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ABSTRAKT

V posledni dob vzrista spatba I€iv, a tudiz i mnozstvi jejich rezidui \Wipodnich
ekosystémech. Je tedy nezbytné zabyvat se i jpfigmdnymi negativnimi vlivy na Zivotni
prostedi. RedloZzena diplomova prace je z&ena na ekotoxikologické hodnoceni farmak.
Testovany byly diklofenak a ibuprofen ze skupinysteeoidnich protizaslivych latek,
penicilin G a ampicilin ze skupiny antibakterialnil&tek. ProtoZe se testované skupirgie
vyskytuji prevazré ve vodni sloZce Zivotniho prasti, byly k hodnoceni ekotoxicity pouzity
piedevsim testy na vodnich organismech. Testovaciganesmy byly Daphnia magna
Thamnocephalus platyurusArtemia salina Sinapis alba Lemna minora Brachionus
calyciflorus Na zaklad vysledki provedenych te&tbyly pro testované latky stanoveny
hodnoty LC50, EC50 a IC50 a byla porovnana jejibtexicita.

ABSTRACT

In recent years consumption of drugs and thus tlentity of their residues in natural
ecosystems is increasing. It is necessary to déhl thveir possible negative effects on the
environment. This thesis is focused on the ecotdagical evaluation of pharmaceuticals.
Diclofenac and ibuprofen from the group of non-igal anti-inflammatory substances,
penicillin G and ampicillin from the group of anbkics were tested. Mainly tests on aquatic
organisms were used to evaluate of ecotoxicity,abee the tested pharmaceuticals are
predominantly occurred in the aquatic environmddaphnia magna Thamnocephalus
platyurus Artemia salinaSinapis albaLemna minorandBrachionus calyciflorusvere used
as testing organisms. Values of LC50, EC50 and M&fe determinated and the ecotoxicity
of pharmaceuticals was compared.

KLi COVA SLOVA
ekotoxicita, testy ekotoxicity, &va, Zivotni prosiedi, ekosystém
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ecotoxicity, tests of ecotoxicity, pharmaceuticalsyironment, ecosystem
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1. UVOD

Celadtada xenobiotik se fize rozmanitymi zfisoby dostavat do Zivotniho preedi, kde
poté mohou negati¥n ovliviiovat gFirodni ekosystémy. Mezi nezanedbatelnou skupinu
xenobiotik pronikajicich do Zivotniho prostli pati bezesporu i va.

Na dneSnim trhu se objevuje stale vice farmaker@gich vyroba a sptgba. Tim padem
namista mnozstvi rezidui ¢& v Zivotnim prostedi. Tomu odpovid4 i skuteost, Ze
v odpadnich, povrchovych a podzemnich vodadiieme detekovat stale vysSi koncentrace
jednotlivych druli farmak. Ve vodnim prosdi se tyto latky vyskytujifpdevSim z dvodu
nedostaténého odstragni v procesuisténi nacistickach odpadnich vod.

Léciva jsou skupinou kontaminantjejichZ vyskytu se v procesisténi odpadnich vod a
osudu v zZivotnim prostdi Wnuje stale ¥tSi pozornost. Bje se tak na zakl&dpribyvajicich
dukazi o tom, Ze okteré z &chto latek jsou perzistentni v Zivotnim piesti. Dale mohou
ovlivihovat funkce Zzivych systéin a vyvolat nespiet moznych biochemickych a
fyziologickych zmén. Fredstavuji tak zdravotni rizika a nebedpgak pro lidi, tak pro
terestrialni a akvaticky ekosystém. To vSe sd&yje tomu, Ze reziduadé& predstavuji jasna
rizika a nebezpe pro girodni ekosystémy a Zivotni présli.

Léciva mizeme detekovat v povrchovych a podzemnich vodacpitiych vodach se
vyskytuji pouze v ojedislych piipadech. &koliv jsou jejich koncentrace pamné nizke,
které nemohou vyvolat akutni toxicituigalstavuje trvalé a kontinualni vypotrt i takto
nizkych koncentraci & do Zivotniho prosedi vysoké riziko nebezpiechronické toxicity.
Uvédomovani si &chto skuteénosti, steji tak jako gitomnost rezidui kv v Zivotnim
prostedi nuti sotasnou spoknost jednat. A to snizovanim vypo&si I&iv a provadnim
farmakokinetickych, farmakodynamickych a ekotoxdgitkych tesi I&Civ.

Praw prostednictvim ekotoxikologickych testmiZzeme hodnotit ffpadny negativni
dopad farmak na ekosystém. Jejich pr@wage dilezité nejen z hlediska moznosti posouzeni
rizik testovanych latek (t&v) na zdravicloveka, ale zejména na Zivotni priedi. Ekotoxiko-
logické biotesty tak nabyvaji na vyznamu a to nejesblasti testovani tév. Stale se tak
vyvijeji a vylepSuji metody, které umiagi sledovat nefiznivy vliv chemickych latek na zZivé
organismy a jejich spatenstva za standardnichiepré definovanych a reprodukovatelnych
podminek.



2. CIL PRACE

Residua l&iv, vyskytujici se v odpadnich a naslédnv povrchovych vodach, mohou
negativré ovliviiovat akvaticky ekosystém. Cilem diplomové pracpgsoudit dinky rezidui
léCiv na tyto ekosystémy. Za timtocg&lem budou provamhy testy ekotoxicity, pomoci
kterych budou stanoveny hodnoty LC50 a EC50,fipagE IC50 na vybranych testovacich
organismech, které umozni posouzeifipgdné ekotoxicity testovanych farmak. Testovanymi
lécivy budou diklofenak a ibuprofen, které fatlo skupiny nesteroidnich protizdiivych
latek, dale penicilin G a ampicilin ze skupiny aittik. Pro dosazZeni cile bude provedeno:

ekotoxikologické hodnoceni vybranyclEidé pomoci alternativnich tasekotocixity;
ekotoxikologické hodnoceni vybranyclti pomoci standardnich tésekotocixity;
stanoveni hodnot LC50, EC50 a IC50 poméchto test ekotoxicity;

zhodnoceni ziskanych vysledk

YV VYV



3. TEORETICKA CAST

3.1.Sowasny stavireSené problematiky

Na dneSnim trhu se objevuje celdda novych l&v, neustale roste jejich vyroba
a spoteba a tim padem se také stale vic¢evla jejich rezidui dostava do Zivotniho piesti.
Skupiny I&€iv jako nagfiklad antibiotika, protizatlive latky, antiepileptika, sympatomi-
metika, tukové regulatory atd. i@eme detekovat jak v odpadnich vodach, v kalech,
v chlévském hnoiji, tak i v povrchovych a podzemniotach.

Rozsfeni €chto latek ve vodnim prastdi je dano fedevsim jejich velkou sp@bou a
nedostaténym odstrasnim v proceswisténi odpadnich vod n@OV. Bohuzel informace o
koncentracich a roznych zatiZzenich v odpadnich vodach a vodnich togiolosuduéchto
latek po vypudni zCOV jsou nedostatmé. Obrazek 1 udava mnozstwéilgch piipravki
distribuovanych \CR. [1, 2, 3, 4, 5]
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Obrazek 1: Celkovy objem balenéilg/ch pripravki distribuovanych do Iékaren a dalSich
zdravotnickych zazeni vCR v obdobi 1¢tvrtleti 2004 az 3ctvrtleti 2008[6]

poéet baleni v mil

Léciva jsou ¥done a ciler vytvarena tak, aby ovliovala biochemické a fyziologické
funkce Zivych systéin Mohou nam slouzit a pomahat, ale maji vSak | su@né stranky.
Dostanou-li se do zivotniho préstli, mohou vyvolat biochemické a fyziologické &m
v padnim a vodnim progedi.

Bylo potvrzeno, Ze biologicky aktivni d&a v Zivotnim prosedi pgedstavuji jasna
zdravotni rizika a nebezgigjak pro lidi, tak pro terestrialni a akvatickyosystém. Objevuje
se totiz stale &Si mnozstvi fibyvajicich dikazi o tom, Ze dkteré z &chto latek jsou
perzistentni v Zivotnim prastdi, a Ze ovlisiuji mnoha zpsoby necilové organismy.¢mito
ovlivnénimi mohou byt naipklad zneny v paetnim pongru narozenych sanica samic,
feminizace samg zmeny v biochemickych cyklech, Agobujicich nevylihnuti lareviizné



stupré anatomickych deformaci v Sirokém rozsahu, pogmi ristu rostlin atd. Skuteost,
Ze rozmanité druhy organisimohou byt ovliviny tolika odliSnymi z@gsoby, nass#dcuje
tomu, Ze rezidua & v ekosystémech mohou byt dalek&sim problémem, nez siikec
uvédomujeme. Navic vzhledem k faktu, Zze farmaka jsé@oemé vyrabéna k uzivani a
vytvéreni efeki u lidi, savé nebo jinych obratlovg se gedpoklada, Ze reziduacie mohou
mit stejny nebo i dokonceétsi vliv na lidské zdravi nez pesticidy, které jseytvareny
k pasobeni proti plevéin, houbam, plisnim nebo hmyzu.¢ivéa se tak stavaji vyznamnou
skupinou polutantu v Zivotnim préstli. [7, 8, 9, 10, 11, 12]

V dnesni dob, kdy si lidstvo u¢domuje tyto skutgnosti, by n¢lo byt ekotoxikologické
testovani nutnosti. Yeské republice jeipd dodanim na trh nutna klasifikace chemickych
latek a pipravki, tak jak udavé zakod. 356/2003 Sb. o chemickych latkach a chemickych
piipravcich a o zené nekterych dalSich zakdn Klasifikaci se zde rozumi zhodnoceni, zda
latky nebo pipravky maji jednu nebo vice nebegpgch vlastnosti a jejich tazeni do
jednotlivych skupin nebezpeosti. Zakon¢. 356/2003 Sh. se vSak nail@a nevztahuje.
Nutnost toxikologického testovani a zkoumaniivése mize zdat ,brzdou“ vyvoje. To je
vSak pouze kratkozraky usudekiii®s je neocenitelny nejen pro Zivotni ptredi, zdravi
piirody, Wetre lidi, ale i pro poznavani pochiédv organismech i celych jejich
spole&enstvech. [13, 14]

3.2.Léciva

Pouzivanitiznych latek k Iéebnym @elim je staré jako lidstvo samo. Viehu historie
procklal zpisob ziskavani a aplikacetie¢ pozoruhodny vyvoj. Na jeho péatku byla I€iva
piipravovana vyhradhz prirodnich zdraj, vznikla na zaklaglzkuSenosti lidového téelstvi.
Na jeho konci jsou @myslow vyrabina chemoterapeutika definovaného slozenéiaka.
Moderni chemoterapeutika jsou vysledkem racionélnitybéru prova@ného v ramci
cileného farmaceutického vyzkumu. [15]

Jako |€ivo neboli farmakum rizeme oznét jakoukoli substanci, ktera svymi
fyzikalnimi nebo chemickymi dinky vyvolava giznivé zneény biologickych funkci
organismu. [16]

Pojem I€ivo definuje také velmi podrokdnZzakon o I€ivech ¢. 378/2007 Sb.: Lévym
piipravkem se rozumi

» latka nebo kombinace latek prezentovana s tim, del&@ebné nebo preventivni

vlastnosti v pipadt onemocsini lidi nebo zuiat, nebo

» latka nebo kombinace latek, kterou Ize pouzit i hiebo podat lidem, nebo pouZzit

u zvirat ¢i podat zviatim, a to bd za &elem obnovy, Upravyi ovlivnéni
fyziologickych funkci prosednictvim farmakologického, imunologického nebo
metabolického &inku, nebo za &elem stanoveni I€kské diagnozy. [17]

3.2.1. Nesteroidni protizanétlivé latky (NSPZL)

Zaret je komplexni odpox’ organismu na lokalni poskozeni fyzikalniho, chéwdio,
infek¢niho, imunologického anebo nuimiho pivodu. Piibéh zartu maze byt akutni,
subakutni nebo chronicky. Cilem protizéivé Ié&cby je potl&it nepgimérenou, nedelnou
reakci organismu na zétivy podrét, zabranit rozvoji z&livych zmén bez ovlivigni nebo
s minimalnim ovlivinim fyziologickych funkci.
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Jednou ze skupin latek s protizdivym ucinkem jsou nesteroidni protizéttivé latky,
neboli nesteroidni antiflogistika. V stasné dob jsou negastji uzivanymi farmaky
k tlumeni mirnych a gdre silnych bolesti, ke snizeni zdlivych reakci a jako antipyretika.
Jde o symptomatickadia potlaujici bolest pedevsim perifernim mechanismeniéste&né
i ovlivnénim vnimani bolesti v CNS. Négpobi na visceralni bolesti. Intenzita analgetického
Gcinku je niZSi nez u centralnpisobicich opioidnich analgetik, na druhé strasak i
chronické aplikaci nehrozi ani drogova zavisloskou vyvolava zneuzivani opiatVétSina
téchto latek sobi antipyreticky.

DalSi zakladni vlastnosti vSech nesteroidnich paotilivych latek je protizatlive
pusobeni. Vyrazé zasahuji do akutni faze zén, ale nedokazi zastavit progresi chronickych
zaretlivych proces. Analgeticky a protizastlivy Ucinek NSPZL byva Siroce vyuZzivany
u raiznych tygi onemocgni pohybového aparatu, u zflivych a metabolickych revma-
tickych onemoceni i degenerativnich kloubnich onemeon [12, 16, 18]

Historie NSPZL

Jiz vdruhé polovia 18. stoleti byla zndma schopnost vrbovi@yk(Cortex salicin
shizovat horéku. AvSak teprve z ni izolovany antipyretickyinny glykosid dal psatkem
19. stoleti reélny s#n vyzkumu, ktery vyvrcholil fipravou kyseliny acetylsalicylovégiainé
latky obsaZzené té&fn ve vSech analgetikach. DalSimileZitym objevem bylo poznani
antipyretickych vlastnostitky chinovniku Cortex Chinag z niz byl péatkem 19. stoleti
izolovany chinin, ktery se jako antipyretikum udnéeerapii dodnes. [19]

Hlavni érou rozvoje NSPZL byla vSak az druha palavR0. stoleti. V roce 1952 bylo
objeveno antiflogistikum fenylbutazon, ktery bylakSprocasté a zavazné vedlejSi nezadouci
Ucinky postup® vytlacen nowjSimi, vyhodrjSimi latkami. V roce 1969 se & vyralet
ibuprofen, ktery je v saiasné dob v radt zemi nejastji predepisovanym antiflogistikem.
V sedmdesatych letech byl do praxe uveden dikldferdalSi dodnes velmi oblibené
antiflogistikum, a prvni antirevmatikum seiedré dlouhym biologickym poldasem
eliminace naproxen. Devadesata |étmgsla zcela novou generaci NSPZL tzv. selektivni
inhibitory  cyklooxygenazy Il, vyzraijici se prakticky absenci nezé&doucich
gastrointestinalnichainku. [20]

Mechanismus &inku NSPZL

PrestoZze mechanismusiagku nesteroidnich protizétiivych latek je zejm¢ multifakto-
ridlni, za primarni se povaZzuje jejich schopnostibovat cyklooxygenazu. Z toho plyne
zarazeni NSPZL jako inhibitércyklooxigenazy. Cyklooxygenaza je ddivy enzym limitujici
rychlost syntézy prostanaidkteré se €astnifady fyziologickych procesa za patologickych
situaci se vyznan@podileji na rozvoji bolesti, hotky a zartu. [12, 16, 21]

Farmakokinetika NSPZL

K systémovému pouZiti Ize nesteroidni protithwe latky podavat oraky rektalre
a parenterakh Po ordlnim podani, které je ta$tjSi zpisob aplikace, se¢t8ina latek doke
vstrebava z traviciho Ustroji. Potravaibe zpomalit rychlost absorpce, ale obvykle neovlivn
jeji rozsah. Vazba na bilkoviny krevni plazmy jeswka, v mnoha fppadech dosahuje
az 99 %. Po opakovaném podani NSPZL pronikaji dwmwdgini tekutiny a dosahuji zde
asi 60 % plazmatickych koncentraci. Vzestup hladirsynovialni tekutia je pomaly, ale

11



i eliminace byva obtizna. Tim dochaziegevSim u latek s kratkym elimitrdm pola@asem
t12, k vyhodné prolongaci terapeutickéhonku.

Témet vSechny NSPZL dde prostupuji hematoencefalickou bariérou #étSima
I placentarni bariérou. V jatrech dochazi k intgnkibiotransformaci (hydroxylaci, oxidaci,
glukoronidaci) pevazr za vzniku neaktivnich metabdilit[16]

Rozdéleni NSPZL
Ke klasifikaci NSPZL lze zvolit izna kritéria, z nichz kazdé ma své&egnosti
a nedostatky. NeasgjSi je cEleni podle chemické struktury, které udava tabdlka

Tabulka 1: Rozéleni NSPZL podle chemické struktufis6]

Derivéty kyseliny salicylové, salicylaty

Derivéty kyseliny octové (Diklofenak)

Derivaty kyseliny propionové (lbuprofen)

Fenaméaty

Oxikamy

Pyrazolony

3.2.1.1. Diklofenak

Pati mezi NSPZL do podskupiny derivatu kyseliny octobé&lofenak je Siroce uzivanou
latkou se silnymi protizastlivymi a analgetickymi tinky a mirnym antipyretickym dinkem,
dostupnou jako sodnad nebo draselnd diklofenaku (VOLTAREN, DICLOFENAC,
DICLOREUM, MONOFLAM). Je silg &inny a podava se v nizkych davkach. Po
perordlnim podani je jeho biologicka dostupnosta2070 %. V jatrech se metabolizuje na
inaktivni metabolity. Ma kratky biologicky patas (1 az 2 hodiny), ktery se prodluzuje
v synovialni tekutitt az na 6 hodin. Nezadoudfidky se vyskytuji asi u 10 az 20 %&é&nych
ajsou spiSe mirné: igdevsSim gastrointestinalni obtize dale bolesti yhlawespavost,
podraza@nost, fotosenzitivita.

Pro peroralni pouziti je dostupny jak v retardov@nyormach umaiujicich podavani
jednou dené&, tak v lékovych formach s rychlym nastupertinku. Lze tedy volit délku
a nastup &inku podle pateb pacienta. Vyzrtaje se velmi dobrou snaSenlivosti. Celkove
podani je mozné dopbvat lokalni I€bou prostednictvim masti nebo dgel Lokalns se
diklofenak pordrné casto pouziva i vamim lékdstvi. [12, 16, 15, 21, 22, 23]

Fyzikalné-chemické vlastnosti

Jednd se o bily nebo stabazloutly krystalicky prédSek. Je stahygroskopicky, mir&
rozpustny ve vo#l snadno rozpustny v methanolujd uz v acetonu a prakticky nerozpustny
v etheru. Chemicky se jedna o sodn@lukyseliny 2-[(2,6"-dichlorfenyl)amino]fenyloctové
Muze byt ive fornd draselné soli. Chemickou strukturu diklofenaku raaiije obrazek 2
a jeho fyzikalg-chemické vlastnosti tabulka 2.
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5 4
Obrazek 2: Strukturni vzorec diklofenaku (DH23]

Denni davky diklofenakuipterapii se pohybuji v rozmezi 75 az 150 mg. Jelminani
polocas je d¢ hodiny, exkrece Zii je 65 % z davky. # metabolizaci dochazi k jeho
hydroxylaci, coZz usnagalije jeho eliminaci m&. Témito metabolity jsou: 5-OH-DFC;
4’-OH-DFC; 4 -OH-5-CI-DFC; 3'-OH-DFC; 4°,5-diOH-DF8 -OH-4"-CHO-DFC.
[24, 25]

Tabulka 2: Fyzikal&chemické vlastnosti diklofenaku

Diclofenacum

natricum C14H10CIoNNaG, 318,13 23,73 mg/l 280 °C

Ekotoxikologické hodnoty

Hodnota EC50 # akutnich testech toxicity na organisrdaphnia magnae podle studii
[24] pohybuje vrozmezi 11,5 mg/l az 22,7 mg/ti Bhronickych testech na reprodukci
Daphnia magnabyla hodnota NOEC (koncentracejfi pkteré jes nebyl vyvolan
pozorovatelny efekt) stanovena na 1 az 10 mg/I.

Podle vysledik ekotoxikologickych test odpadnich vod provédych ve ¢tyiech
evropskych statech (Franci®ecko, ltdlie a Svédsko) byla stanovena hodnota EC50
diklofenaku na 11,5 mg/l pro 48 hodinovy akutnit tesxicity na Daphnia magnaPro 48
hodinovy test chronické toxicity na organisnrachionus calyciflorusbyly stanoveny
hodnoty NOEC na 12,5 mg/l a LOEC (nejnizSi koncardr s pozorovatelnymi efekty) na
25,0 mg/l. Bi testech nd.emna minotbyla zjiStena hodnota EC50 mensSi nez 10 mg/l.[11]

V piipact hodnoceni ekotoxicity 81 farmaceutickych produkt biZné pouZzivanych
vyrobkia denni pateby, kde mezi testované latky phtdiklofenak, byla stanovena jeho
hodnota EC50 na 22,7 mg/l pro 48 hodinovy tes€adodaphnia dubiaa hodnota 11,5 mg/l
pro 30 minutovy bioluminiscemi test na/ibrio fischeri [1]

Ve studii zabyvajici se stanovenim ekotoxikologhuképisobeni farmak na vodni
organismy byla mezi 10 vybranymi testovanyniiivg sodna 8l diklofenaku. Studie udava
hodnotu EC50 na 68,0 mg/l pro 48 hodinovy imobiiidatest naDaphnia magnahodnotu
72,0 mg/l pro test na organisnikesmodesmus subspicatashodnotu 7,5 mg/l pro test na
okiehku menSinb,emna minor[26]
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3.2.1.2. Ibuprofen

Pati mezi NSPZL do podskupiny deriviakyseliny propionové. Pro latky této skupiny je
charakteristicky dobry analgeticky, antipyreticky rotizargtlivy Gcinek. Ibuprofen
(BRUFEN, BRUFALGIT, DOLGIT, NUROFEN) p#&t mezi nejuzivagsi nesteroidni
protizaretlivé latky. Usgsre rozsfil paletu volrg prodejnych Iék uzivanych jako &na
analgetika naifiklad i bolesti zuli, hlavy apod. Vola prodejnym |éivem se stal diky své
nizké toxicit a minimalnim nezadoucim vedlejSinginkim na gastrointestinalni trakt.
Pouziva se jednak jako analgetikum nebo jako agigtikum g 1éceni jak akutnich, tak
chronickych revmatickych potiZzi.

Je vhodny ke sniZzeni haky a tlumeni bolesti doprovazejici akutni infekonemocini
u dosglych iu dti. | kdyZz protizastlivé ucinky ibuprofenu jsou spiSe mirné a je jich
dosazeno po vyssSich davkach (1,6 az 3,2 mg nacdelleno doctyr dilcich davek), nez jsou
béZné analgetické davky, je pro svou dobrou tolerangialé nezadoucicimky velmi ¢asto
pouzivany také u revmatoidni artritidy i mimoklouibe revmatismu. Pokud jde @idnost,
Ize v zasad podobr hodnotit dalSi derivaty kyseliny propionové ketfen, flurbiprofen,
farmakokinetikou se vSak tyto latky liSi. [12, 1%)

Fyzikalné-chemické vlastnosti

Ibuprofenum natricum (tab. 3) je bily krystalicksdpek. Je snadno rozpustny v acetonu, v
etheru, v methanolu a v dichlormethanu. Rozpowstives Zedknych roztocich alkalickych
hydroxidi a uhlgitani. Chemicky se jedna o kyselinu (RS)-2-(4-isobutyi@ropionovou.
Ibuprofen je racemicka latka, ma pravwbuy opticky enantiomer, nazyvany dexibuprofen.
Chemické strukturu ibuprofenu je znazéma na obrazku 3. [16, 25]

CH

CH
CH; 2

H;

Obrazek 3: Strukturni vzorec ibuprofefir]

Tabulka 3: Fyzikal&-chemické vlastnosti ibuprofenu

Ibuprofenum
natricum

Ci3H17/NaG, 228,29 - 75-78 °C

Ekotoxikologické hodnoty
Ekotoxikolické databaze uv&d pro 48 hodinovy akutni test toxicity madaphnia magna
hodnotu LC50 (koncentrace testované latky, kter&oly uhyn u 50 % testovanych
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organisnit) ibuprofenu na 9,1 mg/l. Pro 24 hodinowgsovy test akutni toxicity byla
stanovena hodnota LC50 na 7,1 mg/l a pro 96 hodinest akutni toxicity na rybach
na 173 mg/l. [28]

Ve studii zabyvajici se stanovenim ekotoxikologhakgisobeni deseti vybranych farmak
na vodni organismy byly stanoveny hodnoty EC50 &odali ibuprofenu. Studie udava
hodnotu EC50 na 108,0 mg/l pro 48 hodinovy imobfiid test naDaphnia magnahodnotu
315,0 mg/l pro test na organisrBesmodesmus subspicasodnotu 22,0 mg/l pro test na
okiehku mensinhemna minor[26]

Ekotoxikologické testy ibuprofenu byly také provagler ramci projektu zabyvajicim se
osudem 81 farmaceutickych prodikd EZzrné pouzivanych vyrobk denni pateby. Byly
stanoveny hodnoty EC50 na 9,1 mg/l pro 48 hodintst naDaphnia magnaa hodnota
12,3 mg/l pro 5 minutovy test nébrio fischeri [1]

3.2.2. Antibakterialni latky (antibiotika)

Mriviw s

fack ohledi maji zvlastni postaveni ve farmakologii:

» jsou velmicasto ordinovany, té#i tietina vSech fedpisi jsou antibakterialni 1éky;

» ¢asto jsou ordinovany zbyteg, Iécba antibiotiky by nila byt indikovana cilef) tj. se
znalosti fivodce onemoai;

» casto jsou ordinovany nespraynje nutno zohlednit i vlastnosti hostitele,
s piihlédnutim k ¥ku, pohlavi, stavu organismu, zejména stavu argéiviiujicich
farmakokinetiku antimikrobialnich latek. [16]

Antibiotika (ATB) jsou latky, které byly fivodre ziskany jako firodni produkty mikro-
organisnii. Nyni jsou ¥tSinou gfipravovany chemickou syntézou nebo chemickou miutifi
pavodnich antibiotik. Umsle syntetizované antibakteridlni latky ozZogme jako
chemoterapeutika, pokud to vSak jsou (aléspoimarrg) produkty metabolizmu mikro-
organisnii nazyvaji se antibiotika. Tato diferenciace pbjse vSak v &né praxi nedodrzuje
dusledre.

Antibiotika jsou Iéky, které bil bakterie zcela gi (bakteriocidni ATB) nebo alespo
zpomaluji jejich #st (bakteriostaticka ATB). V takovéntipadt se gedpoklada, ze zbyvajici
praci spojenou s &&nim bakterii odvede imunitni systém. Jsou pouBviamé&bé nebo
prevenci fiznych infeknich onemoceni. Idealni protiinfekni latka by ndla mit vysoce
selektivni @&inky na infekni agens a minimatby méla ovliviiovat makroorganismus.

V lidském t€le se za normalniho stavu skryvaji miliardy bakté&didhaduje se, Ze jejich
pocet je vysSi nez et burgk v lidském organismu. Idedlni antibiotikum nenikteré zabiji
vSechny mikroby, ale takové, které cidevyhubi nebezpmé bakterie aijtom co nejméa
ovlivni prirozené bakterialni osidleni.

Kazda skupina ATB &inkuje na jiné spektrum patogenZadna z Bznych antibiotik
nejsou @&inna u virovych nebo pli®vych infekci. Hlavni indikéni oblasti ATB jsou infetni
onemoceni bakterialniho a fugalnihoipodu. Casto se v3ak také podavaji jako prevence
proti druhotné nakaze napy piipadechdzSich virdz. Antibakterialni latky nejsou efektiwni
virovych, plisiovych a jinych nebakterialnich infekci. [12, 15, 28, 30]
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Historie antibiotik

Objevovani antibiotik probihalo vékolika ¢asovych etapach. Jejich historie saha az do
devatenactého stoleti, kdy roku 1877 L. Pasteuss@opntagonistické ggobeni gkterych
anaerobnich bakterii nast baciluBacillus anthracisa poukazal na moznost vyuZiti tohoto
poznatku v medicih Uginek antibiotik popsali v roce 1898¢esti badatelé — mikrobiolog
Honl a dermatolog Bukovsky roce 1928 Alexandr Fleming objevuje penicilin, jghoz
objev pozdji dostava Nobelovu cenu. AvSak teprve prace HowaFdoreyho a Ernsta
Chaina, které zmly v roce 1940 a @vovaly Flemingovy nélezy, znamenaji moznost
ziskavani penicilinu v dostateém mnozstvi. Antibiotika se &aaji vyrakét ve velkém
a otvira se tak nova terapeuticka éahto latek. [15, 31]

Mechanismus &inku antibiotik

Mechanismus &inku charakterizuje Zjisob zasahu antibiotika do syntézy makromolekul
bakterialni briky. Mista gisobeni v biice znazatuje obrazek 4. i@s znany patet Einnych
latek Ize vSak p#et mist zdsahu, a tim i @gohi G¢inku antibiotik, rozdlit jen do rekolika
malo skupin:

» inhibice syntézy bakterialni b&né sény
poruseni bu&né cytoplazmatické membrany
inhibice syntézy bilkovin
inhibice syntézy nukleovych kyselin
inhibice metabolismu bakterialni tiky.

YV V V V

[Eenomny] |

| cefalosporiny : poly]’m}xin&/ i

bunécéna sténa

cytoplazmaticka
membréna

kyselina p-aminobenzoova
kyselina —
dihydrolistova diamino-
" pyrimidiny |

‘ |ﬁhibitory

kyselina tetrahydro\istévé DNA
P dDME ~
¥ @M /ﬂ;@‘%i —— ni
purin IR
tymidin \ l .

| tetracykliny | AT

oglykosidy |-

[oxazolidiny — |——3= { chioramfenikol |

— amineasyl~ g e

-t-RNA
|

| mupirocin " p

<—1 makrolidy

b
'S .
vﬁfprroteln

Obrazek 4: Mistagsobeni antibiotik v bice[12]
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Rozdéleni penicilina

Peniciliny jsou jednou ze skupin antibiotik. Spohkicefalosporiny, karbapenemy
a monobaktamy twd skupinu B-laktamovych antibiotik. Vychozi strukturou peniicil je
kyselina 6-aminopenicilanova. K této kyselinsou u girozenych i polysyntetickych
penicilin pripojeny izné postrannfettzce a skupiny, které maji vliv na vlastnosticniy
jednotlivych penicilinovych antibiotik. Ro2teni penicilini udava tabulka 4. [16, 30]

Tabulka 4: Rozéeni penicilini [16]

Zakladni peniciliny (penicilin G)

Peniciliny stabilni uci stafylokokové penicilinaze
Aminopeniciliny (ampicilin)

Karboxypeniciliny

Acelureidopeniciliny

3.2.2.1. Ampicilin

Ampicilin (BINOTAL, AMPICILIN) zarazujeme do skupiny aminopeniciiinPeniciliny
jsou vice nez 50 let ngstji uzivanou skupinou antibiotik. Nové derivagchto latek maji
nejen vyhodné farmakokinetickéciky, ale maji také roz&né spektrum dinku.
Vyznamnou pednosti penicilii je jejich baktericidni fisobeni a mala obecna toxicita.
VSechny peniciliny maji rychle nastupujici bakterimi (Einek.

Mechanismus jejich dinku zahrnujefadu kroki vedoucich k inhibici syntézy batmée
sttny. Jde o vazbu na enzymy PBP (penicilin-bindingtgins). Rsobi na ¥tSinu
grampozitivnich a gramnegativich mikigbjsou vSak hydrolyzovany beta-laktaméazami
stafylokoki a rekterych gramnegativnich mikroorganiém

Peniciliny maji vyborny bezgeostni profil. Jsou velmi malo toxické, jedinourktiky
podstatnou nevyhodou je riziko reakcereqitlivélosti. Z nezadoucichdinki jsou relativi
casté reakce zipcitlivélosti, predevsSim ve forh dermatologickych projey negast;i
koprivka. Jinak se mohou vyskytnout nauzea, zvracemijany.

Farmakokinetika je charakterizovana gon¢ dobrym ptinikem do biologickych tekutin,
malym pénikem do busk a pevazujicim vyldovanim ledvinami. Biologicky pol@s je
kratky, kolem 1 hodiny. Farmakodynamicky ipahezi antibiotika s &inkem nezavislym na
koncentraci, cilem davkovéani je dostake dlouhé udrZzovani dinnych koncentraci nad
minimalnimi inhibeénimi koncentracemi.

Po peroralnim podani ampicilinu serestava asi 30 % podané davky, absorpce je kvan-
titativné sniZzovana potravou, a proto je peroralni lékovéaméo ampicilinu opousha
ve prosgch amoxicilinu. Amoxicilin dostavame zavedenim hydidové skupiny do para
pozice na fenylové jadro ampicilingimz dosadhneme zlepSenéinnosti pro peroralni
podéani. \tSinou se ampicilin podava 3 krat déng®,5 az 1,0 g). Nitrosval@évse podava
v davkovacim intervalu po 6 hodinach. [12, 15,3@®, 32]
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Fyzikalné-chemické vlastnosti

Jedna se o bily krystalicky hydroskopicky praseksidadno rozpustny ve wgdgrakticky
nerozpustny v acetonu, v lihu, v etheru a v mastngiejich. Rozpousti se veaerknych
roztocich kyselin a alkalickych hydroxidChemicky se jedna o sodnoil &yseliny (6R)-6-
[2-amino-2-fenylacetamido)penicilanové (obradzek B)zikalre chemické vlastnosti zndzor-
nuje tabulka 5. [25]

7
PN

MH;

MNH

2 ) CHz
CHg
] CHs

Obrazek 5: Strukturni vzorec ampicilifil2]

Tabulka 5: Fyzikal&-chemické vlastnosti ampicilinu.

Ampicilinum

natricum CieH1sNaNaOS 371,39 1,39 mg/ml -

3.2.2.2. Penicilin G (benzylpenicilin)

Penicilin G neboli benzylpenicilin patdo podskupiny zakladnich penicilinPenicilin G
je stale dlezitym penicilinem pro parenterdlni podani, je idot&inny vaci grampozitivnim
bakteriim (pedevsim strepto-kdkn) a gramnegativnim bakteriim (meningokoky, gonghok
Mechanismus &inku je identicky jako u ampicilinu. V8em penicilim je spoléné také jejich
baktericidni fisobeni, rozgéné protiinfekni spektrum, mala obecna toxicita.

Penicilin G se vylauje ledvinami glomerularni filtraci a z n&pgi casti (z 90 %) tubularni
sekreci. Frakce vyl@ena do md za 24 hodin pedstavuje 79 aZz 85 % podanéhoiva.
Hladina penicilinu G velmi rychle klesa, jeho bigicky polatas je asi 30 minut. V Klinické
praxi se pouzivadgkolik forem @irozenych penicilid. Benzylpenicilin, sodna nebo draselna
sul, se podava ve fortndlouhotrvajicich nitrozilnich infazi u infekci vglanych citlivymi
mikroby. Je stale Iékem prvni volby u meningokokomeningitidy, pneumokokove
pneumonie, stefh jako zavaznych infekci vyvolanych kmer§treptococcus pyogenes
klostridiemi nebo aktinomycetami. V praxi se talaupivaji depotni fdpravky penicilinu G,
dobu. Ripravky €chto vlastnosti jsou ve védpatr rozpustné soli penicilinového aniontu
s organickym kationtem: procainpenicilin G a behigienicilin G. [12, 16, 30, 32]
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Fyzikalné-chemické vlastnosti

Jedna se o bily nebo téfmbily krystalicky prasek. Je snadno rozpustny vecyoeroz-
pustny v olejich a parafinu. Chemicky se jedna luk&(2S,5R,6R)-6-(fenylacetamido)-3,
3-dimethyl-7-ox0-4-thia-1-azabicyklo [3.2.0] heptarkarboxylat. Chemickou strukturu peni-
cilinu G zobrazuje obrazek 10, fyzikéhahemické vlastnosti tabulka 6. [25, 33]

LHy

Obrazek 6: Strukturni vzorec penicilinu[&3]

Tabulka 6: Fyzikal&-chemické vlastnosti penicilinu G.

Benzylpenicillinum
kalicum

C16H17N20O4KS 372,48 - -

Ekotoxikologické hodnoty nékterych antibiotik

V ramci projektu [34] zabyvajicim se posouzenim nyah efekii antibiotik na méské
a brakické systémy byly provedeny ekotoxikologidkéty na naupliichArtemie Testova-
nymi antibiotiky byli aminosidin, bacitracin, flumgain, lincomycin a erythromycin.iRlusnée
hodnoty EC50 udava tabulka 7.

Tabulka 7: Hodnoty EC50

Aminosidin

2220 mg/l

846,5 mg/l

Bacitracin

34,1 mg/l

21,8 mg/l

Flumequin

476,8 mg/l

307,7 mg/l

96,4 mg/l

Erythromycin

283,1 mg/l

Stanovenim akutni a chronické toxicity na korifaphnia magnase zabyvala studie
deviti antibiotik, pouzivanych jako terapeutika aabstové regulatory. Oxolinova kyselina,
metronidazol, olaquindox, oxytetracyklin, streptammy sulfadiazin, tetracyklin, tiamulin a
tylosin byly testovany v souladu se standardninsityggy OECD (Organization for Economic
Cooperation and Development — Organizace pro ha@gkal spolupraci a rozvoj) a ISO
(International Organization for Standartization -ed¥harodni organizace pro standardizaci).
Stanovené hodnoty EC50 prékitera vySe zmigna antibiotika jsou uvedeny v tabulce 8. [35]
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Tabulka 8: Hodnoty EC50

Oxolinovéa kyselina 5,9 mgl/l 4,6 mg/l
Streptomycin 947,0 mg/l 487,0 mg/l

Sulfadiazin - 221 mg/l
Tiamulin 81,0 mg/l 40,0 mg/l
Tylosin - 680,0 mg/l

3.3.0sud a zdroje pninikt rezidui I&€iv do Zivotniho prostredi

K predikci moznych &inka chemicky latek na vodni ekosystémy je dobré zredton
piedpovidat osudthto latek v Zivotnim prostdi, tim se mysli jejich transport, perzistence,
distribuce nebo roztbvani mezi jednotlivé slozky Zivotniho préedi. DaleZité je i stanoveni
jejich biologické dostupnosti a bioakumulace. Koexpli stanoveni osudu chemickych latek
ve vodnim prosedi popisuji matematické a fyzikalni modely. [36]

Mozné zdrojeci praniky rezidui I€iv a jejich nasledny osud v Zivotnim priesti
znézotiuje obradzek 7. Rezidua ¢ig se mohou do Zivotniho pragsti dostavat émito
zakladnimi zgsoby:

» humanni a veterinarni aplikace;

> jejich neodstragnim nagistickach odpadnich vodQV);

» primou aplikaci do prosgedi;

» Unikem z vyroben k&v.

Humanni léciva Veterinarni léciva
Exkrementy Exkrementy Likvidace odpad
Z hemocnic z domacnosti (nepouzity material) Exrementy
\ ¥ ¥ \
‘ Komunalni odpadni vody ‘ ‘ Doméci odpad ‘ Hnuyj,

/ kompost
l—»‘ Zavlahova pole | \ |
Cistima odpadnich | . | Cistirensky /

vod kal Uloziste

T / odpadu

Povrchové vody |= v

= T

‘ Vodni mikroflora ‘

Plida

Podzemni vody

Podniky produkujici
léciva e =

Obrazek 7: Schéma moznych zdrajcest piiniki rezidui I€iv do akvatického pro&di[37]
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3.3.1. Humanni a veterinarni aplikace

Podstatny zdroj kv v Zivotnim prostedi gedstavuji humanni a veterinarni aplikace.
Latky jako tukové regulatorypstové regulatory, nesteroidni protizélivé latky, antibiotika,
antiepileptika atd. jsou stakastji vyuzivany a aplikovany jak v humanni tak vetérmi
medicirgé. Produkty metabolismu a vydavani gchto latek Zivymi organismy jsou zavaznou
pricinou praniku I&iv do Zivotniho prosedi. MiZze se jednat ofpmy prinik do Zivotniho
prostedi, nebo v fipact jejich svedeni kanalizaci otprik az po procesuisténi odpadnich
vod naCOV. Tyto vstupy rezidui v do Zivotniho prosedi umodauje jejich zneuzivani,
nadbyténé pouzivani, nebo vyhazovani a splachovani nefyohd&iv. [1, 7, 38, 39]

Ma-li urcita latka, nebo k&vo podané v ramci humangi veterinarni mediciny {sobit,
musi se nejilve resorbovat v organismu a distribuovat doripaé cilové tkas. Pritom
dochazi k jeji metabolick&@mené a nakonec k vylateni z organismu. MnoZzstvide, které
se vyloki v nezngnéné podob, zavisi na procesu eliminacehto latek v organismech. Jako
eliminaci latek z organismu ozfigeme pochody, které vedou k odstianinnych latek ze
systémové cirkulace. Na tomto pochodu se podildjiexe, ktera rize probihat v ledvinach,
ve stew, ale také plicemi nebouki, a biotransformace, kter&eustavuje metabolickou
piemgnu podané latky. [12, 18, 40]

Biotransformace

Existence velkého mnozstwWiznych chemickych slaenin, které jako farmakaipadime
do organismu, podmuje rozmanitost jejich biotransformace. V procesetaholizace mohou
tyto latky svoji &innost ztracet nebo naopak se z nich mohou statky Ireaktivigjsi.
Biotransformé&ni procesy mohou byt ovliwny radou faktoé, nagiklad reversibilni vazbou
lé¢iv na plasmatické proteiny nebo depotni vazbotivlére tkanich. DalSimi faktory
ovliviiujicimi biotransformaci jsou&k a pohlavi, genetické predispozice, patologickgv st
nebo interakce mezidévy. Biotransformace zahrnuje hydrolyzu, oxida@dukci, alkylaci,
dealkylaci a konjugaci s kyselinou glukuronovoupgdu apod. Rehled biotransformimich
reakci a fazi znaztwje obrazek 8. Obeerize biotransforméni reakce rozélit na dw faze:
[12 ,41, 42]

» |. fdze — Reakcemi |. faze se&mi struktura l&iva, tvari se reaktivisi a ve vod
vice rozpustné metabolity. Mezi tyto reakce ipaixidace, redukce, hydrolyza
probihajicich na regkich —OH, —NH, —SH a —COOH skupinéach. Produk#ghto
reakci tak lépe podléhaji dalSim biotransfafmen reakcim v Il. fazi neboipmo
eliminaci.

» |l. faze — V Il. fazi biotransformace probihaji konjugé reakce s vychozi latkou
nebo jejimi metabolity z I. faze, ndklad vazba na kyselinu glukuronovou, kyselinu
sirovou, glutamin, cystein nebo na glycin. Produktnto reakci jsou polagsi, vice
rozpustné ve vad a ochotiji podléhaji eliminaci. Jednou z ®aptjSich
konjuganich reakci je glukuronidace, ktera konvertuje exod i endogenni latky na
glukuronoidy. Glukuronoidy jsou latky polarni a pastné ve vo#l a jsou
extrahovany jak m#, tak ZIwi podle velikosti molekuly.
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Obrazek 8: Pehled biotransforménich fazi ve vztahu k moznym farmakodynamickym
ucinkizm vzniklych metabolit[43]

Produkty biotransformmmich reakci nemusi byt vzdy métoxické, v rkterych gipadech
mohou byt vice toxické nebo reaktéysi nez vychozi slatenina. V tomto fipad mluvime o
bioaktivaci. [12, 40, 41, 44]

Vyludovani I&iv

Léciva se mohou vyltovat tiznymi cestami. Ribéh €chto proces vylu¢ovani zavisi jak
na stavu a vlastnostech od#&taanych latek, tak na stavu a vlastnostech organism
Vyluéovani farmak z organismu se odehravédevsim progednictvim ledvinové a fekalni
exkrece. Takto se v miba stolici objevuje neptSi mnozstvi pvodre podané latky nebo
jejich metabolib.

Nejdilezit¢jSi sowasti fekalni exkrece je Zlava exkrece. Toxické latky fighazeji
Z gastrointestinalniho traktu krvi néje do jater, které maji schopnost zabranit jejich
distribuci do ostatnich tkani. V jatrech se uskiitge tSina biotransformaich proces, z
nich se farmaka nebo jejich metabolity mohou odévatlogt do krve, anebo byt vyldeny
piimo do Zlge a prodiednictvim ni exkretovany ve faeces. Podle fyzikdhemickych
vlastnosti mohou bytédkteré latky zgtné reabsorbovany v enterohepatalninérob Proces
distribuce a eliminace ¢é& popisuje obrazek 9. Vyliovani potem, slinami nebo mlékem
nema z kvantitativniho hlediska poklesu mnozZstykyldv organismu vyznam. Eliminace
plicemi je rozhodujici pouze preékteré latky, jako najklad celkova anestetika.

Jestlize se latka dostala do krve, rdzde mezi krev a tk@an Rozhodujici vyznam pro
toto rozaleni maji rozpustnost, velikost molekul a elektyigkdboj latky. Do primarni nio
se latky dostavaji glomerularni filtraci a tubuldsekreci. Farmaka rozpustna v tucich se
vétSinou z@tné resorbuji v tubulech, a proto se ledvinami netwyjubud vibec, anebo se
stav funkce ledvin a cirkulace, acidobazické poma kompetice o transportni mechanismy
s dalSimi soéasre pritomnymi latkami. [7, 12, 39, 40, 41]
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Obrazek 9: Distribuce a eliminace farmgi2]

Néktera farmaka se v elimitiaich organech mohou koncentrovat a mohou tak lgkaln
dosahnout toxickych koncentraci (tzv. kumulaced Pojmem kumulace rozumime pozvolné
zvySovani koncentrace farmaka v plazra tkanich f podavani latky v pravidelnych
casovych odstupech. Kumulace vznika vzdy, jestlize za jednotkucasu pivadi do
organismu vice @ité latky, nez kolik se fiZe za tutéZ£asovou jednotku eliminovat. Proto se
muze kumulovat kazda latka, jestlize jednotlivé davidsleduji dostate¢ rychle po sob.
Kumulace niZze vést k podstatnému zesilen€inki nejen terapeutickych, ale také
nezadoucich. Tomu se déedchazet spravnou volbou davky a intervalu podayaaj 40]

Kinetika eliminace

VySe popsané procesy biotransformace a exkreceodéejp na aktualni koncentraci
toxické latky v plazm a to véasové zavislosti od jeji expozice. Eliminace z argiau
probihd nejasgji exponencial®, tedy kinetikou prvnihdadu. Znamena to, ze za stejnou
dobu se vzdy vylati stejné procentotgwodniho mnozstvi noxy. Rychlost eliminace se tak da
dohkie charakterizovat konstantou biologického paku (i), to je dobou, za kterou se
vylouci polovina givodre piitomného mnozstvi. Za jeden p&és tedy klesne obsah na 1/2,
za dalSi na 1/4, dale na 1/8vpdniho mnoZstvi. Jedn& se o stejnou kinetiku okteseridi
rozpad radioaktivnich izotdp V ramci této kinetiky prvnihofadu plati, Ze mnoZstvi
eliminované latky je v danémiase pimo unerné mnozstvi latky wte, a Ze biologicky
polocas f1/2) je nezavisly na davce. [40, 41, 45]

3.3.2. Rezidua I&iv na COV

DalSi podstatny zdroj a moznost vstupu reziddiviélo Zivotniho prosedi gedstavuje
nedokonalé odstrani tchto latek v procestisténi odpadnich vod n&OV. Do odpadnich
vod se léiva dostavaji fedevSim progednictvim vyl&ovani. Pray produkty metabolismu
a vylieovani tchto latek Zivymi organismy jsou nejzava@i pricinou piiniku I&iv do
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Zivotniho prostedi. L&iva se do odpadnich vod dostavaji jak z humanniveterinarni
mediciny. Zdroje humannich farmak jsotegevsim zdravotnicka centra a rezidentni oblasti.
Zdroje veterinarnich farmak igdstavuji zerdélskd a chovatelska rsdiska. \étSina
odpadnich vod z humanni i veterinarni mediciny yedsna kanalizaci n&OV, kde
v procesucisténi nedochazi ke zcela kvantitativnimu odstranvetSiny farmaceutickych
latek.
Efektivni ¢innostgéisti¢ek odpadnich vod spiva v minimalizovani vypoushi xenobiotik
do vodniho prosedi, avSak vipact l&civ tomu tak zcela neni. Jestlize tyto latky nejsou
biodegradovany nebo odstémy na COV, dostavaji se do vodniho priesti a mohou tak
ovliviiovat povrchové i spodni vody. Obzwasekteré malé vodni toky, kterétginu sve
vody pijimaji zCOV, jsou znéné kontaminovany. Koncentraceskierych farmak zde
mohou gesahovat hodnotuydg/l. [1, 12, 46, 47]
se v zivotnim prosedi. Nekteré studie ukazuji, Ze nedostaié odstraéni na COV plati
zejména pro tyto latky. Diklofenak a ibuprofen fpdt negasgji se vyskytujicim Iéivam
v odpadnich vodach. Jejich koncentrace se zde pghytrozmezi 0,01 az 5103/l pro
diklofenak a 0,49 az 99@y/l pro ibuprofen. Odstra&mi NSPZL jako jsou ibuprofen a keto-
profen v procesechisteni t€chto vod je vSak pouze z 87 % anpact diklofenaku pouze
49 aZz 59 %. Zwiener a Frimmel poukazuji vS8ak namoef odstragéni diklofenaku z pitnych
vod pouzitim ozonizace. Odstkan diklofenaku z mistskych a prmyslovych odpadnich vod
je mozné iza pouziti membranové filtrace. Nppdt ibuprofenu jsou jeho koncentrace
v povrchovych vodach mnohem mensi. V lidskédéte tje metabolizovan na karboxy-
a hydroxy-ibuprofen, které se taktéz vyskytuji vostych odpadnich vodéch. [4, 37, 47, 48]
Obdobné plati i vijpact antibiotik. MiZeme je detekovat v povrchovych, podzemnich
i pitnych vodach. Navic antibiotika majfqupoklady naruSovat procesy biologickétigeni
v COV a ovliiiovat mikrobialni slozku povrchovych vod. Penicilid se dokonceradi
k negasgji se vyskytujicim antibiotikm v odpadnich vodach. \ipac studii zabyvajicich
se vyskytem a osudem antibiotik v odpadnich a gewrgch vodach prov&dych na uzemi
Némecka, Svycarska a USA se hodnoty jejich koncentmhybovaly wadech pg/l.
Sledovanymi skupinami antibiotik byly nasledujicimakrolidy (clarithromycin, erytromycin,
roxithromycin), sulfonamidy (sulfomethoxazol, sulfeazol), fluorochinoly (ciprofloxacin,
norfloxacin), dale chloramphenicol a trimethoprifdi tomto monitorovani rozmanitych
vzorki povrchovych a podzemnich vod nebyla detekovatritorpnost penicilid@ nebo
tetracyklini. Tato skuténost neni az takipkvapujici, protoZe peniciliny jsou velmi lehce
hydrolyzovany a tetracykliny se ochétakumuluji v sedimentech nebo splaskovych kalech.
[1, 37, 46, 48]

3.4.Ekotoxikologie

Termin ekotoxikologie pouzil jako prvni okolo rok969¢len francouzské akademieds
Dr. Rene Truhaut. Definoval tuto disciplinu jakdudium nepiznivych Einka chemikalii s
cilem chranit pirodni druhy a spotenstva”. [49]

Ekotoxikologie je multidisciplinarni iirodni Wdou, ktera zahrnuje experimentalni
a teoretické poznatky édnich oboit jako jsou ekologie, toxikologie, chemie Zivotniho
prostedi a biologie. Zabyva se studiem toxickéhisgbeni latek lidskéhai prirodniho
puvodu na Zivé organizmy, jejich populace a spehstva. Ekotoxikologie tedy zkouma
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acinky toxickych latek na vSech biologickych trovnioké pgirody. Kromg sledovani tinka
latek je pedmetem z4jmu ekotoxikologie i jejich pohyb v Zivotnprostedi.

Hlavnim cilem oboru je ochrana Zivéinpdy a clovéka jako jeji integralni sdsti
avyvoj metod, které umdnji sledovat nefiznivy vliv latek na Zivé organizmy za
standardnich reprodukovatelnych podminek. MetodgimmoZznit srovnanidnka raiznych
latek mezi sebou ar@devSim srovnani odpovidajicich vyslédkriznych laboratti. DalSimi
ukoly ekotoxikologie je pedpovidani a odhadovani Skodlivosti chemikaliizékrspojenych
s jejich zivotnim cyklem, i@dchazeni a zahravani ohrozeni ekosystémstudium a hodno-
ceni &inka chemickych latek. [49, 50]

3.4.1. Experimentalni metody hodnoceni ekotoxicity

U kazdeho xenobiotika, s kteryniighazi do stykwlovék nebo vybrani Zivéichové, a to
pii zevni nebo vnini expozici, je pdebné, vzhledem k pouZziti znét jeho toxicitu. Touto
toxicitou se rozumi jak ireverzibilni poSkozenileitych fyziologickych funkci, vedoucich
ke smrti nebo k trvalym nezadoucim nésliedk tak reverzibilni poSkozeni, které odezni za
urcitou dobu po peruseni expozice toxicke latky.

Ke zji¥ovani toxickych dinka jednotlivych xenobiotik byla vypracovarrada experi-
mentalnich test které se provagi jak in vitro, tak invivo na experimentalnich organismech.
Na vypracovani &hto test se podili Mezinarodni organizace pro standardiz&
(International Organisation for Standardization).

Testy toxicity jsou tedy zakladnim nastrojem ekdtobogické prace. Slouzi k &eni
druhu a miry nefiznivého fisobeni latek na testovaci organizmy. Parametnanisk test
toxicity jsou pouzivany pro hodnoceni rizik spojehys vyskytem testovanych latek
v Zivotnim prostedi.

VSechny biologické testy se musi provaghodle zasad a simic spravné laboratorni
praxe GLP (Good Laboratory Practice), kter&uijir predevSim jakostni standardy pro
planovani, provathi, kontrolu a analyzu klinickych studii. Déle vBag biologické testy
musi sphovat zasady etické prace s laboratornimiatyi s ohledem na zakon na ochranu
zvitat proti tyrnic¢. 246/1992 Sb. v platném &mi zakonas. 77/2004 Sb. # testech, kdy se
pouzivaji laboratorni zkata, musi byt vSechny projekty pokusredem schvaleny odbornou
komisi pracovidt a nasled& prislusnou resortni komisi. Pracovnici, fktéidi pokusy
na laboratornich ziétech, museji mit ogdceni o odborné Zsobilosti, laboratorni technici
a oSetovatelé oswdéeni o odborné Zsobilosti k péi o zvirata. [12, 40, 41, 51]

3.4.2. Zakladni rozdéleni test toxicity

3.4.2.1. Podle doby expozice
Podle doby trvani expozicetrieme testy toxicity rozit na:

» Akutni testy toxicity — Stanoveni akutni toxicity gatmezi klasické toxikologické
zkousky. Principem je #iieni efekd toxickych latek na testovanych organismech pokitat
dobu jejich Zivota. Délka trvani akutnich tesbxicity je v rozmezi 24 az 96 hodin. Jejich
prostednictvim se sledujidinky, které se projevi v kratké délpo jednorazovém podani
latky. Slouzi tak k ufeni okamzitého dinku latek. Vysledkem ekotoxikologické zkouSky
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jsou hodnoty LD50 (davka testované latky, kterdolgvihyn 50 % testovanych organism
v doke testovaci studie), LC50, EC50 a IC50 (intii koncentrace testované latky, ktera
vyvola inhibici u 50 % testovanych organi§mHodnoty byvaji udavany v jednotkach mg/l
nebo ml/l. Podle&chto hodnot Ize testovanou latkuradit do tid toxicity a odhadnout miru
jejiho Skodlivého fisobeni na organismy. Akutni toxicita vSak udavazeoelativni toxicitu
testované latky. [36 ,40, 52, 53]

» Subchronické testy toxicity — Fi téchto testech jsou organismy testované opako-
varg, obvykle jsou jednou desrexponovany danou latkou nebo kombinaci latek. Pamia
latky se provadi ffiblizné po dobu 10 % délky Zivota testovaného organisrestlide je latka
podavana po kratSi dobu, oZope se test jako subakutni toxicita {eg€ji se jedna o dobu
14, 21 nebo 28 dni). S kontrolni skupinou musi zgthazeno stejnym #pobem jako s
exponovanou, krothpodavani zkoumaneé latky. Tim se separuji vlivysgeali od fisobeni
dané latky. Tyto testy slouzi k ziskani hodnot NOGEBOEC, avSak nemusi odhalit nasledky
dlouhodobého {sobeni. Vysledky subchronickych tiegsou také velmi uzié pro delné
navrzeni chronického testu, proto se zpravidla &dgjii pied testy chronickymi. [52, 53, 54,
55]

» Chronické testy — Z divodu rostouciho zdjmu o sledovani a studium poidnic
acinka latek je itmto testm wvénovana stale &Si pozornost. Pro zvoleni postupti p
chronickych testech toxicity jsouukkzité vysledky subchronickych téstoxicity. Cilem
chronickych studii je charakterizovatinky testovanych latek na organismus po jejich
dlouhodobém opakovaném podavanti Rchto testech jsou tedy testované organismy
exponovany studované latéasto po celou dobu Zivota nebo jeho podstatidst. V danych
pravidelnych intervalech se testovanym orgafismpodava testovana latka a viipthu
experimentu jsou sledovany jednotlivé patologickééy pomoci vhodé zvolenych
parametii, které indikuji Skodlivy tinek. Kontrolni skupina musi byt st&jmpaietna jako
skupiny exponované a musi byt drzena za stejnydmpwek, jen s tim rozdilem, zéstava
neexponovana sledované latce. Tyto testy slouBKani informaci o dlouhodobénigobeni
latky na Zivy organismus a pro¢eni hodnot NOEC a LOEC. [36, 40, 52, 53, 54]

3.4.2.2. Podle usp#adani testu
Odborniky jsou rozeznavani generace biotestpro monitoring Zivotniho prosdi:

» Testy 1. generace- Jedna se o tzv. klasické (standardni, ko&w@rbiotesty. Jsou
b&zne pouzivané po celém &¢. V Ceské republice jsou dopamvanyétyti konvereni testy,
metodicky identické s evropskymi 1SO (Internation&tandardization Organisastion)
normami:

« CSN EN ISO 6341 Jakost vod — Zkouska inhibice pafagbti Daphnia magna
Straus (Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutngitgxi

« CSN EN 28692 Jakost vod — Zkouska inhibidestu sladkovodnichias
Scenedesmus subspicatfSelenastrum capricornutu@iSO 8692; 1989);

« CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod — Stanoveni akutninietéxicity pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)]cast 2:
Obnovovaci metoda,;

* Test inhibice fistu kaene hdcice bilé Sinapis albq Metodicky pokyn Mini-
sterstva zivotniho prasdi ke stanoveni ekotoxicity odpad
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Tyto biotesty maji jednu velkou vyhodu v tom, Zeoysuznavany mezinarodnimi
legislativami. Na druhé stranjejich provedeni je zma¢ narané. Kultury testovacich
organisnii je nutno dlouhodab udrZzovat a navic Zziwichové se musi krmit dalSimi
organismy. Samotné testovani zabira mnoho laboisitor prostoru (akvaria, 250 ml
Ehrlenmeyrovy biky), spotebovava velka mnozstvi testovaného materialu apesiedni
fad® vyZzaduje vySSi peet pracovnich sil, delSi pracovni dobu nejen pavedeni testu, ale i
na myti laboratorniho skla a §é mat&né kultury. Z ¢chto divodi se nasledujici druha
generace mikrobiotasfevi jako vyhodna alternativa ke konweim testm toxicity. [56, 57,
58, 59]

» Testy 2. generace — Rostouci pdeba testovat ve velkych sériich nové chemické
latky a vzorky z Zivotniho prostdi vedla ve vyvoji biotedt k nasledujicim trendn:
miniaturizace, zkraceni doby inkubace, zjednodu&emioznost alternacifipvyhodnocovani
testi, zlevreni biotesti, zapojeni bioteét reprezentujicich tzné trofické Urova
v ekosystému, ighodnocovani standardnich festyuziti novych ¥deckych poznatk apod.
Proto se v posledni ddlesi zvySené pozornosti mikrobiotesty, jejichz hlawrposlanim je
mefit specificky efekt testovaného kapalného vzorkierym byl exponovan jednob&iny
nebo maly vicebuitny organismus.

Testovaci organismy vyuZzivané v mikrobiotestech ooofredstavovat bakterie, prvoci,
fasy, bezobratli, rybi tké@vé kultury atd. Tyto organismy se dlouhodalchovavaji v Kli-
dovém stavu, lyofilizovaném stavu nebo v imobiliaoe forng a podle patby se mohou
ozivit pred vlastnim testovanim. Dale jiz samotny nazev ohiatest napovida, ze je
miniaturizovany. Jako testovaci nadoby se pouZzizkjimavky, kyvety nebo mikrotitéai
destéky. Doba vlastniho akutniho testu toxicity se zkjaca konény vystup z testu e
mit rizny charakter, n&ppatet mrtvych nebo nepohyblivych organignzména absorbance,
fluorescence nebo luminiscence atd. [56, 57, 5B, 60

» Testy 3. generace- Jedna se adti generaci ekotoxikologickych téstTesty teti
generace jsou biosenzory, biosondy a biomarkry,qudrjichz mizeme detekovatifpadné
poruchy v ekosystému. V séasné dob jsou vSak na uarovni zakladniho vyzkumu.
V nadchazejicich obdobich se jejich uptatinotekava zejména v on-line monitorovacich
systémech a skreeningovych testech toxicity. [BY, 5

3.4.2.3. Podle urovr# provedeni
Testy toxicity se provaii na tech urovnich, a to na arovni hikna tkani,na drovni
jedinai (organisni) ana Urovni spol&enstev (biocendz).

» Testy na urovni bunék a tk&ni se pouzivaji pro teoretické obj&sih poznatk
ziskanych @i pokusech na organismech. Vyhodou je jejich dobptodukovatelnost, vysoka
citlivost, nizké finafini a casové naroky. Naopak nevyhodou je &réa odliSnost vysledk
"in-vitro” od vysledki obdrzenych "in-vivo”. Pesto se testovani na urovni klrjevi jako
vhodné pro studovani mozného toxikologickélimku na Zivé organismy.

» V¢tSina tesi se vSak provadia urovni organismii. U téchto tesk se nizeme setkat
s potizemi spojenymi s reprodukovatelnosti. Odgdojednotlivych organistin na gitomnost
toxickych latek neni jednotna, oviivje ji mnoho faktol, nagiklad biologickd dostupnost,
zpisob fFjimani toxikantu organismem, jeho bioakumulacemebhopnost Skodlivou latku
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odbouravat atd. Kazdy organismus reaguje h#ompnost toxického materidlu jinym
zpasobem. K ziskani co nejkompled$i informace o jeho toxickémupobeni na Zivé
organismy je tedy nezbytné pouzit k testovani withe drulii. Zapojenim ¥tSiho pdtu
testovacich organisimroste informace o zkoumaném vzorku a zvySuje kevigpowdni
hodnota celé metody.

» Na urovni biocenoz se sleduje toxicky dinek v pirod ¢i na modelu blizkém
piirodé. Negativem fi testovani na modelu jsou obtiZz& pytvareni identickych frodnich
podminek, coz vede ke sniZzené reprodukovatelngstedia téchto tesi. DalSi nevyhodou
je, ze toxicky dinek se nemusi projevit vzdy st&jnorganismy mohoudzné reagovat na
urcity druh toxikantu. Navic z#my ve sloZeni spoéenstev nemusi byt vzdy vyvolany
toxickym &inkem, ale mohou byt figobeny naruSenim potravnitekzce apod. [56, 61]

3.4.3. Provedeni ekotoxikologickych teai

3.4.3.1. Princip tesii

» Limitni test — V limitnim testu se vzorek o neznamé toxigodrobi prvni zkouSce
s testovacimi organismy. Cilem tohoto testu jetigjigda latka vykazuje toxickécinky Ci
nikoliv. PouZivaji se dv paralelni nasazeni se &wa kontrolami. Nedojde-li k Uhynu
Zadného organismu, je limitni test hodnocen jakgatieni a fistoupi se k o¥ovacimu
testu.

» Ovérovaci test— Negativni vysledek limitniho testu seétwje v Sesti paralelnich
nasazenich. Nedojde-li v testovanych roztocich ynuhimobilizaci¢i inhibici prevysujici
0 10 % uahyn, imobilizacti inhibici v kontrole, je i zde vysledek hodnoceakg negativni.
DalSi testovani se neprovadi. Je-li vysledek paozitizalezi dalSi postup na i@iuhynu,
imobilizace nebo inhibice. Vifpac mortality, imobilizace nebo inhibice niZzsi nez B0se
dalSi testy neprov&d a zjiS€né skuténosti se zaznamenaji do protokoluielasi-li
mortalita, imobilizace nebo inhibice 50 %jgtupuje se k fedbEZznému testu.

> Predbézny test— Uselem tohoto testu je &ni koncentréniho rozmezi, ve kterém
lze atekavat hodnotu LC50, EC50 nebo IC50 testované ld8ouziva se zde zpravidla
10 koncentraci vzorku, volenych v Sirokém ré&tzpDo tohoto testu se nasazuje mensiepo
pokusnych organistna obvykle postéauje testovat jednu koncentrd fadu. Cilem je zjistit
nejvyssi koncentraci latky fipkteré jest nedochazi k uhynu, imobiliza¢i inhibici (OCy) a
nejnizsi koncentraci, kterd jizipobi letal® (OCip).

» Zakladni test — Zakladni test slouzi k vlastnimucani hodnoty LC50, EC50 nebo
IC50. Test se sestavuje zpravidla zeuZngch koncentraci vzorku v rozmezi stanoveném
predsZznym testemRedéni se provadi tak, aby kolentgupokladané hodnoty LC50, EC50
koncentraceedicitady se voli limitni koncentrace zg$ie orienténim testem. Pro kazdou
koncentraci se provéd 2 az 3 paralelni nasazeni. Pgitér dok& expozice dané konkrétnim
testem se od@a paet uhynulychéi imobilizovanych organisiinnebo se i délka kdeni
rostlin. Ze zjis¢nych Udaj se p@itd hodnota LC50, EC50 nebo IC50. N&&é&u i na konci
pokusu se zaznamenava teplota, koncentrace répgbst kysliku a pH v kazdé testované
koncentraci. [53]
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3.4.3.2. Planovani testu a interpretace dat

Volba koncentra¢nich Fad

NejvySSi koncentrace vzorku z orietniého testu, kterad jeStnepisobi na organismy
toxicky, se oznéuje jako orientani koncentrace 0 (Qff nejnizSi koncentrace,fipkteré
dochazi k aplnému uhynu testovacich orgafigako orient&ni koncentrace 100 (Qgg).

Interval zpravidla sedmi koncentraci v rozmezi QdZ OGq je treba rozdlit tak,
abychom v idealnimifpact po provedeni testu obdrZeli 5 hodnot tzv. paréiélmmortalit
(v pripact sedmi koncentraci), tzn. uhyrvétSich nez 0 % a menSich nez 100 %usto
volby a rozvrzeni testovanych koncentraci zobraznljgdzek 10. Jedna koncentrace by se
mela co nejvice blizit hodndt.C50, EC50 nebo IC50, d\by mély byt mezi hodnotou OgLa
LC50, EC50 nebo IC50, dunezi OGgoa LC50, EC50 nebo IC50 ad&koncentrace by iy
odpovidat hodnotam QGG OGoo Rozvrzeni koncentraci by&o byt okolo hodnoty LC50,
EC50 nebo IC50 symetrické. Koncerima fada by ndla byt logaritmickd, nasledujici
koncentrace by tha byt vzdy k-krat ¥tSi nezli gedchozi.

Koeficient k se vyp@ita z nasledujiciho vztahu, kde predstavuje pé&et volenych
koncentraci, obvykle 7

0C,/0
logk = Iogon—_lcloo. (1)

100 . +
F W : : £
E - Nepiisobi | : Pusohi
;_g toxicky | o letilné

70 1 | |
< w | :
- |
1Y |
g A '
@ i | Odhad L, EC a IC50 :
2w :

“ £ ' 1

0C, 0C100
verustajici log kencentrace ”

Obrazek 10: Zfzsob volby testovanych koncentraci v intervaluby@ZOGo [53]

Interpretace vysledki
Cilem test je stanovit hodnotu LC50, EC50 nebo IC 50, ifyogcE dalSi ekotoxikologické
hodnoty, jako jsou NOEC, LOEC.

Hodnota NOEC (No Observed Effect Concentrationprdentrace, ip které
jes€ nebyl vyvolan pozorovatelny efekt.

s

pii které byl pozorovan skodlivycinek.
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Hodnota LD50 (Lethal Dose) — letélni davka test@véatky, ktera vyvola uhyn 50 %
testovanych organisim

Hodnota LC50 (Lethal Concentration) — letalni kartcace testované latky, kterd vyvola
uhyn u 50 % testovanych organism

Hodnota EC50 (Effective Concentration) — efektikohcentrace testované latky, ktera
vyvola pozorovatelnydinek u 50 % testovanych organigm

Hodnota IC50 (Inhibitory Concentration) — inkibi koncentrace testované latky, ktera
vyvola inhibici u 50 % testovanych organigm

Hodnoty byvaji udavany v jednotkach mg/l nebo nibdle ¢chto hodnot Ize testovanou
latku za&adit do tid toxicity a odhadnout miru jejiho Skodlivéhiispbeni na organismy.

MozZnosti, jak wit ze ziskanych dat hodnotu LC50 nebo EC50, je.\K@&d4& ma uiité
piednosti i nedostatky. Zavislost mortality nebo infimace na koncentraci ma sigmoidalni
charakter. Takovou zavislost vSak nelze popgasmou rovnici, pomineme-li polynomy
vysSich stupi. Je teba ziskana data dilym zpisobem transformovat. Nejjednodussi je
postavit proti hodnotam mortality nebo imobilizdogaritmy koncentraci a zavislost vyjéd
pomoci linearni regrese. V bbtdC50 nebo EC50 ma totiZikka inflexni bod a v jejim okoli
je jeji prabeh priblizné linearni.

Nevyhodou vySe uvedeného tgobu vypdtu je, Ze pimka nekopiruje dostates
amrtnostni nebo imobilizai kiivku. Pri koncentracich nizSich LC50 a EC50 je néivkou
a v koncentracich vysSich je pod ni. Tuto systarkati odchylku se snazi napravit probitova
analyza, ktera vhodnym #égobem transformuje data na tzv. probity, které miaji na
logaritmu koncentracefiplizn¢ linearni zavislost. #evod dat vyjatenych v procentech Ize
na probity pevést pomoci tabulky fpohac. 1). VhodrijSi vSak je pouZzit vypeetni program
upraveny pro PC.

Jestlize pi opakovaném rireni téhoz &e nejsou ziskané hodnoty identicke, ale pohybuji
se kolem ufité stedni hodnoty, mluvime o rozptylu. #nér vypcocteny z €chto hodnot je
negesny a nejisty. Miru této nejistoty lze vyjédkvantitativnimi parametry, kterymi jsou
rozptyl (variace), sérodatna odchylka s nebo gradatna chyba gméru s; :

2%

= s* =rozptyl (2)
n-1
s
s =3 3
= 3)

x = odchylka jednotlivé nadémé hodnoty x od imérné hodnoty;<
n = paet jednotlivych ndreni
s = smérodatna odchylka

2
z X' = sowettverat odchylek
% = stedni chyba pmeéru

Tento jednoduchy postup je ovSerfisfupny pouze i spiréni ugitych podminek, jako
napiklad dostatény patet mefeni a normalni rozlozegéetnosti. [12, 52, 53]
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3.5.Vybrané ekotoxicikologické biotesty

Biologické testy toxicity (biotesty, bioassays,dastorni zkousky toxicity) jsou pouzivany
pro hodnoceni ekotoxikologickych vlastnosti latdkyznam biologickych tesét spaiva
v postizeni souhrnu¢inkt vSech pitomnych komponent v testovaném roztoku na testpvan
material (organismus, kultura, tkdbuika). Slouzi také ke zji&i mozného toxického vlivu
latek na Zivotni prosedi.

Protoze vramci této diplomové prace se bude staraivekotoxicita l&v, kterd se
vyskytuji predevSim ve vodnich sloZzkach Zzivotniho predt, budou ekotoxikologické testy
provadny predevsim na organismech vodniho piedt Testy na organismech vodniho
prostedi jsou vhodné pro ekotoxikologické hodnoceni énoxyvinutych a do praxe
zavadnych chemickych latek nebo ici@, dale také odpad na skladkach, havarijnich
priniki odpadnich vod do povrchovyéhpodzemnich zdrdj [61]

3.5.1. Test inhibice ristu kofene hd€ice bileSinapis Alba

Uéel testu
Test byl vyvinut k testovanic¢inki odpadnich vod vyuzivanych pro zavlahyi fto
zkouSce se vyuziva kicich semen hoice bilé. [61]

Testovaci organismus

Testovacim organismem jsou semengiee bilé Sinapis alby Horcice bila (obr. 8, 9)
pati do ¢eledi brukvovitych,BrassicaceaeJe to jednolet&asre jarni rostlina pochézejici
z planych drufi (Brassica carinata z jihovychodniho S$edomdi, kde byla pstovana
starokymi civilizacemi jiz 2000 let fed naSim letoptem. V Evrog zatala byt gstovana
v raném sedowku. Lodyhu ma vzfimenou, 60 az 150 cm vysokou s listy jaselené
barvy. Semena jsou kulovitd az ovalna, zluté baHgicice bila méa porrné nizké naroky
na pidu a klimatické podminky, diase ji v chladgSich a vysSich vyrobnich oblastech.&li
pii teplog 1 az 2 °C. Je po¢mé citlivA na mdni Skraloup a velmi citliva na triazinové
herbicidy. [58, 62, 63]

23 a4
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Princip testu

Princip testu spfiva v Kkultivaci semen za standardnich podminek tznych
koncentracich testované latky. Test probikiagplot 20 £ 2°C, bez osleni, po dobu 72
hodin. Vybrana (nezdeformovana, neposkozena angdtizbarvena) semenarbice bilé se
vkladaji do Petriho misek na podloZzky nasycené qmaitn roztokem. R vkladani se
dodrzuje bezpma vzdalenost mezi jednotlivymi semeny tak, abyoobdzelo k vzajemnému
ovliviovani i kliceni. P@et semen v jedné koncentraci je 30 tkaspoZzadavkem 5 ml
roztoku na Petriho misku odonéru 120 az 140 mm. Sdasré se stejnym zisobem nasadi
semena ddedici vody bez fitomnosti testované latky — kontrola. Po 72 hodingitsobeni
se v jednotlivych koncentracich i v kontrole stainpwet vyklicenych semen aigsrée meéri
délka kdenmi. Pro kazdou koncentraci a kontrolu se Wi aritmeticky pimér délky
korenmi L v mm a vypgita se inhibini koncentrace ICiastu kdene v testované latce v
porovnani s nasazenou kontrolou. Pokud testovahka [@sobi na iist karene stimulang,
vypccet IC se neprovadi. [61, 63]

Platnost a vyhodnoceni testu

V kontrole musi byt dosazeno &iosti alespé 90 % a zji&na hodnota IC50 dichromanu
draselného pro tento test musi byt ve sheudysledky odpovidajicimi pro tento standard.

Vysledky test se vyhodnocuji graficky nebo s vyuZitim¢giacové techniky. Zakladem
pro hodnoceni dinka testované latky na semenechidice bilé je pimérna délka keéene
zjisSttn4 v testovacich miskach ve srovnani sm#rnou délkou keéene v kontrole.
Nevyklicena semena se zajp@dvaji do paméru jako nulova délka kene, stejg jako
semena, ktera vyKii, ale nevytvéi koren. [61, 63]

3.5.2. Daphtoxkit F™

Ucel testu

Metodika pouZivanaip testech na korysich j€SN EN ISO 6341, kterou se zjifje
inhibice pohyblivosti perlogek. Cilem testu je zji8hi vlivu vodou vyluhovanych
testovanych latek nebo vodnych vytubdpadi na mortalitu a imobilizaci (tj. makroskopicky
pozorovatelna neschopnost samostatného prostorge@hgbu) drobného korySBaphnia
magna(obr. 13). [61, 65]

Testovaci organismus

Perlo@gky (Cladocera)je podad korys ze tidy lupenonozé (Branchiopodd Maji
volnou hlavu adlo uzawené v dvojchlopjové schrance. Prvni par tykadel je maly, druhy par
je rozwtveny aje pouzivanip pohybu. Maji 4 az 6 parhrudnich nozek, filtrujicich
drobnohlednou potravu nebo lapajicicligb Zadéek bez kowetin je zakotien drapkovitou
vidlickou. Slozené & splyvaji v jediné oko. Vyvoj jeimy. Ziji hlavrs ve sladkych vodach
v planktonu, na rostlinAch nebo naédmadrzi. Nkteré perlodky pronikly i do mde. Jsou
vyznamnou potravou ryb. ¥R Zije asi 90 druinperloasek. [66]
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Obrazek 13: Daphnia magri&7]

Princip testu

Dormantni vagka korySeDaphnia magngsou chratna chitinovou kapsli. Mohou tak
byt skladovana po dlouhou dobu bez ztraty jejickotdschopnosti. Lihnuti végk
ve vhodnych specifickych podminkéach (20 °C? L) je zapdato 3 aZ 4 dnyied z&atkem
testu. Do kazdé koncentrace o objemu 10 ml testoMatky se nasazuje po 5 kusech
vylihnutych dafnii, stejnym Zgobem se nasazuje i kontrola. Test probih& po d8khodin,
pii teplo® 20 + 2 °C, bez aerace, bez &deni a bez krmeni perléek. Bchem testu se
zaznamenava chovani (imobilizace) a uhyn peédka@a 24 hodin a 48 hodin. [56, 61, 65, 68]

Platnost a vyhodnoceni testu

Test se povazuje za platny, jestlize koncentraapu®tného kysliku v testovanych
roztocich na konci testu je&t$i nebo rovna 2 mg/l a koncentrace testované lathkgm testu
neklesla pod 80 % nominalni koncentrace. Spravpiggtavy pracovnich roztdgka pouziti
Zivotaschopnych jediric limituje hranice maximakh 10 % mortality ¢i imobilizace
v kontrolnim roztoku. Zjigina hodnota EC50 pro dichroman draselny musi byshak
s vysledky odpovidajicimi pro tento standard (d@rig/l do 1,7 mg/l). Vysledkem tésfsou
hodnoty EC50, LC50, vyhodnocuji se graficky nebgszitim paitacoveé techniky. [61, 65,
68]

3.5.3. Akutni test toxicity na ZabronozkachArtemia salina

Ucel testu

Tento test byl vyvinut pro testovantéigki vod pedevsim z oblasti Usték a maského
prostedi. Casto se také vyuziva v testech akutni toxicity aemfkologii. Cilem testu je
zjisténi vlivu testovanych latek na mortalitu Zabrono2emia salina(obr. 14). [69, 70]

Testovaci organismus

Rad ZzabronozekAnostraca pati do #idy lupenonozi (Branchiopodd,. Télo maji vzdy
bez schranky, protahlé askké, sloZzené Zetnychélanka. Doristaji 5 az 70 mm. Zabronozka
slaniskova darstd 12 az 18 mm a ZzZije az 4¢sice. Larvy se lihnou z trvalych wagk
oznaovanych jako cysty (obr. 15). Na htamna neélankovana nitkovita tykadla prvniho paru
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a mohutna tykadla druhého paru. Zjejich zakladnii@dnku casto vyistaji 1izné
charakteristické vyistky, jez slouzi jako vyznamné deterntinfiznaky. Na bocich hlavy se
nalézaji velké stopkaté slozen&.dHrud se sklada z jedenaatianki, z nichz kazdy nese
ventralré par listovych plovacich nozek. Zagk se sklada z devitlanka; prvni dvac¢lanky
jsou spolu viceménsrostlé, nesou pohlavni organy. U samic byvé&kito mistech upewn
napads zbarveny vak s vajky.

Zabronozky Ziji ve stojatych vodaatasto pedevsim viiikach vytvdenych tanim sthu
apod. Zabronozka slaniskovrtemia salina je kosmopolité roz&teny druh, ktery je velmi
hojny v gimorskych a vnitrozemskychimich, slanych jezerech a solnych dolech s &éné&n
velmi slanou vodou. Narfhodnych lokalitach je moZzny vyskyt ina naSemnizelinym
druhem zabronozek pouzitelnym pro testy toxicitifeemia franciscanal69, 71]

>

Obrazek 14: Nauplium Atrtemie se;Ii{@] Obrazek 15: Cysty Artemie salifgo]

Princip testu

Pro testovani se pouzivajerstw vylihnuti jedinci, tzv. nauplia. Lihnuti se obvgkl
provadi tak, Ze se do laboratorniisia vody, zpravidla o saligitL,2 az 3,0 % NaCl, odebere
malé mnozstvi cyst. Vodu je dobré udrZzovat v mirngoinybu. Toho se nejlépe docili
provzdusiovanim slabym proudem vzduchu. Tim se zajisti ikeélimi aerace. Optimalni
teplota pro lihnuti je 27 az 29 °C, kdy k vylihndtochazi piblizn¢ do 18 hodin. Snizenim
teploty na 25 °C nedojde ke #n& v citlivosti nauplii, ale k prodlouzeni doby lihhu
Nevylihla vajtka obvykle lezi na dfj prazdné ski@pky plavou na hladin Bez krmeni je
Zivotnost nauplii v ideélnich podminkach 96 az hadin.

Testované koncentrace zkoumaného vzorku ig@guuji fedénim laboratorni miskou
vodou. Do Petriho misek o jpméru 60 mm se odgi 10 ml zkoumaného roztoku. Podle
uvazeni se voli 2 az 3 paralelni nasazeni. S testenasazuje minimaijedna kontrola. Do
kazdé Petriho misky se odlovi 10 nauplii zabrono¥ahledem k velké ploSe hladiny a tudiz
dostaténému pestupu kysliku Ize misku zakrytékem. Bshem testu se zZabronozky nekrmi.
Testovany roztok se ani neprovzdufe. Po stanovené délse pditaji a zaznamenavaji
uhynulé zabronozky. Od#ani uhynulych jedint se provadi pouhym okem. Neptji se za
dobu testu voli 24 a 48 hodin. [69, 71]
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Platnost a vyhodnoceni testu

Touto zkouSkou se stanovuje procento uhynulych liadptemia salinav riznych
koncentracich k @eni hodnoty LC50. Za uhynulé jsou povaZzovany takokteré jiz
nevykazuji po mechanickém podraadani nepatrny pohyb vychazejici &terécasti jejich
téla. Test akutni toxicity na niském korySiArtemia salinaje s vyjimkou testovaciho
organismu a kultivéniho média shodného usgdani, provedeni, platnosti a vyhodnocovani
s testem n®aphnia magna[71, 72]

3.5.4. Thamnotoxkit F™

Ucel testu

Tento test je vhodny pro hodnoceni tuhych odpadal, ricnich sedimerit a odpadnich
vod. Byl také srovnavan s 48 hodinovym standardtgéstem akutni toxicity Baphnia
magna Srovnanim pdr dat pro 43cistych chemikalii (mimo jiné z 16 vytdkz farma-
ceutickych zavodl) byly nalezeny velmi vyznamné koréfd vztahy mezi citlivostmi obou
korydi k testovanym latkdm. Ukazalo se tak, ze ThamndtdXk' mize byt pouZivan jako
alternativa ke konvemimu testu s perlagkami. Cilem testu je zji8hi vlivu testovanych
latek na mortalitu organismithamnocephalus platyurufs6, 73]

Testovaci organismus

Thamnocephalus platyurugbr. 16) paf do fadu zabronozekAfnostraca do ftidy
lupenonozaé (Branchiopody. Podob# jako Artemia salinamaji €lo vzdy bez schranky,
protahlé a rkké, sloZzené #Zetnychc¢lanki. Donistaji délky 5 az 70 mm, larvy se lihnou
z cyst (obr. 17). [69]

1

Obrazek 16: Thamnocephalus 4] Obrazek 17: Cysty Thamnocephalus[ﬁﬁ]

Princip testu

Principem tohoto testu je sledovani mortality oigatu Thamnocephalus platyurus.
Inkubace cyst se zahajuje 20 az 22 hodiedea&atkem testovani toxicity. Provadi se ve
standardni votliedné destilovanou vodou v pe@m 1 : 8 (2,5 ml standardni vody a 17,5 ml
destilované vody), ip teplo& 25 °C a kontinuélniho ostteni 4 000 lux. Nasledujici den se
pomoci mikropipety plni mikrodeska 1 ml fiznych koncentraci testovaného vzorku.
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Nasazuji se 3 koncendrd fady o 5 tiznych koncentracich. Ke kazdé@d: se provadi
kontrola. Do kazdé jamky se nasazuje po 10 kusesfelz organisni. Poté se mikrodeska
piekryje parafiimem a necha patrnmkubovat pi teplo& 25 °C. Doba inkubace je 24 hodin.
Po uplynuti dané doby se §itaji v kazdé testovaci jamce mrtvé organismy acstaje se
hodnota LC50. [76]

Platnost a vyhodnoceni testu

Test se povazuje za platny, pokud mortalita kontha vzorku nefesahuje 10 %. Larvy
jsou povazovany za mrtvé, pokudhem 10 sekund pozorovani nevykazuji Zadny pohyb.
Spaitanim mrtvych jeding se stanovi procento uhynulych naupliamnocephala platyurus
v riznych koncentracich. Test akutni toxicity fidamnocephalus platyuruge rovrez
provadn s organismy vylihlymi z cyst. TaktéZ jeho proveideplatnost a vyhodnoceni je
podobné jako u testuBaphnia magnaVysledkem testu je hodnota LC50. [72, 76]

3.5.5. Test inhibice rastu okirehku mensihoLemna minor

Ucel testu

Test se pouziva k testovani toxicity roziok suspenzi. €lem je stanovit &inky
testované latky na vegetativrist okehku mensihoLemna mino). Testuje se inhibiceistu
podle fistové Kivky.

Testovaci organismus

Taxonomicky pai Lemna minor (obr. 18) do odé&eni rostlin krytosemennych
(Magnoliophytd, tiidy jednodloZznych (iliopsida), celed® LemnaceaeZ hydrobiologického
hlediska jejfadime do tzv. kké vegetace, ktera zahrnuje rostliny plovouci odnv hladir
(natantni) a rostliny poriené (submerzni). G&hky poistaji hladinu stojatych vod a
piedstavuji potravu pro ryby a vodni ptactvo. Zthpdnych podminek vytvéji kompaktni
porosty, které nepropoufitsvétio, coz vede ke zhorSeni jakosti vod pod nimiié€diek mensi
je drobna vodni rostlina s plochymi listky, koZévidonzistence, s jednim listkem itkikem,
zdravé kolonie jsou tweny 2 az 5 listky. Glehek ma vyborné akumulai schopnosti,
pozorované zejména u stmnin dusiku, fosforu a @akych kowi. [77]

Obrazek 18: Lemna min¢v8]
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Princip testu

Rostliny okehku menSiho se nechajiist v riznych koncentracich testované latky
rozpuséné ve standardnpripraveném zZivném roztokuripgeplot 24 + 2 °C a osstleni 6 500
az 10 000 lux. Reteni mnozstvi inokuléni kultury je 9 az 12 listk (pccet listkh musi byt
v kazdé nadab identicky). Délka doby expozice je 7 dni. Sasrt se nasadi testovaci
rostliny do kontrolniho Zivného roztoku bez testo&alatky. V intervalu 24 hodin se
kontroluje a zaznamenava stav rostlin aghdistki. Cilem testu je kvantifikovatdinky latky
na vegetativniist okehku. kinek testované latky se posuzuje podle rychldstiu, plochy
pod ristovou Kivkou a hmotnosti korimé biomasy.

Platnost a vyhodnoceni testu

Srovnani @istu v testovanych roztocich a kontrole se stanopajaoci koncentrace 1C50,
lze zji¥ovat i hodnoty LOEC a NOEC. \kkterych gipadech mze testovana latka vyka-
zovat stimulaciistu, potom se hodnota IC50 nestanovujének testované latky se posuzuje
podle rychlostiistu, plochy podirstovou Kivkou nebo konéné biomasy.

Vysledky se povazuji za platné, pokudipgrny paset listki v kontrole vzrostl po dobu
testu na osminasobek, pH v kontrolnim vzorku senm@e#o o vice nez 1,5 jednotky
a zjiS€na hodnota 168hIC50 dichromanu draselného je \ataz40 az 60 mg/l. [77, 79, 80]

3.5.6. Rotoxkit F™

Ucel testu

Jednd se o jednoduchy a levny test. Jeho vyuzZithgéné pro monitorovani tuhych
odpad: a kafi, hloubkovych vri, fi¢cnich sedimerit, odpadnich vod afjl. Nevyhodou tohoto
mikrobiotestu je velikost wnika, kteracini patateini manipulaci s nimi obtizggi. Na druhou
stranu je tento test zajimavy pteské podminky, protoZRrachionus calycifloruge kéZznou
souasti nasich vodnich ekosysténib6, 81]

Testovaci organismus

Testovaci organismus fgustavuje \hik Brachionus calyciflorus(obr. 19). Vtnici
(Rotatorig jsou mikroskopiti bilateralrt symetréti Zivocichové, patici do kmene hlist
Délka jejich nesegmentovanélitatse pohybuje mezi 40 a 2 000 pniloTse obvykle sestava
ze ti zakladnich¢asti — hlavy, trupu a nohy. Hlavovdést je opdena vyraznou koronou
neboli viivym astrojim slouzicim k pohybu a ziskavani poyravélo viiniki pokryva
jednovrstevna pokozka se splynulyminkami. Diky vysoké schopnosti reprodukce mohou
dosahnout velkych getnosti, a proto tuo dilezitou sodast potravnich siti, ve kterych se
podileji na rychlém obratu biomasy. [82]
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Obrazek 19: Bracionus calyciflor(i82]

Princip testu

Principem testu je sledovani mortality organisBrachionus calyciflorusinkubace cyst
se zahajuje 16 az 18 hodited z&atkem testovani toxicityipteplot 25 °C a kontinualniho
oswtleni 3000 aZz 4 000 lux. Poté se vylihnuti jedipomoci mikropipety a mikroskopu
nasazuji do testovaci dedty. Testovaci destka obsahuje ¢ fad pro @t testovanych
koncentraci a Sest jamek v kaz@ék. Do kazdé jamky se nasazuje p&ipusech zivych
organisnii. Souwasré s testovanim jednotlivych koncentraci se provaaitiola. Poté se
mikrodesttka pgrekryje parafilmem a necha potnmkubovat pi teplo€ 25 °C. Doba inku-
bace je 24 hodin. Po uplynuti dané doby se v tesfoln jamkach pomoci mikroskopu
pocitaji mrtvé organismy a stanovuje se hodnota LC50.

Platnost a vyhodnoceni testu

Test se povaZzuje za platny, pokud mortalita kontrml vzorku nefesahuje 10 %.
Testované organismy jsou povazovany za mrtvé, poktltem 5 sekund pozorovani
nevykazuji zadny vnihi nebo vijSi pohyb. Z pétu mrtvych organisrin se stanovi procento
uhynulych jediné Brachionus calyciflorusv riznych koncentracich. Provedeni, platnost a
vyhodnoceni testu je podobné jako utestu na osganlhamnocephalus platyurusebo

Daphnia magnavysledkem je hodnota LC50. [56, 81]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem zadané diplomové prace bylo ekotoxikologitké&noceni vybranych d&/. Jako
testované latky byly vybrany Diklofenak, IbuprofeRenicilin G a Ampicilin. Jedna se
o farmaka, ktera se vyskytujiqvadzri ve vodnich sloZzkach Zivotniho priedi. Pro dely
ekotoxikologického hodnoceni byly zvoleny nésleciuésty toxicity ] Thamnotoxkit F* na
testovacim organismlihamnocephalus platyuru®aphtoxkit BV na testovacim organismu
Daphnia magnaa Rotoxkit F™ na testovacim organisnBrachionus calyciflorusDale byl
vybran test inhibiceiistu kaene hdice bilé Sinapis alba ktery je standardnim testem
fytotoxicity, test na okehku menSinLemna minorpatici také mezi testy fytotoxicity a test
toxicity na ZabronozkacArtemia salina patici mezi testy alternativni.

Vybrana farmaka byla v pevném skupenstvi ve tobiiého krystalického prasku. Byla
proto gevedena do roztako koncentracich 1 g/l. Jako rozpaighd byla pouzita destilovana
voda. V gipact diklofenaku, ktery je ve vad rozpustny jencasté&né, bylo k lepSimu
rozpuséni priddno mnozstvi 15 g/l dimethylsulfoxidu (DMSO), cgitedstavuje 1,4 %
z celkového objemu. Podle Sklgea[71] by toto mnoZstvi neffo mit v porovnani
s kontrolou statisticky vyznamny vliv nagih testu. Tato fakta byla potvrzena pro¥didn
kontrol s gidavkem 1,4% DMSO, které vykazovaly totoZzna owivin testovanych
organisnii jako kontroly s pouzéedici vodou. Z toho bylo usouzeno, Ze vliv 1,4 % 3Mje
zcela statisticky nevyznamny. Pouzivani DMSO jakepoustdla doporduje i MarSalek
[72]. Podle tohoto autora mnozZstvi do 3 % DMS&as, 5 az 7 % u korys5 az 10 % u ryb a
az 20 % u bakterii tyto testovaci organismy neavijg.

VSechny pouzivané koncentrace v toxikologickychtetdds byly gipraveny redénim
zasobnich roztakpodle nasledujici rovnice:

¢, V, =c, IV, ,kde (4)

c1 koncentrace zasobniho roztoku testované latky
V1 objem zasobniho roztoku testované latky

Cc; pozadovana koncentrace testované latky

V, objem testovaného roztoku.

4.1.Test inhibice ristu koiene hd-¢ice biléSinapis Alba

Piiprava redici vody

Nejdiive byly pgipravenyctyii zasobni roztoky. Na analytickych vahach bylo rizvé
11,76 g CaGl2H:0O. Navazka byla kvantitati¢nprevedena do odémné baiky o objemu
1 litr. Nasled® byla odngérna baika doplréna destilovanou vodou po rysku. Stejnym
zpisobem byly ppraveny dalSi roztoky, ve kterych byly rozpim§t navazky 4,93 g
MgS04-7HO, 2,59 g NaHC® a 0,23 g KCI. Z kazdého zasobniho roztoku byloimehp
tovano 25 ml do 1 litrové odémé baiky, kterd byla poté dopéma destilovanou vodou po
rysku. Takto pipravenéaredici voda byla 24 hodin sycena vzdusnym kyslikesoté nechana
24 hodin odstat. Nakonec byla zkontrolovana hodmuith ktera by se #ia pohybovat
v rozmezi 7,8 £ 0,2.if#padre je nutno pH upravit roztokem 1 mol/l NaOH nebo alirHCI.
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Provedeni testu

Na dno Petriho misky byla vloZena 1 vrstva filtiého papiru, na ktery bylo nadavkovano
pipetou 5 ml testovaného roztoku. Pouzité konceénir&ady stanovovanych dé& pro
predlEzny a zakladni test jsou uvedeny v tabulce 9. N¢htany filtracni papir byla pinzetou
pokladana a rovno#nné rozmistna gebrana semena tiice bilé. Misky byly pikryty
vickem a uloZeny do temného inkubatotutpploi 20 £ 2 °C. Po 72 hodinach inkubace byly
misky vyjmuty z termostatu a u jednotlivych vyidhych semen byla ztfena délka kiene s
piesnosti na 1 mm.

Tabulka 9: Koncentgani fady proSinapis alba

Diklofenak 5: 20:; 60; 100; 250 25: 50; 75; 100; 150

Ibuprofen 10; 50; 100; 250; 500 50; 100; 125; 150; 200

Penicilin G 100; 250; 500; 750; 1000 500; 600; 650; 700; 750

Ampicilin 100; 250; 500; 750; 1000 -

Vyhodnoceni vysledk

Pro kazdou koncentraci byl vygitan aritmeticky pimér délky kaene. Na zaklad
pramérnych délek kéeni v jednotlivych koncentracich byla spitana inhibice tstu podle
nasledujiciho vzorce:

| = (LCL_ LV)E[OO, kde (5)

C

li  inhibice fistu kaene (%) v dané koncentraci; je-li | < 0, jedna stilmulaci fistu
L. pramérnd délka kéene v kontrole (mm)
L, pramérna délka kéene v testované koncentraci (mm)

Poté byl sestrojen graf zavislosti inhibicgstu na dekadickém logaritmu koncentrace
a z rovnice linearni regrese byla naskedyppoitena vysledna hodnota IC50. [61, 79]

4.2.Daphtoxkit F™

Priprava standardni sladké vody

Dvoulitrova odnérna baika byla naplana giblizné 1 litrem destilované vody. Poté byla
otewena ampule oztanécislem 1 obsahujici koncentrovany roztok NaH@Qeji obsah byl
pieveden do hiky. Tento krok byl opakovan s ostatnimi ampulemkancentrovanymi
roztoky, tj. jedna ampule oz&enacislem 2 (CaGl), jedna ampule gislem 3 (MgSQ)

a jedna ampule &islem 4 (KCI). Toto ptadi bylo dodrzeno. Nakonec bylanka doplréna
po rysku destilovanou vodou a piepana.

Takto gipravena standardni sladka voda slouzila jako nmddiwo inkubaci cyst a pro
piipravu série roztak toxikanti. Pred jejim pouZzitim pro inkubaci cyst @egl @ipravou
roztok toxikanti byla vZzdy 15 minut provzdidvana. Standardni sladka voda byla uchova-
vana v lednici.
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Inkubace cystDaphnia magna

Inkubace byla zapata 3 dny fed z&atkem test toxicity. Obsah ampule s cystami byl
pieveden na mikrositko a pro ods#ah stop skladovaciho média byly cystykthdreg
promyty vodou. Poté byla véka prostednictvim 15 ml provzdugné standardni sladke
vody prenesena na inkutyai Petrino misku. Takto se nechala inkubovat pouddéb hodin pi
teplot 20 az 22 °C za kontinualniho @sfeni 6 000 lux. D¥ hodiny ged nasazenim orga-
nismi do testu byly perlatky predkrmeny suspenzasySpirulina microalgae.

Pi‘enos neonail do testovacich Sachet

Prenos pedkrmenychHDaphniido testovacich Sachet byl proveden pomoci mikeigipe
dvou krocich. Nejprve bylo z Petriho miskyepedeno minimakh 20 neonat do kazdé
rozplavovaci korarky. Z nich poté bylo do dalSiattyt testovacich Sachetgneseno igsreé
po pti organismech. Snahouim bylo penést co nejménkapaliny, aby nedochéazelo ke
zmené koncentraci testované latky. Pro sngslinrozliSeni jeding byla pouzita sgtelna
tabule s tmavymi okraji.

Sloupce testovacich Sachet byly a@my pismeny A, B, C, Diddky pismenem X pro
kontrolu acisly 1 az 5 pro & koncentraci testovanych¢ie. Pouzité koncenttmi fady pro
piedlEzny a zakladni test jsou uvedeny v tabulce 10. M¥gd&achty v kazdérmradku byly
plnény objemem 10 ml iislusné koncentrace. Testovaci ddstibyla plna postupé od
nejnizsich koncentradNakonec byla testovaci dedta prekryta parafiimem, zaena vikem a
vloZena do temného inkubétoru o tepl2® °C na dobu 48 hodin.

Tabulkal0: Koncenttai fady pro Daphtoxkit B

Diklofenak 5:10:; 25; 100; 250 5:15; 30; 50; 75

Ibuprofen 5; 10; 25; 100; 250 25; 50; 75; 100; 125

Penicilin G 100, 250; 500; 750; 1000 750; 850; 900; 950; 1000

Ampicilin 100; 250; 500; 750; 1000 750; 850; 900; 950; 1000

Vyhodnoceni testu

Po 24 a 48 hodinach byla deégd vyjmuta z inkubatoru a byl zjit patet mrtvych
a imobilizovanych neonat Paiet mrtvych a imobilizovanych neoriatbyl pro kazdou
koncentraci vyjaten v procentualnich hodnotéach, které gevedly na probitové hodnoty.
Poté byl sestrojen graf zavislosti probitovych hatdna logaritmech koncentraci. Z rovnice
linearni regrese byla nasledrjisttna hodnota 24hEC50 a 48hECH50. [65, 68]

4.3.Akutni test toxicity na zabronozkachArtemia salina

Priprava standardni slané vody

Nejprve byl gipraven zasobni roztokislo 1 a 2. SloZeni zasobnich roZtdkylo pripra-
veno podle tabulky 11. Nasletlibyla 1 litrova odnirna baika naplgna 800 ml destilované
vody a bylo do ni fidano 23,96 g NaCl, 10,35 g Mg$®@H,0, 20 ml zasobniho roztoku 1
a 10 ml zasobniho roztoku 2. Poté byla od#mna baika doplréna destilovanou vodou po
rysku a pratepana.
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Tabulka 11: SloZeni laboratorni isicé vody

. . . MgCl,-6H,0 325,0
Zasobni roztok¢. 1 KC| 20.8
CaCb 29,98

Zasobni roztok €. 2 NaHCG; 20,10
H3:BO3 0,60

Inkubace cystArtemia salina

Do kéadinky s laboratorni niiskou vodou byly odebrany cys#yrtemia salina.Voda se
udrzovala slabym proudem vzduchu v mirném pohylimz se zajistilo i provzdu®vani.
Proudini vzduchu byloieba nastavit tak, aby cystyily ve vodnim sloupci a nelezely na
dr¢ nebo na hladih Cysty byly inkubovany i laboratorni teplat po dobu 72 hodin. Po
uplynuti dané doby byli vylihli jedinci odebrannksazeni do testu. Nevylihla g leZela
na dré a prazdné skapky plavaly na hladin

Prenos nauplii do testovacich Sachet

Pro testovani byli pouzitterstw vylihli jedinci, kt&i byli preneseni mikropipetou do
rozplavovacich korirek s gisluSnymi koncentracemi stanovovanychcivé Pouzité
koncentréni fady pro pedlEzny a zakladni test jsou uvedeny v tabulce 12. @dylo do
dalSich ti testovacich Sachetrgmeseno po 10 organismechi Rkémkoli odebirani bylo
shahou spola¢ s nauplii penést co nejménkapaliny. Pro snadjsi rozliSeni jeding byla
pouzita s¥telna tabule s tmavymi okraji.

Sloupce testovacich Sachet byly caay pismeny A, B, Ciadky pismenem X pro
kontrolu acisly 1 az 5 pro § koncentraci testovanychélé. VSechny Sachty v kazdéradku
byly plnény objemem 5 ml fislusné koncentrace. R testovaci destky bylo provadno
postup® od nejnizSich koncentraci k vySSiiNakonec byla testovaci dedta pekryta
parafilmem, zakena vikem a vloZena do temného inkubatoru o t&€@#6t°C na dobu 48
hodin. Behem testu se Zabronozky v testovanych koncentraoégihmily ani neprovzdus-
novaly.

Tabulka 12: Koncenteai rady pro organismuArtemia salina

Diklofenak 5:20: 50; 100; 250 25; 50; 75; 100; 150

Ibuprofen 10; 50; 100; 200; 400 50; 100; 125; 150; 200

Penicilin G 100, 250; 500; 750; 1000 700; 750; 800; 900; 1000

Ampicilin 100; 200; 400; 800; 1000 700; 750; 800; 900; 1000

Vyhodnoceni testu

Po uplynuti inkubéni doby byla destka vyjmuta z inkubatoru a byl zjit paiet
mrtvych Zabronozek. Procentualni mortality orgaridly prevedeny na probitové hodnoty.
Dale byla sestrojena grafickd zavislost probitovylsbdnot na logaritmu koncentrace
testovanych I&v. Z rovnice linearni regrese byla naslédijisttna hodnota 48hLC50. [69]
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4.4, Thamnotoxkit F™

Priprava standardni sladké vody

Jednolitrova odrérna baika byla napléna giblizné¢ 800 ml destilované vody. Poté byla
otewena ampule s koncentrovanym roztokem éenacislem 1 (NaHC@) a jeji obsah byl
kvantitativre preveden do hi&y. Tento krok byl opakovan s ostatnimi ampulemi
obsahujicimi koncentrované roztoky, tj. édampule ozn&né cislem 2 (CaSQ), jedna
ampule s¢islem 3 (MgSQ) a jedna ampule &islem 4 (KCI). Toto ptadi bylo dodrzeno.
Nakonec byla higka doplréna destilovanou vodou do objemu 1 litru a fepéna.

Standardni sladk& voda slouZzila déle jako médiuminkubaci cyst a jakéedici médium
pro pipravu seérie roztak toxikanti. Pred jejim pouzitim byla vzdy minimanl5 minut
provzdudovana. Standardni sladka voda byla uchovavananicie{i76]

Inkubace cystThamnocephalus platyurus

Inkubace cyst byla provedena 24 hodiagz&atkem testovani a provéld se ve redkné
standardni sladké védZiediné standardni sladka voda byl@ppavena smichanim 17,5 ml
destilované vody s 2,5 ml standardni sladké vodwlkKe s cystami byla napina 1 mi
ziedné standardni sladké vody a byla 30 minutipgmivana. Poté byly cysty kvantitatévn
pieneseny do malé Petriho misky, kam byf@@no 10 ml red®né standardni sladké vody.
Cysty se nechaly inkubovatipteplot 25 °C po dobu 20 az 24 hodin za kontinuélniho
oswtleni (3 000 az 4 000 lux).

Pienos neonail do testovacich Sachet

Prenoscéerstw vylihlych jedindi korySeThamnocephalus platyurdsyl proveden pomoci
mikropipety ve dvou krocich. Nejive bylo giblizné 40 jedind prevedeno z Petriho misky
do jednotlivych rozplavovacich kairek. Z nich poté bylo do dalSich testovacich Sachet
pieneseno i@sré po 10 organismech. Snahotitpm bylo grenést co nejménkapaliny. Pro
snadrjsi rozliSeni jeding byla pouZzita s&telna tabule s tmavymi okraji.

Radky testovacich Sachet byly ozeay pismeny A, B, C, sloupaéslem 1 pro kontrolu
acisly 2 az 6 pro § koncentraci testovanychélg. Pouzité koncenttmi fady pro pedbszny
a zakladni test jsou uvedeny v tabulce 13. VSeddamhty v kazdéntadku byly plny
objemem 1 ml fislusné koncentrace. Testovaci ddstibyla plna postup& od nejnizSich
koncentraci po vySSNakonec byla testovaci dedta prekryta parafilmem, zdaena vikem a
vloZena do temného inkubatoru o teplab °C na dobu 24 hodin.

Tabulka 13: Koncenttai rady pro organismushamnocephalus platyurus

Diklofenak 1; 10; 25; 50; 100 5;10; 20; 30; 40

Ibuprofen 10; 100; 250; 500; 750 150; 200; 250; 300; 350

Penicilin G 100; 250; 500; 750; 1000 700; 750; 800; 900; 1000

Ampicilin 100; 250; 500; 750; 1000 500; 600; 650; 750; 900
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Vyhodnoceni testu

Po skoweni 24 hodinové inkultai doby byla testovaci desta vyjmuta z inkubatoru
a byl zjis&n patet mrtvych organisiin Z celkového pé&u mrtvych jediné bylo pro kazdou
koncentraci vypgitano procento umrtnosti. Hodnoty procentualni awsti se pevedly na
probitové hodnoty. Dale byla sestrojena grafickdistést probitovych hodnot na logaritmu
koncentrace testovanychcie. Z rovnice linearni regrese byla naslédrjiSttna hodnota
24hLC50. [76]

4.5.Test inhibice ristu okifehku mensihoLemna minor

Priprava standardni vody

Do osmi 200 ml odrrnych bark byly piipraveny ti zasobni roztoky pro makroslozky
a pet zasobnich roztak pro mikroslozky. SloZzeni a koncentrace jednotlivyoztoki jsou
uvedeny v tabulce 14. Poté bylyfigravené zasobni roztoky sterilizovany v autoklavu
a pouzity k pipraw kone&ného zivného meédia. Do jednolitrové othmé baiky se k piblizné
900 ml destilované vodyfgalo po 20 ml kazdého ze zasobnich roitbk2 a 3. Naslednse
piidalo po 1 ml kazdého zasobniho roztoku 4, 5, 6,8 aby se zamezilo sraZzeni. Hodnota
pH se pohybovala v rozmezi 5,5 + 2, v &m&m gipad by se musela upravittjplavkem co
nejmensiho objemu roztoku NaOH nebo HCI. Nakonela mdnérna baka doplna
destilovanou vodou po rysku.

Tabulka 14: Zivné médium pro t#hek mensiemna minor

KNO3 . H3BO;
KH,POy . ZnSQ-7H,0
K,HPO, . NasMoO42H,0

MgSOy- 7TH,0 . MNCl,-4H,0

Ca(NQy)-4H,0 . FeCk-6H,0

EDTA

Provedeni testu

Do 100 ml odnarnych bawgk byly nejdive gipraveny pislusné koncentrace testovanych
léciv. Pouzité koncentemi fady pro pedkézny a zakladni test jsou uvedeny v tabulce 15.
Z divodu malého mnozZstvi testované latky nebyl teskersgidinem G a ampicilinem
proveden. Bpravené objemy jednotlivych koncentraci bylkeyedeny do 150 ml kadinek.
Poté bylo do kazdé kadinky pomoci skieé tyinky nasazeno 10 lisikokiehku mensiho
Lemna minor Paet listki v kazdé koncentraci i kontrole byl stejny. Nakotgty kadinky
piekryty potravinéskou folii a vystaveny kontinudlnimu a@heni se s@telnou intenzitou
6 500 aZ 10 000 lux.
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Tabulka 15: Koncenteai rady proLemna minor

Diklofenak 5:10; 50; 100; 250; 500 75; 100:; 125:; 150; 17%) 20

Ibuprofen 5; 10; 50; 100; 250; 500 75; 100; 125; 150; 179 20

Penicilin G — _

Ampicilin - -

Vyhodnoceni vysledk

Ucinek testovanych tév se posuzoval podle rychlostistu a podle mnoZstvi koteé
biomasy. B stanovovani inhibicetstu porovnanim astovych rychlosti byl pro kazdou
koncentraci a kontrolu spitan paet listki na konci testu. Jednotlivéstoveé rychlosti byly
vypocitany podle vzorce:

_InN, -In No,kde ()

i
n

ui  rastova rychlost v testované koncentraci
No poccet listki na p@atku testu

N, pcet listki na konci testu

t, doba trvani testu (dny).

Z vypaiitanych hodnotu pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolu geoditala
inhibice rastu |, v % podle nasledujici rovnice:

|, = (e =) 500 e @)

He

ui  rastova rychlost v testované koncentraci
pe rastova rychlost v kontrole.

V piipact stanovovani inhibicetstu porovnanim hmotnosti kotreéé biomasy byla pro
kazdou koncentraci a kontrolu zf§iga hmotnost korimé biomasy. Inhibiceistu na zaklagl
porovnani konéného mnozstvi biomasy ke vypditala podle vzorce:

:(Bc_Bi)

100, kde (8)

I B
c

g procento redukce biomasy
Bi konena biomasa v testované koncentraci
Bc kone&na biomasa v kontrole.

Poté byly sestrojeny grafy zavislosti inhibigid s na dekadickém logaritmu koncentrace
a z rovnic lineérnich regresi byly naslédtypocteny vysledné hodnoty IC50. [79, 80]
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4.6.Rotoxkit F™

Priprava standardni sladké vody

Standardni sladka voda je totoZzna se standardikalavodou pro testovaci organismus
Thamnocephalus platyuruslednolitrova odrna baka byla naplana giblizné¢ 800 ml
destilované vody. Poté byla otema ampule s koncentrovanym roztokem oégnacislem 1
(NaHCQ) a jeji obsah byl kvantitatienpieveden do he&ky. Tento krok byl opakovan
s ostatnimi ampulemi obsahujicimi koncentrovanéokyz tj. dw ampule ozn&nécislem 2
(CasQ), jedna ampule &islem 3 (MgSQ) a jedna ampuledslem 4 (KCI). Toto ptadi bylo
dodrZzeno. Nakonec byla tilea doplréna destilovanou vodou do objemu 1 litru a pepéna.
[81]

Inkubace cystBrachionus calyciflorus

Inkubace cyst byla zahajena debeg nasazenim organigndo testu. Obsah jedné
ampulky s cystami byl vyprazén a genesen do inkulai Petriho misky. Bylo fidano
10 ml gipravené standardni sladké vody a poté byla Petrifska viozena do inkubétoru.
Cysty se nechaly inkubovat po dobu 18 hodih tpplo€ 20 az 22 °C za kontinualniho
oswtleni 3 000 az 6 000 lux.

Pi‘enos neonai do testovacich Sachet

K testovani se pouzivaji speciélnavrzené testovaci dedty. Kazda destka obsahuje
1 lihnouci Zlabek, 6 rozplavovacich kirak a 36 testovacich jamek. Nejprve bylo z Petriho
misky prevedeno &kolik jedinci do kazdé rozplavovaci kamky. Z nich poté bylo do
dalSich Sesti testovacich Sach&tngseno if@sré po piti organismech. Snahouifom bylo
pienést co nejménkapaliny. Pro fenos jeding byla pouZzita mikropipeta a pro jejich lepSi
rozliSeni byl pouZzita binokularni stereolupa.

Sloupce testovacich Sachet byly amray pismeny A, B, C, D, E a Fadky pismenem X
pro kontrolu &isly 1 aZz 5 pro § testovanych koncentraci. VSechny Sachty v kazt#tku
byly pInény objemem 0,3 mlifslusné koncentrace. Testovaci ddstibyla plna postupé
od nejnizSich koncentracNakonec byla testovaci dedta pekryta parafilmem, zaena
vikem a vloZena do temného inkubatoru o teph& °C na dobu 24 hodin.

Vyhodnoceni testu

Po uplynuti 24 hodinové inkutiai doby byla testovaci degita vyjmuta z inkubatoru
a pomoci binokularni stereolupy byl z§iSt patet mrtvych organistin v jednotlivych
koncentracich. Z celkového ¢a mrtvych jediné bylo pro kazdou koncentraci vygitano
procento umrtnosti. Hodnoty procentualni umrtndstly prevedeny na probitové hodnoty.
Dale byla sestrojena graficka zavislost probitovyubdnot na logaritmu koncentrace a
Z rovnice linearni regrese byla naslednsttna hodnota 24hLC50. [56, 81]
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5. VYSLEDKY

Ekotoxicita vybranych kv byla hodnocena pomoci vybranych tesekotoxicity
uvedenych a popsanych v experimentatasti. U vSech test byly provedeny limitni,
predlEzné a zakladni testy. K &teni spravnosti test kvality a citlivosti organisrin byly
provedeny referami testy toxicity prosednictvim standardu dichromanu draselného.
V piipact okiehku menSiho Lemna minor byl proveden referémi test toxicity
prostednictvim standardu chloridu draselného. Na orgamiBrachionus calyciflorusoyl
proveden pouze refer&m a limitni test. Red®Zzné a zékladni testy jednotlivychéie
na organismuBrachionus calyciflorusnebyly provedeny zitvodu vyerpani ampulek
s cystami. Vysledky jednotlivych ekotoxikologickytlsti byly pro gehlednost zpracovany
do tabulek. V pib¢hu test byla sledovana kritéria podiijici validitu testu: pH, teplota,
mnoZstvi kysliku. VSechna tato kritéria byla ve d&ths podminkami vyZzadovanymi pro
jednotlivé testy.

5.1.Referenéni testy

VSechny referetni testy byly provaghy podle stejné metodiky a stejnych podminek jako
testy s testovanymi latkami. Jako standard byl p@u¥roztok dichromanu draselného a pro
test na okehku menSimiLemna minorroztok chloridu draselného. Ziskané hodnoty LC50,
EC50 a IC50 pro referéni testy jsou uvedeny v nasledujicich tabulkachyhovovaly
limitam pro dany organismus a standard.

Tabulka 16: Refera@mi test inhibicestu kaene pro organismuSinapis alba

Hodnota 72hIC50 pro dichroman draselnySiaapis albabyla zjiSeéna graficky pomoci
regresni pimky acinila 63,8 mg/I.

Rozmezi 72hIC50 uv&dé pro referefni test inhibice dstu kdene Sinapis alba
s K2Cr,0Oy7 je 50 az 80 mg/I.
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Tabulka 17: Refera@mi test akutni toxicity pro organism@&phnia magna

24 hodin 48 hodin 24 hodin 48 hodin
0 0
30,0 4,476
45,0 4,874
65,0 5,385
75,0 5,674

100,0 8,09

Hodnoty EC50 pro dichroman draselny na organidbaphnia magnabyly zjiS€ny
z grafické zavislosti probitovych hodnot na logakich koncentraci pomoci rovnice linearni
regrese. Hodnota 24EC50 byla stanovena na 1,12 arhgtnota 48hEC50 na 0,61 mg/l.
Hodnoty EC50 pro referéni test sDaphnia magnana K.Cr,O; jsou 1,03 mg/l pro
24 hodinovy test a 0,75 mg/l pro 48 hodinovy test.

Tabulka 18: Referami test akutni toxicityArtemia salina

24 hodin

48 hodin

24 hodin

48 hodin

0

2,5

0

3,040

2,5

40,0

3,04

4,747

5,0

50,0

3,355

5,000

40,0

55,0

4,747

5,126

57,5

67,5

5,202

5,468

80,0

100,0

5,842

8,09

Hodnota 48hLC50 pro dichroman draselny na vodnigamismuArtemia salinabyla
zZjiSténa z grafické zavislosti probitovych hodnot na latgaech koncentraci pomoci regresni
piimky acinila 9,9 mg/l. Hodnota 24LC50 byla stanovena nd 3dg/l.

Tabulka 19: Refera@mi test akutni toxicityfhamnocephalus platyurus
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Stejnym zjisobem byla ziskdna hodnota 24hLC50 pro dichromasetity na korysSi
Thamnocephalus platyurukteracinila 0,100 mg/l.

Refererkni hodnota LC50 pro 24 hodinovy test akutni toyicita Thamnocephalus
platyuruss K,Cr,O; je 0,095 mg/I.

Tabulka 20: Referami test akutni toxicity.emna minor

Hodnoty 168hIC50 pro chlorid draselny nafietku menSimLemna minor byly
vyhodnoceny pomoci dvou metod — metody porovnadilogti fistu a metody porovnani
hmotnosti konéné biomasy. Metodou porovnani rychlostistu byla hodnota 168hIC50
stanovena na 10,0 g/l a metodou porovnani hmotkos&né biomasy na 8,1 g/l.

Rozmezi 168hIC50 uvédé pro referetni test na okehku menSimLemna minor
s chloridem draselnym je 5,5 az 10 g/l.

Tabulka 21: Refera@mi test akutni toxicitydrachionus calyciflorus

V ramci diplomové prace byl také prowdd referedni test na whiku Brachionus
calyciflorus Jako standard byl pouZzit dichroman draseln#0;. Hodnota 24hLC50 pro
dichroman draselny na imiku Brachionus calyciflorusbyla zjiS€na z grafické zavislosti
probitovych hodnot na logaritmech koncentraci pomegresni imky acinila 11,9 mg/I.

Rozmezi hodnot LC50 pro dany standard reféréo testu na organismBrachionus
calyciflorusje 9,6 az 17,8 mgll.
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5.2.Limitni testy

Limitni testy byly provedeny u vSech tésekotoxicity. Jejich cilem bylo zjistit, zda
koncentrace 100 mg/l testovanychkivé vykazuji ekotoxické &nky ¢i nikoli. JelikoZz ve
vSech testech testované koncentrace vykazovalyoxikotogické ®&inky, byla testovana
léCiva podrobena dalSim tésh ekotoxicity. Pouze vifpadct testu ampicilinu na organismu
Daphnia magnakoncentrace 100 mg/l nevykazovala zZadné ekotoxisgkeky. Vysledky
limitnich testi jsou uvedeny v tabulce 22.

Tabulka 22: Limitni testy ekotoxicity

Sinapis alba
I (%)
Daphnia magna
Mortalita (%)
Artemia salina
Mortalita (%)

Thamnocephalus platyurus
Mortalita (%)
Lemna minor
I (%)
Brachionus calyciflorus
I (%)

5.3.Diklofenak

5.3.1. Test inhibice ristu koirene hd-¢ice biléSinapis alba

PredlEZny test byl proveden s roztoky diklofenaku o kamcacich uvedenych v tabulce
9. Nangrené hodnoty ziedkEZného testu jsou zaznamenany v tabulce 23.

Tabulka23: Pedl®Zny test inhibiceirstu kaenehaicice bilé.
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Na zéklad vysledka predlEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzita koncentmi fada je uvedend v tabulce 9. Ziskané vysledky zadaiho testu
jsou uvedeny v tabulce 24.

Tabulka 24: Zakladni test inhibicéstu kadenehoidice bilé.

Hodnota 72hIC50 byla zji&ba graficky pomoci regresnfimky acinila 83,8 mg/I.

5.3.2. Daphtoxkit F™

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 10. Ziskané
hodnoty z pedlEzného testu jsou uvedeny v tabulce 25. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které diepadhla mortalita hranici 10 %.

v 7

Tabulka 25: Redl®zny test na organisniDaphnia magna

24 hodin

48 hodin

24 hodin

48 hodin

0

5,0

0

3,355

5,0

10,0

3,355

3,718

15,0

30,0

3,964

4,476

20,0

35,0

4,158

4,615

80,0

100,0

5,842

8,090

100,0

100,0

8,090

8,090

Z hodnot pedkEzného testu stanovenych po 24 a 48 hodinach tasitdwlo uteno
rozmezi zakladniho testu. PouZzita koncemirarada je uvedena v tabulce 10. Ziskané
vysledky ze zakladniho testu jsou uvedeny v tab2éce
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Tabulka 26: Z&kladni test na organisBaphnia magna

24 hodin 48 hodin 24 hodin 48 hodin
5,0 3,355
30,0 4,476

40,0 4,747
50,0 5,000
60,0 5,253
95,0 6,645

Hodnota 24hEC50 byla zji&ta z grafické zavislosti probitovych hodnot na litpaech
koncentrace pomoci regresniirpky a ¢inila 53,0 mg/l. Obdob# byl vyhodnocen i test
po 48 hodinach, kde byla stanovena hodnota 48E@3( 12 mg/l.

5.3.3. Akutni test toxicity na ZabronozkachArtemia salina

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 12. Ziskané
hodnoty z pedk&Zzného testu jsou uvedeny v tabulce 27. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které degahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka 27: Redl®Zny test na organismiirtemia salina

Na zéklad vysledka predlEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 12. Ziskané vysledky kladidiho testu
jsou uvedeny v tabulce 28.

Tabulka 28: Zakladni test na organisAniemia salina
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Hodnota 48hLC50 byla zji&a z grafické zavislosti probitovych hodnot na ligaech
koncentrace pomoci regresiiimpky acinila 74,0 mg/l.

5.3.4. Thamnotoxkit F™

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 13. Ziskané
hodnoty z pedlEzného testu jsou uvedeny v tabulce 29. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které diegpadhla mortalita hranici 10 %.

4 7

Tabulka 29: Redl®zny test na organismhamnocephalus platyurus

Na zéklad vysledka predlEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 13. Ziskané vysledky kadi@diho testu
jsou uvedeny v tabulce 30.

Tabulka 30: Zakladni test na organisihamnocephalus platyurus

Hodnota 24hLC50 byla zji&ba z grafické zavislosti probitovych hodnot na litpaech
koncentrace pomoci regresiiimpky acinila 15,2 mg/l.
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5.3.5. Test inhibice rastu okirehku mensihoLemna minor

PredlkeZzny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 15. Ziskané
hodnoty z pedkEZného testu jsou uvedeny v tabulce 31.

v 7

Tabulka 31: RedlEZny test na alehku mensSinhemna minor

v z

Na zaklad vysledii piedlEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 15. Ziskané vysledky kd@diho testu
jsou uvedeny v tabulce 32.

Tabulka 32: Zakladni test naighku mensinhemna minor

Hodnota 168hIC50 testu naiekku menSihd.emna minorbyla vyhodnocena pomoci
dvou metod — metody porovnani rychlosistu a metody porovnani hmotnosti koné
biomasy. Metodou porovnani rychlosistu byla hodnota 168hIC50 stanovena na 169,4 mg/l
a metodou porovnani hmotnosti kéné biomasy na 142,2 mgl/l.
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VSechny vySe uvedené hodnoty LC50, EC50 a IC50dikinfenak, které byly ziskany
prostednictvim jednotlivych ekotoxikologickych téstjsou pro pehlednost prezentovany
v tabulce 33.

Tabulka 33: Vysledné hodnoty LC50, EC50 a IC50gikiofenak.

Sinapis alba 72hIC50 83,8
Daphnia magna 24hEC50 53,0
Daphnia magna 48hEC50 17,2

Artemia salina 48hLC50 74,0
Thamnocephalus platyurus 24hLC50 15,2
Lemna minor 168hIC50 169,4*
Lemna minor 168hIC50 142,2**

*  metoda porovnani rychlostistu
** metoda porovnani hmotnosti kofreé biomasy

5.4.1buprofen

5.4.1. Test inhibice ristu koirene hd-¢ice biléSinapis alba

PredlEzny test byl proveden s roztoky ibuprofenu o komi@ich uvedenych v tabulce 9.
Naméfené hodnoty zigdlEZného testu jsou zaznamenany v tabulce 34.

Tabulka 34: Redl®Zny test inhibicetrstu kaenehoicice bilé.

Na zéklad vysledka predlEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzita koncentmi fada je uvedena v tabulce 9. Ziskané vysledky zadaio testu
jsou uvedeny v tabulce 35.
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Tabulka 35: Zakladni test inhibicéstu kadenehoicice bilé.

Hodnota 72hIC50 byla zji&a graficky pomoci regresnfimky acinila 122,2 mg/l.

5.4.2. Daphtoxkit F™

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 10. Ziskané
hodnoty z pedlEzného testu jsou uvedeny v tabulce 36. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které diepadhla mortalita hranici 10 %.

v 7

Tabulka 36: Redl®zny test na organisniDaphnia magna

24 hodin

48 hodin

24 hodin

48 hodin

0

5,0

3,355

0

5,0

3,355

5,0

20,0

4,158

5,0

25,0

4,326

70,0

5,524

100,0

8,090

Porovnanim zjignych hodnot z tabulky 36 stanovenych po 24 a 48nidoth testovani
bylo ugeno rozmezi zakladniho testu. Pouzita koncenti@ada pro zakladni test je uvedena
v tabulce 10. Ziskané vysledky ze zakladniho tpstu uvedeny v tabulce 37.

Tabulka 37: Zakladni test na organisPaphnia magna
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Hodnota 24hEC50 byla zji§ta z grafické zavislosti probitovych hodnot na ligaech
koncentrace pomoci regresrfimky acinila 106,4 mg/l. Obdobhbyl vyhodnocen test i po
48 hodinach, kdy byla stanovena hodnota 48EC3Bramg/l.

5.4.3. Akutni test toxicity na ZzabronozkachArtemia salina

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 12. Ziskané
hodnoty z pedlEzného testu jsou uvedeny v tabulce 38. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které diegpadhla mortalita hranici 10 %.

4 7

Tabulka 38: Redl®zny test na organismiirtemia salina

Na zéklad vysledki predkEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 12. Ziskané vysledky kd@diho testu
jsou uvedeny v tabulce 39.

Tabulka 39: Z&kladni test na organisftiemia salina

Hodnota 48hLC50 byla zji&ba z grafické zavislosti probitovych hodnot na litpaech
koncentrace pomoci regresiiimpky acinila 151,2 mg/l.

5.4.4. Thamnotoxkit F™

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 13. Ziskané
hodnoty z pedkEZného testu jsou uvedeny v tabulce 40. Spolu suvasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které iegpadhla mortalita hranici 10 %.
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v 7

Tabulka 40: Redl®zny test na organismhamnocephalus platyurus

Na zaklad vysledki predkéZzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentracz@ktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 13. Ziskané vysledky kadi@diho testu
jsou uvedeny v tabulce 41.

Tabulka 41: Z&kladni test na organisirhamnocephalus platyurus

Hodnota 24hLC50 byla zji&a z grafické zavislosti probitovych hodnot na ligaech
koncentrace pomoci regresiiimpky acinila 200,8 mg/l.

5.4.5. Test inhibice rastu okirehku mensihoLemna minor

Pred®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 15. Ziskané
hodnoty z pedlEZného testu jsou uvedeny v tabulce 42.
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v 7

Tabulka 42: Redl®zny test na organisnmitemna minor

v z

Na zaklad vysledii piedlEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 15. Ziskané vysledky kd@diho testu
jsou uvedeny v tabulce 43.

Tabulka 43: Z&kladni test na organisremna minor

Hodnota 168hIC50 testu naiekku menSihd.emna minorbyla vyhodnocena pomoci
dvou metod — metody porovnani rychlosistu a metody porovnani hmotnosti koné
biomasy. Metodou porovnani rychlosistu byla hodnota 168hIC50 stanovena na 195,9 mg/l
a metodou porovnani hmotnosti kéné biomasy na 165,5 mgl/l.

VSechny vySe uvedené hodnoty LC50, EC50 a IC50ilpuprofen, které byly ziskany

prostednictvim jednotlivych ekotoxikologickych tést jsou pro pehlednost uvedeny
v tabulce 44.
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Tabulka 44: Vysledné hodnoty LC50, EC50 a IC50ipugprofen.

Sinapis alba 72hIC50
Daphnia magna 24hEC50
Daphnia magna 48hEC50

Artemia salina 48hLC50
Thamnocephalus platyurus 24hLC50
Lemna minor 168hIC50
Lemna minor 168hIC50

*  metoda porovnani rychlostistu
** metoda porovnani hmotnosti kafreé biomasy

5.5.Penicilin G

5.5.1. Test inhibice ristu koiene hd¢ice biléSinapis alba

Predl®zny test byl proveden s roztoky penicilinu G o kemicacich uvedenych
v tabulce 9. Nartené hodnoty ziedkEZného testu jsou zaznamenany v tabulce 45.

Tabulka 45: RedlEZny test inhibicetrstu kaenehoicice bilé.

Na zéklad vysledki predkEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzita koncentmi rada je uvedena v tabulce 9. Ziskané vysledky zadaiho testu
jsou uvedeny v tabulce 46.
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Tabulka 46: Zakladni test inhibicéstu kadenehoicice bilé.

Hodnota 72hIC50 byla zji&ba graficky pomoci regresnfimky acinila 653,4 mg/I.

5.5.2. Daphtoxkit F™

Pred®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 10. Ziskané
hodnoty z pedk&Zzného testu jsou uvedeny v tabulce 47. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které degahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka 47: Redl®Zny test na organisniDaphnia magna

24 hodin

48 hodin

24 hodin

48 hodin

5,0

3,355

5,0

3,355

10,0

3,718

15,0

3,964

35,0

4,615

75,0

5,674

Porovnanim zjignych hodnot z tabulky 47 stanovenych po 24 a 48nidoth testovani
bylo ugeno rozmezi zakladniho testu. Pouzita koncenti@ada pro zakladni test je uvedena
v tabulce 10. Ziskané vysledky ze zakladniho tpstu uvedeny v tabulce 48.

Tabulka 48: Zakladni test na organisPaphnia magna

24 hodin

48 hodin

24 hodin

48 hodin

0

5,0

0

3,355

15,0

30,0

3,964

4,476

20,0

35,0

4,158

4,615

25,0

45,0

4,326

4,874

35,0

65,0

4,615

5,385

40,0

80,0

4,747

5,842
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Hodnota 48hEC50 byla zji§ta z grafické zavislosti probitovych hodnot na ligaech
koncentrace pomoci regresnitimpky a ¢inila 878,5 mg/l. Hodnota 24hEC50 nebyla
stanovena, protoZze nejvyssi koncentrace 1000 negfisobila Uumrtnost fesahujici 50 %.
Byla tedy alespd stanovena hodnota 24hEC25, kt&rdla 874,4 mgl/l.

5.5.3. Akutni test toxicity na ZabronozkachArtemia salina

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 12. Ziskané
hodnoty z pedk&Zzného testu jsou uvedeny v tabulce 49. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které degahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka 49: Redl®Zny test na organismiurtemia salina

Na zéklad vysledki predkEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 12. Ziskané vysledky kd@iho testu
jsou uvedeny v tabulce 50.

Tabulka 50: Z&kladni test na organisfatiemia salina

Hodnota 48hLC50 byla zji&ba z grafické zavislosti probitovych hodnot na litpaech
koncentrace pomoci regresiiimpky acinila 797,2 mgl/l.

5.5.4. Thamnotoxkit F™

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 13. Ziskané
hodnoty z pedkEzného testu jsou uvedeny v tabulce 51. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které fiepadhla mortalita hranici 10 %.
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Tabulka 51: RedkéZny test na organisnithamnocephalus platyurus

Na zéklad vysledka predlEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 13. Ziskané vysledky kladi@diho testu

jsou uvedeny v tabulce 52.

Tabulka 52: Zakladni test na organisihamnocephalus platyurus

Hodnota 24hLC50 byla zji&ba z grafické zavislosti probitovych hodnot na litpaech
koncentrace pomoci regresiiimpky acinila 857,2 mgl/l.

VSechny vySe uvedené hodnoty LC50, EC50 a IC50peracilin G, které byly ziskany
prostednictvim jednotlivych ekotoxikologickych téstjsou pro pehlednost prezentovany
v tabulce 53Cervers zvyrazréné jsou hodnoty LC25, EC25 a IC25, které byly stavany

v pripad® nemoZznosti ureni hodnot LC50, EC50 a IC50.

Tabulka 53: Vysledné hodnoty LC50, EC50 a IC50p®nicilin G.

Sinapis alba 72hIC50

Daphnia magna 24hEC25
Daphnia magna 48hEC50
Artemia salina 48hLC50
Thamnocephalus platyurus 24hLC50
Lemna minor 168hIC50
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5.6. Ampicilin

5.6.1. Test inhibice ristu koirene hd-¢ice biléSinapis alba

PredlEZny test byl proveden s roztoky ampicilinu o kortcacich uvedenych v tabulce 9.
Naméfené hodnoty zigdlEZného testu jsou zaznamenany v tabulce 54.

Tabulka 54: Redl®Zny test inhibicetrstu kaenehoicice bilé.

ProtoZze nejvySsSi koncentrace 1000 mg/l fisppila umrtnost f@sahujici 50 %, nebyl
provadn dale zakladni test. Byla alespstanovena hodnota 72hIC25 te@lEzného testu,
kteracinila 286,7 mgl/l.

5.6.2. Daphtoxkit F™

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 10. Ziskané
hodnoty z pedkEzného testu jsou uvedeny v tabulce 55. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které diepadhla mortalita hranici 10 %.

v 7

Tabulka 55: Redl®zny test na organisniDaphnia magna

24 hodin 48 hodin 24 hodin 48 hodin
0 5,0 3,355
0 10,0 3,718
5,0 20,0 4,158
25,0 4,326
30,0 4,476
75,0 5,674

Porovnanim zjignych hodnot z tabulky 55 stanovenych po 24 a 48ndoth testovani
bylo ugeno rozmezi zakladniho testu. PouZzita koncenti@ada pro zakladni test je uvedena
v tabulce 10. Ziskané vysledky ze zakladniho tgstu uvedeny v tabulce 56.
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Tabulka 56: Zakladni test na organisPaphnia magna

24 hodin 48 hodin 24 hodin 48 hodin
0 50 0 3,355
20,0 4,158 30,0 4,476
25,0 4,326 45,0 4,874
30,0 4,476 60,0 5,253
40,0 4,747 70,0 5,524
40,0 4,747 80,0 5,842

Hodnota 48hEC50 byla zji&ta z grafické zavislosti probitovych hodnot na litpaech
koncentrace pomoci regresniiimky a cinila 850,5 mg/l. Hodnota 24hEC50 nebyla
stanovena, protoZze nejvysSi koncentrace 1000 negfigobila Uumrtnost fesahujici 50 %.
Byla tedy alespib stanovena hodnota 24hEC25, kt&rala 823,2 mg/l.

5.6.3. Akutni test toxicity na ZabronozkachArtemia salina

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 12. Ziskané
hodnoty z pedkEzného testu jsou uvedeny v tabulce 57. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které diepadhla mortalita hranici 10 %.

v 7

Tabulka 57: Redl®zny test na organismiirtemia salina

Na zéklad vysledka predlEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmi rada je uvedend v tabulce 12. Ziskané vysledky kad@diho testu
jsou uvedeny v tabulce 58.
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Tabulka 58: Z&kladni test na organisfatiemia salina

Hodnota 48hLC50 byla zji&a z grafické zavislosti probitovych hodnot na ligaech
koncentrace pomoci regresiiimpky acinila 833,0 mg/l.

5.6.4. Thamnotoxkit F™

Predk®zny test byl proveden s roztoky o koncentracichdewgch v tabulce 13. Ziskané
hodnoty z pedk&Zzného testu jsou uvedeny v tabulce 59. Spolu ®vasbu latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které degahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka 59: Redl®Zny test na organismhamnocephalus platyurus

Na zéklad vysledki predkEzného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraczaktadni
test. Pouzitd koncentmai fada je uvedena v tabulce 13. Ziskané vysledky kd@diho testu
jsou uvedeny v tabulce 60.

Tabulka 60: Z&kladni test na organisirtheamnocephalus platyurus
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Hodnota 24hLC50 byla zji&ba z grafické zavislosti probitovych hodnot na litpaech
koncentrace pomoci regresiiimpky acinila 650,3 mg/l.

VSechny vySe uvedené hodnoty LC50, EC50 a IC50aonpicilin, které byly ziskany
prostednictvim jednotlivych ekotoxikologickych tést jsou pro pehlednost uvedeny
v tabulce 61Cervers zvyrazréné jsou hodnoty LC25, EC25 a IC25, které byly stavany
v pripad® nemoZznosti ureni hodnot LC50, EC50 a IC50.

Tabulka 61: Vysledné hodnoty LC50, EC50 a IC50@mpicilin.

Sinapis alba 72hIC25

Daphnia magna 24hEC25
Daphnia magna 48hEC50
Artemia salina 48hLC50
Thamnocephalus platyurus 24hLC50
Lemna minor 168hIC50
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6. DISKUZE VYSLEDK U

V ramci diplomové prace byla stanovena a hodnoas@oxicita vybranych farmak.
Testovana byla tato d&a: diklofenak, ibuprofen, penicilin G a ampicilirktera byla
podrobena celkem Sesti t&st ekotoxicity. Pro testovani byly pouzZityyii testy na vodnich
bezobratlych organismech a dva testy fytotoxicNdezi testy na bezobratlych p#y Ro-
toxkit F'™™ na testovacim organismBrachionus calyciflorus Thamnotoxkit B na testova-
cim organismu Thamnocephalus platyuruBaphtoxkit F™ na testovacim organismu
Daphnia magnaa test toxicity na Zabronozkagiitemia salina Testy fytotoxicity zahrnovaly
test inhibice #istu kaene hacice biléSinapis albaa test na alkehku mensinbemna minor
Na testovacim organismBrachionus calyciflorusoyl proveden pouze refer@ni a limitni
test. RPedl®zné a zakladni testy jednotlivychéié nebyly provedeny zidrodu vyerpani
ampulek s cystami friikaBrachionus calyciflorugii refererénich a limitnich testech.

VSechny testy byly provedeny v souladu s danou dieto. K owieni spravnosti
postup, kli¢ivosti semen a citlivosti organignbyly provedeny referemi testy se standardni
latkou dichromanem draselnym,®r,O;. Pro okehek mensi byl podle pozaddvkormy
pouzit jako standard chlorid draselny KCI. Vysledmédnoty referetnich test pro oba
standardy byly ve sh&ds vysledky odpovidajicimémnto standaréim. VeSkeré postupy bylo
tedy mozné pouZzit pro hodnoceni ekotoxicity vybdmfarmak.

Pro lepSi porovnani a zhodnoceni vyslediiyly ziskané hodnoty shrnuty do nasledujici
tabulky a grai. V tabulce 62 jsou proiphlednost prezentovany vSechny vysledné hodnoty
LC50, EC50 a IC50 pro testované latkyerveré zvyrazréné jsou hodnoty LC25, EC25
a IC25, které byly stanovovany vipact nemoznosti weni hodnot LC50, EC50 a IC50.

Tabulka 62: Vysledné hodnoty LC50, EC50 a IC500kemtych farmak.

Sinapis alba
(72hIC50)
Daphnia magna
(24hEC50)
Daphnia magna
(48hEC50)
Artemia salina
(48hLC50)
Thamnocephalus
platyurus (24hLC50)
Lemna minor
(168hIC50)
Lemna minor
(168h1C50)

*  metoda porovnani rychlostistu
** metoda porovnani hmotnosti kafreé biomasy

83,8 122,2

53,0 106,4

17,2 56,4

74,0 151,2

15,2 200,8

169,4* 195,9*

142,2** 165,5**
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Z uvedenych vysledktestovanych &v vyplyva, Ze nejvyssi ekotoxicita byla prokazana
u diklofenaku. Nejnizsi hodnoty LC50, EC50 a IC50 diklofenak byly stanoveny ve vSech
provedenych testech. Oao nizsi ekotoxicitu a tedy oéoo vysSi hodnoty LC50, EC50
a IC50 vykazoval ibuprofen, coz bylo @pprokazano u vsech tésekotoxicity. Pro lepSi
porovnani ekotoxity &chto dvou nesteroidnich protizélivych latek byly sestrojeny dva
grafy. Vgrafu 1 je znazo#&no porovnani vysledk testt na vodnich bezobratlych
organismech av grafu 2 porovnani vysleditotesti. Z grafi jednoznané vyplyva, ze
hodnoty LC50, EC50 a IC50 pro diklofenak jsou opibtiprofenu nizsi. NejvySsi rozdil
v ekotoxici€ téchto dvou léiv byl patrny v gipac 24 hodinového testu na vodnim korysi
Thamnocephalus platyurasnejnizsi v fipadt testu na okehku menSinbemna minor

250 A
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B
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magna saling Thamneocephalus
platyurus

Graf 1: Porovnani hodnot LC50 a EC50 diklofenakibw@profenu.

200 —

0 (mg/)

IC5

100

B Jbuprofen
y \X'\-ﬁ = Diklofenalk
Sinapis
alba Lemrna
mrinor

Graf 2: Porovnéni hodnot IC50 diklofenaku a ibunod.
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Zgrafi 1 a 2 vyplyva nejen jiz vySe ztmvana vysSi ekotoxicita diklofenaku oproti
ibuprofenu, ale také citlivost jednotlivych testoieh organism. Fri posuzovani ekotoxicity
nesteroidnich protiz&tlivych latek byla nejcitli¢jSim organismem #ady bezobratlych
Daphnia magnaz rostlinnych organisinse mén citlivym projevil okkehek menSLemna
minor. Z grafi také vyplyva, Ze testy na akvatickych organismgchu citlivéjSi, nez testy
vyuZivajici jako testovaci organismus vyssi rogtlin

Z vysledki testovanych k&v uvedenych v tabulce 62 dale vyplyva, Ze nejnizsi
ekotoxicita byla prokadzana pro latky ze skupinyilaatik tedy u penicilinu G a ampicilinu.
Pro lepSi porovnani ekotoxitydhto dvou antibakterialnich latek byl sestrojerf §rekde jsou
znazorrny vysledky provedenych ekotoxikologickych teetn vodnich bezobratlych.

10900
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200+
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:| -
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m
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Graf 3: Porovnani hodnot LC50 a EC50 penicilinu @rapicilinu.

Z grafu je patrné, Ze ve skupirantibiotik nelze zcela jednoztv& urcit latku, ktera
vykazuje vysSi ekotoxicitu. Vifpadt testu na organismecBaphnia magnaaThamno-
cephalus platyurusvykazoval penicilin G vysSi hodnoty LC50 a ECS50tedy nizsi
ekotoxicitu oproti ampicilinu. Naopak v testu nabénozkachArtemia salinavykazoval
penicilin G nizsi hodnoty LC50, EC50 a IC50 a tedyne vysSi ekotoxicitu nez ampicilin.

Provedenym fytotestem ve skupiantibiotik byl pouze test na hici bilé Sinapis alba
testovani penicilinu G a ampicilinu na fekku mensimLemna minorz divodu malého
mnozstvi testované latky nebylo provedeno. Hodn@2hlC50 penicilinu G u testu
na organismuSinapis albabyla stanovena na 653,4 mg/l. U ampicilinu tataraia nebyla
stanovena, protoze ani nejvyssi testovana konaenttay/l nezpsobila inhibici fesahujici
50 %. Proto byla stanovena alespmdnota 72hIC25, ktekénila 286,7 mg/I.

V grafu 4 a 5 jsou znazafny hodnoty LC50, EC50 a IC50 vSeétyi testovanych Iév.

Z téchto hodnot mMizeme porovnat rozdil mezi ekotoxicitou nesteroidnpcotizartlivych
latek a antibiotik, ktery je po#&mné znany. Z grafi jednoznané vyplyvaji nizSi hodnoty
LC50, EC50 a IC50 a tedy vySSi ekotoxicita dikl@fken a ibuprofenu oproti penicilinu G
a ampicilinu. MnohonasorvySsi hodnoty LC50, EC50 a IC50 u antibakteridid&tek byly
shodré potvrzeny ve vSech provedenych testech ekotoxidigjwtSi rozdil v ekotoxicit
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obou skupin l&v byl patrny v gipadt 48 hodinového testu na vodnim konfBaphnia
magna Z uvedenych skut@osti mizeme konstatovat, Ze testované nesteroidni prétiagn
latky vykazuji pondrné vysSi ekotoxicitu nez testovana antibiotika a Zudedstavuji ¥tSi
ekotoxikologické nebezgepro zivotni prosedi.
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Graf 4: Porovnéni hodnot LC50 a EC50 diklofenakuwpgrofenu, penicilinu a ampicilinu.
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Graf 5: Porovnani hodnot IC50 diklofenaku, ibupraiepenicilinu G a ampicilinu.

Z grafi 4 a 5 dale vyplyva citlivost testovacich organisrRosouzeni citlivosti jednotli-
vych organism v rdmci vSecltyt testovanych kv vSak neni zcela jednozreé. Nagiklad
organismusDaphnia magnapii testovani nesteroidnich protizdiivych latek vykazoval
nejvyssi citlivost, avSak vifpac testovani antibakteridlnich latkdch se jevil jalgmére
citlivy. Na zakla@d uvedenych skut@osti mizeme konstatovat, Ze citlivost testovacich orga-
nismi v zavislosti na testovanéntigéu byla velmi prongnliva.
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7. ZAVER

PredloZzena diplomova prace byla zsiena na ekotoxikologické hodnoceni farmak.
K testovani byla vybrana celke#tyii l€civa, dw ze skupiny nesteroidnich protizdinvych
latek a d¥ ze skupiny antibiotik. Ze skupiny nesteroidniclt@éretlivych latek byli jako
zastupci vybrani diklofenak a ibuprofen a ze skypntibiotik penicilin G a ampicilin.

» V teoretické ¢asti diplomové prace byla zpracovana literarni reSezansiujici se
na |&iva. Byly zde popsany vlastnosti vybranychiivé a jejich osud v Zivotnim
prostedi. DalSi¢ast byla zarfena na ekotoxikologické testovani a testy ekotoxici
které byly vyuZzity pro ekotoxikologické hodnoceéiiv.

» K ekotoxikologickému hodnoceni vybranyckilébyly pouzity ¢tyii testy na vodnich
bezobratlych organismech a dva testy fytotoxicifyestovanymi organismy byly
Daphnia magnaThamnocephalus platyuruBrachionus calyciflorusa Artemia salina
Testy fytotoxicity zahrnovaly test inhibicéstu kaene hdcice biléSinapis albaa test
na okehku mensinhemna minor

» VSechny testy byly provedeny v souladu s danou dieba. Korektnost vSech
provadgnych tesh a citlivost testovanych organisnbyla owiena referetnimi testy.
Standardni testovanou latkou pro kontrolu kvaligg dichroman draselny ¥Cr,0O;

a pro test na dkehku menSim chlorid draselny KCI. Vysledné hodno8560, EC50
a IC50 dichromanu draselného a chloridu draselnépiiovaly limity pro dané
standardy.

» Ztestovanych k&v vykazoval jednoznmé nejvySSi ekotoxicitu diklofenak a to ve
vSech provedenych testech. €&a niZsi ekotoxicitu a tedy a2oo vysSi hodnoty LC50,
EC50 a IC50 vykazoval ibuprofen a tosbp v3ech test ekotoxicity. Radow vy3si
hodnoty LC50, EC50 a IC50 a tedy i nejnizSi ekati vykazoval penicilin G
a ampicilin, coZ bylo off shod® potvrzeno vSemi provedenymi testy. Rozdily mezi
zjistenymi ekotoxikologickymi hodnotami penicilinu G a prailinu byly nepatrné.

» Porovnanim ekotoxicity diklofenaku a ibuprofenu,kga skupiny nesteroidnich
protizaretlivych latek se skupinou antibiotik, penicilinu @ ampicilinu, nizeme
vyvodit jednoznany zawr. Diklofenak s ibuprofenem vykazuji mnohem niz&dhoty
LC50, EC50 a IC50 oproti penicilinu G a ampicilirau Ize tedy konstatovat, Ze
predstavuji ¥tSi ekotoxikologické nebezpiepro Zivotni prosedi.

» V ramci test fytotoxicity se citliwjSim organismem jevil&inapis alba

» V piipact alternativnich tegét s vodnimi bezobratlymi organismy nelze jednd@mia
urcit nejcitlivéjSi organismus. i posuzovani ekotoxicity nesteroidnich protigdimych
latek necitligji reagoval organismusDaphnia magna V piipadt posuzovani
ekotoxicity antibakterialnich latek byla citlivostganisni promeénliva v zavislosti na
testovaném kévu.

Zawrem lzetici, Ze testy ekotoxicity jsou velmi cennym nastroj ktery umoiuje
odhadnout efekty latek na Zivotni pri@sti. RestoZze z obou skupin testovanych latek skupina
antibiotik vykazala mnohem mensi ekotoxicitu, jgba se problematikoudi& dale zabyvat
i s ohledem na jejich biologick&iaky.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

CNS
NSPZL
t1/2
PBP
PABA
ATB
ISO

GLP
LD

LC

EC

IC
NOEC

LOEC

0G
(?Cloo
Ccov
DFC
GIT
CSN
EN
ASTM

CR
DMSO
OECD

EDTA
K>CrO;
KCI

centralni nervovy systém

nesteroidni protizétiivé latky

elimin&ni polatas

penicilin-binding proteins (penicilin vazajproteiny)

kyselina p-aminobenzoova

antibiotika

International Organisation for Standardizat{btezinarodni organi-
zace pro standardizaci)

Good Laboratory Practice (spravna laboratprake)

Lethal Dose (letalni davka)

Lethal Concentration (letalni koncentrace)

Effective Concentration (efektivni koncentnace

Inhibitory Concentration (inhibni koncentrace)

No Observed Effect Concentration (koncentraes/yvolavajici
viditelny efekt)

Lowest Observed Effect Concentration (nejnid&@ncentrace
s pozorovatelnymi efekty)

orient&ni koncentrace 0

orient&ni koncentrace 100

Cisticka odpadnich vod

diklofenak

gastrointestinalni trakt

Ceské technicka norma

Evropska norma

American Society for Testing and Materials (Amcka spolénost
pro testovani a materialy)

Ceska republika

dimethylsulfoxid

Organisation for Economic Cooperation and Dmraent
(Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj)

kyselina etylendiaminotetraoctova

dichroman draselny

chlorid draselny
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10.

PRILOHY

Piiloha ¢. 1: Prevedeni umrtnostnich dat v procentech na prot&8j]. [
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