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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva ekotoxickou kyseliny 2-[(2,6-dichlorfenyl)anilin]benzen
octové (diklofenak), kyseliny a—methyl-4-(2-methylpropyl)benzen octové (ibuprofen) a smési
diklofenaku s kadmiem s vyuZitim fasového testu toxicity v souladu s CSN EN ISO 8692. V
teoretické Casti je popsana problematika 1éCiv v zivotnim prostfedi, dale charakteristika
standardnich fasovych testii a alternativnich testii. U vSech realizovanych fasovych testi
toxicity byly jako testovaci organismy pouzity zelené sladkovodni fasy Desmodesmus
subspicatus. Pomoci téchto testi byly stanoveny hodnoty I,Csy pro standardni latku
dichroman draselny, samotna 1é¢iva diklofenak a ibuprofen a pro kadmium. Soucasti prace je
stanoveni toxicity kadmia ve smési s diklofenakem.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the ecotoxicity of 2 - [(2,6-dichlorophenyl)aniline] benzene
acetic acid (diclofenac), a — methyl-4-(2-methylpropyl) benzene acetic acid (ibuprofen) and
mixture of cadmium and diclofenac and studies the above using algal toxicity test in
accordance with 1SO 8692. The theoretical part describes the issue of pharmaceuticals in the
environment, and characteristics of standards algae tests and alternative tests. Freshwater
green algae Desmodesmus subspicatus were used as testing organisms in all the implemented
algal toxicity tests. By the means of these tests, the I,Cso values for the standard substance
potassium dichromate, the drugs diclofenac and ibuprofen and cadmium were determined.
The toxicity of cadmium in mixture with diclofenac was also evaluated.

KLICOVA SLOVA

Rasovy test, toxicita, ekotoxicita, alternativni fasovy mikrobiotest, diklofenak, ibuprofen,
kadmium, smés

KEYWORDS
Algal test, toxicity, ecotoxicity, alternative algal microbiotest, diclofenac, ibuprofen,
cadmium, mixtures
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1. UVOD

Mnoho let je zivotni prostiedi zneciStovano riznymi polutanty, mezi které patii kovy,
polychlorované bifenyly (PCB), polycyklické aromatické¢ uhlovodiky (PAHs) a dalsi
perzistentni organické latky (POPs). Relativné novym environmentalnim polutantem jsou
1é¢iva.

V minulosti byly 1éCiva rostlinného a zivocisného puvodu. Postupem casu se do této oblasti
zacaly prolinat poznatky z chemie a dnes jiz vétSinu 1éCiv vyrabime prumyslové. Produkce a
spotifeba 1éCiv je velkd a stale stoupa. Lidské t€lo nedokdze synteticky vyrobena léciva
rozlozit na latky, které by nijak neplsobily na Zivotni prostiedi. A proto dnes nachdzime
1éCiva ve formé biologicky aktivnich latek témét v kazdé Casti zivotniho prostiedi. Nejvice
kontaminovanou ¢asti zivotniho prostiedi 1é¢ivy je voda.

Dnes mame k dispozici mnoho dat o ekotoxicité jednotlivych 1éc¢iv, jejichz akutni toxicita se
na zivotni prostiedi vyrazné neprojevila. Chronickd toxicita vSak mize mit zcela jiné
nasledky. Dalsi skutecnosti a problémem je, Ze 1éCiva a jejich metabolity se v zivotni prostiedi
nachazi ve smési spolu s dal$imi environmentalnimi polutanty. Zatim je k dispozici malo
informaci o tom, jak se navzajem ovliviiuji 1é¢iva a dalsi kontaminanty ve vodnim prostiedi.
Z tohoto divodu bylo cilem bakaléiské prace stanoveni nejen ekotoxicity samotnych 1é¢iv
diklofenaku a ibuprofenu, ale i toxicity kadmia ve smési a diklofenakem.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Rasové testy toxicity

Rasy patii mezi organismy, které jsou pozorovatelné pod mikroskopem a jsou velmi
dalezitym ¢lankem potravniho fetézce. Jejich télo, které je tvoreno stélkou obsahuje jadro a
jadernou membranu, z toho diivodu jsou fazené mezi eukaryotické buiniky. Obyvaji predevSim
vodni prostfedi, ve kterém tvofi autotrofni slozku spolecenstva.

Fytoplanktonni fasy najdeme ve volnych vodach, kde se pasivné vznaSeni na hladiné a
pohybuji se pomoci bi¢ikll a brv. Perifytonni fasy tvoii nanosy na rostlinach a kamenech
ponofenych ve vodé. Bentické fasy obyvaji dno vod.

Rasy se déli do $esti hlavnich taxonomickych skupin — Rhodophyta (ruduchy), Dinophyta
(obrnénky), Cryptophyta (skryténky), Chromophyta, Euglenophyta (krasnoocka) a
Chlorophyta (zelené tasy).

Chlorophyta jsou zelené diky asimilaénim pigmentim — chlorofyl a, chlorofyl b, a-chlorofyl,
B-chlorofyl a xantofyly, a déli se do n&kolika tfid, mezi které patii zelenivky
(Chlorophyceae).

Tato tfida obsahuje voln€ Zijici bi¢ikovce, jednobunééné kapsalni a kokalni fasy. VEtsi ¢ast
buiiky vypliuje chloroplast, ktery je ve vétSiné bunck jen jeden. Pokud ma burika nedostatek
zivin, zastavi se jeji déleni a chloroplast méni barvu ze zelené na Zlutou. Bunécéna sténa
kokalnich zelenych tas (napt. Desmodesmus) se sklada s polysacharidi gluk6zy, mandzy,
arabindzy a dalsSich jednoduchych cukri.

Nékteré¢ jednobunééné zelenivky tvoii kolonie, které obsahuji nékolik generaci. Zvlastnim
utvarem je cenobium. Jedna se o nékolik bun¢k v jednom celku, které jsou geometricky
uspotadané a jsou z jedné generace [1, 2, 3].

Obrazek 1 Desmodesmus subspicatus [4]

2.1.1. Rozdéleni Fasovych testi toxicity

Testy toxicity a ekotoxicity se rozdé€luji, podle druhu testovaciho organismu, doby expozice a
koncentrace testované latky.

Podle druhu organismu se testy déli na terestrické a akvatické. U terestrickych testt patii k
nejcastéji pouzivanym organismim roupice, bakterie, zizaly, jednodélozné a dvoudélozné
rostliny. Mezi terestrické testy patii napiiklad test inhibice rustu kofene hoicice bilé (Sinapis
alba) a test inhibice ristu kotfene cibule kuchynské (Allium cepa). U akvatickych testi patii



K nejcastéji pouzivanym organismim ryby, korySi, vodni rostliny, fasy a bakterie. Mezi
akvatické testy patii naptiklad test toxicity na okiehku mensim (Lemna minor), test toxicity
na korysi Daphnia manga a test toxicity na fase Desmodesmus subspicatus.

Podle doby expozice se testy déli na akutni, semichronické a chronické. U akutnich testa je
doba expozice v intervalu od 24 do 96 hodin. Subchronické testy toxicity trvaji nékolik tydni
az meésicii a chronické testy trvaji mésice az n€kolik let.

Dale se tety toxicity deli podle pokrocilosti designu testovaciho systému na testy 1., 2., a
3. generace. Do prvni generace patii zakladni (standardni) testy, do druhé generace patii
mikrobiotesty a do tieti generace patii biosenzory, biosondy a biomarkery.

Na dé¢leni testl toxicity ma vliv 1 trofickd uroven testovaciho organismu, druh testované
matrice, typ testovaného vzorku, zpiisob pfipravy vzorku, stupein komplexnosti detekéniho
systému a zpusob vyhodnoceni [5, 6, 7, 8].

2.1.2. Princip Fasovych testi

Rasové testy toxicity patii mezi standardizované akvatické testy a jsou déleny na testy
s motskymi fasami CSN EN ISO 10253, testy se sladkovodnimi fasami CSN EN ISO 8692 a
sinicemi.

Testy maji pfesné definované podminky. Tyto podminky urcuji druh testovaného organismu,
hustotu tohoto organismu na zacatku testu, slozeni kultivaéniho média, pocet opakovani u
kazdého vzorku a délku trvani testu. Dale je v podminkach urcena teplota, pii které se fasové
inokulum vyviji a kvalita a intenzita osvétleni, které musi byt zajiSténo po celou dobu
testu [9, 10, 11].

Principem testu je exponencialné¢ rostouci fasovd kultura, kterd je vystavena riiznym
koncentracim testované latky, kdy dochazi k inhibici ristu této fasové kultury vlivem
testované latky. Béhem relativné kratké doby je ucinku této latky vystaveno nekolik generaci
fas.

Pied testovanim latky je vhodné pouzit referen¢ni latky, diky nimZ lze zjistit nevyhovujici
podminky testu a piedejit tak chybam pfi stanovovani toxicity urcitych latek. Dichroman
draselny lze pouzit jako referencni latku. Vysledky fasovych testl toxicity s referen¢ni latkou
by mély byt uvedeny v protokolu [12].

2.1.3. Rasové testy toxicity se sladkovodnimi Fasami

Tento test se pouziva pro stanoveni ekotoxicky riznych chemickych latek, které se vyskytuji
v riznych slozkach vodniho ekosystému a maji neptiznivy vliv na rist sladkovodnich fas.
V CR je standardizovana metoda CSN EN ISO 8692, ktera je pouzitelna pro latky snadno
rozpustné ve vodé. Zkouska inhibice riistu sladkovodnich fas nebo sinic je popsana i smérnici
OECD 201 [8, 13].



Tabulka 1 Podminky

pro test podle normy CSN EN ISO 8692 [11]

Zkusebni
organismus

Pocet organismi na
banku

sladkovodni druh zelené fasy
Desmodesmus subspicatus nebo
Pseudokirchneriella supcapitata z fadu
Chlorococcales

10 bun&k/ ml

Kultiva¢ni banky

Kultivaéni zafizeni

konické bainky na 250 ml se zatkami
propoustejicimi vzduch

klimatizovany box nebo mistnost s bilou
zarovkou

Pocet opakovani
Doba trvani testu

Teplota

Hodnota pH
rastového média

nejméné 3 x

72 + 2 hod.

23+£2°C

8,1+0,2

2.1.4. Rasové testy toxicity s mo¥skymi Fasami

Tento test se pouziva pro stanoveni ekotoxicky riznych chemickych latek, vyskytujicich se ve
vodnim prostfedi. Podminky testu pro motské fasy jsou obdobné jako podminky testu pro

sladkovodni fasy. V CR je standardizovana metoda CSN EN ISO 10253 [10].

Tabulka 2 Podminky pro test podle normy CSN EN ISO 10253 [10]

ZkuSebni
organismus

Pocet organismt na
banku

Moftské tasy Skeletonema costatum nebo
Phaeodactylum tricornurum

10* bungk/ ml

Kultivaéni banky

Kultivaéni zafizeni

konické banky na 250 ml se zatkami
propoustejicimi vzduch

klimatizovany box nebo mistnost s bilou
zarovkou

Pocet opakovani
Doba trvani testu

Teplota

Hodnota pH
rustového média

3 X

72 £+ 2 hod.

20£2°C

8,1+0,2
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2.1.5. Média pro rasové kultury

Jednobunééné zelené fasy rostou v prostiedi zivného média, které ma presné¢ definované
slozeni. K ptipravé zivného média se pouziva voda o ¢istoté < 10 uS-Cm'l, COZ znamena, 7e
v takové vodé se nachizi velmi mélo rozpu§ténych iontdl. Rasy se v zivném mediu vyviji
exponencialné a fasové inokulum pouzité pro test se odebira praveé v exponencialni fazi ristu.
Aby byl zajistén exponencidlni rist, musi byt hustota fasové suspenze dostate¢né nizka.
Doporucena hustota je 10* bun&k/ml. Tato hustota bungk by se v kontrolnim roztoku mé¢la za
dobu trvani testu zvétsit 16 krat. Pro fasové testy udavaji normy nékolik standardnich Zivnych
médii [9, 11, 12].

Tabulka 3 Zivné médium podle normy CSN EN ISO 8692 [11]

Hmotnostni
Zasobni roztok Zivina Zétggﬁ?rr:rriczi (:/ku
[o1"]
Zasobni roztok 1: NH,CI 1,50
makroslozky zivin MgCly-6H,0 1.20
CaCl,-2H,0 1,80
MgSO,-7H,0 1,50
KH,PO, 0,16
Zasobni roztok 2: FeCls-6H,0 64,00-10°
Fe-EDTA Na,EDTA-2H,0 100,00-10°
Zasobni roztok 3: H3BO; 185,00-10°
stopove prvky MnCl,-4H,0 415,00-10°
ZnCl, 3,00-10°
CoCly-6H,0 1,50-10°°
CuCl,-2H,0 0,01-10°
Na,MnO,-2H,0 7,00-10°
Zasobni roztok 4:
NaHCO; NaHCO3; 50,00

11



Tabulka 4 Zivné médium BB (Bristol modif. Bold) [14]

Hmotnostni

Zisobni roztk Zivina sisconii rosiok
[g17]
Zasobni roztok 1: NaNO; 25,00
CaCl,.2H,0 2,50
K2HPO, 7,50
KH,PO,4 17,50
MgSQO,4.7H,0 7,50
NaCl 2,50
Zasobni roztok 2: Chelaton 111 50,00
KOH 31,00
Zasobni roztok 3: FeS0,.7H,0 4,98
H,SO4 konc. 1,00
Zasobni roztok 4: H3BO; 11,42
Zasobni roztok 5: ZnS0,.7H,0 8,82
MnCl,.4H,0 1,44
Na;M00,4.2H,0 2,42
nebo MoOs 0,71
CuS04.5H,0 1,57
Co(NO3),.6H,0 0,49

Motskeé tasy se kultivuji v Zivném médiu, které se sklada ze syntetické nebo ptirodni motské
vody a z ptesné definovaného mnozstvi zivin (chemikalie Cistoty p. a.). Pokud se pouzije
ptirodni motska voda, je nutné, aby byla zbavena necistot. Pro pfipravu syntetick¢ motskeé
vody se pouziva deionizovana voda [10].

12



Tabulka 5 Synteticka morska voda [10]

Hmotnostni

Sil koncentrace
[g17]
NaCl 22,000
MgCl,-6H,0 9,700
Na SO, (bezvody) 3,700
CaCl; (bezvody) 1,000
KCI 0,650
NaHCO; 0,200
H3BOs 0,023

Tabulka 6 MnoZstvi Zivin pro Zivné médium pro morské rasy [10]

Hmotnostni
Zasobni roztok Zivina zétggﬁ?rrrlltrra(l)czi:ku
[g1"]
Zasobni roztok 1: FeCls-6H,0 0,044
MnCl,-4H20 0,144
ZnS04-7H,0 0,045
CuSO,-5H,0 0,157-10°
CoCl,-6H,0 0,404-10°
H3BO3 1,140
Na,EDTA 1,000
Zasobni roztok 2: Thianin
hydrochlorid 0,050
Biotin 0,010-10°
Vitamin By, 0,100-10°
Zasobni roztok 3: KsPO, 3.000
NaNO; 50,000
Na,SiO3-5H,0 14,000

2.1.6. Provedeni testu toxicity

Pfed uréenim vlastni hodnoty ECsp (efektivni koncentrace) nebo 1Csy (inhibi¢ni koncentrace)
se provadi fada testil, ve kterych se zjistuje, jak plisobi latka o neznamé toxicité na testovaci

organismus.
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Limitni test

V této prvni zkouSce zjistime, zda latka vykazuje toxické ucinky ¢i nikoliv. Koncentrace
testované latky je 100 mg-l’l, aby se prokazalo, ze hodnota ECsg testované latky je vysSsi nez
koncentrace 100 mg-1™. Test se provadi ve dvou paralelnich nasazenich. Pokud nedojde
k thynu testovaného organismu, hodnoti se test jako negativni a provede se ovéfovaci test.
Jestli-ze k thynu dojde, hodnoti se test jako pozitivni a provede se test orientacni [6, 8].

Oveérovaci test

V tomto testu dojde k ovéteni negativniho vysledku u limitniho testu. Test se provadi v Sesti
paralelnich nasazeni. Pokud thyn v roztocich nepfevysuje o 10 % thyn v kontrole, hodnoti se
test jako negativni a dalsi testy se jiz neprovadéji. Pokud je thyn v roztocich o 10 az 50 %
vys$si nez v kontrole, hodnoti se test jako pozitivni. Vysledky se zaznamenaji do protokolu,
ale dalsi testovani se neprovadi. Pokud je thyn nad 50 %, pfistoupi se k orienta¢nimu testu

[6].
Orientaéni test

Cilem orienta¢niho testu je zjistit nejvyssi koncentraci testované latky, ve které jesté nedojde
V koncentracnim rozmezi tedy lze o¢ekavat hodnotu ECsy.
Nejvyssi koncentrace, kterd jesté neptisobi na organismus toxicky je oznacena jako OCy a

v

Urceni koncentraéniho rozmezi

Usporadani koncentracni fady by meélo byt geometrické s minimalné 5 koncentracemi.
Optimalni pocet koncentraci je 7. Jedna hodnota koncentrace je blizka hodnoté ECsy a
zbyvajici koncentrace jsou symetricky rozdéleny mezi interval OCy az ECsp @ ECsp az OCjgp.
Dvé koncentrace odpovidaji hodnotam OCq a OCiqo [6].

Zakladni test

V zékladnim testu se urci vlastni hodnota ECsp. Rozmezi koncentraci je ur¢ené orientatnim
testem. Koncentrace jsou rozdéleny kolem piedpokladané hodnoty ECsy tak, aby doslo
k zaznamenani 5 — 95 % uhynu testovaného organismu. Nejvyssi a nejnizsi koncentrace jsou
limitni koncentrace zjisténé v orientacnim testu [6].

2.1.7. Spektrofotometricka metoda vyhodnoceni Fasového testu

V standardnim fasovém testu jsou pouzivany b&zné laboratorni pomiicky. Rasy musi mit
dostatek mista pro vyvoj a zaroven jim musi byt poskytnut staly pfisun vzduchu. Z tohoto
divodu se jako kultiva¢ni banky pouzivaji 250 ml Erlenmayerovy barnky, které maji pro tento
vyvin vhodny tvar. Hrdlo musi byt opatfeno takovou zatkou, kterou bude proudit vzduch
dovniti banky, ale kterd zaroven zabrani pfestupu kontaminantli a necistot. Baiky jsou
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umistnény v kultivaénim zafizeni, kde je zajiSténa stild teplota a rovnovazné osvétleni.
V ptipad€, Ze je v pribchu testu pouzito tfepani, nesmi objem roztoku piesahnout 50 %
z celkového objemu barky.

Pti vyhodnocovani fasovych testli je méfen rist fasového inokula na zdklad¢ kvantifikace
poctu bun¢k. Kvantifikace je provadéna pomoci svételného mikroskopu a spektrofotometru.
Pod mikroskopem jsou buiiky pii n€kolikandasobném zvétSeni pocitiny na Cyrusové nebo
Biirkerové komtrce. V komiirce se Spocitd mnozstvi fasovych bunck na urcité ploSe ¢tverci.
Z napocitaného mnozstvi bunék a poctu vysetfenych ctverct, ziskame hodnotu koncentrace
bun¢k na ml.

Nejdiive se tedy stanovi pocet bunék v zasobni kultufe. Redénim kultury se ziska fada
koncentraci. Z kazdé koncentrace se odpipetuje malé mnozstvi roztoku na pocitaci komurku,
kde se spoc€itd mnozstvi bunék na ml a zaroven se zméii absorbance kazdé koncentrace.
Zelené tasy obsahuji chlorofyl, ktery absorbuje svétlo pii vlnové délce 683 nm. Tato
absorbance je métena na spektrofotometru. Ziskana data se vyhodnocuji ve formé korelace,
vyjadiujici zavislost absorbance na poctu bunék. Z této korelace se ziska rovnice regrese ve
form¢ y = ax + b. Tato rovnice se pozdéji pouZije pro vypocet hustoty fas v samotném testu
toxicity [9, 12].

Jinym zplGsobem vyhodnoceni testu pomoci spektrofotometrické metody je miniaturizovana
forma klasického tasového testu, ktery probiha na mikrotitra¢nich desti¢kach. Spotiebuje se
tedy mnohem mensi mnozstvi kultivaénich médii i samotného testovaného vzorku.
Davkovany objem piipravenych roztokti do mikrotitraénich desti¢ek je 250 pl do jamky.
Rozlozeni v§ech roztokil pouzitych v testu je uvedeno na obrazku.
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Obrazek 2 Schéma davkovani vzorkii do jamek mikrotitracni desticky [15]

Stanoveni hustoty bun¢k pomoci spektrofotometru probihd dvéma zplsoby. Bud® méfenim
absorbance pti 670 nm, kdy absorbance odpovida mnozstvi chlorofylu nebo méfeni zakalu pti
750 nm. U méfeni absorbance nemaji na stanoveni poc¢tu buné€k, vliv pfipadné bakterie nebo
nerozpusténé latky, které se mohou ve vzorku vyskytovat. Vlivem fyziologickych pochodii se
vSak koncentrace chlorofylu miize ménit, a z toho diivodu je nékdy uptednostiiovano meéteni
zékalu. Vlivem rtzné velikosti bun¢k se mtize hodnota zakalu ménit. V tomto piipadé se
zakal prevede na suSinu, protoze jeji hodnota se vlivem velikosti bun¢k ménit nebude.
Hodnota ECsg se pocita pomoci vzorci uvedenych nize [15].
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Tabulka 7 Podminky rasového mikrobiotestu [15]

Zkusebni
organismus

Pocet organismi

sladkovodni druh zelené fasy
Desmodesmus subspicatus, Selenastrum
capricornutum

10* bunék/ ml

Stari fasy musi byt v exponencialni fazi riistu
?gggizgéiho roztoku 250

Pocet opakovani 5

Doba trvani testu |72 + 2 hod

Teplota 27+2°C

Osvétleni kontinudlni 6000 az 10000 lux

Ostatni podminky bez areace promichavani suspenze alespon

3x denné

2.1.8. Vyhodnoceni ECs, I1Cs

Nejcastéji vyhodnocovanym parametrem je hodnota ECsg, 1Csp. Tuto hodnotu Ize vyhodnotit
dvéma zplsoby. Podle integralu biomasy A nebo pomoci riistovych rychlosti. U integralu
biomasy A se ECsp, ICsy vyhodnoti pomoci porovnani ploch pod rustovymi kiivkami
fasového inokula v testovanych koncentracich a v kontrole. Pfi vyhodnocovani pomoci
rastovych rychlosti se do grafu vynese zavislost inhibice ristu I; na logaritmu koncentrace a
Z rovnice regrese se vypocita piesna hodnota ECsg, 1Cs [9].

Vypocet ECs, ICs podle integralu biomasy A:

A N, — N, <t o+ N, + N, —2N, (
2 ' 2
t1, to, th1, 1y ... Casy méfeni [d]

No, N2, N1, Np-1, Np ... pocet bunék v jednotlivych ¢asovych métfenich [bunky/ml]

N N, —2N
x(t, —t,)+ ..+ n1 ¥ W 0

Z vypocitanych hodnot A se pocita inhibice rlstu Ia;:

_AK_Ai

IAi_

AK

Ax ... pramérna plocha pro kontrolu
A ... primérna plocha pro i-tou koncentraci

X (tn - tn—l)
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Vypocet ECsp, ICsp podle riistové rychlosti p:

INN, —InN
pu=—H™n —° (3)
tn
N, ... hustota bun¢k na konci testu [buiiky/ml]
Np ... hustota bunék na zacatku testu [bunky/ml]
t ... doba trvani testu [1/d]
Pro vypocet ptesnéjsi riistové rychlosti 1ze pouzit nésledujici vzorec:
N, —N N,—-N
(M0 )
17 %0 n "~ 'n-l
= 4
H = (4)
n ... poCet méfeni
Z vypocitanych hodnot u je pocitana inhibice rastu I;:
| =2 8 100 (5)

Hg

Lk ... rastova rychlost kontrolni koncentrace
Wi ... rustova rychlost urcité koncentrace [9, 15]

Definice dalSich vyhodnocovacich parametrti:

LCso je hodnota letalni koncentrace, pii které uhyne 50 % testovanych organismu
v dob¢& expozice.

ECy je koncentrace testované latky rozpusténa ve zkusebnim mediu, kde ,,x“ jsou procenta
sniZeni rstu, mobility, reprodukce atd., testovaného organismu za dobu expozice.

snizeni rustu ve srovnani s kontrolou v danou dobu expozice.

NOEC je koncentrace bezprostfedné nizsi nez LOEC a nejvyssi zkuSebni koncentrace, u které
neni pozorovan statisticky vyznamny $kodlivy u¢inek latky [16].

Smérnice EU93/67/EHS (Komise Evropskych spolecenstvi, 1996) Kklasifikuje latky podle
nejniz§i naméfené hodnoty ECsg v riznych tiidach  rizik. ECso <1 mg:I" by znamenalo
klasifikaci, "vysoce toxicky pro vodni organismy™; od 1 do 10 mg-I* "toxicky pro vodni
organismy", a od 11 az 100 mg-I"* "skodlivy pro vodni organismy . Latky s ECso > 100 mg-I™

by nemély byt klasifikovany a lze je povazovat za neskodné pro vodni organismy [17].
2.2. Alternativni testy
2.2.1. Rasovy mikrobiotest Algaltoxkit F™

Algaltoxkit F™ obsahuje viechny materialy potiebné k testu, véetné zkusebnich organismi
Selenastrum capricornutum, které jsou imobilizované v fasovych kulickach, pro provedeni
dvou kompletnich testi inhibice ristu fas, v souladu s mezinarodné uznavanymi standardnimi
metodami. Zkouska se mtize provést do 30 minut po demobilizaci fas z kulicek. Ta se
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provede pridanim zivného média do zkumavky, ktera obsahuje fasovou kulicku. Nasledné
probéhne tfepani zkumavkou tak, aby se matrice rozpustila. Po rozpuSténi matrice se
zkumavka vlozi do centrifugy, nasledné se odlije voda nad sedimentem, ptida se deionizovana
voda a cely proces se jesté jednou opakuje. Z takto pfipravenych fas se vytvoii zasobni
roztoky fasovych kultur, které se pouziji pro samotny test.

Pro méfeni optické hustoty fas slouzi jednorazové cely o délce 10 cm, které umoziuji rychlé a
pfimé vyhodnoceni, za pouziti jakéhokoli spektrofotometru, ktery je vybaveny drzékem na
10 cm cely. Tyto jednorazové cely jsou soucasti dodavaného setu.

Roztoky s riznymi koncentracemi testované latky a poctem bungk 10* na ml se umisti do
dlouhych cel. Cely jsou ndhodn¢ ulozeny v zasobniku. Viko kazdé cely se necha na jednom
konci oteviené a podepiené plastovym paskem, aby se zajistila vyména vzduchu. Cely se
ponechaji tfi dny v inkubdtoru nebo v mistnosti s konstantnim osvétlenim a teplotou 21-
25 °C. Kazdych 24 hodin se stanovi hustota bun¢k v kazdé cele. Po 72 hodinach se stanovi
hodnota I,Cs.

Mikrobiotesty se podle riznych druhi organismi déli na Daphtoxkit F™ manga (korys
Daphnia manga), Daphtoxkit F™ pulex (kory§ Daphnia pulex), Ceriodaphtoxkit F (korys
Ceriodaphnia dubia), Thamnotoxkit F™ (korys Thamnocephalus platyurus), Protoxkit F
(prvok Tetrahymena thermophila) a dalsi [18].

)

ALGALTOXKET |

Obréazek 3 Set Fady Algaltoxkit F™ s obsahem potiebného materidlu.[19]

2.2.2. Rasovy mikrobiotest Marine Algaltoxkit F™

Marine Algaltoxkit F™ obsahuje vsechny materialy potiebné k testu, véetné zkugebnich
organismi Phaeodactylum tricornutum, pro provedeni dvou kompletnich test inhibice ristu

fas, v souladu s mezinarodn€ uznavanymi standardnimi metodami.

18



Dodéavany set obsahuje zdsobni roztoky pro ptipravu syntetické moiské vody a zasobni
roztoky s piesné¢ definovanym mnozstvim Zzivin, které jsou potiebné pii kultivaci fasové
kultury. Soucasti setu jsou i cely o délce 10 cm, které slouzi pro métfeni optické hustoty fas.
Rasova kultura se inkubuje po dobu 3 dnt v inkubatoru se stalou teplotou 2042 °C a stalym
osvétlenim 10000 lux. Po 3 dnech se tato zasobni kultura pieockuje.

Roztoky s riznymi koncentracemi testované latky a po¢tem bunék 10* na ml se umisti do
dlouhych cel. Cely jsou ndhodné ulozeny v zdsobniku. Viko kazdé cely se necha na jednom
konci oteviené a podepiené plastovym paskem, aby se zajistila vyména vzduchu. Cely se
ponechaji tfi dny i inkubétoru nebo v mistnosti s konstantnim osvétlenim a teplotou 20+2 °C.
Kazdych 24 hodin se stanovi hustota bun¢k v kazdé cele. Po 72 hodinéch se stanovi hodnota
1.Cs0 [20].

2.3. Prehled norem v oblasti testii ekotoxicity

ISO (International Standardization Organization), nabizi standardizované metodiky a normy
z riznych oblasti ekotoxikologickych biotestl, jako je vzorkovani, pfeprava vzorku a jeho
uchovani, metody piipravy vzorku, pribéh biotestli pro vodni ekosystémy a dalsi. V Ceské
republice se legislativa pro ekologické biotesty stale vyviji. Nize jsou uvedeny nékteré normy
z oblasti ekologickych biotestu [8].

CSN EN IS0 8692: Jakost vod. Zkouska inhibice riistu sladkovodnich zelenych fas. Vydéna:
ervenec 2005. Ucinnost: 2005.08.01 [8, 21]

CSN EN ISO 20019: Jakost vod — Stanoveni toxickych uéinki slozek vody a odpadni vody na
okiehek (Lemna minor) — Zkouska inhibice ristu okiehku. Vydana: 2007.05.01. U¢innost:
2007.06.01 [8, 21]

CSN EN ISO 11348-1: Jakost vod — Stanoveni inhibi¢niho t¢inku vzorkii vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich bakteriich) — Céast 1: Metoda s erstvé
pfipravenymi bakteriemi. Vydana: 2009.05.01. U¢innost: 2009.06.01 [8, 21]

CSN EN ISO 11348-2: Jakost vod — Stanoveni inhibiéniho u¢inku vzorkil vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkouska na luminiscenénich bakteriich) — Cést 2: Metoda se susenymi
bakteriemi. Vydéana: 2009.05.01. Uéinnost: 2009.06.01 [8, 21]

CSN EN ISO 11348-3: Jakost vod — Stanoveni inhibi¢niho u¢inku vzorki 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 [8, 21]

CSN EN ISO 10253: Jakost vod — Zkouska inhibice ristu motskych fas Skeletonem costatum
a Phaeodactylum tricornutum. Vydana 2006.12.01. U¢innost: 2007.01.01 [8, 21]

CSN EN ISO 5667-16: Jakost vod — Odbér vzorktl — Cést 16: Pokyny pro biologické zkouseni
vzorkii. Vydana: fijen 1999.10.01. U¢innost: 1999.11.01 [8, 21]
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CSN EN ISO 10712: Jakost vod — Zkouska inhibice ristu na Pseudomonas putoda (zkouska
inhibice rozmnozovani bundk Pseudomonas) Vydana: 1997.12.01. Uginnost: 1998.01.01
[8, 21]

CSN EN ISO 6341: Jakost vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia manga Stratus
(Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni toxicity. Vydana: 1997.12.01. U¢innost: 1998.01.01
[8, 21]

CSN ISO 10706: Jakost vod — Stanoveni chronické toxicity latek pro Daphnia manga Stratus
(Cladocera, Crustacea). Vydana: 2001.12.01. Uginnost: 2002.01.01 [8, 21]

CSN EN ISO 7346-1: Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamoilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] — Cést 1: Staticka
metoda. Vydana: 1999.02.01. Uginnost: 1999.03.01 [8, 21]

CSN EN ISO 7346-2: Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamoilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] — Cast 1:
Obnovovaci metoda. Vydéana: 1999.02.01. U¢innost: 1999.03.01 [8, 21]

CSN EN ISO 7346-3: Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamoilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)] — Cast 1: Praito¢na
metoda. Vydana: 1999.02.01. Uginnost: 1999.03.01 [8, 21]

CSN ISO 10229: Jakost vod — Stanoveni subchronické toxicity latek pro sladkovodni ryby —
Metoda vyhodnoceni t¢inku latek na rdstovou rychlost pstruha duhového [Oncorhynchus
mykiss Walbaum (Teleostei, Salmonidae)]. Vydana: 1997.03.01. Uginnost: 1997.04.01
[8, 2]

2.4. Problematika biologicky aktivnich litek ve vodnim ekosystému

Spotteba 1éciv v ramci EU stale stoupd. Lidstvo spotiebuje miliony baleni desetitisicii druhti
1éCiv, které obsahuji 300 riiznych ucinnych latek. Nejcastéji pouzivanymi léCivy jsou
antibiotika, antidepresiva, 1é¢iva pro diabetiky, hormonalni antikoncepce, 1éCiva tlumici
bolest a zanét. Do vodniho prostfedi se 1éCiva dostavaji vlivem lidského metabolismu, kdy
jsou pozité latky vylouceny z t€la ven ve stale aktivnim stavu a odchazeji diky splaskim az do
Cistirny odpadnich vod. Velmi Casté je skutec¢nost, Ze vétSina lidi se zbavuje 1€¢iv splachnutim
do toalety nebo vyhozenim do opadu. Ve Velké Britanii byla provedena fada vyzkumi, ktera
dokazuje, Ze mezi odpadky kon¢i az dv¢ tretiny proslych 1€kt a z toho se az jedna pétina
dostane do odpadni vody. Znecisténi vody 1éCivy miize byt zplisobené také prisak ze skladek,
které jsou Spatn¢ zabezpecfené. K tniku lé¢iv piimo z vyroby dochdzi ve velmi malé mife.
Néktera 1é¢iva jsou Schopna eliminace vlivem radikalového rozpadu vlivem oxidovadel na
hydroxyl, alkylproxyl a atomérni kyslik. Eliminace miiZe probihat i sorpci na aktivovany kal
(ve Svycarsku je zakazano pouZzivat tento kal jako hnojivo). Jiné latky jsou schopny se
eliminovat biodegradaci.

V ¢&istirnach odpadnich vod (COV) lze 1é¢iva G¢inné odstranit pomoci ozonace. Pomoci
0zonace lze napiiklad odstranit paracetamol za vzniku CO; a jednoduchych dikarboxylovych
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kyselin. Degradac¢ni produkty vznikajici pii ozonaci ztrati svoji biologickou aktivitu a jsou
1épe rozpustné ve vode¢ a tak jsou piipravené pro dalsi biotransformaci. Jako vedlejsi ucinek
ozonace je dezinfekce vody. LéGiva lze na COV G&inné odstrafiovat i membranovymi procesy
nebo pomoci aktivniho uhli ve formé granuli nebo prasku. Bohuzel, ale na stavajicich COV
ve vetsiné piipadd tyto procesy ¢isténi chybi. Pokud nejsou latky dostateéné zachyceny na
COV, dostavaji se dale do povrchovych vod, kde mohou pisobit na fi¢ni biocendzu, a tim
mize dojit ke kontaminaci dal$ich casti ekosystému, naptiklad podzemnich vod, které
vétsinou slouzi jako zdroj pitné vody.

Otazka miry znecisténi vod 1éCivy si ziskava ¢im dal vétsi mezinarodni pozornost. V roce
2008 byl zrealizovan projekt KNAPPE (Knowledge and Need Assessment on Pharmaceutical
Products in Enviromental Waters), ktery provadél monitoring 1é¢iv ve vodnim prostiedi ve 24
zemich svéta. Nejvice znecisténa voda 1écivy byla v Némecku. VétSina 0daji v databazi
KNAPPE se vztahuje k povrchovym vodam, 11 % tdaja se tyka podzemnich vod a 2,2 % se
tykaji pitnych vod. Data ziskana v zahrani¢i lze pro CR vyuZit jen ¢aste¢ng, z diivodi jiné
struktury a spotieby 1€k, jiné technologie Upravy vody a jiného podilu vyuziti povrchovych a
podzemnich vod k tpravé na pitnou vodu. Proto je nutné se tomuto problému v CR
intenzivnéji vénovat. Zatim je ziskano velmi malo udaja [22, 23].

2.4.1. Zakladni rozdéleni 1ééiv

Léciva se deli na latky ovliviujici periferni nervovy systém, latky ovlivitujici centralni
nervovy systém, 1é¢iva ovliviiujici bolest a zanét, latky ovliviiujici hladké svalstvo, diuretika,
latky ovlivitujici kardiovaskularni systém, hypolipidemika, antiobezitika, lokalni hormony
(autokoidy), 1é¢iva ovliviwgjici travici a mocovy trakt, 1é¢iva chorob dychacich cest, 1éCiva
ovliviiujici trombdzu a hormony [24].

2.4.2. Analgetika

rrrrr

Steroidal Anti-Inflammatory Druds).

Opioidni analgetika:

Tyto latky se pouZzivaji pro tlumeni silné bolesti, ale pfi¢inu bolesti nijak neovliviiuji. Ve
vy$Sich davkach mohou opioida vyvolat kromé analgezie také spanek az ztratu védomi. Pri
ucinku latky dojde k interakci s opioidnimi receptory v centralnim nervovém systému. Latka
pusobi jako agonista, jehoz pfirozenymi ligandy jsou endorfiny. Molekula latky (ligand) se
navaze na selektivni vazebné misto receptoru za vzniku komplexu ligand-receptor. Receptor
je takto aktivovan a nésleduje bunécnd odpovéd. Odpovéd’ je zavisld na davce nebo
koncentraci u¢inné latky.

Opioidni analgetika jsou pfirodni a syntetické. Mezi piirodni latky patii morfin a kodein.
Jedna se o alkaloidy, které jsou syntetizované z opia, coZ je suchd Stava ziskand z nezralych
makovic maku setého.

-----

NSAID jsou mén¢ ucinné a maji analgetické, antipyretické a protizanétlivé G¢inky. VSechna
tato 1éCiva maji podobny mechanismus ucinku. Nékteré z téchto 1é€iv jsou volné dostupna bez
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lIékaiského pfedpisu. Antipyreticky ucinek zajiStuje pokles horecky. Analgetické a
COX je dulezita pro syntézu prostaglandinti, které se podili na vzniku bolesti a zanétu.
Existuji dvé formy cyklooxygenasy znacené jako COX-1 a COX-2. NSAID tedy plsobi
neselektivné na obé COX (ibuprofen, diklofenak, naproxen) nebo plsobi selektivné, kdy
blokuji vyhradné¢ COX-2. Selektivni inhibitory jsou vysoce u¢inné a vykazuji minimalni
vedlejsi €inky na gastrointestinalni trakt. U nékterych z téchto latek se vSak objevily vedlejsi
ucinky na kardiovaskularni systém.

Mezi nezédouci reakce na tyto latky patii priijmy, nauzea, zvraceni, krvaceni nebo perforace
zaludecni stény. Ze 100 pacientli, ktefi jsou léceni po dobu jednoho roku, ma 1 — 2 %
komplikace zptisobené krvacenim nebo perforaci. V USA je 16 000 umrti za rok diky témto
komplikacim.

NSAID se déli na derivaty anilinu (Paralen), derivaty kyseliny salicylové (Aspirin), derivaty
kyseliny anthranilové, derivaty kyseliny 2-aryalkanové (Dolmina, Ibalgin), derivaty
pyrazolonu a pyrazolidindionu a oxikamy [24, 25].

2.4.3. Diklofenak

Diklofenak je nesteroidni protizanétlivy 1€k (antirevmatikum). M4 analgetické a antipyretické
ucinky. Pouzivd se u akutnich a chronickych onemocnéni kloubl a svall. Zmiriuje
poopera¢ni a pourazové zanéty. Plsobi na bolesti rizného druhu a lokalizace (bolesti zubu,
hlavy, svali atd.). Protoze snizuje zvySenou teplotu, mize byt uzivan i pii bolestech
spojenych s chiipkou nebo nachlazenim.

Pokud se u pacienta projevuji nékteré z nasledujicich potizi, mél by se s uzivanim diklofenaku
nejdiive poradit slékafem. Zaludeéni viedy, zanétlivé onemocnéni tlustého stieva, t&7§i
porucha jater nebo ledvin, porucha krevni sraZlivosti, onemocnéni srdce a cév spojené se
zadrzovanim vody.

Stejné€ jako u vsech 1éc¢iv i u diklofenaku miize dojit k projevu nezddoucich ucink, jako jsou
nevolnost, bolesti zaludku, bolesti hlavy, zavraté, alergické kozni reakce, zadrZzovéani vody,
otoky. Vzacné se mohou projevit Zalude¢ni viedy, poruchy krvetvorby, poruchy funkce jater
nebo ledvin, nespavost, inava.

Obvykla davka pro dospélého je 25 — 50 mg (tj. 1 — 2 tablety) 1 — 3 krat denn¢. Déti ve véku
1-6 let mohou piijmout davku 0,5 — 3 mg-kg'-den™, ktera je podana ve 2 — 3 dil&ich
davkach. Obvykla davka pro déti starsich 6 let je 2 mg-kg™-den™, podana ve dvou dilgich
davkach. Bez porady s lékatem lze diklofenak uzivat bez pieruseni nékolik dnt az dva tydny.
Mezi ptipravky patii APO-DICLO, DICLOFENAC, DOLMINA, REWODINA (jedna se o
volné prodejné 1éky) [26].
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Obrazek 4 Vzorec diklofenaku [27]

Tabulka 8 Fyzikadlni a chemické viastnosti diklofenaku [27]

Nazev lé¢iva Diklofekak
Systematicky nazev Kyselina 2-[2,6-dichlorfenyl)amino]benzenoctova
Vzorec C14H11C|2N02

Molekulova hmotnost | 296, 149 g-mol™
CAS registracni ¢islo | 15307-86-5

pPKa 4,15
Bod varu 156 - 158 °C
log Kow 4,15

Rozpustnost ve vode 2,37 mg-l'l pti 25 °C

Henryho konstanta 4,7-10" atm'm*-mol™

2.4.4. lbuprofen

Charakteristika ibuprofenu, jeho plisobeni i nezadouci G€inky a délka terapie, jsou stejné jako
u diklofenaku.

Obvykla davka pro dospélého je 200 — 400 mg (tj. 1 — 2 tablety) 3 — 4 krat denné. Obvykla
davka pro déti od 3 let je 10 mg~kg'1 2 — 3 krat denné. Pro déti do 3 let je tato latka ve forme
sirupu.

Mezi piipravky patii ADVIL, BRUFEN, IBALGIN, NUROFEN, NUROFEN FORTE,
NUROFEN pro déti (jedna se o volné prodejné 1éky) [26].
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Obrazek 5 Vzorec ibuprofenu [28]

Tabulka 9 Fyzikadlni a chemické vlastnosti ibuprofenu [28, 29, 30]
Nazev 1éCiva Ibuprofen

Systematicky nazev | a-methyl-4-(isobutyl)fenyloctova kyselina
Vzorec Ci13H150;

Molekulova hmotnost | 206,28 g-mol™

CAS registracni Cislo |15687-27-1

PKa 491:5,2
Bod varu 157 °C
log Kow 3,97

Rozpustnost ve vods |21 mg1™ pii 25 °C
Henryho konstanta | 9,83-10°; 5,03-10" atm*m®-mol™

2.4.5. Toxicita 1é¢iv pro vodni organismy

Citlivost vodnich organismil na 1é¢iva je rozdilnd. V roce 2002 byl proveden soubor biotesti
se tfemi riznymi vodnimi organismy Daphnia manga, Desmodesmus subspicatus a Lemna
minor. Organismy byly vystaveny riznym koncentracim a smésim 1é¢iv. Lemna minor se ve
veétsing piipada projevil jako nejvice citlivy testovany druh [31].
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Tabulka 10 Hodnoty ECsg pro jednotlivé organismy a jednotlivé léciva. [31]

ECso [mg-1™]
Latka
Daphnia manga Desmogiesmus Lemna minor
subspicatus
Karbamazepin > 100 74 25,5
Ibuprofen - Na 108 315 22
Diklofenak - Na 68 72 7,5
Naproxen - Na 174 > 320 24,2
Kaptoprilem > 100 168 25
Metformin 64 > 320 110
Propranolol 7,5 5,8 114
Metoprolol > 100 7,3 > 320

2.5. Toxicita smési diklofenaku, ibuprofenu, naproxenu a kyseliny salicylové

V casopisu Ecotoxicology and Environmental Safety byl v roce 2004 uvetejnén ¢lanek o
toxicit¢ smesi diklofenaku, ibuprofenu, naproxenu a kyseliny salicylové. Ekotoxicita téchto
1é¢iv byla hodnocena pomoci akutniho testu na korysi Daphnia manga a na fasovych testech.
Rasové testy toxicity byly provadény podle evropskych smérnic.

Pro test byly jako testovaci organismy pouzity planktonni zelené fasy Desmodesmus
subspicatus. Podminky tasového testu byly stejné, jako podminky uvedené v tabulce ¢. 1.
Kvantifikace fas byla provedena pomoci méfeni fluorescence chlorofylu. Vyhodnoceni bylo
provadéno pomoci prumérné rychlosti rastu fas. Pro stanoveni ucéinku latek byl pouzit
software ToxRat (Toxicity Response analysis and testing, ToxRat Solutions GmbH). Tento
software slouzi pro statistické vyhodnoceni biotestt standardizovanych v souladu
$ mezinarodnimi smérnicemi ISO, OECD.

Z vysledku studie vyplyvalo Ze, toxicita smési byla znacna 1 pfi koncentracich, kdy jednotlivé
latky neprokéazaly zadny nebo velmi maly vliv na testovaci organismy.

Toxicita jednotlivych latek byla relativné nizka. Hodnoty ECsg ziskané pomoci fasovych testd
byly v rozmezich od 72 do 626 mg-l'l. U vétsSiny testovanych 1é¢iv byly hodnoty
ECso > 100 mg:I™. Pouze diklofenak s hodnotou ECsy 71,9 mg-1™, mohl byt klasifikovan jako
Skodlivy pro vodni organismy. U 1€¢iv se tedy mou projevit spiSe u€inky chronické nez
akutni. Dulezity je také druh organismu, ktery se pro test pouziva, protoze kazdy organismus
jinak reaguje a vyznacuje se s rozdilnou sensitivitou k testované latce nebo smési. Naptiklad u
vodni rostliny Lemna minor byly naméfené hodnoty az 10 krat nizsi nez u fasy Desmodesmus
subspicatus [17, 32].
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Tabulka 11 Vysledné hodnoty ECs.gy S 95 % intervalem spolehlivosti pro jednotliva léciva pro
Desmodesmus subspicatus [17]

ECs ECuwo ECao ECso ECso
Latka L L L 1 L
[mg17] [mg17] [mg17] [mg17] [mg17]
) 44,2 49,2 56,1 71,9 92,2
Diklofenak
(35,7-505) | (41,2-55,2) | (48,8-61,9) | (655-71)9) (83,4 - 106,4)
72,9 102,7 155,5 342,2 753,2
Ibuprofen
(26,1-121,8) | (44,1-159,2) | (82,4 -222,9) | (242,4 - 471,5) | (537,6 - 1323,2)
266 321,5 404,3 625,5 967,5
Naproxen
_x _* _* _x _*
ASA 86,4 90,6 95,8 106,7 118,9
(74,2-90,8) | (81,6-93,7) | (91,6-97,3) | (104,4-114,3) | (112,1-142)5)

* 95 % interval spolehlivosti neni u naproxenu definovan

Tabulka 12 Koncentrace testovanych léciv, které byly pouzity ve smési, ve srovndni
S individudalnimi hodnotami NOEC u jednicovych léciv pro Desmodesmus subspicatus [17]

ECs/4 EC1o/4 ECy0/4 ECso/4 ECgo/4 NOEC

Latka 1 1 1 1 1 1

[mg17] [mg17] [mg17] [mg17] [mg17] [mg17]
Diklofenak 11,1 12,3 14 18 23,1 50
Ibuprofen 18,2 25,7 38,9 85,6 188,3 32
Naproxen 66,5 80,4 101,1 156,4 2419 100
ASA 21,6 22,6 24 26,7 29,7 32
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. Chemikalie a testovaci organismus

Diklofenak-Na (Kyselina 2-[2,6-dichlorfenyl)amino]benzenoctova) CAS 15307-86-5;
ibuprofen-Na (a-methyl-4-(isobutyl)fenyloctova kyselina) CAS 15687-27-1; kadmium CAS
7440-43-9; dichroman draselny CAS 7778-50-9; chlorid amonny CAS 12125-02-9; chlorid
hotec¢naty hexahydrat CAS 7791-18-6; chlorid véapenaty dihydrat CAS 10035-04-8; siran
hotecnaty heptahydrat CAS 10034-99-8; dihydrogen fosfore¢nan draselny CAS 7778-77-0;
chlorid zelezity hexahydrat CAS 10025-77-1/2; chelaton IlIl. CAS 6381-92-6; kyselina
trihydrogen borita CAS 10043-35-3; chlorid manganaty tetrahydrat CAS 13446-34-9; chlorid
zine¢naty CAS 7646-85-7; chlorid kobaltnaty hexahydrat CAS 7791-13-1; chlorid méd’naty
dihydrat CAS 10125-13-0; molybdenan sodny dihydrat CAS 10102-40-6; hydrogenuhlicitan
sodny 144-55-8 [33].

Desmodesmus subspicatus byl zvolen jako testovaci organismus. Tento organismus byl dodan
ze sbirky autotrofnich organismi (CCALA) z Botanického ustavu akademie véd v CR,
Ttebor.

3.2. Pristroje a pomiicky
Mikroskop
Pro stanoveni poctu bun€k v daném roztoku byl pouzit svételny mikroskop Intra miko

L1100B. Tento mikroskop nabizi nékolik zvétSeni. Pro bakalafskou praci bylo pouzito
zvétSeni 20% na okularu a 10x/0,25 na objektivu. Celkové pouzivané zvétSeni bylo 800x.

e |
i

. :
\ d
Obrazek 6 Mikroskop Intra miko L1100B
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Pocitaci komirka Cyrus I

Komirka z optického skla se dvéma kovovymi nozkami pro uchyceni kryciho sklicka, mé na
plose 100 mm? 40x40 ¢tvereck, na kterych se pfi ur€itém zvétSeni pod mikroskopem, pocita
mnozstvi bunék.

HLOUBKA 0,10
100 Seor CYRUS

al=
&l
o=

Obrazek 7 Pocitaci komiirka Cyrus 1. [34]
Spektrofotometr
Na spektrofotometru HACH DR/4000 U byla méfena absorbance testovanych roztokd a

absorbance fasovych kultur pii vinové délce 683 nm. Zjisténa data byla pouzita pro vytvoireni
korelace pro zavislost absorbance a pocet bun¢k.

Obrazek 8 Spektrofotometr HACH DR/4000 U
Ttepacka

Pfi inkubaci fasové kultury a testovanych roztokli bylo pouzito tfepani, aby nedochazelo
k usazovani bunék na dno pozité nadoby a aby dochazelo k lepSimu ptestupu CO, ze vzduchu
do roztoku, ¢imz se zabranilo zménam pH. V praci byla pouzita trepacka s vodni lazni
CERTOMAT typ 886 362/8 WR. Testované roztoky byly umistény ve vodni lazni, kterad
zajistovala stalou teplotu 24 °C. Protoze tfepacka neméla zdroj osvétleni, byla nad ni
umisténa zafivka, ktera poskytovala kontinualni osvétleni 6 000 - 10 000 lux.
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Analytické vahy

Analytické vahy AND A&D INSTRUNEMTS LTD. HR — 120 — EC byly pouzity pro vazeni
chemickych latek, které byly pouzity pro piipravu zivného média a dalSich roztokt
potfebnych v testu.

pH metr

Pomoci pH metru Inolab 2 (WTW) bylo méteno pH Zivného média a testovanych roztoki. U
testovanych roztokii bylo pH méfena na zacatku a na konci testu s podminkou, Ze hodnota pH
se beéhem testu mohla zménit nejvyse o 1,5 jednotky.

3.3. Provedeni testu
Ptiprava zivného média

Do 50 ml odmérnych ban¢k byly pfipraveny Ctyfi zasobni roztoky (viz. Tabulka 3). Presné
definované mnozstvi Zivin bylo prepocitdno na 50 ml. Vypocitané mnozstvi Zivin bylo
nejdiive navdzeno na analytickych vahéch na predvazkach a nasledné bylo kvantitativné
pfevedeno do odmérné baiiky. Pokud bylo vypocitané mnozstvi na 50 ml mal¢, byl pfipraven
koncentrovanéjsi roztok, ze kterého bylo odebrano potiebné mnozstvi. Do odmérné banky o
objemu 1 | bylo nalito 500 ml deionizované vody. K tomuto mnozstvi vody bylo ptidano
10 ml prvniho zasobniho roztoku a 1 ml z ostatnich zasobnich roztoki. Odmérna barika byla
doplnéna po rysku a tfadné protfepana. Takto pfipravené zivné médium bylo vzdy pied
pouzitim probublavano vzduchem po dobu 30 minut a byla u né& stanovena hodnota pH.
Hodnota pH zivného média bylo vzdy v rozmezi 7,6 — 7,9. VSechny chemikalie pouzité pro
ptipravu zivného meédia byly analytické Ccistoty p. a. VSechny zasobni roztoky byly
uchovavany ve tmé a v chladu pfi teploté 4 °C v laboratorni lednicce.

Kultivace fasové kultury

K 150 ml zivného média ve 250 ml Erlenmayerové bance, bylo ptidano 10 ml fasové kultury
z predkultivace. Takto pfipravend kultivace byla ponechana v klimatizované mistnosti pfi
23 °C, za stalého osvétleni a tfepani po dobu 4 dnl. V zdsobni fasové kultufe byl vzdy
stanoven pocet bun€k na ml, aby se mohlo pouzit potfebné mnozstvi inokula pro vlastni test.
Ptreockovani tasové kultury probihalo vzdy po 5 dnech, aby bylo vyhovéno podmince
odebirani fasové kultury pro test v exponencialni fazi ristu.

Kvantifikace bunék na komiirce Cyrus 1.

Pti kvantifikaci bunék bylo vzdy vySetfeno 100 ctvercii, které lezeli uprostied celé plochy
100 mm?. Kazdy ze 100 ctverct byl vySetien samostatné. Nasledné probéhla sumarizace
vSech spocitanych bunék a tato hodnota byla dosazena do vzorce 6. Takto byl stanoven pocet
bun¢k na ml u kazdého roztoku, ktery byl pouzit pro vytvoteni korelace.
a-K
n-z-v

X =

(6)
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X ... pocet bun¢k v 1 ml

a ... pocCet bunék v n ctvereccich

n ... pocet vysetfenych ¢tvereckil

Z ... zahusténi vzorku

K ... celkovy pocet ¢tvereckt (Cyrus I K = 1600)
V ... objem komurky (Cyrus I V= 0,01 ml)

Provedeni testu s testovanymi latkami

K fasovym suspenzim v Erlenmayerovych baiikach byly pfidany testované latky (diklofenak,
ibalgin, kadmium, smés diklofenak — kadmium) v pozadovanych koncentra¢nich rozmezich.
Erlenmayerovy baiiky byly inkubovany pfi teploté 24 °C a pii kontinualnim osvétleni 6 000 -
10 000 lux po dobu 72 hod. Po ukonc¢eni inkubace byl test vyhodnocen.

3.3.1. Stanoveni ekotoxicity referené¢ni latky dichromanu draselného K,Cr,0-
Volba koncentracni fady K,Cr,07

Koncentraéni fada byla volena podle zndmych hodnot I,Csg pro referen¢ni latky. Zvoleno bylo
pet koncentraci v geometrické posloupnosti, tak aby byly vzdy dvé koncentrace pod hodnotou
I,Cs0 a dv¢€ koncentrace nad hodnotou I;,Cso. Koncentrace byly v rozmezi 0,4 — 0,9 mg-l‘l.

Ptiprava roztokti

Do 50 ml odmérné banky byl pfipraven zasobni roztok dichromanu draselného. Koncentrace
zasobniho zatoku byla 10 mg-50 ml™. Do Erlenmayerovych bangk bylo pipetovano 5 ml
zivného média, které bylo ptred pouzitim 30 minut probublavano vzduchem. K tomuto objemu
zivného média byly pfidany 2 ml fasového inokula a vypoctené mnozstvi roztoku dichromanu
draselného. VSechny roztoky byly doplnény Zivhym médiem na 50 ml. Takto byly pfipraveny
dv¢ paralelni fady roztok.

Soucasné byly pfipraveny dva kontrolni roztoky, které neobsahovaly testovanou latku, ale
pouze 2 ml fasového inokula. U vSech roztokl bylo na zacatku zméteno pH, jehoZz hodnota
¢inila 7,8.

Tabulka 13 Koncentracni rada dichroman draselného a mnoZstvi latky odebirané ze
zasobniho roztoku, které je potiebné k ziskani téchto koncentraci

Koncentrac¢ni fada K,Cr,07
C C Vv
[mg1"] | [mg'50 ml™] | [ul]
0,4 0,020 100
0,6 0,030 150
0,7 0,035 175
0,8 0,040 200
0,9 0,045 225
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Inkubace

Inkubace probihala ve tiepacce popsané v kapitole 3.2. po dobu 72 hodin, pfi teploté 24 °C a
za stalého osvétleni. Erlenmayerovy banky byly opatieny zatkami, pies které byl zajistén staly
pfisun vzduchu do roztoku.

Korelace

Aby mohla byt vytvorena korelace zavislosti absorbance na poc¢tu bunék, byla pfipravena fada
Sesti roztokli. Roztoky byly tvoteny 1, 2, 3, 4 a 5 ml fasového inokula ze zasobni kultury,
které byly doplnény na celkovy objem 5 ml. U vSech téchto roztokti probéhla kvantifikace tas
na komiirce Cyrus I pod mikroskopem. Nejkoncentrovanéjsi roztok, ktery obsahoval 5 ml
fasového inokula, byl zdrojem informace o po¢tu bun¢k na ml v zasobni kultufe. Pomoci toho
bylo vypocitano potfebné mnozstvi fasového inokula tak, aby koncentrace ve vSech
testovanych roztocich byla 10° bun&k/ml. Kontrolni roztok byl zvolen jako 3esty roztok pro
vytvoteni korelace. Zaroven u n¢j byla provedena kontrola pozadované koncentrace bunék.
Stejné jako u ostatnich 5 roztoku i zde byl spocitan pocet bunék pomoci komiirky Cyrus I pod
mikroskopem. Na zavér byla u vSech roztokli zmétena absorbance pii 683 nm. Ze ziskanych
hodnot byla vytvotena korelac¢ni ptfimka. Rovnice regrese z korelacni kiivky byla pouzita pro
zjisténi poctu bunék v testovanych roztocich po 72 hodinach inkubace. Za ,,y* byla vzdy
dosazena hodnota absorbance konkrétniho roztoku a vypoc¢tena hodnota ,,X* znamenala vzdy
pocet bun¢k v testovaném roztoku.

3.3.2. Stanoveni ekotoxicity ibuprofenu
Volba koncentra¢ni fady ibuprofenu

Koncentraéni fada byla volena podle znamych hodnot I,Csy z literatury [18]. Zvoleno bylo
Sest koncentraci v geometrické posloupnosti, tak aby byly dvé koncentrace blizko
predpovidané hodnoty I;Csp, dvé koncentrace pod hodnotou I;Csp a dvé koncentrace nad
hodnotou I,Csp. Koncentrace byly v rozmezi 100 — 600 mg-I™.

Ptiprava roztokti

Do 100 ml odmérné banky byl pfipraven zasobni roztok ibuprofenu. Koncentrace zasobniho
roztoku byla 0,1g-100 ml™. Do Erlenmayerovych ban&k bylo pipetovano 5 ml Zivného média,
které bylo pfed pouzitim 30 minut probublavano vzduchem. K tomuto objemu Zivného média
byly pfiddny 4 ml fasového inokula a vypoctené mnozstvi roztoku ibuprofenu. VSechny
roztoky byly doplnény Zivnym médiem na 50 ml. Takto byly pfipraveny dvé paralelni fady
roztokd.

Soucasné byly pfipraveny dva kontrolni roztoky, které neobsahovaly testovanou latku, ale
pouze 4 ml fasového inokula. U vSech roztokli bylo na zacatku zméteno pH, jehoz hodnota
¢inila 7,9.
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Tabulka 14 Koncentracni rada \buprofenu a mnozstvi latky odebirané ze zasobniho roztoku,
které je potiebné k ziskani téchto koncentraci

Koncentra¢ni fada Ibuprofenu
c c \Y
[mg1™ | [mg-50 ml™] | [ml]
100 50 2,50
250 12,5 6,25
300 15,0 7,50
380 19,0 9,50
500 25,0 12,50
600 30,0 15,00

Inkubace

Inkubace probihala ve tiepacce popsané v kapitole 3.2. po dobu 72 hodin, pfi teploté 24 °C a
za stalého osvétleni. Erlenmayerovy bariky byly opatieny zatkami, pies které byl zajistén staly
ptisun vzduchu do roztoku.

Korelace

Aby mohla byt vytvotfena korelace zavislosti absorbance na poctu bunék, byla ptfipravena fada
Sesti roztokl. Roztoky byly tvofeny 1, 2, 3, 4 a 5 ml fasového inokula ze zasobni kultury,
které byly doplnény na celkovy objem 5 ml. U vSech téchto roztokti probéhla kvantifikace tas
na komirce Cyrus I pod mikroskopem. Nejkoncentrovanéjsi roztok, ktery obsahoval 5 ml
fasového inokula, byl zdrojem informace o poc¢tu bun€k na ml v zasobni kultufe. Pomoci toho
bylo vypocitano potfebné mnozstvi fasového inokula tak, aby koncentrace ve vSech
testovanych roztocich byla 10° bunék/ml. Kontrolni roztok byl zvolen jako Sesty roztok pro
vytvofeni korelace. Zaroven u ng byla provedena kontrola poZadované koncentrace bungk.
Stejné jako u ostatnich 5 roztokt i zde byl spocitan pocet bunék pomoci komurky Cyrus | pod
mikroskopem. Na zavér byla u vSech roztokidl zmétena absorbance pii 683 nm. Ze ziskanych
hodnot byla vytvorena korelacni pfimka. Rovnice regrese z korela¢ni kiivky byla pouzita pro
zjisténi poctu bunck v testovanych roztocich po 72 hodinach inkubace. Za ,)y* byla vzdy
dosazena hodnota absorbance konkrétniho roztoku a vypoctend hodnota ,,x*“ znamenala vzdy
pocet bun¢k v testovaném roztoku.

3.3.3. Stanoveni ekotoxicity diklofenaku

Volba koncentra¢ni fady diklofenaku

Koncentra¢ni fada byla volena podle znamych hodnot I,Csy z literatury [18]. Zvoleno bylo
Sest koncentraci v geometrické posloupnosti, tak aby byla jedna koncentrace blizko

predpokladané I,Cso. Ostatni koncentrace byly symetricky rozdéleny kolem této hodnoty.
Koncentrace byly v rozmezi 30 — 150 mg:-1™.
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Ptiprava roztokl

Do 100 ml odmérné baiiky byl pfipraven zasobni roztok diklofenaku. Koncentrace zasobniho
roztoku byla 0,1g-100 ml™. Do Erlenmayerovych banék bylo pipetovano 5 ml zivného média,
které bylo pfed pouzitim 30 minut probublavano vzduchem. K tomuto objemu zivného média
bylo pfidano 1,2 ml fasového inokula a vypoctené mnozstvi roztoku diklofenaku. Vsechny
roztoky byly doplnény zivnym médiem na 50 ml. Takto byly pfipraveny dvé paralelni fady
roztokd.
Soucasn¢ byly piipraveny dva kontrolni roztoky, které neobsahovaly testovanou latku, ale
pouze 1,2 ml fasového inokula. U vSech roztokl bylo na zac¢atku zméteno pH, jehoz hodnota
¢inila 7,9.
Tabulka 15 Koncentracni rada diklofenaku a mnozstvi latky odebirané ze zasobniho roztoku,
které je potrebné k ziskani téchto koncentraci

Koncentra¢ni fada Diklofenaku
c c Vv
[mg-1"] | [mg-50 ml™] | [ml]
30 15 0,75
40 2,0 1,00
50 2,5 1,25
60 3,0 1,50
100 5,0 2,50
150 75 3,75

Inkubace

Inkubace probihala ve tiepacce popsané v kapitole 3.2. po dobu 72 hodin, pii teploté 24 °C a
za stalého osvétleni. Erlenmayerovy banky byly opatieny zatkami, ptes které byl zajistén staly
pfisun vzduchu do roztoku.

Korelace

Aby mohla byt vytvotfena korelace zavislosti absorbance na poctu bunék, byla ptipravena fada
Sesti roztokll. Roztoky byly tvotfeny 1, 2, 3, 4 a 5 ml fasového inokula ze zasobni kultury,
které byly doplnény na celkovy objem 5 ml. U vSech téchto roztokl probéhla kvantifikace fas
na komurce Cyrus I pod mikroskopem. Nejkoncentrovangjsi roztok, ktery obsahoval 5 ml
fasového inokula, byl zdrojem informace o po¢tu bun€k na ml v zésobni kultufe. Pomoci toho
bylo vypocitano potfebné mnozstvi fasového inokula tak, aby koncentrace ve vSech
testovanych roztocich byla 10° bunék/ml. Kontrolni roztok byl zvolen jako Sesty roztok pro
vytvofeni korelace. Zaroven u néj byla provedena kontrola poZzadované koncentrace bungk.
Stejné jako u ostatnich 5 roztoki 1 zde byl spocitan pocet bunék pomoci komurky Cyrus I pod
mikroskopem. Na zavér byla u vSech roztokd zmétena absorbance pii 683 nm. Ze ziskanych
hodnot byla vytvotfena korelac¢ni pfimka. Rovnice regrese z korela¢ni kiivky byla pouzita pro
zjisténi poctu bunck v testovanych roztocich po 72 hodinach inkubace. Za ,)y* byla vzdy
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dosazena hodnota absorbance konkrétniho roztoku a vypoctend hodnota , X znamenala vzdy
pocet bun¢k v testovaném roztoku.

3.3.4. Stanoveni ekotoxicity kadmia
Volba koncentra¢ni fady kadmia

Zvoleno bylo sedm koncentraci v geometrické posloupnosti, tak aby byla jedna koncentrace
blizko ptedpokladané hodnoty I,Cso. Ostatni koncentrace byly symetricky rozdéleny kolem
této hodnoty. Koncentrace byly v rozmezi 0,2 — 2,5 mg-1™.

Ptiprava roztokt

Do 50 ml odmérné banky byl pfipraven zasobni roztok kadmia. Koncentrace zasobniho
roztoku byla 50 mg-50 ml™. Do Erlenmayerovych bangk bylo pipetovano 5 ml Zivného
média, které bylo pied pouzitim 30 minut probublavano vzduchem. K tomuto objemu zivného
média bylo ptfidano 2 ml fasového inokula a vypoctené mnozstvi roztoku kadmia. VSechny
roztoky byly doplnény Zivnym médiem na 50 ml. Takto byly pfipraveny dvé paralelni fady
roztoku.

Soucasné byly pfipraveny dva kontrolni roztoky, které neobsahovaly testovanou latku, ale
pouze 2 ml fasového inokula. U vSech roztokli bylo na zacatku zméteno pH, jehoz hodnota
¢inila 7,7.

Tabulka 16 Koncentracni fada kadmia a mnozstvi latky odebirané ze zdasobniho roztoku, které

Jje potrebné k ziskani téchto koncentraci

Koncentra¢ni fada kadmia
C C Vv
[mg "] | [mg-50ml™] | [ul]
0,2 0,01 10
0,5 0,025 25
0,7 0,035 35
1 0,05 50
15 0,075 75
2 0,1 100
2,5 0,125 125

Inkubace
Inkubace probihala ve tiepacce popsané v kapitole 3.2. po dobu 72 hodin, pfi teploté 24 °C a

za stalého osvétleni. Erlenmayerovy banky byly opatieny zatkami, pies které byl zajistén staly
pfisun vzduchu do roztoku.
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Korelace

Aby mohla byt vytvorena korelace zavislosti absorbance na poc¢tu buné€k, byla pfipravena fada
Sesti roztokli. Roztoky byly tvoteny 1, 2, 3, 4 a 5 ml fasového inokula ze zasobni kultury,
které byly doplnény na celkovy objem 5 ml. U vSech téchto roztokti probéhla kvantifikace tas
na komtrce Cyrus I pod mikroskopem. Nejkoncentrovanéjsi roztok, ktery obsahoval 5 ml
fasového inokula, byl zdrojem informace o poc¢tu bunék na ml v zésobni kultufe. Pomoci toho
bylo vypocitdno potfebné mnozstvi tfasového inokula tak, aby koncentrace ve vsSech
testovanych roztocich byla 10° bunék/ml. Kontrolni roztok byl zvolen jako Sesty roztok pro
vytvofeni korelace. Zarovenl u n¢j byla provedena kontrola pozadované koncentrace bunék.
Stejné jako u ostatnich 5 roztokt i zde byl spocitan pocet bunék pomoci komurky Cyrus I pod
mikroskopem. Na zavér byla u vSech roztokli zmétena absorbance pii 683 nm. Ze ziskanych
hodnot byla vytvotena korela¢ni ptfimka. Rovnice regrese z korelacni kiivky byla pouzita pro
zjisténi poctu bun€k v testovanych roztocich po 72 hodinach inkubace. Za ,,y* byla vzdy
dosazena hodnota absorbance konkrétniho roztoku a vypoc¢tena hodnota ,,X* znamenala vzdy
pocet bun¢k v testovaném roztoku.

3.3.5. Stanoveni ekotoxicity kadmia v binarni smési diklofenak — Cd
Volba koncentrac¢ni fady

Byly zvoleny dvé& koncentrace diklofenaku 0,1 a 0,2 mmol-1™, které se v koncentraéni fadd
smési nemé&nily. M¢nila se pouze koncentrace kadmia v rozmezi 0,0089 — 0,5 mmol S

Tabulka 17 Koncentrace kadmia, koncentrace diklofenaku a pomér téchto dvou koncentraci

Ccd Cdiik.
[mmol-1*] | [mmol 1]
1:0,089 0,0089
1:0,178 0,0178
1:0,267 | 0,0267
1:0,356 0,0356

Pomér

1:0,5 0,05 0,1
1:1 0,1

1:15 0,15

1:2 0,2

1:5 0,5

1:10 1
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Tabulka 18 Koncentrace kadmia, koncentrace diklofenaku a pomér téchto dvou koncentraci

Ccd Cdik.
[mmol-1*] | [mmol-17]
1:0,045| 0,0089
1:0,089| 0,0178
1:0,133| 0,0267

Pomér

1:0,178| 0,0356 0,2
1:0,5 0,1
11 0,2
1:1,5 0,3

Ptiprava roztok

Koncentrace zasobniho zatoku kadmia byla 50 mg-50 ml™. Koncentrace zasobniho roztoku
diklofenaku byla 0,1g-100 ml™. Do Erlenmayerovych bangk bylo pipetovano 5 ml Zivného
média, které bylo pied pouzitim 30 minut probublavano vzduchem. K tomuto objemu zivného
média byly pfidany 3 ml fasového inokula a vypoétené mnozstvi roztoku kadmia a
diklofenaku. VSechny roztoky byly doplnény zivhym médiem na 50 ml. Takto byly
pfipraveny dvé paralelni fady roztoki.

Soucasné byly pripraveny dva kontrolni roztoky, které neobsahovaly testovanou latku, ale
pouze 3 ml fasového inokula. U vSech roztokli bylo na zacatku zméfeno pH, jehoZz hodnota
¢inila 7,9.

Inkubace

Inkubace probihala ve tiepacce popsané v kapitole 3.2. po dobu 72 hodin, pii teploté 24 °C a
za stalého osvétleni. Erlenmeyerovy banky byly opatieny zatkami, ptes které byl zajistén staly
pfisun vzduchu do roztoku.

Korelace

Korelacni zavislost absorbance na poctu buné€k byla provedena stejné jako u jednotlivych
testovanych latek.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1. Ekotoxicita standardni latky dichromanu draselného

Zavislost absorbance na poc¢tu bun¢k byla linearni. Tato zavislost je znazornéna na obrazku 9.
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Pocet bunék [-10]

Obrazek 9  Zavislost absorbance na poctu rasovych bunék

h

Test s dichromanem draselnym slouzi k ovéfeni platnosti podminek testu a ovéfeni stavu
fasové kultury. Po 72 hodinach inkubace byla zméfena absorbance kazdého roztoku. Pomoci
této absorbance a regresni rovnice (obrazek 10) byl spocitdn pocet bun¢k v kazdém roztoku.
Ze zjisténého poctu bunek na konci testu a po¢tu bunék na zacatku testu, byla podle vzorce 3
spoCitana rustova rychlost p pro kazdou koncentraci dichromanu draselného. Z vypocitané
rustové rychlosti byla zjisténa pomoci vzorce 5 inhibice ristu fasové kultury. Zjisténé
hodnoty inhibice ristu jsou znazornény v grafu v zavislosti na logaritmu koncentrace.

1[%]

30

[S]
n

-0.3 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0

logc [mg-1]

Obrazek 10 Inhibice rist v zavislosti na logaritmu koncentrace
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y=164,75x+ 69,965
R°= 10,9994

-0,25 -0,2 -0,15 -0,1 -0.,05 0
log ¢ [mg-1']

Obrazek 11 Linedrni usek, ve kterém se nachazi hodnota 1,Cgg

Do rovnice pifimky byla za ,y* dosazena hodnota 50 %. Vypocitana hodnota ,Xx*
predstavovala hodnotu log I,Csp, ktera byla rovna — 0,12. Po odlogaritmovéani této hodnoty
byla zjisténa vlastni hodnota I,Csp, ktera byla rovna 0,76 mg-1™,

Dichroman draselny byl pouzit jako referencni latka pted provedenim experimentalnich
fasovych testll toxicity. Tato latka slouzi k ovéfeni spravnosti podminek pro test. Regresni
pfimka ma korelacni koeficient R’ 0,9958 (Obrazek 9). Znamena to, Ze rovnice regrese je
vhodnd pro vSechny naméfené data, coz zajiStuje spravnost hodnot pocti bunék
Vv jednotlivych testovanych roztocich, které jsou diilezité pro vypocet riistové rychlosti p.
Pomoci rustové rychlosti byla vypocitana procentudlni inhibice, ktera je znazornéna na
obrazku 10. Inhibice rlstu se stoupajici koncentraci dichromanu draselného exponencialné
rostla. Proto pro piesnéjsi uréeni hodnoty I,Cso byly zvolena linearni ¢ast datové piimky, aby
regresni rovnice tyto data popisovala co presnéji (Obrazek 11). Zrovnice primky byla
vypocitana hodnota |,Csp, ktera ¢inila 0,76 mg-l'l. Literatura uvadi hodnotu I,Csg 0,75 mg-l'l.
Odchylka mohla byt zpusobena zménou pH. Zména pH byla o 0,6 jednotky. Na konci testu
byla tedy hodnota pH 8,4.
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4.2. Ekotoxicita ibuprofenu

Zavislost absorbance na poctu bunc¢k byla linearni. Tato zavislost je znazornéna na
obrazku 12.
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0,14 R=-=10,9945

0,12
0,10

0,08 -

Absorbance

0,06 |
0,04 |

0,02 +

0,00 ! ! !
0 10 15 20
Pocéet bunék [-107]

Obrazek 12 Zavislost absorbance na poctu rasovych bunék

A
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Po 72 hodinach inkubace byla zméfena absorbance kazdého roztoku. Pomoci této absorbance
a regresni rovnice byl spo€itdn pocet bun¢k v kazdém roztoku. Ze zjisténého poctu bunék na
konci testu a po€tu bunck na zacatku test, byla podle vzorce 3 spoc€itana ristova rychlost p
pro kazdou koncentraci Ibuprofenu. Z vypocitané rastové rychlosti byla zjisténa pomoci
vzorce 5 inhibice riistu fasové kultury. Zjisténé hodnoty inhibice rlstu jsou zndzornény v
grafu v zavislosti na logaritmu koncentrace.
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Obrazek 13 Inhibice rist v zavislosti na logaritmu koncentrace
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Obrazek 14 Linedrni usek, ve kterém se nachazi hodnota 1,Cgg

Do regresni rovnice byla za ,y*“ dosazena hodnota 50 %. Vypocitand hodnota ,X*
piedstavovala hodnotu log I,Csp, ktera byla rovna 2,61. Po odlogaritmovani této hodnoty byla
zjisténa vlastni hodnota I,Cso, ktera byla rovna 405,66 mg-1™.

Korelacni pifimka vytvofend pro vypocty potiebné pro zjisténi potencialni Skodlivosti
ibuprofenu, byla proloZena regresni piimkou a zjistény koeficient korelace R? byl 0,9945
(Obrazek 12). Tato spolehlivost zajistuje spravny vypocet mnozstvi bunék v testovanych
koncentracich ibuprofenu 1 v kontrolnim roztoku, ktery neobsahoval testovanou latku.
Spravné vypocitané mnoZzstvi bun€k je dileZité pro vypocet ristové rychlosti p. Ze
spocitanych hodnot procentualni inhibice byl vytvofen exponencialni sled dat (Obrazek 13).
Znamena to, Ze inhibice rlstu s rostouci koncentraci ibuprofenu rostla. Protoze hodnota 1,Cs
lezela v linedrni casti datové piimky, byla tato cast zvolena pro jeji presnéjsi vypocet.
Vyhodnoceni dat bylo tedy provedeno z linearniho useku kiivky a pfislusny korela¢ni
koeficient R? byl 0,984 (obrazek 14). Hodnota I,Csp vypogitana z regresni rovnice inila
405,66 mg-l’l. V literatute je uvedend hodnota |,Csy Vrozmezi 242,4- 4715 mg-l’l.
Naméfena experimentalni hodnota lezi v tomto intervalu hodnot. Rozpéti intervalu je velmi
Siroké. Odlisné hodnoty 1,Csp naméfené v tomto intervalu mize zpiisobit druh pouzitého
ibuprofenu. Ibuprofen vyrabi mnoho firem a jeho slozeni se tedy mize mirné liSit. Zména
hodnoty pH b&hem testu mize zna¢né ovlivnit vysledek. V nasem pfipad€ byla zména pH o
0,2 jednotky, coz je v souladu s podminkami testu.

Podle smérnice EU93/67/EHS (Komise Evropskych spolecenstvi, 1996) nemiize byt hodnota
1,Cso 405,66 mg-l'1 hodnocena ani jako Skodliva pro vodni organismy. Akutni toxicita této
latky tedy nebyla klasifikovéana.
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4.3. Ekotoxicita diklofenaku

Zavislost absorbance na poctu bunc¢k byla linearni. Tato zavislost je zndzornéna na
obrazku 15.
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Obrazek 15 Zavislost absorbance na poctu rasovych bunék

Po 72 hodinach inkubace byla zmétena absorbance kazdého roztoku. Pomoci této absorbance
a regresni rovnice byl spocitan pocet bunék v kazdém roztoku. Ze zjisténého poctu bunék na
konci testu a poctu bun€k na zacatku test, byla podle vzorce 3 spocitana ristova rychlost p
pro kazdou koncentraci Ibuprofenu. Z vypocitané rlstové rychlosti byla zjiSténa pomoci
vzorce 5 inhibice rlstu fasové kultury. Zjisténé hodnoty inhibice ristu jsou zndzornény
v grafu v zavislosti na logaritmu koncentrace.
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Obrazek 16 Inhibice rist v zavislosti na logaritmu koncentrace
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13

Do rovnice ptimky byla za ,y“ dosazena hodnota 50 %. Vypocitana hodnota ,.X
ptredstavovala hodnotu log I,Cs, ktera byla rovna 1,78. Po odlogaritmovani této hodnoty byla
zjisténa vlastni hodnota I,Csg, ktera byla rovna 60,01 mg'l'l.

Linearni regrese zavislosti absorbance na po&tu bundk méla korelagni koeficient R? 0,9882
(obrazek 15). Tato hodnota korela¢niho koeficientu zarucuje, Ze vSechna naméfena data jsou
zahrnuta V regresni rovnici. Z této rovnice byly vypocitané hodnoty mnozstvi bunék. Na
obrazku 11 jsou pouze &tyfi hodnoty z toho divodu, Ze u koncentrace 100 a 150 mg-I™, doslo
K Gplné inhibici ristu a vypocitané hodnoty piesahovaly hodnoty 100 %. Z tohoto divodu
maji data v grafu linedrni tvar. Spolehlivost regresni rovnice je vysokd, coz znamend, zZe
hodnota I,Cs vypo&itana z této rovnice je spravng. Jeji hodnota je 60,01 mg-1™. V literatute se
uvadi hodnota I,Csq V rozmezi 65,5 - 71,9 mg-l’l. Stanovené hodnoty 1,Csg se mohou lisit ze
stejnych diivodi jako u ibuprofenu. Latky neni vzdy od stejného dodavatele a v pritb¢hu testi
se mohou liSit zmény pH, coz mlze mit znacny vliv na vysledek. U tohoto testu doslo ke
zméné pH o 0,9 jednotky. Povolena hranice je 1,5 jednotky.

Podle smérnice EU93/67/EHS (Komise Evropskych spolecenstvi, 1996) byl diklofenak
klasifikovan jako Skodlivy pro vodni organismy.

4.4, Ekotoxicita kadmia

Zavislost absorbance na poctu bunc¢k byla linearni. Tato zévislost je zndzornéna na
obrazku 17.
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Obrazek 17 Zavislost absorbance na poctu bunék

Po 72 hodinach inkubace byla zmétena absorbance kazdého roztoku. Pomoci této absorbance
a regresni rovnice byl spocitan pocet bunék v kazdém roztoku. Ze zjisténého poctu bunék na
konci testu a po¢tu bunck na zacatku test, byla podle vzorce 3 spocitdna rastova rychlost p
pro kazdou koncentraci Ibuprofenu. Z vypocitané rlstové rychlosti byla zjiSténa pomoci
vzorce 5 inhibice rastu fasové kultury. Zjisténé hodnoty inhibice riistu jsou znazornény
v grafu v zavislosti na logaritmu koncentrace.
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Obrazek 18 Inhibice riist v zavislosti na logaritmu koncentrace
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Obrazek 19 Linearni usek, ve kterém se nachazi hodnota I,Cgg
Do rovnice piimky byla za ,y“ dosazena hodnota 50 %. Vypocitana hodnota , X
predstavovala hodnotu log I,Csg, ktera byla rovna 0,33. Po odlogaritmovani této hodnoty byla
zjisténa vlastni hodnota I,Csg, ktera byla rovna 2,14 mg-l'l.

Hodnoty mnozstvi bunék, které byly pocitany zrovnice regrese, jsou velmi piesné
(R?=0,92). S rostouci koncentraci exponencialng rostla i inhibice rustu fas (Obrazek 18). Pro
presngjsi stanoveni hodnoty I,Cso @ Z dlivodu, Ze tato hodnota lezela v linearni ¢asti ziskanych
dat, byla tato data prolozena regresni ptimkou (obrazek 19). Hodnota I,Csy ziskana z této
rovnice &nila 2,14 mgl! Zména pH, byla o 0,9 jednotky. Podle smérnice
EU93/67/EHS (Komise Evropskych spole¢enstvi, 1996) bylo kadmium klasifikovano jako
toxické pro vodni organismy.
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45. Ekotoxicita binarni smési diklofenaku a kadmia

Po 72 hodinach inkubace byla zméfena absorbance kazdého roztoku pfipravené smeési
diklofenak-kadmium. U kazdé ze dvou méfenych fad koncentraci, byla vzdy u nejnizsi
(minimalni) hodnoty absorbance zvolena hodnota narGstu bun¢k 0 %, tzn. 100% inhibice
rastu. Z této hodnoty byly dopocitany nartsty/inhibice bunék pii dalSich naméfenych
absorbancich. Tyto vypocitané hodnoty byly vyneseny do grafu v zavislosti na logaritmu

poméru kadmia Rcg. Pomér R kadmia ve smési byl ur¢en podle ¢lanku [35].
100

80 -

y =-48.26x+ 44,959
R°=0.9632

40 -

% narustu bunék

20 -

0 -

-L5 -1 -0.5 0 0,5 1 L5
logRqq
Obrazek 20 Zavislost procentudlniho nariistu bunék na logaritmu poméru kadmia Rcq pro
koncentraci diklofenaku 0,1 mmol-/*

% narustu bunék
(=2}
=

i y=-25.612x+ 44,744
50 R7=0,9589

A6 -4 -2 -1 08 06 <04 =02 0
logRqq
Obrazek 21 Zavislost procentudlniho nariistu bunék na logaritmu poméru kadmia Rcq Pro
koncentraci diklofenaku 0,2 mmol-/*

Do rovnice piimky byla za ,y“ dosazena hodnota 50 %. Vypocitané hodnoty , X
predstavovaly hodnoty logaritmii poméru kadmia Rcy. Po odlogaritmovani téchto hodnot byl
ziskan pomér koncentraci diklofenaku a kadmia, pfi kterém je 50% narast bunék. Z téchto
hodnot byla stanovena hodnota 1Cso kadmia.
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Tabulka 19 Pomeér kadmia, pri kterém je 50% ndariist bunek a hodnota 1Csy kadmia pro
koncentraci diklofenaku 0,1 mmol-7*

IC IC
|Og Rcg Rcq 50_1 >0 X1
[mg-17] [mmol-17]
-0,1045 0,786 8,84 0,0786

Tabulka 20 Pomer kadmia, pri kterém je 50% ndriist bunéek a hodnota 1Csy kadmia pro
koncentraci diklofenaku 0,2 mmol-7*

ICso ICso
log Reyq Red = 1
[mg-17] [mmol-17]

-0,2052 0,623 7,00 0,0623

Na obrazcich 20 a 21 jsou znazornéna namétena data. Zjisténa data s rostouci koncentraci
kadmia linearn& klesaji. Regresni rovnice maji hodnoty Kkoeficientd korelace R?0,9632
(Obrazek 20) a 0,9589 (Obrazek 21). V kapitole 3.4.4. je popsana toxicita samotného kadmia.
I;Cso samotného kadmia &inila 2,14 mg-1?, coz je po piepoctu 0,0185 mmol-1". Pokud
porovname tuto hodnotu 1,Csp S hodnotami 1Csy ziskanymi z experimentalniho méfeni
zjistime, Ze hodnoty toxicity kadmia jsou v pfitomnosti diklofenaku niz$i. Znamena to, ze
diklofenak eliminuje toxicky G¢inek kadmia. ProtoZze byla pouzita sodna sil diklofenaku je
pravdépodobné, Ze doslo k vyméné sodnych a kademnatych kationtii, coz zplisobilo eliminaci
toxicity kadmia moznym vznikem kademnaté soli diklofenaku. Ve smési, ktera obsahovala
0,2 mmol-1"* diklofenaku byla eliminace toxického ucinku nizsi. Kadmium nebylo hodnoceno
u kazdého poméru koncentraci zvlast, ale bylo hodnoceno jako celek (obrazek 20 a 21). To
muze vysvétlit, pro¢ nedoslo u vétsi koncentrace diklofenaku k vétsi eliminaci toxického
ucinku kadmia. Primérna koncentrace kadmia byla u smési s diklofenakem o koncentraci 0,1
mmol-1™" v&tsi neZ u smési s diklofenakem o koncentraci 0,2 mmol-1* . Tato skute¢nost se
tedy mohla projevit na vysledcich tim, ze se ve smési s diklofenakem o koncentraci 0,2
mmol-1" eliminovalo men§i mnozstvi kadmia. Aviak v obou piipadech doslo ke sniZeni
ekotoxicity kadmia s ptidavkem lé¢iva diklofenaku vaci ¢istému kadmiu. Lze tedy fici, ze
ptritomnost diklofenaku sniZzuje vyrazné (az 4 nasobn¢) ekotoxicitu kadmia.

Podle smérnice EU93/67/EHS (Komise Evropskych spolecenstvi, 1996) Ize vSak stanovené
hodnoty ICsp kadmia ve smési S diklofenakem stale klasifikovat jako toxické pro vodni
organismy.
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5. ZAVER

V této bakalatské praci byla sledovana ekotoxXicita diklofenaku, ibuprofenu, kadmia a smési
kadmia s diklofenakem.

Pied provedenim fasového testu toxicity na uvedenych latkach, byla stanovena ekotoxicita
dichromanu draselného, ktery slouzil jako referen¢ni latka. Hodnota I;Cso pro dichroman
draselny &inila 0,76 mg-1™. Tato hodnota se shodovala s hodnotou uvedené v CSN ISO 8692
norm¢, a proto byly podminky testu hodnoceny jako vyhovujici pro testovani dalSich latek.
Hodnota 1,Cso pro ibuprofen &inila 405,66 mg-1™ . Ibuprofen podle klasifikace ve smémici
EU93/67/EHS (Komise Evropskych spolecenstvi, 1996) nelze povazovat za Skodlivy pro
vodni organismy. Hodnota 1,Cso pro diklofenak ¢inila 60,01 mg-1*. Diklofenak byl podle
smérnice EU93/67/EHS (Komise Evropskych spolecenstvi, 1996) klasifikovan jako Skodlivy
pro vodni organismy.

Protoze byl diklofenak pro vodni organismy $kodlivéjsi nez ibuprofen, byl vybran do smési
s kadmiem. Hodnota I,Csg pro samotné kadmium ¢inila 2,14 mg-l’l. Ve smési s diklofenakem
mélo kadmium odlisné hodnoty ICsp. Kadmium ve smési s diklofenakem o koncentraci
0,1 mmol-1* mélo hodnotu ICsy 0,0786 mmol-1* a ve smési s diklofenakem o koncentraci
0,2 mmol-1* mé&lo hodnotu 1Cs, 0,0623 mmol-172. Hodnoty ICsp pro kadmium ve smési se
lisily oproti hodnoté I,Cso pro samotné kadmium. Z vysledku vypliva, ze diklofenak snizuje
ekotoxicitu kadmia ve vodnim prostiedi. | po snizeni ekotoxicity kadmia ve smési s
diklofenakem lIze stanovené hodnoty binarni smési klasifikovat podle smérnice EU93/67/EHS
(Komise Evropskych spolecenstvi, 1996) jako toxické pro vodni organismy.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CSN Ceska statni norma

EN Evropskd norma

1SO Internati(?nal_Organization for
Standardization

PCB Polychlorované bifenyly

PAHSs Polycyklické aromatické uhlovodiky

POPs Perzistentni organické latky

CR Ceska republika

BB Bristol modif. Bold

ECs, koncentrace, ktera zptsobi tthyn nebo
imobilizaci 50 % testovacich organismi
inhibi¢ni koncentrace, ktera zptisobi 50 %
inhibici riistu nebo rastové rychlosti fasové

ICso . .
kultury ve srovnani s kontrolou ve zvoleném
¢asovém useku
letalni koncentrace, ktera zptisobi 50 %

LCso mortalitu testovacich organismi ve srovnani
s kontrolou ve zvoleném ¢asovém useku

OC Observed Concentracion

LOEC Lowest Observed Effect Concentration

NOEC No Observed Effect Concentration

EU Evropska unie

EHS Evropska hospodatské spolecnost

cov Cisticka odpadnich vod
Knowledge and Need Assessment on

KNAPPE Pharmaceutical Products in Environmental
Water

NSAID Non-Steroidal Anti-Inflammantory Drugs

COX cyklooxygenasa

OECD Ogranization for Economic Cooperation and
Development

ToxRat Toxicity Response analysis and testing

CAS Chemical Abstracts Service

CCALA Culture Collection of the Centre of Algology
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