze neni konsolvace
tteba[45]. V obou piipadech by pak bylo Gcelné zajistit chemickou analyzu pfipraveného roztoku pro
ovéieni koncentrace ibuprofenu v tabletach.
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S ZAVER
Zakladnim piedpokladem, ktery vedl k tématu této prace a k vybéru vzorki, byla uvazovana toxicita
vod vypousténych z COV. A to zejména toxicita zptisobend obsazenymi 16¢ivy. Tato hypotéza ale nebyla

potvrzena. Z testovanych vzorkli odtoku vykazovaly vliv hodny pozornosti pouze dva, ato 26 01 O
s 30% mortalitou a 23 03 O 2 s 15,57% inhibici ristu pro 100% koncentrace obou vzork.

Porovnani téchto hodnot s vysledky pro 23 03 P (100% mortalita a 31,89% inhibice rtstu pro plné
koncentrovany vzorek) ukazuje, ze soucasné metody ¢isténi odpadnich vod snizuji jeji ekotoxicitu
o polovinu az tfetinu.

Okamzity vliv na zivotni prostiedi je tedy pro vypousténé vody velmi maly, zvlasté po jejich ziedéni
vodou recipientu. JelikoZz ale v koncentrované podobé néjaky negativni w¢inek zpusobuji,
1ze ptedpokladat, Ze maji i chronické ucinky. Ty tato prace nemohla odhalit, je nutné tedy vybrat nebo
vytvorit metodiku pro jeji zkoumani.

Toxkity vyuZzivajici Spirodela p. se ukézaly jako citlivéjsi pro veétsi zfedéni vzorkd vod, atedy
i vhodngj$i pro sledovani tak nenapadné toxicity, jakou ocekavame v Zivotnim prostiedi. Test
s dichromanem draselnym ale potvrdil nutnost zafazeni vice trofickych trovni, nebot’ pfi ném byl
Thamnocephalus p. citlivéjsi.

Pokusy na vzorcich piipravku Ibalgin® dokazuji, Ze je schopny vyvolat negativni odezvu, alespofi co
se Spirodela p. tyce. Zde 1 pti zfedéni nasyceného roztoku o Ctyfi fady doslo k projevu akutni toxicity.

Léciva ve vodach jsou abudou inadale velkym problémem, ktery vyzaduje dal§iho zkoumani.
Narozdil od mnoha jinych zdrojii znecisténi nelze mnoho 1é€iv pfilis omezit, nebot’ jsou pro cast lidské
populace nezbytnou podminkou kvalitniho Zivota.
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7 SEZNAM ZKRATEK

API
PPCP

LOEL

LOAEL

NOEL

NOAEL

ECs
ICso
LCso
REACH
CSN
ISO
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léciva latka, ,,active pharmaceutical ingredient™

farmakologické slouCeniny a ptipravky osobni péce, ,,pharmaceuticals and personal
care products*

v

v

observed adverse effect level*

nejvyssi davka ¢i koncentrace, ktera nevyvolala pozorovatelny G¢inek ,,no observed
effect level*

nejvyssi davka ¢i koncentrace, ktera nevyvolala negativni pozorovatelny aé¢inek ,,no
observed adverse effect level

koncentrace vyvolavajici 50% ucinek, ,,effective concentration*
koncentrace vyvolavajici 50% inhibici, ,,inhibition concentration‘
koncentrace vyvolavajici 50% mortalitu, ,,lethal concentration*
»registration, evaluation, authorisation and restriction of chemicals*
¢eska technicka norma

,.International Organization for Standardization‘
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Priloha 3: Kompletni vysledky Duckweed toxkit F

Tabulka 16: Plochy listii [mm?] pfi standardizaci na KCI pfed a po nasazeni

t0
¢ [mg/1] 0 1800 3200 5600 | 10000 [ 18000
1 13,965 | 11,305 | 8,002 | 6,974 | 11,476 | 8,706
2 6,926 | 4,419 | 6,427 | 2,385 | 9,354 | 6,258
3 5,303 | 3,621 | 2,195 [ 1,889 | 2,176 | 2,308
4 5,343 | 6,381 | 4,430 [ 4,925 | 3,913 | 1,977
5 5,604 | 2,626 | 4,095 | 4,611 | 3,883 | 7,119
6 1,454 | 3,976 | 3,005 | 5,327 | 5,983 | 4,277
7 2,001 | 2,053 | 2,898 | 5,161 | 9,535 | 2,118
8 5,135 | 4,147 | 1,732 | 7,025 | 3,198 | 3,574
Praimér | 5,716 | 4,816 | 4,098 | 4,787 | 6,190 | 4,542
6 3,820 | 2,921 | 2,159 | 1,869 | 3,480 | 2,546
Vx 66,82 | 60,65 | 52,68 | 39,03 | 56,22 | 56,05
t72
¢ [mg/1] 0 1800 3200 5600 | 10000 [ 18000
1 28,895 1 20,200 | 15,800 | 15,630 | 12,482 | 9,209
2 18,316 | 14,317 | 14,200 | 4,487 | 13,359 | 5,903
3 14,098 | 10,177 | 10,700 | 8,720 | 7,182 | 2,588
4 14,878 | 14,774 | 10,900 | 11,486 | 8,105 | 2,271
5 11,074 | 8,570 | 12,700 | 10,701 | 8,612 | 6,852
6 11,141 | 13,032 | 9,700 | 10,204 | 9,855 [ 4,438
7 11,440 | 9,785 [ 10,300 | 6,044 | 12,305 | 2,427
8 11,578 | 11,428 | 7,600 | 12,078 | 7,492 | 4,694
Praomér | 15,178 | 12,785 | 11,488 [ 9,919 | 9,924 | 4,798
6 6,087 | 3,718 | 2,622 [ 3,513 | 2,463 | 2,447
Vx 40,10 | 29,08 | 22,82 | 35,42 | 24,82 | 51,01

Tabulka 17: Rozdily ploch listii [mm?] pro standardizaci na KCl

¢ [mg/1] 0 1800 | 3200 | 5600 | 10000 | 18000
1 14,930 | 8,895 | 7,798 | 8,656 | 1,006 | 0,503

2 11,390 | 9,898 | 7,773 | 2,102 | 4,005 | 0,000

3 8,795 | 6,556 | 8,505 | 6,831 | 5,006 | 0,280

4 9,535 | 8,393 | 6,470 | 6,561 | 4,192 | 0,294

5 5,470 | 5,944 | 8,605 | 6,090 | 4,729 | 0,000

6 9,687 | 9,056 | 6,695 | 4,877 | 3,872 | 0,161

7 9,439 | 7,732 | 7,402 | 0,883 | 2,770 | 0,309

8 6,443 | 7,281 | 5,868 | 5,053 | 4,294 | 1,120
Primeér 9,461 | 7,969 | 7,390 | 5,132 | 3,734 | 0,333
6 2,907 | 1,340 | 0,977 | 2,552 | 1,287 | 0,359

Vx 30,73 | 16,81 | 13,22 | 49,72 | 34,47 | 107,83
Inhibice [%] 15,77 | 21,90 | 45,76 | 60,53 | 96,48
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Tabulka 18: Plochy listii [mm?] pii testovani vzorku 12_01_O pied a po nasazeni

t0

c [%] 0 5,86 11,72 | 23,45 | 46,90 | 93,80
6,223 | 3,868 | 3,784 | 1,869 | 3,668 | 6,217
2,930 | 2,754 | 5,286 | 4,588 | 3,571 | 3,954
2,039 | 4,698 | 3,855 | 3,214 | 5,370 | 5,694
3,652 | 4,725 | 2,078 | 3,408 | 2,751 | 3,381
3,275 | 3,865 | 2,712 | 3,412 | 3,466 | 3,317
2,713 | 4,196 | 4,261 | 5,116 | 5,490 | 2,797
3,590 | 3,233 | 5,055 | 3,175 | 3,806 | 4,931
3,201 | 4,569 | 4,037 | 3,660 | 3,066 | 2,505
Primeér | 3,453 | 3,989 | 3,884 | 3,555 | 3,899 | 4,100

6 1,233 | 0,712 | 1,079 | 0,975 | 1,005 | 1,368

Vx 35,72 | 17,86 | 27,78 | 27,44 | 25,77 | 33,38
t72
c [%] 0 5,86 11,72 | 23,45 46,9 93,80
1 29,504 | 30,616 | 14,768 | 7,824 | 13,170 | 32,157
2 9,558 | 24,345 | 31,315 | 30,392 | 23,301 | 29,259
3 16,239 | 34,641 [ 26,563 | 12,392 | 26,082 | 30,041
4 24,241 | 23,361 [ 17,490 | 24,685 | 16,100 | 16,487
5
6
7

0 | (N |0 B[N =

26,781 | 29,838 | 18,854 | 21,492 | 23,327 | 23,569
23,728 | 29,615 [ 26,893 | 30,352 | 27,694 | 16,517
29,000 | 20,553 [ 29,346 | 23,267 | 26,505 | 22,137
8 28,889 | 21,087 | 30,492 | 21,500 | 24,431 | 19,116
Primér | 23,493 | 26,757 | 24,465 | 21,488 | 22,576 | 23,660
6 7,109 | 5,109 | 6,454 | 7,934 | 5,194 | 6,207
Vx 30,26 | 19,09 | 26,38 [ 36,92 | 23,01 | 26,24

Tabulka 19: Rozdily ploch listt [mm?] pro vzorek 12 01 O

c [%] 0 5,86 11,72 | 23,45 | 46,90 | 93,80
1 23,281 | 26,748 | 10,984 | 5,955 | 9,502 | 25,940
2 6,628 | 21,591 | 26,029 | 25,804 | 19,730 | 25,305
3 14,200 | 29,943 | 22,708 | 9,178 | 20,712 | 24,347
4 20,589 | 18,636 | 15,412 | 21,277 | 13,349 | 13,106
5 23,506 | 25,973 | 16,142 | 18,080 | 19,861 | 20,252
6 21,015 | 25,419 | 22,632 | 25,236 | 22,204 | 13,720
7 25,410 | 17,320 | 24,291 | 20,092 | 22,699 | 17,206
8 25,688 | 16,518 | 26,455 | 17,840 | 21,365 | 16,611
Primér 20,040 | 22,769 | 20,582 | 17,933 | 18,678 | 19,561
6 6,530 | 4,954 | 5,672 | 7,084 | 4,707 | 5,170
Vx 32,59 | 21,76 | 27,56 | 39,50 | 25,20 | 26,43
Inhibice [%] -13,62 | -2,70 | 10,51 6,80 2,39




Tabulka 20: Plochy listi [mm?] pfi testovani vzork 23 _03_O 1,23 03 O 2 a23 03_P pred a po nasazeni

10
. 0 01 | 02 P P P
100% | 100% | 25% | 50% | 100%
1 5915 | 10,360 | 9,085 | 9.413 | 8,242 | 9,832
2 3,859 | 5,040 | 6,543 | 6,125 | 5,968 | 9,046
3 6,267 | 3,902 | 4,640 | 6,558 | 5,525 | 1,033
4 2,446 | 3,360 | 2,898 | 3,907 | 8,999 | 4,954
5 4,573 | 9,841 | 4,654 | 5,097 | 4459 | 2,132
6 5573 | 4,088 | 5449 | 2865 | 6,334 | 6,534
7 6,401 | 2,660 | 9,189 | 2,508 | 5,887 | 8452
8 11,193 | 3,817 | 3,755 | 3,265 | 3,098 | 7,590
Pramér | 5,778 | 5384 | 5777 | 4,967 | 6,064 | 6,197
6 2,570 | 2,990 | 2,336 | 2,334 | 1,895 | 3,234
v, 4448 | 5555 | 4045 | 4699 | 3125 | 52,19
t72
. 0 o1 | 02 P P P
100% | 100% | 25% | 50% | 100%
1 19,298 | 20,408 | 22,184 | 33,616 | 21,492 | 20,502
2 11,194 | 18,416 | 20,316 | 21,340 | 12,752 | 19,321
3 | 21,802 | 11,306 | 12,182 | 30,028 | 15,038 | 8,559
4 12,848 | 11,818 | 13,783 | 15,956 | 23,366 | 11,058
5 16,066 | 21,086 | 15,406 | 21,655 | 13,651 | 9.236
6 14,225 | 14,832 | 15,140 | 14,597 | 17,136 | 15,039
7 18,376 | 9.358 | 23,543 | 7.814 | 12,692 | 14,069
8 | 24844 | 13879 | 11,964 | 24,973 | 7401 | 14,744
Pramér | 17,332 | 15,138 | 16,815 | 21,247 | 15,441 | 14,066
6 4,635 | 4387 | 4,556 | 8.425 | 5,142 | 4361
Ve 26,74 | 28,98 | 27,10 | 39,65 | 3330 | 31,01

Tabulka 21: Rozdily ploch listd [mm?] pro vzorky 23 03 O 1,23 03 O 2a23 03 P

. 0 01 | 02 P P P
100% | 100% | 25% | 50% | 100%
1 13,383 | 10,048 | 13,099 | 24,203 | 13,250 | 10,670
2 7,335 | 13,376 | 13,773 | 15,215 | 6,784 | 10,275
3 15,535 | 7404 | 7,542 | 23,470 | 9,513 | 7,526
4 10,402 | 8,458 | 10,885 | 12,049 | 14,367 | 6,104
5 11,493 | 11,245 | 10,752 | 16,558 | 9,192 | 7,104
6 8,652 | 10,744 | 9,691 | 11,732 | 10,802 | 8,505
7 11,975 | 6,698 | 14,354 | 5,306 | 6,805 | 5,617
8 13,651 | 10,062 | 8,209 | 21,708 | 4,303 | 7,154
Pramér | 11,553 | 9,754 | 11,038 | 16,280 | 9,377 | 7.869
6 2,708 | 2,173 | 2,532 | 6,592 | 3,403 | 1,830
Ve 23,44 | 2227 | 22,94 | 4049 | 36,29 | 23,25
Inhibice [%] 15,57 | 446 | -40,91 | 18,84 | 31,89
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Tabulka 22: Plochy listti [mm?] pii testovani toxicity Ibalginu® — piedb&zny test, pted a po

t0
¢ [%] 0 110" | 110" 1 10 100
1 3,634 | 7.824 | 4,140 | 9,098 | 3,999 | 6,696
2 6,651 | 3337 | 2,846 | 5521 | 2918 | 6,599
3 3,341 | 2803 | 6561 | 4071 | 3314 | 4,69
4 4,537 | 4402 | 4530 | 4980 | 2,981 | 2200
5 4,185 | 4,667 | 2,681 | 3,526 | 4215 | 2,157
6 5975 | 3,791 | 4287 | 5906 | 4,156 | 4311
7 3,120 | 3.872 | 3.490 | 4,005 | 4235 | 2,366
8 3,848 | 3,105 | 3,945 | 2481 | 3274 | 4721
Primér | 4411 | 4225 | 4060 | 4949 | 3,637 | 4218
6 1,268 | 1,584 | 1210 | 2,008 | 0,570 | 1,854
v, 28,75 | 37.48 | 2980 | 40559 | 1568 | 43,94
t72
¢ [%] 0 110" | 110" 1 10 100
1 18,902 | 32,897 | 26,988 | 27.687 | 15,607 | 6,243
2 32,750 | 24,581 | 21,039 | 30216 | 12,755 | 6,118
3 26,528 | 31,366 | 32,758 | 25233 | 14,368 | 3.646
4 35,846 | 22,914 | 33,611 | 29,504 | 13,348 | 1,989
5 19,108 | 28,129 | 26,086 | 21,680 | 16,095 | 2279
6 38,127 | 31,364 | 24,278 | 26,284 | 16,681 | 4.233
7 30,385 | 27,811 | 11,290 | 24,570 | 19,770 | 2,219
8 32,344 | 20,873 | 32,622 | 18,812 | 12,496 | 4,476
Primér | 29,249 | 27,492 | 26,084 | 25498 | 15,140 | 3,900
6 7199 | 4358 | 7487 | 3.853 | 2433 | 1,691

Vx 24,613 [ 15,853 | 28,702 | 15,111 16,068 | 43,361

Tabulka 23: Rozdily ploch listh [mm?] pfi testovani toxicity Ibalginu® — piedbézny test

¢ [%] 0 110" | 1.10" 1 10 100
1 15,268 | 25,073 | 22,848 | 18,589 | 11,608 | 0,000
2 26,099 | 21,244 | 18,193 | 24,695 | 9,837 | 0,000
3 23,187 | 28,563 | 26,197 | 21,162 | 11,054 | 0,000
4 31,309 | 18,512 | 29,081 | 24,524 | 10,367 | 0,000
5 14,923 | 23,462 | 23,405 | 18,154 | 11,880 | 0,122
6 32,152 | 27,573 | 19,991 | 20,378 | 12,525 | 0,000
7 27,265 | 23,939 | 7,800 | 20,565 | 15,535 | 0,000
8 28,496 | 17,768 | 28,677 | 16,331 | 9,222 | 0,000

Primér | 24,837 | 23,267 | 22,024 | 20,550 | 11,504 | 0,015
6 6,642 | 3915 | 6,920 | 2,946 | 1,961 | 0,043
Ve 26,743 | 16,826 | 31,420 | 14,337 | 17,049 | 282,843

Inhibice [%] 6,32 | 11,33 | 1726 | 53,68 | 99,94
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Tabulka 24: Plochy listli [mm?] pii testovani toxicity Ibalginu® — definitivni test, pfed a po

t0
c [%] 0 1,0 1,8 3,2 5,6 10,0

1 3,616 | 4,954 | 8,032 | 4,134 | 2217 | 4910
2 3210 | 3,372 | 1,999 | 2,209 | 2,903 | 2,245

3 1,857 | 2776 | 1,393 | 1,375 | 4,631 | 1417

4 4567 | 3,931 | 6326 | 1,437 | 1,672 | 1,866

5 4356 | 3,078 | 2,328 | 3,007 | 3,004 | 1,648

6 3,367 | 5,087 | 6,207 | 1,345 | 2,510 | 2,334

7 7201 | 2,171 | 2,537 | 1482 | 1,655 | 1,943

8 3,844 | 2,988 | 1,975 | 2,534 | 2,016 | 1,621
Primér | 4,002 | 3,545 | 3,850 | 2,190 | 2,576 | 2,248
6 1,535 | 1,039 | 2,569 | 1,001 | 0,973 | 1,120

Ve 38,34 | 2930 | 66,73 | 4569 | 37,77 | 49,81

t72

¢ [%] 0 1,0 1.8 3.2 5.6 10,0
1 22,624 | 23,443 | 19,505 | 16,886 | 7.850 | 7,023

2 17,985 | 17,181 | 12,233 | 14,898 | 9,410 | 4,029

3 18,172 | 14,908 | 8,000 | 12,813 | 14,161 | 6,953

4 20,399 | 18,857 | 21,800 | 6,243 | 4,505 | 5,619

5 20,127 | 14,790 | 14,056 | 8.811 | 10,008 | 2,943

6 23,341 | 21,628 | 21,276 | 5,495 | 6,764 | 4,943

7 23,225 | 11,045 | 8242 | 6,623 | 5187 | 5,693

8 23,484 | 16,272 | 12,882 | 12,762 | 4,048 [ 4,489
Primér | 21,170 | 17,266 | 14,749 | 10,566 | 7,742 | 5,212
6 2,306 3,984 5,518 4,336 3,396 | 1,407
Vx 10,89 23,07 37,41 41,04 43,87 | 26,99

Tabulka 25: Rozdily ploch listi [mm?] pfi testovani toxicity Ibalginu® — definitivni test

c [%] 0 1,0 1,8 3,2 5,6 10,0
1 19,008 | 18,489 | 11,473 | 12,752 | 5,633 | 2,113

2 14,775 | 13,809 | 10,234 | 12,689 | 6,507 | 1,784

3 16,315 | 12,132 | 6,607 | 11,438 | 9,530 | 5,536

4 15,832 | 14,926 | 15,474 | 4,806 | 2,833 | 3,753

5 15,771 | 11,712 | 11,728 | 5,804 | 7,004 | 1,295

6 19,974 | 16,541 | 15,069 | 4,150 | 4,254 | 2,609

7 16,024 | 8,874 | 5,705 | 5,141 | 3,532 | 3,750

8 19,640 | 13,284 | 10,907 | 10,228 | 2,032 | 2,868
Primér 17,167 | 13,721 | 10,900 | 8,376 | 5,166 | 2,964
6 2,031 | 2,985 | 3,488 | 3,746 | 2,484 | 1,357

Vx 11,83 | 21,76 | 32,00 | 44,73 | 48,09 | 45,80
Inhibice [%] 20,08 | 36,51 | 51,21 | 69,91 | 82,74




Tabulka 26: Plochy listii [mm?] pii testovani toxicity dichromanu draselného, pfed a po

t0
¢ [mg/l] 0 0,032 0,056 0,1 0,18 | 0,32
1 0,761 1,123 0,771 | 1,264 | 0,992 | 0,834

2 1,251 0,700 0,464 | 1,204 | 0,915 | 0,658
3 0,514 1,416 0,790 [ 0,813 | 0,795 | 0,900
4 0,910 0,734 1,367 [ 0,713 | 0,742 | 0,923
5 0,955 0,643 0,682 | 0,661 | 0,703 | 0,446
6 1,466 0,905 0,824 | 0,651 | 0,847 | 0,929
7 0,824 0,637 1,020 | 1,036 | 0,595 | 0,787
8 0,763 0,391 0,464 | 0,926 | 0,603 | 0,538
Primér | 0,931 0,819 0,798 | 0,909 | 0,774 | 0,752
6 0,301 0,322 0,295 | 0,241 | 0,142 | 0,185
Vx 32,29 39,31 37,04 | 26,48 | 18,31 | 24,56
t72

¢ [mg/1] 0 0,032 | 0,056 | 01 | 018 | 032

1 11,935 | 11,234 | 4,938 | 2,867 | 4,519 | 2,111
2 12,835 | 10,626 | 7,786 | 5,698 | 2,282 | 2,446
3 10,767 8,06 10,727 | 2,439 | 4,234 | 1,17
4 10,821 | 6,923 6,248 | 3,915 | 2,835 | 3,645
5 10,201 | 8,348 4,439 | 2918 | 4,868 | 1,547
6 14,702 | 5,783 4,363 | 7,736 | 546 | 2,022
7 9,934 12,86 | 10,656 | 7,179 | 4,818 | 1,937
8 8,98 3,738 8,686 | 4,877 | 5,142 | 1,999
Primér | 11,272 | 8,447 7,230 | 4,704 | 4,270 | 2,110
6 1,824 3,018 2,636 [ 2,023 | 1,128 | 0,729
Vx 16,18 35,73 36,45 | 43,01 | 26,42 | 34,55

Tabulka 27 : Rozdily ploch listh [mm?] pfi testovéni toxicity dichromanu draselného

¢ [mg/l] 0 0,032 | 0,056 | 0,1 0,18 | 0,32
1 11,174 | 10,111 | 4,167 | 1,603 | 3,527 | 1,277

2 11,584 | 9,926 | 7,322 | 4,494 | 1,367 | 1,788

3 10,253 | 6,644 | 9,937 | 1,626 | 3,439 | 0,270

4 9911 | 6,189 | 4,881 | 3,202 | 2,093 | 2,722

5 9,246 | 7,705 | 3,757 | 2,257 | 4,165 | 1,101

6 13,236 | 4,878 | 3,539 | 7,085 | 4,613 | 1,093

7 9,110 | 12,223 | 9,636 | 6,143 | 4,223 | 1,150

8 8,217 | 3,347 | 8,222 | 3,951 | 4,539 | 1,461
Primér 10,341 | 7,628 | 6,433 | 3,795 | 3,496 | 1,358
6 1,605 | 2,964 | 2,662 | 2,038 | 1,184 | 0,700

Vx 15,52 | 38,86 | 41,38 | 53,70 | 33,88 | 51,52
Inhibice [%] 26,24 | 37,80 | 63,30 | 66,20 | 86,87




Priloha 3: Kompletni vysledky Thamnotoxkit F

Tabulka 28: Mrtvi jedinci a procenta mortality pro toxicitu Ibalginu®

cf% | o |oot]o1] 1 | 10]100
A 2 0o 1]1]o
B o] ofojlololo
C o]l ofojololo
mortalita | 7% | 0% | 0% | 3% | 3% | 0%

Tabulka 29: Mrtvi jedinci a procenta mortality pro vzorek 26 01 O

c [%] 0 6,25 | 12,50 | 25,00 50,00 | 100,00
A 1 0 0 1 2 3
B 0 0 2 2 2 3
C 0 0 0 2 2 3
mortalita | 3,33% | 0,00% | 6,67% | 16,67% | 20,00% | 30,00%

Tabulka 30: Mrtvi jedinci a procenta mortality pro vzorek 03 02 O

c [%] 0 |625] 12,50 | 25,00 | 50,00 | 100,00
A 0 0 0 0 1 0
B 0 0 0 1 0 0
C 0 0 0 3 0 1
mortalita | 0% | 0% | 0% 13% | 3% 3%

Tabulka 31: Mrtvi jedinci a procenta mortality pro vzorek 04 02 O

c [%] 0 |625] 12,50 | 25,00 | 50,00 | 100,00
A 0 0 0 0 2 2
B 0 0 0 0 1 0
C 0 2 0 0 0 0
mortalita | 0% | 7% | 0% 0% 10% 7%

Tabulka 32: Mrtvi jedinci a procenta mortality pro vzorky 23 03 O 1(0_1)a23 03 O 2(0 2)

c [%] 0 | (O 1D25](0 1)50| (0 1)100 | (O 2)50 | (O 2) 100
A 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
C 0 0 0 0 0 0
mortalita | 0% 0% 0% 0% 0% 0%
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Tabulka 33: Mrtvi jedinci a procenta mortality pro vzorek 23 03 P

c [%] 0,00 | 6,25 | 12,50 | 25,00 | 50,00 | 100,00
A 0 0 0 0 0 10
B 0 0 0 0 0 10
C 0 0 0 0 0 10
mortalita | 0% | 0% | 0% 0% 0% 100%




