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ABSTRAKT

Bakalarska prace shrnuje soucasné poznatky problematiky interakei testovanych latek a
stanoveni ekotoxicity. Prace se zabyva zhodnocenim ekotoxicity latek a bindrnich smési,
toxickych kovli nebo biologicky aktivnich latek. Soucasti prace je stru¢né shrnuti
pouzivanych testa ekotoxicity.

ABSTRACT
Bachelor thesis summarizes current knowledges of the problems of interaction of tested
compounds and the determination of ecotoxicity. The work deals with the evaluation of

ecotoxicity of binary mixtures of substances, toxic metals, or biologically active substances.
The work is a brief summary of ecotoxicity tests used.
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1. UVOD

Vzhledem Kk faktu, ze v soucasné dob& prudce stoupd uvolnovani cizorodych latek do
zivotniho prostiedi, aniz zname jejich presné ekotoxické ucinky. Jedna se hlavné o kovy a
biologicky aktivni latky. Jsou to latky spojené se zemédélskou Cinnosti, primyslem, vyrobou
nebo lidskou ¢innosti. VSechny tyto latky zatézuji Zivotni prostfedi, proto se v posledni dobé
rozviji zdjem o jejich chovani, distribuci a vzijemné interakce. Ro¢né je vyprodukovano
obrovské mnozstvi téchto latek a znecCiStuji vSechny slozky zivotniho prostiedi. Z toho
diivodu je nutné identifikovat tyto Skodlivé latky, jejich vliv a ucinky na organismy a
prostiedi a snazit se je eliminovat.

ZvySena koncentrace kovl, 1éCiv, pesticidli, insekticidi, dezinfekei, freoni,
polychlorovanych bifenyld a dalSich Skodlivych latek v prostiedi vede k jejich kumulaci
pfedev§im v Zivych organismech. Situace neustdle se zvySujictho mnoZstvi polutant
Vv zivotnim prostiedi si vyzaduje stale intenzivnéjsi sledovani jejich uc¢inkd, jak na zivotni
prostfedi, tak na organismy v ném. V dneSni dobé uz nestaci jen analytické hodnoceni
jednotlivych latek. V prostredi skodlivé latky ptisobi dohromady a vzajemné se jejich ucinky
ovliviiuji. Na to abychom mohli prostfedi chranit, potfebujeme pfesné informace organismil,
které se v ném nachazi, ztéchto odpovédi a reakci jednotlivych organismi, dostaneme
ptehled obsahujici informace o celych ekosystémech a zménich chovéani v disledku
pozménénych podminek. Toto zvySujici se zne€isténi zivotniho prostiedi si vyzaduje vyvoj
spolehlivych a jednoduchych testl na stanoveni ekotoxickych ucinkt Skodlivych latek, které
se mohou kumulovat v pudé, ovzdusi, fekach az oceanech a stat se tak potencialné
nebezpecnymi. Z hlediska ekotoxikologie je velmi diileZité testovani na jednotlivych trovnich
potravnich fetézcu. Ale z ekotoxického ucinku jsou dulezité i jiné faktory, napf. struktura
molekuly latky, jeji vlastnosti, aj.



2. HODNOCENI EKOTOXICITY

Moderni definice oboru ekotoxikologie hovoifi o hrani¢énim oboru mezi toxikologii a
ekologii. Zabyva se plisobenim cizorodych latek na voln€ Zijici organismy v jejich prostiedi
V uz§im slova smyslu, v $ir§im pojeti se zabyva také studiem transportu skodlivin a toxickych
latek z prostiedi a mezi jednotlivymi slozkami zivotniho prostiedi, coz jsou voda, ovzdusi,
puda a v neposledni fad¢ prostfednictvim potravnich fetézci [1,2].

Ekotoxicita se definuje jako toxicky ucinek znecistujici latky, ktery potlacuje nebo zcela
nici zivot v ekosystémech. Jde tedy o nepfiznivy ucinek na testovaci organismus vyvolany
toxickou latkou nebo jejich smési. Zavisi na pisobeni koncentrace a Casu a je ovliviiovana
proménnymi veli¢inami (teplota, pH, chemické slozeni a dal$i). V extrémnich ptipadech mtze
byt organismus az usmrcen. Existuji dvé zdkladni kategorie toxickych vlivl, akutni a
chronicka. Akutni toxicita nastava pii velké davce jedu a kratkém trvani. V piipadé stanoveni
akutni toxicicity s vyuzitim biotestl je zpravidla urCena na expozici, tedy dobé vystaveni
v rozsahu 24 — 48 hodin pro bezobratlé a 96 hodin pro ryby. Naopak u chronické toxicity je
nizké davka latky po dlouhou dobu piisobeni, fadovée nékolik stovek hodin (tydny az mésice).
Zde je ucinek vétsinou subletalni, to znamend, Ze Ginek se projevi az po delsi dobé pisobeni,
napf. po nékolika mésicich nebo rocich ptisobeni. Casto zde dochézi ke kumulaci toxickych
latek v té€le organismu. Tento dlouhodoby ucinek miize byt vyrazné ovlivhén zménami
probihajici u organismu béhem expozice (zmény v rustu, v metabolismu, v pfijimani potravy,
Vv reprodukci a jiné) [3,4].

V legislativé se podle koncentrace a ekotoxickych indext rozliSuje nékolik t¥id a stupnt
ekotoxicity [4].

Tabulka 1: Tridy ekotoxicity [4]

Tfida Koncentra¢ni rozsah (mg.l'l) Latka je toxicka
0 >10* netoxické
1 10— 10* velmi slabé& toxicka
2 10% - 10° slabé& toxicka
3 10 - 102 stiedné toxické
4 10° - 10* silng toxicka
5 10t - 10° velmi silné toxicka
6 < 107 mimoradné toxicka

Tabulka 2: Stupné ekotoxicity [4]

Stupeit Préh (mg.I™)
prakticky netoxicky >10 000
lehce toxicky 1000 — 10 000
stiedné toxicky 100 — 1000
toxicky 1-100
velmi toxicky <1




Hlavni dvé kriteria urCujici chovani latek v prostfedi jsou biologickd rozlozitelnost a
ekotoxicita. Jedinym moznym zpusobem, jak stanovit toxicitu je zkouska toxicity, nebo-li test
toxicity na zivém organismu. Proto hovofime o biologickych testech toxicity. Hlavni vyznam
biologickych testi pti hodnoceni ekotoxicity je, ze vystihuji souhrn vSech ucinkd ptitomnych
slozek na testovany organismus. Tedy hlavnim cilem je stanoveni hrani¢ni koncentrace, ve
které je mozny zivot testovanych organismi. Ekotoxikologické testy jsou testy sledujici
reakce, kdy je urCeny, Casto jednoduchy organismus u kterého zname Zivotni projevy,
fyziologii a stavbu téla v uméle pfipraveném prostredi (Zivné médium) vystaven zndmé latce
0 ptesné definované koncentraci [4].

Protoze se organismy nevyskytuji ndhodné¢ ve svém prostfedi a pokazdé nalezneme
souvislost mezi typem a vlastnostmi prostiedi (teplota, vlhkost, pH) a tvarem téla, zptisobem
pfijimani potravy a dal§imi vlastnostmi (fyziologické, fyziognomické, morfologické, aj.)
daného Zzivocicha nebo rostliny. Je nemyslitelné studovat organismus a jeho stranky Zivota,
véetné pusobeni Skodlivin, bez toho, aniz bychom vzali v tvahu jeho okolni prostiedi [1].

Organismus miize byt vystaven i puisobeni neznamého prostiedi jako jsou vodné vyluhy
materialt, kald, sedimenti a podobné, v kterych se vyskytuji riizné koncentrace soli tézkych
kovi, organickych latek atd.. Z reakce organismu (napt. dafnie) vyplyvaji pak rizika expozice
sledované zndmé nebo neznamé latky pro volné Zijici populace toho ¢i jiného organismu.
Vysledky testi ekotoxicity lze aproximovat i na pasobeni zneCisténych slozek zivotniho
prostiedi na Clovéka. Testy toxicity a ekotoxicity musi byt provadéné za standardnich
doba expozice, podle urovné provedeni a uspotradani testu. V praxi jsou nejrozsifengjsi
standardni testy toxicity a ekotoxicity. V posledni dob&é se vyznamné rozSifuji také
alternativni testy [1,2].

2.1 Vyznam a vyuZziti testii ekotoxicity

Na organizmech maji testy toxicity velmi dilezitou Glohu pti hodnoceni nové vyvinutych a
distribuovanych chemickych latek, dale pfipravki jako pesticidy nebo pfi klasifikaci odpadi
uréenych ke skladkovani. Na analyzu rizika chemickych latek a pesticidl se vyZzaduji
vysledky testti akutni toxicity na fasach, dafniich a rybach. Ke stanoveni ekotoxicity odpadu a
pro jejich zafazeni do tiid vyluhovatelnosti se podle legislativy pouziva metodicky pokyn
odboru odpadi pro vyhodnocovani parametru nebezpecné vlastnosti H14 Ekotoxicita [5].
Mezi rozsitené testy patii test inhibice rustu kofene kulturni rostliny hoic¢ice bilé (Sinapis
alba) a akutni imobiliza¢ni test na perloockach Daphnia magna. Pro vyhodnocovani
nebezpecnosti odpadnich vod se vyuziva test inhibice rastu okifehku mensiho (Lemna minor).
Usporadani, hodnoceni a rozsah testt je dan cilem, pro ktery jsou aplikovany [3,5].

2.2 Testy ekotoxicity podle testovaného organismu

Pti hodnoceni latek, respektive jejich ekotoxickych vlastnosti, jsou pouzivany praveé testy
ekotoxicky. Pii analyze chemickych latek riznych pripravkd, pesticidi, odpadt, odpadnich
vod, splacht, srazek nebo smési ziskavame dulezité informace o jejich nebezpeénych
vlastnostech, ale dostate¢né poskytuji tidaje o ekotoxicité jednotlivych latek na zivé slozky,
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ale také 1 v pripad¢ smeési, kdy je vyhodnocen ekotoxicky ucinek smési bez ohledu na
zastoupeni jednotlivych latek. Vyhodou téchto testii je jejich schopnost uréeni vlivu znecisténi
V celém komplexu a to se vSemi aditivnimi, synergistickymi a anatogonistickymi vlivy mezi
jednotlivymi znecist'ujicimi slozkami. Nejvétsi vyznam pii hodnoceni toxicity a ekotoxicky
je, ze vystihuji souhrn G¢inkl vSech ptfitomnych slozek (soucasné také latek, které nebyly
prokazany chemickou analyzou) v testovaném roztoku na testovany organismus, buiiku,
kulturu nebo tkan. Pfi hodnoceni vzorku je samoziejmé dilezita nejen koncentrace latky, ale i
doba jejiho puasobeni. Vysledkem testi je vyhodnocovani hodnot LC50, tedy letalni
koncentrace pro 50% testovacich organismt, hodnoty EC50, efektivni koncentrace
vyvoléavajici 50% thyn nebo imobilizaci testovacich organismii a hodnoty IC50, inhibi¢ni
koncentrace, tedy koncentrace zpiisobujici 50 % inhibici rGstu. Pfi vSech tfech hodnotach
vychazime z koncentrace, pii které doslo k vice nez nulové nebo méné nez stoprocentni
mortalité, imobilizaci, ¢i zpomaleni rustu. Je tedy velmi dulezité pii provadéni testt zvolit
spravny rozsah koncentraci [3,4].

Nejprve se provede limitni test, ten zjiSt'uje reakci testovacich organismi pfi koncentraci
100 mg.I" testovaného vzorku. Neuhyne-li Zadny z testovacich organismi, dal§i testy se
nevyzaduji, V opacném piipad¢ nastupuje predbézny test. Tento test se provadi s malym
poctem testovacich organismi (napt. u dafnii 10 kustl) a nasazuje se na velké rozmezi
koncentraci sledované latky. Na zaklad¢ vysledkl aplikujeme zdkladni test, pti kterém se voli
uzsi rozsah koncentraci s predpokladanym ucéinkem. Z vysledku zakladniho testu se vypocita
hodnota LC, EC nebo IC50 a nasazuje se tady véEtSi pocet organismi (napi. 20 dafnii).
Soucasti kazdého testu je kontrola, ta se provadi za stejnych podminek a se stejnymi
organismy jako cely test s latkou, vyluhem apod.. Kontrolni testovaci organismy se davaji do
fedici vody nebo zivného média bez ptitomnosti latek, tim ovéfime kondici a zdravotni stav
testovacich organismi a podminky testu. K testim ekotoxicity je vybér testovacich organismi
provadén tak, aby byly zastoupeny jednotlivé trofické tirovné. V praxi to jsou hlavné tasy,
bezobratli, bakterie a ryby a rostliny [3].

2.2.1 Testy na baktériich

Bakteridlni biotesty mizeme rozdélit na testy zalozené na aktivit¢ enzymit, biosyntéze
enzymu, na ristové rychlosti a méteni fyziologickych procest. Principem testu je napiiklad
méfeni inhibice oxidace nitriti na nitraty, pfikladem takového testu je PolyTox ™ [4,6].

Obrdazek 1: Test PolyTox ™ [6]



Tento test skladajici se ze Smési specializovanych bakterialnich kultur navrzenych tak, aby
zajistil jednoduché, rychlé a ekonomicky vyhodné vysledky. Pracuje za méné nez t¥icet minut
a poskytuje konzistentni vysledky bez pouziti drahého vybaveni, je bezpecny a Setrny k
zivotnimu prostfedi. Ze standardné znamych a dostupnych testll se vyuziva smés bakterii
Z aktivac¢nich nadrzi a méfi se produkce CO, Velmi znamé a pouzivané bakteridlni testy
Vv ekotoxikologii vodniho prostfedi jsou bakteridlni bioluminiscencni testy toxicity. Tyto
biotesty vyuzivaji kultur moiskych svétélkujicich baktérii Vibrio fisheri, které emituji svételné
zéfeni v piipadé optimalnich podminek prostiedi, ve kterém ziji. Ubytek intenzity
emitovaného zaieni se vyuziva pro detekci inhibice. Tato metoda se zaklada na sledovani
zmény luminiscence zpliisobené vystaveni piisobeni toxické latky a zjisténi hodnoty relativni
inhibice bioluminiscence. K provedeni testu se pouziva komerénich luminometri, které méii
mnozstvi emitovaného svétla pred a po pridani testované latky. Moznému toxickému vlivu
testované latky odpovidd zména intenzity luminiscence. Pro stanoveni toxickych latek ve
vodach, piidach a sedimentech Ize pouzit bakteridlnich mikrobiotestti. Smési zZivného media
S testovanym vzorkem jsou oziveny bakterialnimi kultury E. coli. Princip je zalozen tak, ze
toxikant inhibuje enzymy v kmeni E. coli, ktery je vyslechtén pro vysokou citlivost
k Sirokému spektru skodlivych latek [4,6,7,8].

Obrazek 2: Bakteridalni bioluminiscencni test toxicity LUMIStox [8]

Dalsi z fady bakterialnich bioluminiscencnich testi je LUMIStox, jeho procedura je také
zaloZena na schopnosti motskych svétélkujicich baktérii Vibrio fischeri reagovat zménou
bioluminiscence na piitomnost xenobiotik v jejich okoli. Luminiscenéni baktérie jsou
dodavany v dehydratovaném stavu, ktery zarucuje dostate¢nou rezidualni bioluminiscenci.
Bakterie se az do stanoveni toxicity uchovavaji v chladu a az tésné pied testovanim se
rehydratuji. V luminometru se nejprve zméii vychozi bioluminiscence bakterialni suspenze v
nepiitomnosti cizorodych latek. Poté se piida testovana latka v nékolika koncentracich, smési
se urditou dobu inkubuji a nakonec se zméfi vysledna hodnota bioluminiscence. Cim je
bioluminiscence vyraznéjsi. Jako referencni roztok (blank) se pouziva netoxicky solvent (2%
NaCl), jeho koncentraci je tfeba dodrzet, protoze luminiscen¢ni baktérie jsou motiské
mikroorganismy, které by pii nizsi osmolarité lyzovaly. Bioluminiscence je enzymovy proces,
ktery zavisi na teploté, proto se provadi inkubace s toxikantem i méfeni v temperovaném
prostiedi. Z naméfenych hodnot bioluminiscence v pfitomnosti a nepiitomnosti toxické latky
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se ur¢i efektivni koncentrace. Nejvyuzivanéjsi standardni test je vyhledavaci test akutni
toxicity na baktérie. Tento test poskytne rychlou odpovéd’ na toxicitu latky vici baktériim.
Zakladem testu je diftize testované latky z filtracniho papiru do pevné zivné pidy, coz je tuhé
médium obsahujici ziviny a substraty, v tomto piipadé¢ naockované bakteridlni kulturou.
Utinek toxicity se projevi $itkou inhibiéni zény, vytvofené v bakterialnim prostoru kolem
prouzku papiru. Pouzivd se metoda povrchové difuze, kdy se prouzek filtracniho papiru
poklada na povrch zivné pudy. Metoda je standardizovana normou CSN EN ISO 11348-1
(2009), CSN EN ISO 11348-2 (2009), CSN EN I1SO 11348-3 (2009) [4,6,7,8,19,20,22].

2.2.2 Testy na vodnich bezobratlych

Mezi nejpouzivanéjsi testy ekotoxicity patii nepochybné testy na vodnich bezobratlych.
Kromé standardnich testl ekotoxicity dle ISO norem a normativ OCED jsou v posledni dobé
nejcastéji pouzivané alternativni testy s korysi, které jsou snadno dostupné a experimentalné
nenaroéné. K tmto testim vyuZivajicich kory§i patii Daphtoxkit F'™, ktery pracuje
s Daphnia manga nebo Daphia pulex. Dalsi test je Thamnotoxkit F'™, ktery vyuziva koryse
Thamnoceohalus platyurus, ten je velmi citlivy testovaci organismus. Dale biotest StreptoxKkit
F™ se zabronozkou Streptocephalus proboscideus. Biotest Rotoxkit F™, ktery vyuziva
vifnika Brachionus calyciflorus, zde se jedna se pomérné rychly a citlivy biotest. Dalsi z fady
je Ceriodaphtoxkit, ktery vyuziva perloocky Ceriodaphnia dubia, tento test se pouziva také
jako chronicky test ekotoxicity. Biotest Spirotox vyuziva prvoka Spirostomum ambiguum,
ktery je také velmi citlivym organismem [4,9].

Obrazek 3: Daphtoxkit F™ [10] Obrazek 4: Rotoxkit F™ [9]

Jednim z nejznaméjSich standardnich testi je akutni imobiliza¢ni test na perloockach
Daphnia magna (hrotnatka velka). Tento test se zabyva vlivem latek na planktonni
organismy, které jsou hlavni potravni slozkou ryb, jeho cilem je tedy stanovit akutni toxicitu
pravé na perlooCkach. Princip testu je sledovani piezivani perlooc¢ek v odstupiiovanych
koncentracich toxické latky s dobou pisobeni 24 a 48 hodin. Ztéchto planktonnich
testovacich organismt je nejcastéji pouzivana perloocka Daphnia magna, protoze je to
ogranismus, ktery snasi pomémné vysoké organické zatizeni, tim patii mezi nejcitlivejsi
organismy k vétsin€ cizorodych latek. Mezi dalsi diivody, pro¢ ma v biotestech nezastupitelné

11



misto, patii jeji vyznamné postaveni v potravnim fetézci, kratkd generacni doba, snadna
kultivace, malé naroky na spotfebu vody, patii k hojné rozsifenému druhu v pfirodnich
podminkach, aktivné neunika pied toxickym prostfedim a existuje cela fada metodik pouziti
v biotitech. Perloocky se nechaji po dobu ptisobeni u€inku testované latky rozpusténé v fedici
vodé¢ pii riznych koncentracich. Pro kontrolu se soucastné nasadi testovaci organismy i do
fedici vody bez testované latky. Béhem expozice se kontroluje stav perloocek a
zaznamenavaji se uhynuli a imobilizovani jedinci v jednotlivych koncentracich a v kontrole.
Metoda je standardizovana normou CSN EN ISO 6341 (1998), OECD no 202 (2004) [4,7,11,
15,23,24].

Obrazek 5: Daphnia magna [12]

Testovani neprobihd jen na planktonnich organismech, mezi dalSi bezobratlé testovaci
organismy patii i niténka (Tubifex tubifex) nebo plosténka (Planaria tigrina ). Tyto testy
akutni ekotoxicity probihaji za podobnych podminek. Test hodnoti ptisobeni ekotoxicity na
plosténky nebo niténky, které patfi mezi nejdéle pouZivané testovaci organismy. Test se
sklada s pozorovani chovani a ptfezivani nitének v odstupiiovanych koncentracich latky, po
dobu expozice 48 hodin, ve srovnani s kontrolou v fedici vodé¢, tedy v destilované nebo
deionizované vodé¢ s piidavkem soli, kterda ma definovanou iontovou silu, osmoticky tlak a
chemické slozeni. Test akutni toxicity na plosténku (Planaria tigrina) byva ¢asto dopliikovym
testem k testu na niténku (Tubifex tubifex) [4,7].

2.2.3 Testy na rybach

Rybam je vénovana prvoradd pozornost zejména vodni ekotoxikologie. Hlavné protoze
ryby jsou konecnym ¢lankem potravniho fetézce ve vodnim prostiedi a soucasné také protoze
jsou hospodaisky vyznamnymi vodnimi organismy. Chované ryby jsou také vyuZzivany
k indikaci dlouhodobych zmén kvality vody na urovni subletalnich koncentraci cizorodych
toxickych latek. Naptiklad se provadi biotest se pstruhem duhovym (Oncorhynchus mykiss),
ktery indikuje kvalitu pfitékajici surové vody pii vodarenské upravé. Pouziti pstruha
duhového jako indikatoru se projevi zménou chovéni ryb a néaslednym Uhynem. Moderni
zpusob zpracovani kvality surové vody pritékajici na Gpravnu jsou zalozeny na biologickém
monitoringu. Timto podrobnym vySetienim pstruhti duhovych po jednoletém pobytu
Vv pfitokové surové vodé lze odhalit pfitomnost pifipadnych xenobiotik v subletdlnich
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koncentracich. Lze to provést dvojim zptisobem a to chemickym monitorovanim (prukazem
xenobiotik ve tkanich ryb) nebo pouzitim tzv. biomarkert (biologickych a biochemickych
indikatort kontaminace). Testy toxicity u ryb maji vyhodu Vv toxikologické praxi pro svou
reprodukovatelnost, homogenitu testovanych slozek a testovacich podminek, rychlost a
moznost rutinniho znovu provedeni. Pfesn¢ takové vyhody ma test akutni ekotoxicity pro
zivorodku duhovou (Poecilia reticulata), ktery slouzi casto ke stanoveni vlivu latek a
odpadnich vod na chovani a samotné piezivani ryb. Test spofivd v pozorovani téchto
akvarijnich ryb v odstupiiovanych koncentracich testované latky po dobu 48 az 96 hodin.
Muze byt doplnén pravé testem na pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), zejména
v rybaiské ekotoxikologii a V posledni dob¢ pii kontrole technologie Cistirny odpadnich vod
pro odtékajici vodu z Cistirny zpét do recipientu. Pribéh testu je nasledovny, ryby se vystavi
po dobu expozice ufinku riznych koncentraci testované latky rozpusténé v fedici vodé a
soucasné 1 do fedici vody bez testované latky, pro kontrolu. Béhem priibéhu testu se pozoruje
stav a chovéni ryb a odlovuji se uhynuly jedinci. Metoda je standardizovana normou CSN EN
ISO 7346-1 (1999), CSN EN 1SO 7346-2 (1999), CSN EN ISO 7346-3 (1999), OECD no 203
(1992) [4,7,25,26,27,24,28].

Obrazek 6: Zivorodka duhova Poecilia reticulata [12]

2.2.4. Testy na iasach

Nezastupitelné misto v testech toxicity a ekotoxicity maji fasové testy, hlavné proto, ze
fasy jsou primarni producenti. Stoji na zacatku potravniho fetézce a nelze je nahradit jinymi
testovacimi systémy. Nevyhodou u testli ekotoxicity na fasach v klasickém standardnim
provedeni je velkd naroCnost na preciznost a reprodukovatelnost provedeni a také na
laboratorni vybaveni. Nejpouzivangjsi testy toxicity na fasach jsou zalozené na inhibici ristu
fas. Rustovy biotest fas je spolehlivym kriteriem pro stanoveni ekotoxicity. Nejcastéji se
V dne$ni dobé vyuziva rustu fas v mikrotitracnich destickach, v tzv. mikrodestickovém
usporadani a inhibice rustu je sledovana spektrofotometricky. V posledni dobé se stdvaji
velmi nutnym doplinkem fyziologické a biochemické tasové testy ekotoxicity. Z téchto testt
se doposud nejvice pouziva test zalozeny na fixaci CO; a test zaloZeny na iniciaci variabilni
fluorescence chlorofylu. Testy stasami byvaji Casto zalozeny na ovlivnéni fotosyntézy.
Neékteré velmi rychlé testy vyuzivaji zmén fluorescence chlorofylu plisobenim napf.
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rychlych testll vyuzivaji ovlivnéni temnostni faze fotosyntézy, tedy piijmu CO, nebo vydeje
kysliku, které reaguji fadov€ v minutach az hodinach. Existuji fasové testy s moiskymi 1 se
sladkovodnimi tasami. Nejcastéji pouzivané tasy k testim ekotoxicity se sladkovodnimi
fasami jsou Desmodesmus quadricauda, Desmodesmus subspicatus a Pseudokirchneriella
subcapitata. Metoda je standardizovana normou CSN EN ISO 8692 (2005), OECD no 201
(1984). V tasovych testech s moiskymi fasami se jako testovaci organismy pouzivaji rozsivky
Phaeodactylum tricornutum. Metoda je standardizovana normou CSN EN 1SO 10253 (2007),
OECD no 201 (1984) [4,11,29,30,31].

‘N EE L

[ S

Obrazek 8: Mikrodestickové provedeni rasového testu [12]

Nejznaméjsim a nejvyuzivangjsi standardnim testem je test inhibice rustu Desmodesmus
subspicatus. Tento test slouzi k pozorovani vlivu latek na rist kultury nejjednodussich
autotrofnich rostlin, tedy fas. Je zaloZeny na sledovani zmén riistu kultur fas v zavislosti na
koncentraci testované latky ve srovnani s kontrolou v médiu, nebo-li Zivném roztoku, ktery je
definovany jako tekuté prostfedi obsahujici ziviny a substraty, kde Ziviny (nutriety) jsou latky
potiebné¢ pro kultivaci mikroorganismi a substraty jsou latky, na kterych rostou
mikroorganismy a jsou vyzivovany enzymovym aparatem organismu. Jedno druhové fasové
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kmeny se po dobu 72 hodin kultivuji v definovaném Zzivném médiu, v tomto testu je to
nejcastéji fedici voda, ktera obsahuje testovanou latku v rizném rozsahu koncentraci. Toxicky
ucinek testované latky se na fasovou kulturu projevi v inhibici ristové rychlosti ve srovnani
s ristem kontrolnich kultur jen v Cisté fedici vod¢, bez piidané testované latky. Metoda je
standardizovana normou CSN EN ISO 8692 (2005), OECD no 201 (1984) [4,7,24,30,31].

Obrdazek 9: Rasy Desmodesmus subspicatus [12]

2.2.5 Testy na rostlinach

Mezi Casto pouzivané testy patii i testy na rostlindch. Tyto testy poskytuji vysledky
s vysokou vypovidaci schopnosti. Pfi testech na rostlindch se casto vyuziva kulturnich a
vysSich rostlin, ptikladem téchto suchozemskych rostlin je hoicice bila (Sinapis alba), cibule
(Allium cepa) nebo salat (Lactuca sativa) a také vodni rostliny, napi. okiehek mensi (Lemna
minor). Pfi testovani se nejCastéji pozoruje kli¢ivost semen, elongace (rist) kotene, inhibice
ristu a produkce fotosyntetickych barviv. Pfi studiich ekotoxickych ucinkd kova, 1éCiv,
pesticidu lze pfi téchto testech pozorovat kumulaci téchto latek v rostlinnych tkanich. Testy
na rostlinach lze rozdélit na testy klasické a kontaktni. P¥i kontaktnich testech, coz jsou testy
provadéné v pudé se rostliny péstuji ve standardizovanych pidach o chemicky zndmém
slozeni (napt. Lufa) a sleduje se vyvoj celé rostliny (napf. u kukufice nartst biomasy)
s rostouci koncentraci toxikantu v ptd¢e. Kontaktni testy a jejich vysledky jsou pouzitelné
nejen pro zpracovani analyzy rizika, ale i pro stanoveni sanace ekologickych zatézi [4,12,13].

Obrazek 10: Kontaktni test u horcice bilé Sinapis alba [13]
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Ke klasickym testim na rostlinach patii test inhibice rastu kofene hoic¢ice bilé (Sinapis
alba) a test inhibice rustu okfehku mensiho (Lemna minor). Oba tyto testy patii
v ekotoxikologii k nejznaméj$im a nejvyuzivangjSim. Poskytuji pfesné informace, pouzivaji
se pii stanovovani ekotoxicity kovt nebo 1é¢iv [4].

Terestricky test — test inhibice ristu kofene hot¢ice bilé (Sinapis alba) vznikl k testovani
neskodnosti odpadnich vod pro zavlahy, testuje se vliv vody na kli¢eni a rast kotenii hotcice
(Sinapis alba), ktera je zastupce kulturnich a vysSich rostlin. Test spo¢iva v kultivaci semen
na podlozce nasyceného roztoku testované latky v riiznych koncentracich v porovnani
S kulturou, které roste na podloZce nasycené fedici vody. Doba expozice je 72 hodin. Hlavni
pozornost se vénuje poméru délek hypokolytu a kotene, i kdyz na hypokolytu se neptiznivy
vliv prosttedi neprojevuje tak vyrazné, je to zdivodu, Ze hypokolyt pfijima roztok
prostfednictvim kotfene. Vysledkem v pfipadé dobrych ristovych podminek je kratsi
hypokolyt neZ koten. V ptfipad¢ nepfiznivych podminek je hypokolyt vétsi neZ koten, roste
vice nez kofen, ktery piestava rist nebo i odumira [4,7].

Okichek mensi (Lemna minor) je jednim z nejcitlivéjSich testovacich organismt pfi
stanovovani ekotoxickych uc¢inki Skodlivych latek pro vodni ekosystémy. Pfi realizaci testu
inhibice rastu se rostliny nechaji po dobu 7 dnu rist v Zivném roztoku, ke kterému je piidana
testovana latka v riznych koncentracich. Pro kontrolu se nasadi testovaci rostlina i do Zivného
roztoku bez testované latky. V ¢asovém intervalu 24 hodin se zaznamendva stav rostlin a
pocet listka (stélek). Cilem je urcit ucinek latky na ristovou rychlost, tedy vegetativni rist,
zalozeny na poctu listki pii riznych koncentraci testované latky ve srovnani s rtstovou
rychlosti v kontrolnim roztoku bez testované latky. Tento test se pouziva na posouzeni piimé
toxicity odpadnich vod, slouzi k posouzeni toxicity odpadnich vod na vegetativni rast rostlin.
Metoda je standardizovana normou CSN EN ISO 20019 (2007), OECD no 208 (1984)
[4,7,24,32,33].

Obrdzek 11: Okiehek mensi (Lemna minor) [21]

2.3 Testy ekotoxicity podle pokrocilosti testovaciho systému
Pro testovani ekotoxicity latek jsou pouzivany tii generace testi.

Testy 1. generace jsou bézné pouzivany po celém svété. Vyuzivaji klasickych,
standardnich a konven¢nich metod zaloZenych na akutnich testech provadénych v laboratofi
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na chovanych testovacich organismech a kulturach. Mezi nej¢astéji pouzivané patii akutni test
toxicity na rybach (Poecilia reticulata — zivorodka duhova nebo Brachydanio trio — danio
pruhovany), imobiliza¢ni test na perlooc¢kach (Daphnia magna — hrotnatka obecna) a rustoveé
inhibiéni test na fasach (chlorokokalni fasy druhu Scenedesmus subspicatus nebo
Scenedesmus quadricaudata) nebo test inhibice rastu kofene hoic¢ice bilé (Sinapis Alba).
Vyhodou téchto testl je, ze jsou uznavany mezinarodnimi legislativami. Jejich nevyhodou je
znacn¢ ekonomicky naro¢né provedeni, z divodu nutnosti dlouhodobé udrzet kultury
testovacich organismu [4,14].

Testy 2. generace (tzv. mikrobiotesty nebo také alternativni testy ekotoxicity), které se
v soucasné dobé pouzivaji stale vic. Patii sem alternativni biotesty, pod nazvem
mikrobiotesty. Narust produkce fady novych latek s neznamym vlivem na Zivé ogranismy
nese potfebu provadét velké série testli. Tato potfeba ptivedla vyvoj k novym trendiim, jako
je miniaturizace (pouzivaji se hlavné mikrotitra¢ni desti¢ky, kyvety, zkumavky), zlevnéni
testli nebo kraceni doby inkubace. Pfispivaji také nové védecké poznatky, jako napf. fizeni
reprodukce klidovych stadii, uchovani fasovych kultur apod.). Testy druhé generace vyuzivaji
klidova stadia testovanych organismd, ty se dlouhodobé uchovavaji v klidovych stadiich a
ozivi se az ptred vlastnim testovanim. Napiiklad u testli na bezobratlych se pouZzivaji ephipia
(u dafnii) nebo cysty (u perloocek a virniki), u testli na rybach se vyuzivaji jikry a tkadnové
kultury, u testdl na bakteriich se pouzivaji jejich lyofilizované kultury a pfi fasovych testech
jejich imobilizované a hluboce zamrazené fasové kultury [4,14].

Pti testech 3. generace se vyuzivaji biosenzory a biosondy, které jsou zalozeny na
fluorescenénim znaceni toxické latky, tyto testy jsou na pocatecni Grovni. V soucasnosti jde
stale o jejich zakladni vyzkum, ale i tak maji velké uplatnéni zejména v on-line
monitorovacich a screeningovych testech ekotoxicity. Pfikladem takového testu je napiiklad
biosenzor s imobilizovanymi fasami, kde je jako biosenzor pouzita béZné€ pouzivana fasa,
napf. chlorokokalni Raphidocoelis capricornuta, ta je imobilizovana do agaru a tento
biosenzor je prelit testovanym vzorkem (nasycenym CO,, exponovan na svétle). Dlkaz
probihajici fotosyntézy a zarovenn métitkem nezavadnosti je vzrist pH. Vyhodou je moznost
provedeni testu i v terénu [4,14].

2.4 Testy ekotoxicity podle irovné biologické organizace

Testy ekotoxicity se provadéji na tfech tirovnich, tou prvni je troven bun¢k a tkani, druhou
uroven organismil a tfeti je na tirovni spolecenstev (biocenoz) [4].

a) Testy na tirovni bunék a tkani
Bunéeéné kultury jsou vyuzivany hlavné k teoretickému objasnéni Gc¢inku toxického agnes,
avSak hlavné v posledni dobé se tkanové kultury vyuzivaji pro rutinni provadéni testl
ekotoxicity. Jejich vyhody jsou vysoka citlivost, reprodukovatelnost, nizké naklady i naroky
na provedeni 1 na cas. Nevyhodou je suplovani syst¢ému in vitro, ten nemuze suplovat
enzymaticko-imunitni systém zivého organismu, vysledek je proto poplatny pouze k pouzité
bunécné linii nebo zdrojovému orgdnu ¢i tkani. I pies tuto nevyhodu jsou testy ekotoxicity na
bunécnych kulturach vhodny screening pied provedenim testl na zivych testovacich
organismech. Testy na bunéénych kulturach lze vyhodnocovat pifimymi i nepfimymi
metodami. Ty pfimé spocivaji v posouzeni celkového poc¢tu uhynulych bunc¢k a rozsahu
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cytopatickych efektli. Jedna se o pomérné ¢asoveé nenaro¢né metody, které jsou vSak zatizené
subjektivni chybou. Nepiimé metody jsou zalozeny na fyziologickych reakcich bungk, jejich
hodnoceni probiha na zakladé barevnych reakci [4].

b) Testy na tirovni organismii (jedincit)

V dnesni dobé vyuzivany nejvice, 1 kdyz u nich stale pretrvavaji problémy
s reprodukovatelnosti. Testy na Grovni organismu se pouzivaji k hodnoceni jak akutni, tak
piipadn¢é chronické ekotoxicity. K testiim se uzivd vybér testovacich organismu tak, aby
postizeny jednotlivé trofické trovné. Napiiklad tedy ve vodnim prostfedi to znamena —
baktérie, fasy, planktonni (bentické) organismy a ryby. Odpovéd’ na pfitomnost toxickych
latek u jednotlivych organismi neni jednotnd, je ovlivnéna vice faktory, napt. dosazitelnost
toxikantu, zpiisob pfijimani toxikantu organismem, jeho bioakumulace nebo schopnost
toxickou latku odbouravat. Proto se vétSinou pii ekologickém motinoringu nedélaji zavéry
Z testovani pouze na jednom organismu. Pozorovanim vétSiho testu organismil ziskavdme
vice informaci o zkoumaném vzorku, tim se zvySuje vypovédni hodnota celé metody.
Individualni testy jsou vybirany tak, aby bylo mozno detekovat co nejvice skupin toxikanti
s vysokou spolehlivosti [3,4].

C) Testy na uirovni biocenoz

Hlavni vyhodou testii na urovni biocendz je samotné pozorovani toxického ucinku, ktery se
pozoruje pfimo v ptirodé nebo na modelu, ktery je ji blizky. Nevyhodou je fakt, ze toxicky
ucinek se nemusi projevit vzdy stejné tedy, ze zmény ve sloZeni biocen6z nemusi byt vzdy
vyvolany pfimym toxickym u¢inkem na urcity druh (riizné reakce na urcity druh), mizZe to byt
napiiklad vysledek naruseni potravniho fetézce apod., proto je reprodukovatelnost téchto testi
znaén¢ omezena. Téchto testll na Grovni biocendz se vyuziva hlavné pti sledovani vlivu latek
aplikovanych do vodniho nebo ptdniho prostfedi z preventivnich a terapeutickych divodu.
Sleduje se hlavné vliv téchto latek a pfipravki na slozky vodniho, popt. pidniho systému a
ubyvani rezidui téchto latek v riznych slozkach vodniho nebo tedy piidniho ekosystému
[4,11].

Pti testovani u¢inka Skodlivych latek na biologické urovni mame tedy tfi trofické urovne,
které umoznuji zjistit daje o akutnim a chronickém ekotoxickém ucinku. Trofickou Uroven
¢islo jedna charakterizuje primarni producent, v ptipad¢ testl toxicity jsou to fasy. Trofickou
urovent dvé charakterizuje primarni konzument, v biotestech napf. Daphnia magna. A ve
tieti trofické Grovni je charakterizujici sekundarni (popft. vyssi) konzument [16].

2.5 Piehled zakladni legislativy

Metodika testli se fidi podle ISO norem a normativ OECD. Z hlediska pozadavki na
standardizaci se do dnesniho dne vytvotilo velké mnozstvi testi, které maji pfesn¢ definované
mezinarodné odsouhlasené protokoly a zahrnuji pfesné definované reprezentativni druhy
(E.C., U.S. EPA, OECD). Existuje jich cela fada. U nas jsou tyto normy a piedpisy piijimany
jako CSN EN ISO normy a vychazeji predeviim z OECD predpisti. Rozdéleni také zaleZi, na
tom jestli mé&fime akutni nebo chronickou ekotoxicitu [16].
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a)U bakterii je to:
CSN EN ISO 11348-1: Jakost vod — Stanoveni inhibiéniho u¢inku vzorkil vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich bakteriich) — Cast 1: Metoda s erstvé
pfipravenymi bakteriemi. Vydéana: 2009.05.01. U¢innost: 2009.06.01 [19]

CSN EN ISO 11348-2: Jakost vod — Stanoveni inhibi¢niho G¢inku vzorkd vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich bakteriich) — Cast 2: Metoda se suenymi
bakteriemi. Vydana: 2009.05.01. Uginnost: 2009.06.01 [20]

CSN EN ISO 11348-3: Jakost vod — Stanoveni inhibi¢niho G¢inku vzorkd vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich bakteriich) — Cast 3: Metoda
s lyofilizovanymi bakteriemi. Vydana: 2009.05.01. U¢innost: 2009.06.01 [22]

b)U bezobratlych podle:
CSN EN ISO 6341: Jakost vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia manga Stratus
(Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni toxicity. Vzdana: 1997.12.01. Uginnost: 1998.01.01
[15]

CSN ISO 10706: Jakost vod — Stanoveni chronické toxicity latek pro Daphnia manga Stratus
(Cladocera, Crustacea). Vydana: 2001.12.01. Uginnost: 2002.01.01 [17]

OECD GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS. No. 202. Daphnia sp., Acute
Immobilisation Test and Reproduction Test. 2004 [23,24]

c)U ryb je to:
CSN EN ISO 7346-1: Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamoilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] — Cast 1: Staticka
metoda. Vydana: 1999.02.01. Uginnost: 1999.03.01 [25]

CSN EN ISO 7346-2: Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamoilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] — Cast 2:
Obnovovaci metoda. Vydana: 1999.02.01. Uéinnost: 1999.03.01 [26]

CSN EN ISO 7346-3: Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamoilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] — Cast 3: Priito¢na
metoda. Vydana: 1999.02.01. Uginnost: 1999.03.01 [27]

CSN ISO 10229: Jakost vod — Stanoveni subchronické toxicity latek pro sladkovodni ryby —
Metoda vyhodnoceni Gc¢inku latek na rtstovou rychlost pstruha duhového [Oncorhynchus
mykiss Walbaum (Teleostei, Salmonidae)]. Vydana: 1997.03.01. U¢innost: 1997.04.01 [18]
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3. TOXICITA A EKOTOXICITA SMESI TOXICKYCH LATEK

Samotné pisobeni chemickych Skodlivin na ¢lovéka a samo Zivotni prostiedi je zcela
bézné. Chemické latky vstupuji do naseho prosttedi z mnoha oblasti lidské ¢innosti, jako je
zemédé@lstvi, pramyslova vyroba a Cinnost, farmacie, zdravotnictvi, doprava, také je to
dasledek jejich pomérné vysokého primyslového vyuziti a mnoha dalSich. Snadno tedy
mohou piisobit spole¢né, na jednom misté Skodlivé latky z vice odvétvi, naptiklad opad
Z prumyslové vyroby, odpad a 1é¢ivo. Toxicita jednotlivych latek je vice zndma, nez jejich
vzajemné interakce. Pravé toto jejich spole¢né pisobeni se stanovuje pii testech na
testovanych organismech [34,49].

3.1 Interakce pfi vzajemném pusobeni

Podani jedné latky ovlivni uréitym zpisobem ucinek latky jiné, hovofime o interakci.
Kromé ptipad, kdy dochdzi k nezavislému ucinku, tedy k soucasné expozici dvéma
Skodlivindm nedochazi k zadnému vzajemnému ovlivnéni, mizou mit latky spoluptisobeni za
nasledek zesileni nebo zeslabeni ucinku jedné latky vlivem druhé. Ta se Casto projevuji jako
synergismy nebo antagonismy [1,37].

Mezi nejdilezitéjsi plisobeni latek je synergistické a antagonistické ptsobeni latek.
Synergismus a antagonismus jako vysledky pusobeni je, kdy jedna zobou vzajemné
pusobicich latek zesiluje nebo oslabuje ucinek latky druhé. Pfitomnost dvou (a vice) takovych
sloucenin mize uz 1 malych koncentracich vyvolat necekané vazné toxické Ucinky. Pri
kombinovani dvou a vice latek musime byt obeznameni s mechanismy jejich plisobeni.
Potenciovani nezadoucich vedlejSich u¢inkti je velmi nebezpeéné. Pii fyziologickém
synergismu nebo antagonismu se souhlasné nebo protichidné ulinky organismu takeé
vzajemné ovliviuji [1,35].

Synergismus

Souhlasné pusobeni dvou latek se oznacuje jako synergismus. Pfidanim synergisty se
ucinek samotného agonisty zesiluje. Pfi jednostranném synergismu jedna z obou latek zesiluje
ucinek druhé latky, ale ne naopak. Pfi oboustranném nebo-li vzajemném synergismu jsou obé
latky schopny zesilit €inek latky druhé. Pfi chemickém synergismu je latka chranéna pied
inaktivaci (nej€astéji inhibici rozkladajicich enzymi). Mluvime-li teda o synergistickém
efektu, vime, Ze se jednd o souhlasné plisobeni dvou latek, kdy dochazi k zesileni toxického
ucinku, napi. CCly + ethanol [1,35,36].
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Obrazek 13: Synergismus [50]

Antagonismus

Antagonismem oznalujeme u dvou latek protichiidné ptisobeni. Uéinek agonisty oslabuje
pridani jiného antagonisty, ucinek sldbne, ptipadné je Gplné potlacen nebo dokonce invertuje.
Pfi jednosmérném antagonismu jedna z obou latek oslabuje Gcinek latky druhé, ale zase ne
naopak. Pfi oboustranném (vzajemném) antagonismu je kazda z obou latek schopna oslabit
ucinek druhé latky. Pfi chemickém antagonismu se latky chemicky rozkldda nebo vaze
pusobenim latky druhé. Pii antagonistickém efektu jde o protichtidné plisobeni dvou latek a
dochazi k zeslabeni jejich vzajemného toxického tcinku, napf. rtut’ v piisobeni
s dimerkaprolem (BAL) [1,35,36,37].

Antagonismus
Hontollte
C
C+D
D
0 g ] 12 16 20 24

Obrdzek 14: Antagonismus [50]

Adice (sumace)

Pii adice nebo-li sumaci, jde o prosté sCitani intenzity ucinkti dvou latek jako z
kvantitativniho hlediska konec¢ného efektu, ale ne z hlediska mechanismu uUcinku. Je to
zpiisobeno riznou cestou Uc¢inku dvou latek se stejnym findlnim efektem. Jestlize aditivni
efekt je prosté scitani intenzity uCinkt dvou latek, dochédzi ke zvyseni, respektive secteni
jejich toxického t¢inku, napt. CCly + CHCI3[1,35,36].
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Potenciace (supraadice)

Jako o potencovani nebo-li supraadici, mluvime o mnohonasobném zesileni efektu, velmi
znacn¢ piesahujici u jednotlivych samotnych latek soucet ucinkii. Zpisobuje to rizny
mechanismus ucinku dvou latek se stejnym koneénym efektem. Potenciace je tedy
mnohonéasobné zesileni efektu, pii némz dochéazi k znésobeni toxického ucCinku, napft.
isopropanol + CCl, [1,35,36].

3.2 Vzajemné interakce latek

Existuje cela tada latek, které jsou v uzsim nebo SirSim smyslu slova toxické. V zivotnim
prostiedi se vyskytuji volné¢ nebo z dusledku lidské cinnosti, sem patii 1é¢iva (kde
k toxickému t¢inku mize dojit i pti nevhodné volb¢ 1é¢iva, vybéru nevhodné davky, tak i pii
nevhodné indikaci, aplikaci nebo pfi nevhodné kombinaci 1é¢iv). Vedle 1éCiv sem patii i
pesticidy (tedy chemické piipravky, které jsou ureny na tlumeni vyskytu nebo piimo na
hubeni rostlinnych a zivocisnych Sktiidcti. Pod pojem pesticidy patii herbicidy, fungicidy,
insekticidy a rodenticidy. Déale sem patii upravena hnojiva. Zvlast' pii zemédélstvi v polni
hospodarské praxi se pouziva celd fada latek, které jsou urceny na ovliviiovani produkce
rostlinné a Zivocisné vyroby. Mezi témito latky dominuji dusi¢nanova hnojiva (dusi¢nan
draselny, sodny, amonny nebo vapenaty), které jsou povazovany za vyznamny zdroj
dusi¢nanti a dusitani v krmivu a potravinach rostlinného ptavodu, popf, v pitné a uzitkové
vod¢ a predstavuji vyznamny kontaminant potravinového fetézce. Stejné tak i fosfore¢nanova
hnojiva predstavuji riziko pro zivotni prostfedi, zplsobuji eutrofizaci povrchovych vod a
Casto byvaji kontaminované rezidui toxickych elementt, nejéastéji kadmiem a rtuti [48].

3.2.1 Rizikové kovy a ostatni kovy

Existuje tada toxickych prvki, které se pii vzajemném pusobeni ovliviiuji. V nékolika
poslednich letech zastupuji kovy znacnou c¢ast latek zne€ist'uji Zivotni prostfedi. Vé&tsina kovl
brani rdstu rostlin poSkozovanim kotene. Dlouhodoba expozice rostliny se zvySenou
koncentraci kovu muze také ovlivnit jeji syntézu chlorofylu. Maji tedy vyznamnou roli na
vyvoj chloroplastii a inhibici fotosyntézy. Pravé pokles produkce fotosyntetickych pigmenti
je Casty priznak ptitomnosti kovil v rostling [38].

V ramci studie pro porovndni toxicity vybranych potencialné toxickych prvka byl
pozorovan toxicky uc¢inek Cd, Cu, Pb, Se a Zn. Modelovym objektem pro vSechny testy byly
semenacky hotcice bilé Sinapis alba, které byly péstovany v hydroponickém roztoku.
Predmétem zkousky bylo stanoveni ekotoxického ucinku kovu, ktery byl urovan
prostiednictvim inhibice kofenového ristu a produkce fotosyntetickych pigmenti (chlorofyl
a, chlorofyl b a karotenoidy). Kumulace kovli v kofenech byla stanovena pomoci metody
atomové absorp¢ni spektometrie. Na zdkladé vysledkli pro inhibici rastu kotfene jsou kovy
uspotadany v poradi Cu > Se > Cd > Zn > Pb. Pfi hodnoceni ucinku kovu na tvorbu
fotosyntetickych pigmentii byl zaznamenan nejnizsi inhibi¢ni G¢inek na vSechny zjistované
pigmenty u selenu, naopak nejvyssi inhibicni u¢inek mélo olovo. Kadmium obecné inhibuje
kliceni semen a rlst rostlin, ale z vysledkt studie vyplynulo, Ze ionty kadmia jsou z kofent
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pienaseny do celé rostliny a hromadi se v listech mnohem vic, nez v jinych ¢astech rostliny a
tim vyrazné inhibuje fotosyntézu. Méd’ jako zakladni biologicky prvek se tiCastni v mnoha
fyziologickych pochodech, je tedy potiebnd, nicméné, v nadmérné koncentraci je pro rostliny
toxicka. Studie prokazala jeji Skodlivé ucinky zptisobujici inhibici ristu a zmény propustnosti
plazmatické membrany. I olovo je pro vétSinu zivych organismii toxické, neni prokazana jeho
biologicka potieba, proto uz prvni kontakt olova s organismem vyvolava toxicky uc¢inek. Pfi
laboratornim experimentu byl prokazan inhibi¢ni ucinek na rist, fotosyntézu a poskozeni
pigmentovych barviv. I selen patii mezi zakladni biologické prvky, proto jsou koncentrace
stopovych mnozstvi zadouci, ale nadmérné mnozstvi selenu je jedovaté (dokonce vice nez
rtut’ a arsen). Rozdil mezi zdkladni a toxickou davkou je pomérné uzky. Studie prokazala, ze
uz malé mnozstvi selenu muze neptizniveé ovlivnit kli¢ivost semen a rust rostliny. Hlavné pfi
vyssich koncentracich se selen kumuloval ve tkanich rostlin. I zinek hraje dilezitou roli jako
esencialni stopovy prvek ve vSech zivych organismech, od bakterii az po ¢lovéka. Toxicita
zinku je obecné nizka. Obsah zinku v rostling je druhové specificky, zavisly na véku, vegetaci
a dostupnosti zinku. Studie prokézala, ze mobilita a dalsi pfiznaky toxicity zinku v rostlinach
je mirna v porovnani s ostatnimi prvky. Pfi experimentu bylo prokézéano, ze Cd a Cu jsou
vysoce toxické kovy (zejména Cu), ve srovnani s toxicitou obou téchto kovll je toxicita olova
nizka. V hydroponickém roztoku klesala kumulace nahromadéné mnozstvi kovl v kofenech
v poradi Cd > Zn > Se > Pb > Cu. I kdyZ kumulace médi v kofenech byla velmi nizka, jeji
nepiiznivy vliv na rast kofene byl nejsilnéjsi ze vSech testovanych kovil. Naopak méla méd’,
nez vliv selenu a kadmia. Experimentem se dospélo k zavéru, ze z dosazenych vysledki méla
méd’ a selen nejsilngjsi neptiznivy vliv na rist kofend. Méd’ také vyrazné ovlivnila inhibici
fotosyntetickych pigmentl, zde mél nejnizsi efekt ze vSech pouzitych kovu selen. Nejvice se
Vv kofenech rostlin kumulovalo kadmium, nésledovéno zinkem, médi, olovem a nejmén¢ se
kumuloval selen [38].

Mezi mnohymi toxickymi prvky se t€Zzké kovy, ale i kadmium, olovo, rtut’ nebo zinek
vyskytuji v zivotnim prostfedi obvykle z divodu jejich pomérné vysokého primyslového
pouziti. Zatim co toxicitu samotnych prvkii zndme, jejich vzdjemné plsobeni uZ moc ne.
Proto pozorujeme jejich vzajemné interakce. Byl proveden experiment, na vliv interakci
riznych koncentraci zinku a kadmia na letalitu Artemia Franciscana, kde se sledoval
vzajemny ucinek kombinace ZnSO4 a CdCl,. Pokus mél za cil sledovani synergickych nebo
antagonistickych vlastnosti téchto dvou kovi. Vysledkem bylo zjisténi, Ze v zavislosti na
koncentraci miize kadmium zvySovat i snizovat toxicitu zinku. Navic u vys$i koncentrace
CdCl, nad 100 mg.I" je vidét synergisticky toxicky uginek obou latek. Z pozorovani viak lze
usoudit, e pf pouziti optimalnich, relativné nizkych koncentraci (do 50 mg.I™") kadmia
dochazi kvyraznému snizeni leteality Artemia Franciscana zpusobené ZnSO4
(v koncentracich 50 az 250 mg.1™) [34].

Byla provedena studie na vliv selenu v paru s metalovym kovem (Cd, Zn, Cu, Pb) na
produkci fotosyntetickych produktti a akumulaci kovi v sazenicich Sinapis alba. Prioritou
této studie bylo zjistit, jak se vzajemné ovlivituje ekotoxicita selenu s kovy ve dvojicich. Jako
model experimentu byly pouZzity sazenice hoi¢ice bilé v hydroponickém roztoku. Urcovala se
ekotoxicita jednotlivych kovli 1 dvojic selen-kov na produkci fotosyntetickych barviv
(chlorofylu a, chlorofylu b a karotenoidi) a akumulace kovi v kofenech pomoci metody
atomové absorp¢ni spektrometrie. Selen je esencidlni stopovy prvek, ale pii zvySenych
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koncentracich je pro rostliny a jiné organismy toxicky. Selen vznikd a v piirod¢ se kumuluje
pfevazné ze znecisténi lidskych zdroji. Toxické ucinky selenu souvisi s jeho podobnosti se
sirou. Nékteré enzymy metabolismu siry mohou katalyzovat se selen-substraty. Bylo zjisténo,
ze k poskozeni rostlin dochazi pfi nahrazeni v proteinech siry selenem. Nékteré rostliny jsou
k selenu tolerantni a rychle ho kumuluji, pro jiné je uz stopové mnozstvi toxické. Selen
poskozuje kliceni a rist semen. AvSak vzhledem k jinym koviim funguje selen jako protivnik
k vyrovnani toxicité kovu, jako u rtuti, kadmia, arzenu, médi, stéibra nebo olova. Na druhou
stranu, nckteré kovy, jako je zinek a telur jsou protivnici selenu a mohou ovliviiovat jeho
toxicitu. V soucasné dobé se zvysila pozornost okolo selenu, vzhledem k jeho schopnosti
ucinného snizovani mutagenity. Selen mize také reagovat ptimo s karcinogenem a brani mu
v interakci s DNA. Pii parovych kombinaci s vybranymi prvky bylo prokazano, Ze piestoze
samostatné jsou prvky vysoce toxické, pfi vzajemném pulsobeni se vzajemné ovliviiuji. Byl
prokazan silny inhibi¢ni G¢inek selenu k druhému kovu v paru s kadmiem, médi, olovem a
zinkem. Vztah mezi selen a tézkymi kovy je zavisla na poméru mezi prvky. V paru s médi,
olovem a kadmiem selen sniZzoval jejich vzdjemnou ekotoxicitu a inhibi¢ni u¢inek klesal.
Vci témto prvkl selen plisobi jako antagonista. Avsak ve dvojici se zinkem nedochazelo ke
snizeni ekotoxicity. Vysledky byly umérné souctu ekotoxickych uc¢inku jednotlivych prvkii,
V tom piipad¢é mezi selenem a zinkem dochazi k adici [39].

Pfi hodnoceni smési tézkych kovi na okiehek mensi (Lemna minor) bylo cilem studie
pozorovat a zjistit ekotoxicky uc¢inek vyvolany smési kova (Pb, Mn, Ni, Zn a Fe) na
bioindikator, kterym je pravé okiehek. Tento test je ¢asto pouzivan u kontroly povrchovych
vod, pii kontrole primyslovych zatizeni, Cistiren odpadnich vod, galvanoven (zpracovani
elektrolytickym pokovovanim) a dalSich zafizeni, kde pfitéka voda zpét do recipientu. Pfi
vypousténi takto kontaminovanych vod do ZzZivotniho prosttedi jde o spolehlivy zdroj
kumulace kovll v povrchovych vodach. I kdyZ vypousténi je regulovano zékony, je mnoho
zdrojii s malym rozsahem, které nejsou zdkonem omezeny a nafizeni se na né neuplatiuje,
avSak i tyto mala zafizeni svoji Cinnosti zasahuji do Zivotniho prostiedi. Experiment se
soustfedil na rist a metabolismus rostliny. Také se méfila kumulace kovil v rostlinach. I kdyZz
se normalné t€zké kovy ve sladkych vodach vyskytuji v pomérné nizkych koncentracich, pti
kontaktu recipientu s kontaminovanym piitokem se vyrazné zvySuje ucinek na okoli a
koncentrace prudce stoupd. Kovy se kumuluji a mohou se dostavat az do potravnich fetézct.
Ke studii byl vybran okiehek mensi (Lemna minor), protoze je to vodni rostlina a jde 0 vztah
k obsahu kovu z vodniho prostfedi, pouziva se jako vyznamny bioindikator pfi detekci a
monitorovani zne€isténi kovy a je znadmy svoji citlivosti pii kumulaci kovti. U takto
kontaminovanych vod nelze zcela pfedvidat chovani smési kovi, ani poskytnout informace
vztahujici se ke specifickym podminkam v prostiedi. Experimentem byl prokazan
predpokladany ekotoxicky ucinek. U okifehku doslo k viditelnému poskozeni (zména v poctu
a velikosti listi, niz§i hmotnost, inhibice rastu). Byla pozorovana ekotoxicita samostatnych
prvkll i smési. Pii smési se nepiiznivy ucinek jednotlivych kovi bud’ sniZzoval, to bylo
zpusobeno zinkem, ktery plsobi jako antagonista. Nebo se v porovnani s ucinkem
jednotlivych kovii neménil. VSechny kovy se kumulovaly v kofenech rostliny [40].

Pfi pozorovani vzdjemného ucinku parovych kombinaci Cd s Cu, Zn, Pb a Fe na rlst
kofene a akumulaci kovil v kofeni a nadzemnich ¢astech kli¢nich rostlin hot¢ice bilé (Sinapis
alba) bylo zjisténo, ze v§echny parové kombinace, v porovnani s kontrolou i s kazdym kovem
samostatné¢ vyrazn¢ inhibovaly rist kofene. Kovy se ve vétSim mnozstvi kumulovaly
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V kofenech nez v nadzemnich castech, at’ uz byly do roztoku ptidavany jednotlivé nebo
Vv parech. Zjistilo se, ze nejvic se v obou ¢astech rostliny kumulovalo Cd, resp. Cu. Kovy
piidavané v kombinaci se v kofenech kumulovaly v men$im mnozstvi nez pii oddéleném
ptidavku [41].

V jiném experimentu se ur¢oval Gcinek vzajemnych interakci péti stopovych prvka Cu, Ni,
Mo, Mn a V na produkci fotosyntetickych pigmentd v semenach sazenic hoi¢ice bilé (Sinapis
alba). Testovani kovi probihalo jak jednotlivé, tak ve vzajemnych parovych kombinacich.
Vysledkem bylo zjisténi, Ze pii rdstu semen jen v pfitomnosti Mn, V a Cu se velmi snizovala
tvorba chlorofylu a i chlorofylu b, spolu s karotenoidy. Naopak Mo a Ni neméli nepfiznivy
vliv na tvorbu chlorofylu ani karotenoidi, prikazné snizovali jen obsah chlorofylu b. Pfi
vétSiné parovych kombinaci se neptiznivy Uc€inek jednotlivych kovil na tvorbu pigmentd bud’
snizoval nebo se v porovnani s i¢inkem jednotlivych kovli neménil [42].

3.2.2 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky jsou latky, které pifi kontaktu s organismem vyvolavaji néjaky
uginek. Uginkem se rozumi biologicka zména, tedy projev interakce latky s organismem. Tato
biologicka zména je vyvolani nebo souvisi s plisobenim latky na organismus. U&inek
chemikalie je tedy nasledek interakce mezi Skodlivinou a biologickym systémem. Pfi této
interakci plsobi sloucenina na organismus (vyvolava ucinek), ale plisobi i organismus na
slouceninu (biotransformace, nebo-li pfeménou Skodliviny v organismu biochemickymi
mechanismy). Sledovany u¢inek tedy nemusi byt vzdy vyvolan pGvodni latkou, ktera je
aplikovéna, ale jejim metabolitem. Na organismus mohou ptsobit skodliveé, jak latky
syntetické, tedy v Zivém organismu se normalné nevyskytujici, pro organismus cizi, tyto
cizorodé latky se nazyvaji xenobiotika. Na organismus muzou Skodlivé pisobit i latky
organismu vlastni nebo pro Zivot nezbytné (vitaminy, hormony, metabolity, stopové
esencialni prvky) ptsobi-li ve vétsim mnozstvi nez fyziologickém. Chemickou $kodlivinou
(noxou) se rozumi latky schopna zpisobit poskozeni, vyvolat onemocnéni nebo odchylku od
normalniho stavu. Tato odchylka lze odhalit v prubéhu styku se Skodlivinou, v navaznosti,
V pozdé&jsim obdobi Zivota organismu nebo az v budoucich generacich organismu. Z hlediska
ekotoxikologie je mozné povazovat za potencialni Skodlivinu kazdou latku. VSechny
slouceniny jsou toxické. Neexistuje sloucenina, ktera by nebyla jedem. Rozdil mezi 1ékem a
jedem je davka a jeji velikost. Kazda latka mze mit za urcitych okolnosti néjaky neptiznivy
ucinek. Neexistuje zadna latka pro organismus zcela indiferentni, ale rozdily v intenzité
ucinku mohou byt obrovské. VSechny chemickeé latky maji svou strukturu, ta podminuje jejich
biologické ucinky. Biologické ucinky vyvolavaji humanni a ekologické rizika, tedy akutni
ohrozeni danym jevem v konkrétni situaci. Je-li i¢inek latky vazan na konfiguraci molekuly a
jiz malé zmény ve struktufe latky mohou podstatné ovlivnit plisobeni, oznacuje se ucinek
Skodliviny jako specificky. Dochazi kzasahim do biochemickych pochoda. Pri
biotransformaci dochazi ke zméné chemické struktury pivodni Skodliviny a tim ke zméné
vSech jejich vlastnosti. Dusledkem biotransformace muze byt jak sniZzeni az vymizeni
ekotoxicity, tak jeji zvyseni. V piipadé ucinku zaptic¢inéného nekterou obecnou fyzikalné
chemickou vlastnosti latky, malo zavislou na struktufe Skodliviny, hovoiime o nespecifickém
pusobeni latek [43,44].
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Biologicky aktivni latky ovliviiuji organismy a vyskytuji se v ovzdusi, v piidach, ve vode¢.
Do zivotniho prostiedi se dostavaji hlavné z vody, protoze se nedaji u¢inn¢ eliminovat
technologiemi v &istirnach odpadnich vod a odtud se dal §iii do prostiedi. Casto se kumuluji a
usazuji v tkdnich organismu. Piikladem biologicky aktivnich latek jsou latky jednak pfirodni
(hormony, alkaloidy nebo pfirodni toxiny), které uz v prostfedi jsou, ale zalezi na davce,
pusobeni a interakci s organismem a latky syntetické, které se do prostfedi dostavaji
Z prumyslové vyroby, zemédélské a lidské Cinnosti apod. (DDT, humanni a veterinarni 1éCiva,
pesticidy, dezinfekce) [43,44,45].

Léciva vyskytujici se v zivotnim prostiedi maji pfi dlouhodobéjSim ucinku toxicky a
ekotoxicky vliv na organismy ve slozkach zivotniho protfedi. Spotieba 1é¢iv prudce stoupa.
Existuje desetitisice druhd 1€kl s obsahem okolo 300 riznych ucinnych latek. Nejcastéji se
vyskytuji antibiotika a hormonalni antikoncepce. Z 1é¢iv pusobicich na centralni nervovou
soustavu jsou nejCastéjSi anestetika, ktera plsobi celkové nebo caste€né znecitlivéni
(diethyleter, halotan, barbituraty, thiopental), hypnotika a sedativa maji uspavajici a
uklidiiujici U€inky (ethanol, nitrazepam, triazolam). Dal$i skupinou jsou neuroleptika tlumici
psychické stavy (thalidomid, fenothiazin), analgetika (kodein, heroin). Antagonistou morfinu
je jeho derivat naloxon. Do skupiny analgetik patii 1 kyseliny acetylsalicylova, kterd je jednou
z nejvice vyskytujicich se latek ve vodnim prostfedi. Vedle kyseliny acetylsalicylové se ve
vodnim prostfedi prokazaly rostouci koncentrace paracetamolu, antipyrinu. Vedle 1é€iv se do
zivotniho prostiedi dostavaji i drogy (amfetamin, methanfetamin, efedrin, lysergamid),
pesticidy, insekticidy (DDT), dezinfekce (formaldehyd), freony, polychlorované bifenyly.
Léciva se do vodniho prostiedi dostavaji vlivem lidského ¢innosti, a to jejich pouzivanim. V
stale aktivnim stavu se 1é¢iva do vod dostavaji nespravnou likvidaci 1é¢iv v domacnostech
(odpadni vody) nebo také jejich metabolity vznikajici pii aplikaci 1éCiv, které vzniknou
biotransformaci v lidském organismu a naslednou jejich eliminaci. Kontaminovana voda
Z napt. z domécnosti odtéka kanalizacni sité a nasledné do Cistiren odpadnich vod, které vSak
nejsou schopny vsechny tyto latky odstranit, tim se dostavaji dale do Zivotniho prostfedi. At
uz do povrchovych vod, kde piisobi na ryby, nebo podzemnich vod, které¢ slozi jako zdroj
pitné vody, stejné tak se vazi na kal v Cistirné, ten se vyuZziva jako hnojivo, kontaminuji se
pudy a latky se dostavaji do potravniho fetézce [45].

Pusobeni 1é¢iv na vodni organismy se v posledni dob¢ staly aktualnim tématem v oblasti
stanoveni jejich ekotoxicity pro vodni organismy. V roce 2002 byla provedena studie, ktera
zhodnotila ekotoxicky ucinek na organismy Daphnia manga, Desmodesmus subspicatus a
Lemna minor. Organismy byly vystaveny riiznym koncentracim a smésim 1é¢iv. Studie urcila,
ze oktehek mens$i (Lemna minor) se projevil jako vysoce sensitivni testovany druh [30]. Pfi
méteni hodnot EC 50 pro tyto organismy a nékteré 1é¢iva byly naméteny nasledujici hodnoty.
U ibuprofenu byly hodnoty EC 50 na Daphnii manga 108 mg.I™, u Desmodesmus subspicatus
315 mg.I"! a u Lemna minor 22 mg.I™". U diklofenaku sodného na Daphnii manga 68 mg.I™, u
Desmodesmus subspicatus 72 mg.I* a u Lemna minor 7,5 mg.™ U kyseliny 2-(p-
chlorophenoxy)-2-methylpropionové  (clofibrinic) na Daphnii manga 72 mg.l?, u
Desmodesmus subspicatus 115 mg.I a u Lemna minor 12,5 mg.I™. U naxoprenanu sodného
na Daphnii manga 174 mg.I*, u Desmodesmus subspicatus vice nez 320 mg.I* a u Lemna
minor 24,2 mg.I":. U karbamazepinu na Daphnii manga vice nez 100 mg.I*, u Desmodesmus
subspicatus 74 mg.I" a u Lemna minor 25,5 mg.I"\. U kaptoprilenem na Daphnii manga vice
nez 100 mg.1™, u Desmodesmus subspicatus 168 mg.I™ a u Lemna minor 25 mg.I™ [46].
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V poslednich letech se zvysil vyskyt rezidui 1é¢iv v povrchovych a pitnych vodach, tim
vzrostl 1 z&jem o jejich zpracovani ve védeckych publikacich. Mnoho studii ukéazalo, Ze
farmaceutické slouceniny jsou ve vodnim prostiedi pfitomny ve zvySenych koncentracich.
Mezi nejcastéjsi zjisténé latky patii beta-blokatory, analgetiky, estrogeny nebo tieba
antibiotika. Dlouhodoby monitoring z ¢istiren odpadnich vod a povrchovych vod na riznych
vodnich tocich a jezerach, prokdzal, ze diklofenak je jeden z nejcastéji se vyskytujicich
farmaceutickych latek piitomnych ve vodnim cyklu. Vzhledem k jejich specifickému zptisobu
ucinku a skutecnosti, ze tyto slouceniny jsou zdmérn€¢ navrzené tak, aby ovliviiovali
organismus lidi, savcii nebo jinych obratlovci. Rezidua 1éCiv v zivotnim prostiedi vyvolavaji
vétsi ekotoxicky ucinek, nez pusobi tfeba pesticidy, herbicidy a dalsi chemické latky, které
ovliviiuji rostliny, plevel, houby a bezobratl¢ organismy. Zvlasté u n¢kterych malych vodnich
tokli je pfijem mnozstvi téchto latek relativné velky, takto znacné¢ zneci§téna voda ma
koncentrace téchto 1é¢iv az vice nez 1 mg.l. I pfesto vSak neni stale u nékterych druhii 1é¢iv
prokazany zptsob ucinku 1é¢iv o obecném tvrzeni jejich moznych ekologickych znecisténi.
Studie posouzeni moznych ekotoxickych U¢inkli na rezidua 1é¢iv jsou rozptylené a velmi
malo obsahuji informace a udaje o toxicité jejich smési. Tyto studie jsou velmi dulezité,
protoze zbytky 1é¢iv, které se obvykle nachédzeji ve vodnim prostiedi se vyskytuji jako smési.
malo informaci o ekotoxickych ucincich rezidui 1é¢iv, na rozdil od mnozstvi analytickych
udaji kovl. Avsak v dne$ni dobé se vyzkum téchto latek hojné rozsifil. Byla provedena
studie, kde byla pozorovana vodni ekotoxicita 1éCiv, v€etné jejich vzdjemnych ucinkii na
vodni organismy [46,47].

Studie hodnotila ekotoxické relevance farmaceutickych sloucenin a smési pomoci biotestt.
Byly vybrany tfi testy, inhibice ristu okifehku mensiho (Lemna minor), imobilizaéni test na
perloockach Daphnia magna a fasovy test na zelené sladkovodni fase Desmodesmus
subspicatus. Tim, ze se analyzuje ekotoxicky uc¢inek vice latek v jedné smési, dochazi ke
kombinaci efektl, které musime vzit v ivahu pfi tomto hodnoceni téchto sloZitych smési
raznych latek. Pfi téchto latkach musime brat v Givahu, jestli koncentrace jednotlivych latek
pfitomnych ve smési, vyvola stejny ekotoxikologicky Ucinek, ktery zplsobi stejny efekt
samostatn¢ jako ve smési, protoze existuje rozdilné pusobeni latek ve smeési. Latkami
pouzitimi pro experiment byly derivaty kyseliny 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionové
(metabolit z fad 1é¢iv hypolipidematik), karbamazepin (antiepileptikum), propranolol a
metoprolol (b-blokatory), ibuprofen sodna sul, stl diklofenaku sodného a naproxen sodny
(analgetika), kaptopril (anti-hypertenziva) a metformin (anti-diabetika). Testovani latek
prob&hlo samostatné 1 v riznych kombinacich. Bylo zjisténo, Ze samostatné latky se ve
smésich vyrazné ovliviiuji, napiiklad ve dvojici 2-(p-chlorophenoxy)-2-methylpropionové
kyseliny a karbamazepinu doslo pii spojeni ke zvyseni ekotoxického ucinku. Silny efekt
nastal 1 u kombinace ibuprofen a diklofenak. I kdyz se zbytky 1é¢iv do Zivotniho prostiedi
dostavaji postupné a v nizsich koncentracich, rozpadaji se pomalu a daji se Spatné odstranit,
tim dochazi k jejich kumulaci a ristu ekotoxického ucinku. Navic vybrané slouceniny patii do
raznych tfid 1éCiv s rozmanitymi specifickymi U€inky, kdy kazda sloucenina na organismus
pusobi odlisn€. Podle vysledkl byl nejvice toxicky diklofenak a nejméné naproxen. Je ale
treba brat v uvahu zptsob ucinku téchto latek, ktery je zndm pouze pro cilové organismy
(tedy Cloveka, popt. par laboratornich savcl). Experiment prokéazal obecny fakt, Ze kdyz se
1é¢iva pouzivaji k zeslabeni nebo zesileni 1é¢by, je tfeba vzit v tivahu, ze pokud maji zesilujici
nebo zeslabujici Gc¢inek v této fazi, budou se tak vzajemné ovliviiovat 1 pfi vzajemnych
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interakcich. V dusledku toho bychom méli mit v tivahu, ze pokud jedna latka vyvola toxicitu,
muze i silné zvysit toxicitu v kombinaci s jinou latkou, zejména u latek s vzajemnym
pusobicim uc¢inkem. Jedna-li se o léciva, dochazi k vzijemnému ovlivnéni velmi casto.
Vysledky potvrdily, ze pokud jde o hodnoceni rizik pro zivotni prostredi 1€civ, jsou pro
jednotlivé latky ucinky mirné, ale v ptipad€ spojeni ucinkt latek mtze dojit i v pfipadé, ze
toxicita jedné latky je nizka, ke zvySeni ekotoxického ucinku, z divodl spolecné kombinace
vzajemnych uc¢inkt. Zkousky s kombinacemi raznych Ié¢iv odhalil silngjsi Gc¢inky, nez se
oc¢ekavalo po méfeni ucinki jednotlivych latek [46,47].

Podobna studie byla také provedena pro stanoveni ekotoxicity smési diclofenacu,
ibuprofenu, naproxenu a kyseliny acetylsalicylové. K testovani byly vybrany dva testy,
imobilizaéni test na perloo¢kach Daphnia magna a fasovy test na Desmodesmus subspicatus.
Vysledky jsou podobné, akutni toxicita téchto latek se zda byt nepravdépodobna, to je
vzhledem Kk faktu, Ze testované latky jsou 1éCiva logické, protoze silné akutni ucinky
nemuzeme ve skuteCnosti oCekavat, protoze akutni toxicita by omezila farmaceuticky
prospéch slouceniny. Pfi kumulovéni v Zivotnim prostfedi vSak miize dochazet k chronickym
ucinktim. Stejné je to i s ekotoxickym ucinkem a akutni toxicitou vSech testovanych latek, u
jednotlivych latek je mirny, avSak ve smési byl zna¢ny a to uz i pti koncentracich, pii kterych
jednotlivé latky neprokazaly zadny nebo jen velmi maly vliv. Naméfené hodnoty EC50
prokazaly, Ze potencidln¢ Skodlivy pro vodni organismy je pouze diklofenak. Pti hodnoceni
ekotoxicity smési byly naméfeny vysoké hodnoty EC50, z toho vyplyva, ze pokud latky
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kombinaci s kyselinou acetylsalicylovou [47].

3.2.3 Binarni smési kovi a 1é¢iv

Toxikologicka studie sledovala akutni toxicitu binarnich smési tézkych kovu a 1é¢iv [49].
Tuto studii lze povazovat za pifelomovou v problematice stanoveni toxicity bindrnich smési
kov-Iécivo a lze z ni vychazet také pro hodnoceni ekotoxicity binarnich smési riznych latek
(kov-kov, kov-1é¢ivo a jiné typy binarnich kombinaci latek). Tato studie je pouze jedina, ktera
se zabyva ptisobenim kovu v kombinaci s 1é¢ivy, prozatim byly provedeny studie kombinace
kovii mezi sebou nebo kombinace 1é¢iv [41,46,47,49].

Vzhledem K soucasnému pusobeni $kodlivych latek z rtiznych oblasti mize na jednom
misté pusobit spoleéné odpad z primyslové vyroby, 1é¢iv a zeméd¢€lstvi. Pro experiment [49]
byly pouzity 1é¢iva diklofenak a 3,4-dichloranilin v kombinaci s kationy niklu, protoze tvoii
¢ast znecistujicich latek v zivotnim prostiedi. Jde o polutanty, které se do zivotniho prostiedi
dostavaji z riznych zdroji (farmacie, chemicky primysl, zeméd¢lstvi) a plisobi rozdilnymi
mechanismy. Nikelnaté ionty jsou pro organismy esencidlni, nicméné vyroba tisicll tun
sloucenin niklu, primyslové emise i zemédélstvi mé za nasledek kontaminaci ovzdusi, piady i
vod slou¢eninami niklu. Hlavné produkce chloridu nikelnatého se mnohondsobné zndsobila.
Chlorid nikelnaty je klasifikovan jako toxicky se symbolem T, je podezieny z karcinogenity,
genotoxicity a z alergizujicich G¢inkd. Proto tedy, i kdyZ je nikl pro organismy esencialni, je
vV nadmérném mnozstvi toxicky. Podobné jako 3,4-dichloranilin, ktery se dostava do Zivotniho
prostiedi rozkladem herbicidi diuronu, linuronu a propanilu, pouzivanych v zeméd¢€lstvi
k ochran¢ rostlin. Latka 3,4-dichloranilin se snadno vaze na organicky material v pidé a tam
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se kumuluje. Jako tieti byl vybran diklofenak, jehoz u¢innou latkou je kyselina 2-[2,6-
dichlorfenyl)amino]benzenoctova, a je Casto uzivana jako ucinna latka v protizanétlivych
nesteroidnich 1é¢ivech, kterda ma analgetické a antipyretické vlastnosti, proto je ¢asto uzivan
Vv lécich tlumicich bolest kloubli a svali. Spolu se svymi metabolity zna¢né kontaminuje
zivotni prostfedi. Protoze neni vzdy znamé, jak se slozky v Gc€incich navzajem ovlivni, neni
odhad rizika expozice smésim chemickych latek jednoduchy. I kdyz je predpoklad, ze se
velikosti u¢inkl jednotlivych slozek scitaji, nemusi to tak byt. Pfi stanoveni nebezpecnosti
styku s chemickymi latkami je dtlezitou vlastnosti jejich akutni toxicita. Pro jeji stanoveni je
Vv soucasné dobé snaha pouzit alternativni test k testim na zvifatech jak in vitro, tak in silico,
které by puivodni testy na obratlovcich nahradili. Takovym testem by mohl byt i test na
primarnich hepatocytech z potkana, ktery v sobé spojuje vyhody testli na nizsich organismech
s vyhodami testil na vysSich organismech. Vyhodou testd na niz$ich organismech je prace
s roztoky slou€enin a velky pocet testovacich ,jednotek®, tedy jaternich bunck. U testd
vyssich organismi jde o buniky savcil. Pro testovani toxicity neni pouziti jaternich bunék nova
zalezitost. Cilem této studie bylo stanovit akutni toxicitu dvou smési latek s rozdilnym
pusobenim a puvodem, chloridu nikelnatého s diklofenakem a chloridu nikelnatého s 3,4-
dichloranilinem. Pro stanoveni toxicity téchto smési byly pouzity primarni hepatocyty
z potkana. Byly stanoveny efektivni koncentrace pro ireversibilni poSkozeni membran bunék
barvenim trypanovou modii, viabilitu a efektivni koncentraci pro zasah do metabolickych
funkei bunek [49].

Experiment byl proveden nasledovné, nejprve byly izolovany hepatocyty, po odstranéni
vapenatych iontl z jater perfuzi roztokem, obsahujicim chelatacni ¢inidlo EGTA, byly buiky
uvolnény perfuzi roztokem obsahujicim kolagenosu, ta uvolni kolagenové buniky ve struktufe
jaterni tkané. Ziskand suspenze se pievedla do kultivatniho média, do ného se ptidava
testovana latka vriznych koncentracich. U kazdé je stanovena Zivotnost (viabilita)
hepatocytiit barvenim Trypanovou modii. Pramérna zivotnost se pohybuje kolem 80%.
K optickému rozliSeni ireversibilniho poskozeni bunééné membrany hepatocytli pouzijeme
mikroskop, pod nim se vitalni hepatocyty zobrazi morfologicky bez poruchy, jako samostatné
kulaté buiiky. Barvivo nepronikd do neporusenych, Zivych bun€k a obarvi jen bunky
s poskozenou membranou, mrtvé buiiky. Zivotnost je kvantifikovana jako pomér poétu Zivych
bunék proti celkovému (zivé i mrtvé) poc¢tu bun€k. Pokud tedy nedojde k thynu a vSechny
bunky zistanou zivé, je zivotnost 100%. Vyhodnoceni se provadi pomoci Biirkerovy
komirky. Primér pomérii mezi zivymi buiikami a celkovym poctem bunck je oznacen za
podateéni (nulovou) Zivotnost pfipravené suspenze hepatocytil. Zivotnost blanku (kontrola
bez jakékoliv latky) zmenSena o pocateni Zivotnost je pokladand za 100% Zivotnost.
Utinnost viech koncentraci testované latky je po¢itana po 60 minutach expozice v procentech
ze 100% zivotnosti kontrolniho roztoku. Z vysledkd jednotlivych méfeni je konstruovana
kiivka zavislost velikosti U€inku, zivotnost na koncentraci a vypocita se EC50. Tento test
stanovuje funk¢ni integritu a metabolickou schopnost nebo neschopnost hepatocytii a
nabourani jejich metabolickych cest. NaruSeni metabolickych cest je charakterizovano
zménou schopnosti meénit ornitin v mocovinu. Koncentrace mocoviny se méfi
spektrofotometricky. Rozdil mezi koncentraci mocoviny na pocatku pokusu pred pfidanim
testované latky a po 30 minutich expozice sledovanou latkou odpovida tvorbé mocoviny.
Tento rozdil ve vzorku, do které¢ho nebyla ptfidana zadna latka je pokladan za 100% a hodnoty
exponovanych vzorkli jsou ktéto kontrolni hodnoté vztaZeny. Stanoveni se provadéclo
Vv tomtéz roztoku, jako byla meéfena zivotnost barvenim Trypanovou modii. Poté byla
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sestrojena kiivka zavislosti velikosti Gi¢inku na koncentraci testované latky. Hodnoty EC50
v molérnich koncentracich udévaji koncentraci testovanych latek v roztoku, pii které dochazi
ke snizeni Zivotnosti bun¢k nebo metabolické aktivity na 50% [49].

Pro testovani byl pouzit chlorid nikelnaty, 3,4-dichloranilin a diklofenak sodny. Uginek
binarnich smési byl testovan pfi rizném molarnim pomeéru latek ve smeési. Pro jednotlivé
smési byla stanovena EC50 jako souhrnnd koncentrace latek ve smési, kterd zpusobuje
ucinek. Byly métfeny hodnoty EC50 pro samostatné latky a pro smési chloridu nikelnatého s
3,4-dichloranilinem a smési chloridu nikelnatého se sodnou soli diklofenaku. Vysledky
prokazaly, Ze toxicita smési diklofenaku s 3,4-dichloranilinem ma aditivni ucinek, tedy
velikosti u¢inkti jednotlivych slozek smési se scitaji a dochézi jen k nepatrnému vzajemnému
ovlivnéni. Naopak ve smési diklofenaku s chloridem nikelnatym dochazi k prudkym
vzajemnym interakcim a vyraznému ovlivnéni. V této smési dochdzi k vytvoreni svétlezelené
srazeniny. PFi porovnani s toxicitou roztoku samotného chloridu nikelnatého, ktera byla pii
jeho prebytku vysoka, ale ve smési s diklofenakem toxicita sole diklofenaku byla postupné
eliminovana, pravé za vzniku srazeniny. V zavislosti na poméru koncentraci slozek toxicita
smési klesa az témeét k zadné. Vedle tvorby srazeniny, Ize i pfedpokladat vliv nikelnatych
iontli na metabolismus diklofenaku. Toxické ucinky diklofenaku nejsou zanedbatelné, naopak
patii k vysoce toxickym latkam, avSak v pfitomnosti niklu se jeho toxicita vyrazné snizuje. To
znamena, ze v prirodé miize dochdzet i ke snizovani ekotoxicity nckteré slozky zneciSténi
pusobenim jiné slozky [49].

| kdyz tato studie je z oblasti toxikologie jeji vyznam spociva v jeji aplikaci pro studium
ekotoxickych uc¢inkid binarnich kombinaci kov-l1é€ivo, které nebyly dosud studovany. Tato
studie miize ovlivnit dal$i vyvoj stanovovani ekotoxickych ucinkli bindrnich smési pro vodni
nebo terestrické organismy, kdy mohou byt aplikovany testy ekotoxicity na analogickém
principu. Dal$im dilezitym faktem je zpisob vyhodnocovani toxickych ucinkll s vyuzitim
normalizace u¢inku pro binarni smési. Zpiisob realizace, metodika a vyhodnocovani testu 1ze
také vyuzit v stanoveni ekotoxicity binarnich smési [49].
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4. ZAVER

V dnesni dobé je plisobeni chemickych skodlivin na ¢loveéka a na zivotni prostiedi zcela
bézné. Chemické latky vstupuji do naseho prostfedi z mnoha oblasti lidské c¢innosti,
zemédé@lstvi, primyslové vyroba, farmacie, zdravotnictvi a dopravy. Nejen toxické kovy a
chemické skodliviny, ale i biologicky aktivni latky vyvolavaji pfi kontaktu s organismem
ucinek, tedy né¢jakou biologickou zménu. Pii vSech vzajemnych interakcich se latky vzajemné
ovliviiuji. Prace se zabyva pravé témito interakcemi, které posuzuji, jestli se pii kontaktu dvou
nebo vice latek jejich toxicky a ekotoxicky ucinek zvétSuje, zmensSuje, s¢itd nebo nasobi.
Vysledky jsou pfinosné pii riznych stanoveni bézn¢ uzivanych v praxi. Zatim co, toxicita
jednotlivych latek je vice znamad, jejich vzajemné interakce uz tolik ne. Pravé toto jejich
spole¢né pusobeni je jednou z moznosti, kterd se d& urCit pifi testech ekotoxicity na
testovacich organismech. Z ekotoxicity jednotlivych latek se da urcit uinek pfi stanoveni
binarnich smési. A pii stanoveni pro slozitéjs$i interakce se zase vychéazi z vysledkl u
binarnich smési. Prace shrnuje poznatky, kterych je stale celkem malo, hlavné pfi interakcich
kovu s Ié¢ivy, ale vzhledem k vyvoji velkému mnozstvi novych chemickych latek je nezbytné
neustale rozvijet a studovat tyty interakce a jejich vzajemné ovliviiovani.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CHCI;5— trichlormethan

CCl4— tetrachlormethan

DNA — deoxyribonukleova kyselina
EC — European Commission

EC50 — efektivni koncentrace (stfedni koncentrace), half maximal effective concentration,
koncentrace latky, ktera vyvola 50% thyn nebo imobilizaci testované¢ho organismu

EGTA — etylen glykol tetraoctova kyselina
DDT - dichlordifenyltrichlormethylmethan

ISO — International Organization for Standartization (Mezinarodni organizace pro
normalizaci)

OECD - Organization for Economic Cooperation and Development (Organizace pro
hospodaiskou spolupraci a rozvoj

US EPA — U.S. Environmental for Protection Agency
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