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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na ekotoxikologické ucinky vybranych 1é¢iv. Testovanymi
1é¢ivy byly diklofenak, naproxen, kofein a kyselina klofibrova. Uvedena 1éCiva se vyskytuji
pfevazné ve vodni sloZce Zivotniho prostiedi, proto byly pouZity testy ekotoxicity na vodnich
organismech. Testovanymi organismy byly Pseudomonas putida, Parachlorella kessleri,
Sinapis alba a Lemna minor. Na zakladé testli byly vyhodnoceny tc¢inky téchto 1éCiv a byla
diklofenak. Nejnizsi efekt byl pozorovan u kofeinu a naproxenu. V piipadé experimentl se

smési testovanych 1é¢iv se jejich synergicky efekt neprojevil.

KLICOVA SLOVA

mikropolutanty, 1éCiva, ekotoxicita, ¢iSténi odpadnich vod, biodegradace

TITTLE

Testing of ecotoxicity of selected micropollutants

ANNOTATION

This thesis is focused on the ecotoxicological effects of selected pharmaceuticals. Diclofenac,
naproxen, caffeine and clofibric acid were tested. The pharmaceuticals are found mainly in the
aquatic environment, therefore testing of ecotoxicity were used on the aquatic organisms. The
tested organisms were Pseudomonas putida, Parachlorella kessleri, Sinapis alba and Lemna
minor. On the basis this tests were determined the effects of pharmaceuticals and their
ecotoxicity was assessed. Diclofenac was the most toxic in all tested pharmaceuticals. The
lowest effect was observed with caffeine and naproxen. In the case of experiments with a

mixture of pharmaceuticals, the synergistic effect did not show up.

KEYWORDS

micropollutants, pharmaceuticals, ecotoxicity, wastewater treatment, biodegradation
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Seznam zkratek

A absorbance

AMP adenosinmonofosfat

AQOP’s advanced oxidation proceses — pokrocilé oxidacni procesy
ATP adenosintrifosfat

BSK biochemicka spotieba kysliku

cov Cistirna odpadnich vod

D, N, K, kK diklofenak, naproxen, kofein, kyselina klofibrova

DDT 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
DNA deoxyribonukleova kyselina

EC efektivni koncentrace

HDL high-density lipoprotein

CHSK chemicka spotieba kysliku

I inhibice

IC inhibi¢ni koncentrace

LC letalni koncentrace

LDL low-density lipoprotein

LOEC lowest observed effect concentration
MBR membranovy bioreaktor

NOEC no observed effect concentration
NSAID nonsteroidal anti-inflammatory drug

P probity

PAU polycyklické aromatické uhlovodiky
PPAR peroxysome proliferator activated receptor
Uz ultrazvuk

VLDL very low-density lipoprotein

ZF formazinova jednotka zakalu

ZR zasobni roztok



Uvod

V dnesni dobé se kolem nas nachdzi nespofetné mnozstvi chemickych latek, at’ uz se jedna
o Cistici prostiedky, produkty kazdodenni lidské péce, 1é€iva, potravinova aditiva nebo latky
vyuzivané v zemédélském primyslu. U nékterych znich jsou zndmy dopady na Zivotni
prostiedi a lidské zdravi zalozenych na mnohaletych studiich. U vétSiny z nich jsou vSak

jejich U¢inky a nasledky pfedmétem vyzkumu s mnohdy nejasnymi vysledky.

Tato prace je zaméfena na léCiva, kterych se ro¢né vyrobi né€kolik tisic tun (cca 200 tun
ibuprofenu) a jsou vyuzivana nejen v lidské, ale i veterindrni praxi. Spotfeba farmak
kazdoro¢né vzrusta, a proto je dilezité vénovat tomuto tématu pozornost. Je zapotiebi zamétit
se na jejich likvidaci a usilovat o snizeni pfitomnosti v zivotnim prostedi, ktera souvisi s
nepfiznivymi ucinky. Zachyt nékterych farmak na Cistirndch odpadnich vod je velmi nizky, a
proto dochazi k jejich akumulaci v ptirod¢. Kazdy z nas by si mél uvédomit, co se s léCivem
v nasem téle déje, jak je zorganismu vyluCovano a jaky je jeho dal$i osud. Mnoho lidi

nespotiebované lécivo vyhazuji do odpadu a neuvédomuji si pozd¢jsi nasledky.

Tato diplomova prace je zaméfend na Ctyfi vybrana lé¢iva — diklofenak, naproxen, kyselinu
klofibrovou, kofein a jejich vzdjemné smési. Jsou zde shrnuty jejich zékladni vlastnosti,
testovani ekotoxicity a metody jejich odstranovani. Cilem praktické c¢asti této diplomové
prace bylo zjisténi vlivii téchto 1éCiv na organismy zivotniho prostfedi pomoci testd

ekotoxicity.
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Teoreticka ¢ast

1 Mikropolutanty ve vodnim prostiedi

Voda obsahuje kromé& latek nachéazejicich se v ni zcela pfirozené 1 ty, které vznikajici
nasledkem lidské Cinnosti. Mezi pfirozené slozky vody patii naptiklad ionty hotc¢iku, sodiku,
chloridy a dusi¢nany. Nezadouci antropogenni vliv se projevuje také obsahem tzv.
mikropolutantli, jejich koncentrace se pohybuji fadové v ng/l — pg/l. Tyto latky jsou
povazovany za potencidlni nebezpeci v zivotnim prostiedi, kde vlivem transformacnich
procesi dochazi kjejich degradaci v zéavislosti na fyzikalné-chemickych vlastnostech.
Metabolity téchto latek mivaji obvykle jiné vlastnosti nez pivodni latky a mohou byt
i toxi¢t&jsi. Casto maji nepiiznivé u¢inky na vodni organismy, jako jsou akutni a chronicka
toxicita, bioakumulace ¢i endokrinni poruchy. Mezi mikropolutanty jsou fazeny napf.
polyaromatické uhlovodiky, bifenyly, pesticidy a v soucasné dob¢ také 1éCiva a nanocastice

(Obr. 1) [1, 2]. Mikropolutanty lze rozdélit z nékolika hledisek:

- dle ptivodu:

e Dbiologické (mikrobialni)

e fyzikalni (zapach, barva, radioaktivita)

e chemické (organické a anorganické slouceniny)
- dle fyzikaln¢é-chemickych vlastnosti:

e polérni x nepolarni

e tekavé x netékavé

e rozpustné X nerozpustné
- dle zdroje znecisteni:

e farmacie (syntéza, uzivani 1éciv, likvidace)

o zemédelstvi (pesticidy)

e ostatni vyrobni primysl (potravinaisky, chemicky apod.)

e tézbaatd. [1, 3, 4]
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Latky ve vodach

Ptirodni Antropogenni
Kationty Anionty Léciva —
Na*, K¥, F, CI,
Ca* Mg™,... SO, NOy,...
Polycyklické
aromatické
— uhlovodiky,
kyseliny, zasady,
ftalaty
Tézké kovy,
pesticidy, tenzidy,
insekticidy, —
slouceniny dusiku a
fosforu
— Nanocastice

Obr. 1 Schématické znazornéni moznych latek pritomnych ve vodach [4]

V dalsich kapitolach budou uvedeny pouze nékteré vybrané mikropolutanty — pesticidy
a polycyklické aromatické uhlovodiky, nanoc¢astice, které jsou v soucasné¢ dobé velmi hojné
vyuzivany a jejich vyskyt v Zivotnim prostiedi se stdle zvySuje a milize se stit zdvaznym
problémem, a v neposledni fad¢ bude pozornost vénovana Ié¢iviim, na kter¢ je tato diplomova

prace prevazné zamétena.

1.1 Pesticidy

Jedna se o organické latky (napt. herbicidy, insekticidy nebo fungicidy) pouzivané
k zneskodnéni nezddoucich organismil. Lisi se nejen svym chemickym slozenim, ale
i cilovymi skupinami organismd, proti kterym jsou namifeny. Pesticidy funguji na principu
v zem&délstvi. Jednim z negativnich disledkli jejich pouZivani je vSak kontaminace
povrchovych i podzemnich vod. Jeden z nejznaméjSich insekticidii je 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-
chlorfenyl)ethan (DDT), strukturni vzorec viz obrazek (Obr. 2), jehoz uzivani bylo ve vétsing

zemi jiz zakazano [5, 6, 7].

12



Cl

Cl Cl

Cl Cl
Obr. 2 Strukturni vzorec DDT [5]

Obdobn¢ jako u spousty dalSich latek, vznikaji pi1 kolobéhu pesticidi v pfirod¢ degradacni
jejich rezidua pfetrvavaji v Zivotnim prostfedi dlouhodobé¢ a vstupuji do potravnich fetézct.
Diky afinité k tkdnim bohatym na lipidy dochazi k jejich kumulaci v organismech a jejich
toxicita je zejména pro vodni organismy velmi vysoka. Prostfednictvim konzumace vodnich
organismu, pitné vody a zemédélskych plodin se tyto slouceniny dostavaji do tél Zivocicht.
Zde mohou naruSovat hormondlni a nervovy systém. Také mohou pfispivat ke vzniku

nadorovych onemocnéni [3, 6].

1.2 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou skupinou organickych latek dlouhodobé
perzistujicich v zivotnim prostiedi, do kterého vstupuji predevsim disledkem Spatného
spalovani organickych materialt, zpramyslovych (vyroba tepla, elektrické energie)
1 neprumyslovych procesi (pozary, doprava) nebo piepalovanim vznikajicim béhem ptipravy
potravin (grilovani). Tyto latky jsou témét vSudypiitomné, dochazi ke kontaminaci jak
ovzdusi, tak vody i pidy a k jejich bioakumulaci. Jsou lipofilni, coZ ma za nésledek jejich
snaz$i pfenos v zivych organismech. Za nejsilnéjsi a nejvice prozkoumavany karcinogen je

povazovan benzo(a)pyren (Obr. 3) [8, 9, 10].

Obr. 3 Strukturni vzorec benzo(a)pyrenu [9]
Skodlivy u¢inek PAU na zdravi lidi neni vét§inou okamzity, poskozeni se projevi az po

nékolika letech. Jejich toxicita je pro vodni Zivoc¢ichy stfedni az vysokd. Byly zjiStény
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negativni u€inky téchto latek na ledviny a jatra. Studie s zivo€ichy prokazaly vliv na sniZzeni

plodnosti a vyvojové vady potomki [6, 9, 11, 12].

1.3 Nanocastice

Nanocastice je vSeobecné oznaceni objekti riiznych tvarti a chemického slozeni majicich
alesponl jeden rozmér mensi neZ 100 nanometrd. Pouzivani nanoc¢astic se v soucasné¢ dobé
zvySuje, jejich uziti je uplatiovano vfadé odvétvi veetné farmakologie a biomediciny,
potravinafstvi, kosmetiky, elektroniky ¢i dekontaminace zivotniho prostfedi. K velmi ¢asto
pouzivanym materidlim se fadi nanocdastice oxidu titani¢itého (TiO2), oxidu médnatého
(CuO), stiibra (Ag) nebo uhlikovych nanotub. Latky ve formé nanocastic vSak mivaji Casto
odlisné vlastnosti v porovnani s jejich makroskopickou formou. Nanocastice mohou byt
ptirodniho ptivodu (slozky v prachu, pyl, vzniklé sopecnou ¢innosti), antropogenniho piivodu

(napf. automobilova doprava) nebo uméle ptipravené pro danou aplikaci [13, 14].

Nanocastice vyskytujici se v ovzdusi a ve vodé¢ mohou mit nepiiznivy vliv na lidské zdravi i
na zivotni prosttedi [15]. Jejich osud v organismu zavisi predev§im na velikosti a chemickych
vlastnostech. Mensi Castice pronikaji snadnéji a ve vysSim poctu do tkani a mohou vyvoléavat
toxicky efekt v organismu. Jejich vylucovani je vSak rychlejsi nez u astic vétSich rozméra
[13, 16]. Velmi velky povrch nanoc¢astic miize mit za nasledek tvorbu Skodlivych
oxyradikalt, které mohou zptisobit poskozeni bunék posSkozenim funkce DNA, proteinti nebo
membran v biologickych systémech [17]. Dalsi ekotoxikologické studie poukazuji na toxicitu
pro vodni organismy (bakterie, dafnie nebo ryby), ale pouze pti vysokych koncentracich [18].
Rovnéz byla vypracovana fada studii prokazujicich jejich negativni vliv na kardiovaskularni
a respiracni systém c¢loveka [14,16].

1.4 Léciva

Léciva jsou farmaceuticky aktivni latky, které se pouzivaji k ovlivnéni fyziologickych
vlastnosti lidi ¢i zvifat. Jejich koncentrace v Zivotnim prostiedi koreluje s jejich zvySenym
uzivanim [19]. Prvni zminka o vyskytu 1é¢iv ve vodnim ekosystému byla v roce 1976 [20].
Farmaka se do prostfedi dostavaji z humanni i veterinarni 1ékaiské praxe, pii jejich exkreci
a z odpadtl (Obr. 4). Nejcastéjsimi zastupci 1éCiv jsou nesteroidni protizanétlivé 1€ky (napf.
ibuprofen, diklofenak), antibiotika (jako tfeba penicilin, tetracyklin), hormonalni

antikoncepce nebo antiepileptika (napt. karbamazepin) [3, 21].
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Obr. 4 Cesta 1é¢iv a jejich metabolitti do zivotniho prostiedi [22]

Farmaceutika nemusi byt v téle zcela metabolizovana, jsou pak vyluCovana jako metabolity
nebo v nezménéné podobé. Osud 1éCiv v organismu zdlezi na zplsobu jejich aplikace
(zejména oralné ¢i intravendzng), farmakokinetice a dalSich faktorech — absorpci, distribuci,

biotransformaci a eliminaci.

Absorpce 1é¢iva z mista podani zavisi na jeho fyzikalné-chemické povaze, distribuce je jeho
transport télnim obéhem do tkani. K odpovédi organismu na pfitomnost 1é¢iva v systému
muze dojit jiz béhem absorpce (napt. u zilniho podani). Biotransformace probiha ve dvou
fazich. Zahrnuje biochemické premény 1é€iva, predevsim v jatrech a vede k inaktivaci [éCiva,
nebo naopak k tvorbé aktivni az toxické formy. Behem 1. faze dochdzi k pfeméné nepoldrni
slouceniny na polarni vnesenim nebo odkrytim funkénich skupin (-COOH, -SH, -OH). Druha
faze pak zajiStuje konjugaci substratu k vytvofenému produktu z I. faze, aby mohlo dojit
k jeho vylouceni. Mezi nejcastéj$i konjugacni Cinidla patii kyselina glukuronovd, acetat,
sulfat nebo glutathion (Obr. 5). Na zavér dochazi k eliminaci 1é¢iva napt. stolici, moci,

dechem atd. [3, 21, 23, 24].

I. faze II. faze
1é¢ivo >  metabolit »  konjugat
oxidace, konjugace:
redukce, - glukuronidace,
hydrolyza, ... - acetylace,
- sulfatace, ...

Obr. 5 Biotransformace 1é¢iv [23]
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Standardni technologie (aktivace, kofenové Cistirny) pouzivané na klasickych Ccistirnach
odpadnich vod (COV) neumoziuji odstranit z vod veskeré zbytky 1é¢iv, proto jsou k nim
pfifazovany specidlni technologie popsané nize (ozonizace atd.). RovnéZ neexistuje
univerzalni Cistirensky proces, ktery by mohl byt pouzit pro vSechna lé¢iva a néktera z nich
mohou byt irezistentni (karbamazepin). Neodstranénd rezidua 1é¢iv se pak mohou
vyskytovat nejen v télech vodnich Zivocichli a rostlin, kde dochazi k jejich kumulaci, ale 1
v povrchové apitné vode [25]. Ackoliv je vétSina 1€Civ navrzena k pisobeni v lidském
organismu, je pravdépodobné, Ze necilové organismy vyskytujici se v ekosystému budou takeé

témito latkami ovlivnény [26].

Je zndma tada nezadoucich ucint 1éCiv v zivotnim prostiedi. Naptiklad produkce estrogennich
hormont vramci EU je vitadu stovek kilograml rocné. V zivotnim prostiedi ovliviiuji
endokrinni mechanismy ryb a ostatnich vodnich organismua [19, 26]. Zaroveil uvoliovani
antibiotik a jejich metaboliti do Zivotniho prostfedi zvySuje riziko vzniku bakterialni
rezistence vuci antibiotikim ve vodnich ekosystémech [27].

Stopy léCiv v pitné vod¢ jsou piitomny jen ve velmi malém mnoZstvi, a to o n¢kolik fada
na lidské zdravi zplisobeny konzumaci pitné vody [28]. Nejvice testll je ov§em zaméieno na
akutni ucinky 1é¢iv, zatimco udaje o chronickych efektech chybi. Je zapotiebi cilenych
ekotoxikologickych studii, které by umoznily lepsi a komplexnéjsi hodnoceni rizik 1éciv
v budoucnosti  [26]. Nckteré¢ ekotoxikologické udaje vybranych 1é€iv jsou uvedeny

v kapitole 4 Ekotoxicita vybranych léciv.

2 Charakteristika vybranych léciv

2.1 Diklofenak

Zakladni vlastnosti

Diklofenak (Obr. 6) je derivat kyseliny fenyloctové, bily prasek bez zapachu vyskytujici se ve
form¢ sodné i draselné soli. Patii do skupiny nesteroidnich protizanétlivych latek (NSAID),

kam se fadi mimo jiné i ibuprofen ¢i nize uvedeny naproxen [29, 30].
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Cl OH
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Obr. 6 Strukturni vzorek diklofenaku [31]
Vyuziti
Diklofenak nachazi vyuziti jako antirevmatikum pii 1é€beé artritid a revmatickych
ucinky a je vydavan bez lékatrského ptredpisu. Na trhu je k dostani ve formé riznych tablet,

kapsli, masti a jeho spotieba v Ceské republice je cca 20 tun/rok [25, 32].
Princip piisobeni

Absorpce z traviciho traktu probihd rychle a zcela a je vyluCovan moci a zluc¢i [2, 31].
Metabolismus probihd v jatrech, kde za katalyzy enzymu CYP2C9 vznikd procesem
hydroxylace 4- hydroxydiklofenak a 5-hydroxydiklofenak. Déle dochédzi ke konjugaci

s kyselinou glukuronovou [33].

Pisobeni vSech nesteroidnich antirevmatik je v principu stejné a spociva v inhibici funkce
enzymu cyklooxygenazy, ¢imz dochazi k zasahu do tvorby prostaglandini vznikajicich
z kyseliny arachidonové (Obr. 7). Prostaglandiny zastavaji celou fadu fyziologickych funkci
(ochrana sliznice zaludku, regulace trombocytl) i funkci patologickych (vyvolévaji bolest
aprojevy zanétu v mist¢ poskozeni). Vlivem NSAID tedy dochazi ke snizeni funkce

prostaglandint a k potlaceni jejich nezadoucich, ale i zddoucich ucinka [30, 34].
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fosfolipidy

fosfolipaza

kyselina
—— arachidonova —

cyklooxygenaza lipooxygenaza
prostaglandiny | | prostacykliny tromboxany leukotrieny

Obr. 7 Metabolismus kyseliny arachidonové [30]
2.2 Naproxen

Zakladni vlastnosti

Naproxen (Obr. 8) je derivatem kyseliny propionové vyskytujici se pfevazné jako jeho sodna

stil ve form¢ krystalické latky bilé barvy [30, 35].

CH

3
OH
SeR
o)
H,CO

Obr. 8 Strukturni vzorec naproxenu [36]
Vyuziti
Ma Sirokospektré vyuZiti v oblasti 1écby bolesti a zdnétd, jako je dna, artritida ¢i menstruacni

bolesti. Lék je urcen k Gstnimu podani, a to ve formé tablet, kapalné suspenze ¢i kapsli

s dlouhodobym uvoliiovanim [35, 37].
Princip ptsobeni

Stejné¢ jako diklofenak je fazen mezi nesteroidni protizanétlivé 1éky zplsobujici inhibici
syntézy prostaglandind (Obr. 7). Naproxen je metabolizovan konjugaci s kyselinou
glukuronovou za vzniku naproxen — glukuronidu a pfemén na nealinny 6-

desmethylnaproxen. Eliminace 1é¢iva probiha moc¢i a stolici [38].
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2.3 Kiyselina klofibrova

Zakladni vlastnosti

Kyselina klofibrova (Obr. 9) je krystalickd latka bézové barvy. Jednd se o derivat
fenoxyisomaseln¢ kyseliny [39]. V povrchové vodé byla objevena nahodou v roce 1992, kdyz

védci testovali jezerni vodu na piitomnost herbicidi [20].

O
OH
Cl

Obr. 9 Strukturni vzorec kyseliny klofibrové [40]
Vyuziti
Jedna se o zékladni metabolit fibrata, pouzivanych ke kontrole hladiny krevnich lipoproteinti

majicich vliv na ukladani cholesterolu v cévnim tecisti a na krevni tlak [19]. Spotieba fibrata

v Ceské republice je kolem 10 tun/rok [25].

Kyselina klofibrova je Casto pouzivana k posouzeni toxicity z diivodu jeji vyssi perzistence
v Zivotnim prostiedi, protoze je diky svym vlastnostem vici Cistirenskym procesim velmi

odolna [2].
Princip piisobeni

Hlavnim mechanismem ucinku je stimulace aktivity lipoproteinové lipazy majici za nasledek
urychleni katabolismu VLDL (very low density lipoprotein) bohatych na triacylglyceroly,
¢imz snizuji jejich hladinu a zaroven mirné zvySuji koncentraci HDL (high density
lipoprotein) cholesterolu. Fibraty snizuji i syntézu VLDL v jatrech a souCasné se snizuje
jaterni syntéza apolipoproteinu B (vyznamny zejména u LDL lipoproteinti o nizké hustotg).
Dale inhibuji syntézu mastnych kyselin a zvySuji jejich katabolismus procesem beta-oxidace.
Tyto ucinky jsou zprosttedkovany tim, ze ovliviuji aktivitu jadernych receptorii PPAR
(peroxysome proliferator activated receptor). V soucasnosti jsou znamé 3 druhy PPAR,
z nichz podskupina a a f maji vliv pravé na katabolismus a skladovani mastnych kyselin.
Kyselina klofibrova je vylucovana jako konjugat kyseliny glukuronové moci a velmi malo

ve formé volné kyseliny [2, 26, 40].
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2.4 Kofein

Zakladni vlastnosti

Kofein (Obr. 10) je derivat xantinu, vyskytuje ve formé bilého prasku slabé nahotklé chuti
a bez zapachu. Jeho ucinky jsou znamy jiz po staleti, lidé¢ zZvykali listy nebo semena rostlin

doprovazené pocitem zlepSeni nalady [41, 42].

QO Ch
H3C ~ N )[jfl\f>
o)\w N/

CH;
Obr. 10 Strukturni vzorec kofeinu [37]

Vyuziti
Kofein je latka s psychostimula¢nimi u€inky a je pouzivan ve velkém mnoZzstvi 1é¢iv, a to
predevsim jako pomocna latka. Vyskytuje se v listech, semenech a plodech kavovniku, ale i

v Cajovniku, kakaovniku a dalSich. Nachazi se ve spousté potravin, napoju (¢okolada, coca-

cola, energetické napoje) nebo dopliki stravy (ptipravky na hubnuti) [41].
Princip ptlisobeni

Stimuluje centralni nervovou soustavu a to pifedevsim mozkovou kiiru. Podporuje produkci
katecholaminli a reninu v krevnim ob¢hu. Udrzuje organismus ve stavu bd¢€losti, zvySuje
psychickou a fyzickou aktivitu. Ma mocopudné ucinky. Z traviciho traktu se rychle
a kompletné resorbuje, metabolizuje se demetylaci a oxidaci na derivaty kyseliny mocové

(1-metylmocovou) [37, 43].
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3

Testy ekotoxicity

Jedna se o experimentalni metody, které se pouzivaji k vyhodnoceni, zda testovand chemicka

latka (1é€ivo) bude mit za presné definovanych podminek vliv na testované organismy, jak

velky bude jeji vliv a také pomahaji odhadnout mozné dopady na zivotni prostiedi.

Testovacim prvkem nej¢astéji byva tkan, zivy organismus nebo populace organismil. Toxicka

latka mize zplisobovat smrt organismu, ovlivilovat metabolické pochody, inhibici ristu,

¢inaopak zapficiluje jeho nezddouci nadmérny rlst. Testy se vzdy provadi zéaroven

s kontrolnimi organismy, které nejsou vystaveny vlivu toxické latky [44, 45, 46].

Charakteristiky nejb&éznéji pouzivajicich testl jsou uvedeny v kapitolach 3.2-3.7.

Vysledky testli mohou byt charakterizovany dle nésledujicich hodnot:

- LCso letalni koncentrace pro 50 % testovacich organismi,
- ICso inhibi¢ni koncentrace zptsobujici 50% inhibici rlstu testovacich organismi,

- ECso efektivni koncentrace vyvolavajici 50% uhyn nebo imobilizaci testovacich

organismd,

- NOEC nejvyssi koncentrace, u které jeste nedoslo k vyvolani viditelného efektu,

v

3.1 Rozdéleni testu

3.1.1 Podle typu

Standardni

Validované testy fizené dle norem, maji jednotné principy s pfesnymi postupy, seznamy
pouzitych pristrojii a materidlii. Patii sem testy na sladkovodnich tasach, perloockach,
rybach a semenech vyssich rostlin [26, 47].

Alternativni

Hlavnimi vlastnostmi alternativnich testl je miniaturizace a pouzivani komercné
dostupnych organismi (jako jsou napfiklad vajicka nebo cysty). Jejich nespornou
vyhodou je tuspora chemikdlii a casu vénovaného péstovani organismil. Testy jsou
dodavané ve formé¢ kitu (napt. Daphtoxkit s korySem Daphnia magna), ktery obsahuje
laboratorni material, chemikalie a testovany organismus [45, 47].

Akvatické

Jedna se o testy na vodnich organismech, jejichz cilem je zjistit, jak bude testovana latka

pusobit na organismy vodniho ekosystému. Jsou vhodné pro vodni vyluhy nebo latky
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rozpustné ve vodé. Testovacimi organismy jsou bakterie, fasy, vodnich rostliny a ryby
[47].

Kontaktni

Kontaktni neboli terestrické testy se provadi pro zjisténi ucinka toxicity latek na pidni
ekosystém. Vyuzivaji se predevS§im pro latky méné rozpustné ve vod€, pevné odpady,
sedimenty a podobné materidly. Provadi se na pltdnich organismech, jako jsou zizaly,

roupice, chvostoskoci a rostliny (napft. salat Lactuca sativa) [44, 48].

3.1.2 Podle doby expozice

Akutni

Akutni testy sleduji uCinky, které se projevuji v kratké dob€, coz znamena, ze doba trvani
je vrozmezi 24-96 hodin. Radime sem standardni akutni testy toxicity na rybach

a perloockéach, test kli¢ivosti kofentl rostlin a inhibi¢ni test na fasach [26, 49].
Subakutni

Délka trvani se pohybuje v ramci tydnti az mésict. Slouzi ke studiu toxickych zmén pfi
opakovaném vystaveni dané latce, ale nemusi odhalit nésledky dlouhodobého ptlisobeni.
Do této skupiny mulzeme =zafadit rGstovy inhibicni test okifehku mensiho nebo

prodlouzeny inhibi¢ni test na fasach [46, 49].
Chronické

Vyuzivaji se k urCeni negativnich ucinka latek pii jejich dlouhodobém ptisobeni
na organismy. Testovanym organismim jsou v pravidelnych intervalech aplikovany
davky toxické latky a dle piesné¢ definovanych parametrt se sleduji patologické zmény,
které jsou pozorovany vétSinou v dalSich generacich (napf. neplodnost, mutagenita,

karcinogenita). Testovacim organismem mohou byt ryby, perloocky apod. [26, 49].

3.1.3 Podle pokrocilosti testovaciho systému

Testy 1. generace

Vyuzivaji metod klasickych testd zalozenych na akutnich testech provadénych
v laboratoii na chovanych testovacich organismech. Jejich nevyhodou je ekonomicky
naro¢né provedeni z divodu dlouhodobéjsiho udrzeni kultury testovacich organismi, pro

ptiklad koryS Daphnia magna, fasa Scenedesmus subspicatus atd. [47, 49].
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- Testy 2. generace

Mikrobiotesty, stejné¢ jako vySe zmitlované alternativni testy, jsou nenahraditelné pro
testovani velkého poctu vzorki a existuji rovnéz v miniaturizované formée. Vuci
klasickym testim 1. generace jsou tedy usporné jak zhlediska ekonomické (nizsi
spotieba chemikalii), tak casové ndro€nosti (zkraceni doby kultivace). Organismy se

dlouhodobé¢ udrzuji v lyofilizované formé ¢i v klidovém stadiu (bakterie, fasy) [45, 47].
- Testy 3. generace
Biosondy a biosenzory, napt. s imobilizovanymi fasami [49, 50].

3.1.4 Podle testovan¢ho organismu

Bakterie — Vibrio fischeri.

Niz8i rostliny — fasa Desmodesmus subspicatus.

Vyssi rostliny — semena Hoicice bilé Sinapis alba.

Bezobratli zivo¢ichové — perloocka Daphnia magna.

Obratlovci — zivorodka duhova Poecilia reticulata [26, 47].
3.1.5 Podle testovaného vzorku

- Voda,
- puda,
- sediment apod. [49].

3.2 Test na bakteriich

Jednim z mikrobidlnich indikatori pouzivanych pro provadéni testli ekotoxicity je motska
bakterie Vibrio fischeri. Radi se do skupiny gramnegativnich bakterii. Tyto mikroorganismy
jsou pohyblivé, k Gemuz jim slouzi bi¢ik. Ziji prevazné ve slané vodé v symbidze s motskymi
zivoCichy, ale muizeme je najit 1 ve sladké vodé [51]. V. fischeri piirozené emituje
modrozelené svétlo o vinové délce 490 nm vznikajici v organismu oxidaci organickych latek
(viz Obr. 11). Bioluminiscence je fizena malym souborem genli znamych jako lux operon

[52].
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Obr. 11 Vibrio fischeri [53]

Jednd se o dgj, kde je Zivymi organismy produkovano a emitovano svétlo na principu
chemické reakce luciferinu a enzymu luciferazy, kde enzym katalyzuje oxidaci luciferinu

za ptritomnosti redukovaného flavinmononukleotidu (FMN) dle rovnice €. 1 [52].
luciferin + FMNH; + R-CHO + Oz - oxyluciferin + FMN + R-COOH + H>0 + hv (490nm)
(D

Doba trvani testu je 30 minut a jeho principem je zména bioluminiscence zptisobena expozici

toxické latky a zjisténi hodnoty relativni inhibice bioluminiscence H dle rovnice €. 2.

H = (IK _ IC) 1100 )

Ik

kde H je intenzita bioluminiscence v %, I. je intenzita svétla produkovand bakteriemi o

koncentraci ¢ a Ix je intenzita svétla kontroly.

Intenzita bioluminiscence je velmi citliva na vnéj$i podminky a plsobeni toxické latky se
projevi jejim poklesem. M¢feni se provadi na luminometru [54]. Testy jsou také dodavany
ve formé¢ komercnich souprav pod riznymi nazvy, napi. MICROTOX [45]. Metoda je
normovana dle CSN EN ISO 11348-1-3 [55].

Dalsi testovanou bakterii byva Pseudomonas putida, se kterou byly v této praci testy
ekotoxicity provadény. Jednd se o gramnegativni aerobni pohyblivé bakterie celedi
Pseudomonadaceae, mobilni tyCinky s bi¢iky, bézn¢ se vyskytujici ve vodé a puade. Teplota
pro optimalni riist se pohybuje v rozmezi 25 az 30 °C. Metoda se zamétuje na zkoumani
inhibi¢niho vlivu povrchovych, podzemnich a odpadnich vod na rtist bunék. Testuje se rozdil
ristu pod vlivem testované latky ve srovnani s rlistem bunék v kontrole (bez zkouSené latky).

Koncentrace bunék se stanovuje pomoci spektrofotometru jako absorbance pii vinové délce
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436 nm po 16 h ristu. Metoda je normovana dle CSN EN ISO 10712. Vyhodnoceni se

provadi podle nasledujici rovnice €. 3 [56, 57].

Bc_Bn

I =———=-100 3
B, B, (3)

kde: I je inhibice rozmnozovani bunék v %, B. zakal v kontrole na konci zkusebni doby, B,

zdakal v testované koncentraci na konci zkusebni doby a By pocatecni zakal v kontrole.

3.3 Test na sladkovodnich rasach

Zelené tasy patii do skupiny necévnatych jednobunécnych vodnich rostlin a poskytuji potravu
pro vodni zivo¢ichy ve formé planktonu. Nejcastéji vyuzivanou skupinou pro tyto druhy testl
jsou tasy rodu Desmodesmus. Nékteré rody vytvareji tzv. coenobia tvotfenych ze dvou, Ctyf,

osmi a vice bun¢k v fad¢ (viz Obr. 12) [47, 58].
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Obr. 12 Rasa rodu Desmodesmus [59]

Test umoziuje sledovat nejen toxické efekty latek, ale i efekty stimula¢ni. Diky rychlému
rustu fas je mozné pozorovat jak akutni pasobeni latek, tak chronické. Klasické testy jsou
provadény v Erlenmayerovych bankach, coz s sebou nese vysokou spotiebu kultiva¢nich
médii 1 ¢asu, proto se na misto ban¢k pouzivaji mikrotitracni desticky. Kultivace probiha 72

hodin [47, 60].

Vyhodnoceni se provadi pomoci mikroskopu v pocitacich komtrkach, coz patii mezi nejstarsi
a nejjednodussi metodu. Pouzitim této metody se daji rovnéZ odhalit zmény v morfologii
bunék a také pfitomnost kontaminace (napf. bakteriemi). Ddéle se vyuziva
spektrofotometrického proméfeni absorbance pti vinové délce 680 nm odpovidajici mnozstvi
chlorofylu, ¢i se méfi zakal pti 750 nm [47, 58, 60]. Pti stanoveni chlorofylu neni vysledek
zatizen nepfesnosti zplisobenou piitomnosti bakterii a nerozpusSténych castic vyskytujicich
se u nesterilnich vzorkii z Zivotniho prostfedi. Zakal pfesnéji popisuje mnozstvi bunék
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v suspenzi, protoze se koncentrace chlorofylu v buiice mize ménit. Metody jsou opét
normovany CSN EN 8692 [47, 60, 61]. Vypodet ristové rychlosti fasové suspenze uvadi
rovnici ¢. 4, vypocet inhibice riistové rychlosti fasové suspenze rovnice €. 5.

_Inynz2 — Inyo

t “)

He

kde: uc rustova rychlost koncentrace c; No koncentrace bunék ras na zacatku testu; N7>

koncentrace bunék ras po dobé expozice,; t doba expozice (72 hodin).

I = (w) 1100 (5)
MK

kde: 1. inhibice riistu v % pro koncentraci toxikantu c; uk ristova rychlost v kontrole; .

riistova rychlost koncentrace c [60, 62].

3.4 Test na semenech vysSich rostlin

Vv

Mezi vyuzivané testy na semenech vysSich rostlin patfi test semichronické toxicity se semeny
hoi¢ice bilé Sinapis alba a byl vyvinut k testovani nezavadnosti odpadnich vod vyuzivanych

pro zavlahu [63].

Hoicice bila je jednoleta rostlina se zlutymi kvéty, patfici do Celedi brukvovitych a je
vyznamnou olejninou péstovanou v Evropé. V poslednich letech se péstuje pfevazné pro
semeno a vyuziva se nejen v potravinarském, ale i farmaceutickém a kosmetickém primyslu.

Radi se rovnéz mezi krmné plodiny [64].

Test je Casove 1 financné nenaro¢ny a snadny na provedeni [47, 63]. Testuje se vliv roztoku
zkoumané latky na kliceni semen a rist kofenii hoi¢ice bilé. Inkubace probiha 72 hodin
ve tm¢. Principem je kultivace semen na filtranim papife nasycenym roztokem zkoumané
latky ve srovnani se semeny, ktera rostou pouze v fedici vodé. Vysledkem je odecet velikosti
narostlého kotene, ktery je znadzornén na obrazku €. 13. Vypocet inhibice ristu kofene Sinapis

alba uvadi rovnice €. 6. Tyto metody nejsou normovany [63, 65].

Obr. 13 Vykli¢ené semeno Sinapis alba [66]
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I = (DKD—_KDC) 1100 6)

kde: I je inhibice rustu korene v %; Dk prumérnd délka korene v kontrole v mm,; D. priimérna

délka korene v testované koncentraci v mm [63].

3.5 Test inhibice rustu okirehku

Pro testovani toxicity latek na zastupcich vyssich vodnich rostlin se vyuziva okfehek mensi
Lemna minor. Je fazen do skupiny krytosemennych jednodéloznych rostlin ¢eledé Lemnaceae
(oktehkovité). Nalezneme ho na povrchu stojatych vodnich ploch, kde slouzi jako potrava ryb
a vodniho ptactva. Jeho husty porost brani pronikani svétla pod hladinu a tim vyrazné meéni
vlastnosti ekosystému a zhorSuje jakost vody. Stélka mé tvar drobného listku velikosti 3-

6 mm s kofinkem (viz Obr. 14) [67, 68].

Obr. 14 Lemna minor [69]

Test je, stejn¢ jako u fas, zalozen na inhibici rastu a délka expozice je 7 dni. Zjistuji se
semichronické Ucinky latek, protoze je zde zahrnut jak okamzity Ucinek, tak i dlouhodobé
pusobeni. Rostliny okiehku mensiho se nechaji riist v riznych koncentracich testované latky
v zivném roztoku soucasn¢ s kontrolou bez testované latky. Po 24 hodinach se zaznamenava
stav rostlin a pocet stélek. Vyhodnoceni G¢inku spociva v méfeni jedné ze tii charakteristik —
velikosti listové plochy, hmotnosti susiny nebo obsahu chlorofylu. Postupy jsou normovany
dle ISO 20079. Vypocet rustové rychlosti se provede pomoci rovnice ¢. 7 a inhibice rastu dle
rovnice €. 8.

InN,, — InN,
= —tn

e 7

kde: uc je rustova rychlost koncentrace c; No pocet stélek na zacatku testu; N, pocet stélek na

konci testu; t doba expozice.
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Hg — H
I, = (%) .100 (8)

kde: I je inhibice méreného znaku dané koncentrace v %, Hx méreny znak v kontrole; H.

meéreny znak v testované koncentraci [45, 67, 68].

3.6 Test na korySich

Do seznamu standardnich testli jsou fazeny také akutni testy toxicity na perloockach Daphnia
magna (Hrotnatka velkd), patficich mezi planktonni organismy o velikosti cca 1,5-5 mm
(Obr. 15). PerlooCky jsou soucasti potravniho fetézce ryb a jsou tedy vyznamnou slozkou
vodniho ekosystému. Vedle akutnich testl jsou jesté vyuzivany testy zkoumajici vliv latek na

reproduk¢ni aktivitu hrotnatek trvajici 21 dni [47].

Obr. 15 Daphnia magna [50]

Pfed zahijenim testu je tfeba namnozit dostatecné mnozstvi perloocek, vhodné jsou
organismy star¢ maximalné¢ 24 hodin. Principem testu je vystaveni dafnii jednotlivym
koncentracim testované latky s dobou expozice 24 a 48 hodin. Béhem kultivace se pozoruje
jejich stav a zaznamenavaji se uhynuli a imobilizovani jedinci ve srovnani s kontrolou [62,
70]. Vypocet procentudlni imobilizace perloocek je popsan v rovnici €. 9. Vyhodou hrotnatek
je jejich kratk4d generacni doba, snadnd kultivace a velkd rozsifenost druhu v pfirodnich
podminkéach. Metoda je normovana dle CSN EN ISO 6341 [50, 71].

I, = (&) 1100 ©)

Nk

kde: 1. je imobilizace jedincu v dané koncentrace v %, Nk pocet Zivych jedincii v kontrole; N

pocet imobilizovanych jedincu v testované koncentraci [70].
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Kromé¢ standardnich testll fizenych normami jsou v dnesni dobé ¢im dal Castéji vyuzivané
alternativni testy, které jsou experimentalné, at’ uz z hlediska Casu, ¢i spotteby chemikalii,
méné¢ naroné. Mezi komeréné doddvané soupravy vyuZzivajici jako testovaci organismus

dafnie patii napt. Daphtoxkit [72].

3.7 Test na sladkovodnich rybach

Vedle testl se pstruhem duhovym, zaméfenych spiSe na chronické ucinky, se vyuzivaji i testy
akutni toxicity na daniu pruhovaném (Brachydanio rerio) ¢i zivorodce duhové (Poecilia
reticulata). Zivorodka i danio dosahuji velikosti 3-6 cm (Obr. 16) a jejich chov je snadny

a nenaro¢ny [47].

Obr. 16 Brachydanio rerio [73]

Testy jsou vyuzivany k indikaci dlouhodobych zmén kvality vody zplsobenych ucinky
cizorodych toxickych latek. Nabyvaji na vyznamnosti zejména proto, Ze ryby jsou dulezitym

¢lankem potravniho fetézce vodniho prostredi [47, 74].

Princip spoc¢iva v pozorovani ryb pii riznych koncentracich testované latky po dobu 96 hodin
soucasn¢ s kontrolou a zjistuje se vliv latek na jejich chovani a preziti. Staii ryb je vhodné
okolo 3-4 mésict a celé testovani probihd bez provzdusnovani a krmeni. Metoda je dana

normami CSN EN ISO 7346-1-3 [62, 75].

Testy mohou probihat za statickych, semistatickych nebo prato¢nych podminek. Pfi
statickych se roztok neobnovuje a vyhodou je, Zze nevyzaduje slozité zatizeni, ale zkouSené
latky se mohou v prubéhu rozlozit a jakost vody se muze zhorsit. V semistatickych
podminkach jsou zkousené roztoky obnovovany kazdych 24 nebo 48 hodin. U pruto¢nych

vvvvvv

76].
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4 Ekotoxicita vybranych léciv

cvwr

ECso (ICs0):

e ECso < Img/l velmi toxicky pro vodni organismy
e ECso=1-10 mg/l toxicky pro vodni organismy

e ECso=11-100 mg/l skodlivy pro vodni organismy
e ECso> 100 mg/l nejsou klasifikovany [77].

U vétSiny 1€€iv je jejich hodnota ECso relativné nizkad, a to v rozmezi 10-100 mg/l nebo vice.
Autor jedné ze studii testovani ekotoxicity poukazuje na to, Ze testy, ve kterych je pouzita
kombinace riznych léCiv, vykazuji silnéjsi Gc¢inky, nez u jednotlivych Iéciv [70]. V nize
popsanych kapitolach jsou uvedeny koncentrace 1éCiv, ve kterych je mozné je nalézat
v rozmanitych zdrojich vod a také jsou zde pro ukézku uvedeny jejich toxické koncentrace

pro organismy z vybranych studii.

4.1 Diklofenak

Jedna se o jedno z nejcastéji nalézanych lé¢iv v odpadnich vodach, fekach, podzemnich
vodach, nemocni¢nich odpadnich vodach, dokonce i v pitné vod¢ (pouze tadové v ng/l).
toxicitu. Uinky byly pozorovany u koncentraci pod 100 mg/l. Vystupni koncentrace
diklofenaku z &istiren odpadnich vod ve Svycarsku se pohybovala v rozmezi 1,42-2,4 pg/l [2].
V odpadnich vodach byl nalezen v koncentracich okolo 0,81 pg/l, zatimco maximalni

koncentrace u povrchovych vod byla 2 ug/l.

Hodnota LOEC u toxicity pro ryby byla v rozmezi koncentraci zjisténych u odpadnich vod.
Chronické studie prokézaly histopatologické ucinky po 28 dnech expozice v ledvinach
a jatrech u pstruha duhového pii koncentraci 5 pg/l a hyperplazii bunék ve strevé 1 pii 1pg/l.
Nebyl pozorovan ucinek diklofenaku na vyvoj embryi dania pruhovaného, kromé opozdéného

lihnuti u koncentraci 1-2 mg/1 [26].

Pfi 30minutovém testu na bakterii V. fischeri byla nalezena hodnota ECso 90 mg/l [21].
Inhibice primérné rychlosti ristu fasy D. subspicatus byla ECso 71.9 mg/l a u okiehku L.
minor byla hodnota ECso 7,5 mg/l. K imobilizaci perloocek D. magna doslo pii koncentraci

ECs0 68 mg/1 [70, 77].
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4.2 Naproxen

Naproxen byl nalezen ve vytoku z Cistiren odpadnich vod v koncentracnim rozmezi 31 ng/l —
7,96 ng/l a v povrchovych vodéch, kde byla koncentrace 250 ng/l. Tato ucinna latka byla také
detekovana v pitné vodé — ovSem pouze ve stopovém mnoZzstvi a pod mezi stanovitelnosti
(<0,5 ng/l) [2, 78]. V G&istirenskych odpadnich vodach ve Svycarsku byl zjiitén naproxen
v mnozstvi 2,6 ng/l [79]. Na vytoku kanadskych cistiren odpadnich vod byla zjisténa hodnota
naproxenu 12,5 ng/l [26].

Zkousky akutni toxicity provedené na viinicich, perloo¢kach a Zzabronozkach ukézaly,
ze naproxen ma hodnoty LCso a ECso v rozsahu 1-100 mg/l. Produkty fotolyzy vSak byly
vyrazné toxiCtéj$i nez puvodni latka. U testli na dafniich byla zjisténa koncentrace akutni

toxicity 66,4 mg/l a chronické 0,33 mg/1 [2, 26].

Pfi 30minutovém testu na bakterii V. fischeri byla nalezena hodnota ECso 600 mg/l [21].
Inhibice rychlosti rastu tasy D. subspicatus byla pti hodnoté ECso 625,5 mg/l, u okiehku
L. minor byla hodnota ECso 24,2 mg/l a k imobilizaci perloocek D. magna doSlo pfi
koncentraci ECso 174 mg/1 [70, 77].

4.3 Kyselina klofibrova

Pritomnost kyseliny klofibrové byla zjiS§téna v mnoha odpadnich, povrchovych a motskych
vodach, pti pomérné vysokych koncentracich v podzemnich vodach (4 pg/l) a v pitné vodé
(0,07-0,27 pg/1). Vyskyt byl poprvé zaznamenan v USA v odpadnich vodach v rozmezi 0,8-
2 ug/l a v povrchové vodé o koncentraci 0,55 pg/l [26]. VCOV ve Svycarsku byla
koncentrace kyseliny klofibrové 0,06 pg/l [79]. V pitnych vodéach ¢inil obsah kyseliny
klofibrové az 165 ng/l (Némecko) [80].

Pti testech toxicity na bakterii V. fischeri byla nalezena hodnota ECso 100 mg/l [2]. Inhibice
rychlosti rustu fasy D. subspicatus byla pti hodnoté ECso 115 mg/l, u okiehku L. minor pii
ECso 12,5 mg/l. Imobilizace perloocek D. magna nastala pti koncentraci ECso 72 mg/1 [70].
Hodnoty LCso se nachéazely v rozmezi od 7,7 do 39,7 mg/l, takze mize byt kyselina
klofibrova klasifikovdna jako Skodlivd pro vodni organismy [26]. Cytologické zmény

v zabrach pstruha duhového byly zaznamenany pii vystaveni koncentraci kyseliny klofibrova
5 ug/1[2].
Hodnota NOEC u sedmidenniho testu perloocek C. dubia byla 640 pg/l a u desetidenniho

testu s daniem pruhovanym byla tato hodnota 70 mg/l [26]. Koncentrace <1000 ng/l
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vyznamn¢ neovlivnila rist fas D. tertiolecta, pteziti korySe P. pugio ani ryby F. heteroclitus.

Nameétené koncentrace kyseliny klofibrové v zivotnim prostiedi neptekrocily 10 pg/l [80].

4.4 Kofein

Tato sloucenina mize slouZit jako antropogenni marker ve vodnich systémech z diivodu jeji
Casté detekce v povrchovych, motrskych a také podzemnich vodach. Je obecné piitomen
v Cistirenskych odpadnich a povrchovych vodach kontaminovanych Iéky, v americkych tocich
byla zméfena jeho maximalni koncentrace 6 pg/l [26]. Ve Svycarsku byla zjisténa

koncentrace kofeinu na p¥itoku do COV 7-73 pg/l a odtoku 0,03-9.5 pg/l [81].

Pti testech toxicity na bakterii V. fischeri byly vyznamné zmény v bioluminiscenci zjistény az
pii koncentracich 200 — 18 000 mg/l [82]. Pti akutnim testu toxicity u D. magna byla
stanovena hodnota LCso 445,3 mg/l [83]. Inhibice reprodukce u viinikl nastala u koncentrace
ECso 104 mg/l [84]. Vyznamna inhibice riistu byla pozorovana u fas 1. galbana, kde byla
koncentrace kofeinu 100-500 mg/l a u P. subcapitata 500 mg/1 [82].

5 Metody odstraiiovani mikropolutanti

Pokud se 1é¢ivo dostane do odpadnich vod, jeho osud zavisi jak na jeho fyzikalné-chemickych
vlastnostech, odolnosti vii¢i pfirozenym rozkladnym procestim, tak na tom, jestli prochazi
pres &istirnu odpadnich vod (COV). Zde se v zavislosti na typu pouzité technologie mtize
odbouravat. Néktera 1é¢iva jsou ovsem diky své stabilni struktufe odbouratelnd jen velmi
obtizné (napf. karbamazepin ¢i kyselina klofibrovd) [22, 25]. V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny

koncentrace a u¢innost odstrafiovani nékterych 1é&iv na COV [3].

Tabulka 1 Koncentrace a u&innost odstranéni 16¢iv na COV

Lécivo Koncentrace na pritoku (ug/l) U¢innost odstranéni (%)
Naproxen 0,6-1,3 15-78
Diklofenak 0,035 - 3,02 69 — 98
Kyselina klofibrova 0,46 — 1,2 0-15

Kofein 230 99,9

Proces ¢isténi odpadnich vod v klasické COV se sklada ze dvou &asti — mechanické
a biologické. V mechanické fazi dochazi k odstranéni pevnych makroskopickych ¢astic
obsazenych v odpadni vod¢é pomoci Cesli, sit a lapakid. Drobnéjsi ¢astice jsou zachytavany

v lapacich pisku, které pracuji na principu sedimentace. U¢elem je odstranéni pevnych castic,
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které by mohly poskodit zafizeni COV. Degradace latek rozpusténych v odpadni vodé a také
zbytkt 16¢iv je v mechanické asti téméf nulova a na vystupu z mechanické ¢asti COV je lze
detekovat v mnozstvi pg/l.

vewr

velkého mnozstvi organickych latek, podrobné viz nize v kapitole 6 Biologicka degradace.
Zakladnim principem vSech biologickych ¢istirenskych procest jsou biochemické oxidacné-
reduk¢ni reakce. Ty probihaji bud’ za ptistupu (aerobn€) nebo neptistupu kysliku (anaerobng)
[25, 85, 86]. Klasicky systém COV vétiinou neni schopen odstranit 1é¢iva a je tfeba jinych
metod, do kterych patii naptiklad metody niZze popsané [87].

5.1 Moderni technologie

5.1.1 Pokrocilé oxidaéni procesy

Vsechny fotochemické procesy a piibuzné technologie jsou souhrnné oznacovany jako
pokrocilé oxidacni procesy (AOP’s — Advanced Oxidation Proceses). Do této skupiny se
vedle fotochemickych, fotokatalytickych a elektrochemickych procest fadi i1 y-radiolyza,
rentgenové zafeni ¢i sonolyza (O3/UZ). Reakénim cinidlem jsou vysoce reaktivni
hydroxylové radikaly "OH. Tyto radikdly maji kratkou dobu Zzivota a elektrofilni charakter,
jedna se o silné oxidacni a neselektivni ¢inidlo a velmi snadno se produkuji. Hydroxylové
radikaly reaguji s jakoukoliv slouceninou schopnou oxidace, pficemz nasleduje sled
oxidacnich reakci. Nejvice jsou vyuzivané techniky Fentonovy oxidace, fotolyzy peroxidu

vodiku UV zafenim a procesy vyuzivajici ozon [4, 88].

5.1.1.1 Fotolyza

Fotolyzou dochazi k samovolnému rozpadu farmak v povrchovych tocich a vodnich plochach.
RozliSuji se dva mechanismy — piima fotolyza a radikalovy rozpad. Béhem piimé fotolyzy
dochazi k absorpci slune¢niho zafeni molekulou 1é¢iva a jejimu rozkladu na jednodussi latky
(ionty, radikaly). Uginnost tedy zaleZi na absorpénim spektru molekuly, intenzité sluneéniho
zafeni, pfitomnosti ostatnich latek schopnych absorpce a v jaké hloubce vody se molekula

1é¢iva nachazi [26, 87].

Fotolyza za ptitomnosti peroxidu vodiku (H»0O;) predstavuje vysoce ucinny oxidacni proces,
pii kterém se homolyticky Stépi peroxidové vazby a vznikaji dva molarni ekvivalenty "OH

prostfednictvim UV zéfeni. D¢j je popsan nasledujici rovnici ¢. 10 [3].
H>O2 + hv — 2 "OH (10)
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"OH radikaly zanikaji reakci dal§i molekuly H202 za vzniku superoxidového radikalu HO;".
Tento proces probiha za splnéni nékolika podminek - organické polutanty jsou rozpustné
ve vode, koncentrace peroxidu vodiku je > 0,1 % a je pouzit zdroj UV zatfeni s A < 280 nm.
Rychlost fotolyzy H>O> muze byt urychlena v pfitomnosti OH™ iontl, pficemz vznikaji
peroxidové aniony HO,". Uginnost UV/H,0, degradace zavisi na vlastnostech a struktuie

latky, prostiedi (zékal, jiné latky schopné absorbce zateni), pH ¢i teploté [3, 88].

Laboratorni experimenty poukazuji na to, ze je fotolyza dulezitym procesem odstraniovani

1€¢iv, zvlasté pak diklofenaku, kde se jedna o hlavni degradacni proces. U naproxenu bylo

vvvvvv

5.1.1.2 Ozonizace
Ozonizace je dal$i moznost pro u¢inné odstraiiovani 1é¢iv z odpadnich vod a to 1 pies svou

selektivitu proti nékterym funk¢énim skupinadm (thioly, dvojné vazby) [26, 87].

V poslednich letech pokrocily technologie vyroby ozonu a tim i jeho vyuziti. Ozon je vyrabén
z plyntt obsahujicich kyslik (nejcastéji vSak piimo ze vzduchu) v generatorech ozonu.
Z divodu jeho chemické nestability nemiize byt skladovan a je vyrdbén piimo na misté
spotteby. Mechanismus ozonizace mize probihat bud’ pfimou oxidaci v pfitomnosti ozonu,
nebo nepiimou oxidaci ‘OH radikaly, které vznikaji rozkladem ozoénu v alkalickych

podminkach [3, 4].

Existuji rizné modifikace ozonizace se souCasnym pouzitim H>O> nebo UV zafenim
pouzivané za ucelem rychlé oxidace se spoluucasti “OH radikalu. Systémy vyuzivajici
03/H202 nebo O3/H>02/UV potiebuji pro uspokojivou tc¢innost alkalické prostfedi. Rozklad
ozonu doprovazi vznik "OH, kde je iniciatorem fetézové radikalové reakce OH™ (rovnice €. 11)

[88].
O3+2H"+2e¢ — 0, +H0
O3 +HO+2e — O+ 20H (11)

Ve studii autorGt Hollender a kol. z roku 2009 bylo zjisténo, ze vyuziti COV s ozonizaci
ptispivd ke sniZeni koncentrace 1é¢iv na vystupu ze sekundarni nadrze a to o 40-50 % u
naproxenu a vice nez 80 % u diklofenaku ve srovnani s koncentraci v pfitékajici vodé (v

radech ng/l — ng/l). Samoziejmé je zde i zavislost na pouziti davky ozonu [89].

34



5.1.1.3 Fentonova reakce
Nejstarsi proces v rdmci AOP’s je pravé Fentonova reakce. Jeji vyhodou je mala ekonomicka
a technologicka naro¢nost a univerzalnost pouziti. Principem je oxidace ¢inidlem obsahujicim

ionty Fe?" (katalyzator) za pfitomnosti peroxidu vodiku dle rovnice &. 12 [88, 90, 91].
Fe?*" + H,02 — Fe’" + OH + OH’ (12)

Existuji rizné modifikace této metody, vyuzivajici kuptikladu jako katalyzator zelezo v jiném
oxida¢nim stupni, jiné kovy nebo rizné foto a elektro modifikace [88]. Pravé modifikace
Fentonovy reakce s pouzitim UV zafeni (foto-Fentonova reakce) zvySuje moznost degradace

mnoha obtiZzn¢ rozlozitelnych organické mikropolutantt [89, 91].
5.1.2 Membranové procesy

5.1.2.1 Mikrofiltrace a ultrafiltrace

Tyto procesy vyuzivaji pro oddéleni sloucenin polopropustné nebo porézni
membrany, a to na zaklad¢ jejich velikosti. Mohou probihat za zvySeného nebo normalniho
tlaku, kde je velikost péru v rozmezi od 0,001-0,1 pum (ultrafiltrace) do 0,1 - 10 pm
(mikrofiltrace). Stejné¢ jako u jinych metod existuji rdzné modifikace, kupiikladu
membranovy bioreaktor, ktery spojuje ultra(mikro)filtraci s biologickou slozkou (aktivovany
kal). Biologicka cast je zodpovédna za biodegradaci odpadnich latek, zatimco membrana
separuje pevné latky od kapaliny. Vyuzitim bioreaktoru byla zjiSténa ucinnost odstranéni az

98 % ibuprofenu a 84 % naproxenu [3, 89, 92]. Vice viz kapitola 6.3 Membrdnovy bioreaktor.

Metody vyuzivajici membrany poskytuji velmi dobré vysledky v oblasti odstranovani
xenobiotik nachézejicich se v oblasti nizkych koncentraci. Obzvlast¢ vhodné jsou pro

zachyceni estrogenil diky jejich silné sorpci na membranovy material [87].

5.1.2.2 Reverzni osmo6za a nanofiltrace

Vzhledem k jejich vysoké ucinnosti odstranovani kontaminanti jsou metody nanofiltrace
areverzni osmozy povazovany za nejvhodnéj$i pro odstranovani farmaceutik [87, 89].
Reverzni osmoéza je jev, kde molekuly vody pronikaji z komory s vysoce koncentrovanym
roztokem pies polopropustnou membranu ve sméru nizko koncentrovaného roztoku a voda je
do nadoby pfivadéna pod vysokym tlakem. Velikost pora je v rozmezi 0,001 - 0,003 pm
u nanofiltrace a 0,0001 - 0,0005 um u reverzni osmoézy. Tradicni reverzni osmoza je ovsem
velice energeticky ndro¢na z diivodu pozadavkl na vysoky tlak, proto védci vyvinuli

alternativni metodu vyuZzivajici niz$ich tlaki — nanofiltaci. [3, 90, 92].
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6 Biologicka degradace

Pomoci biodegradace dochazi bud’ k tplnému rozlozeni 1éCiv, nebo k jejich caste¢né preméné
na degradacni rezidua prostfednictvim mikrobidlni aktivity aktivovaného kalu. Jejich velmi
nizka koncentrace v odpadnich vodach mé za nasledek, ze na COV dochézi pouze k jejich
castecnému odstranéni. Mezi parametry ovlivilujici G¢innost odstranéni 1é¢iv patii pfedevs§im
dostupnost farmak v matrici, stafi aktivovaného kalu, aerobni ¢i anaerobni podminky, sorpce,
pH, teplota a celkovad technologie systému [3, 87, 90]. Napiiklad u diklofenaku bylo
prokazano, ze se jeho hladina vyrazné snizi pouze tehdy, kdyz je doba zadrzeni v kalu alespon

8 dni [26].

6.1 Aktivovany kal

Aktivovany kal je smésna kultura mikroorganismil — volné suspendované organismy a jejich
vlocky, pfevazné bakterie, kterd vznika pii biologickém ¢isténi odpadnich vod. Je tvotfen
vlockami, které jsou obalené polysacharidovym obalem a vytvaii tzv. zooglea. Pfitomné
organismy maji vliv na velikost vlocek, jejich tvar, strukturu a sedimentacni vlastnosti.
Z bakterii se nejCastéji vyskytuji rody Pseudomonas, Flavobacterium, Chromobacterium,
Micrococcus, Acinetobacter, dale pak nitrifikaéni bakterie Nitrospira, Nitrosococcus,
Nitrobacter, plisné, kvasinky, vlaknité mikroorganismy, viinici, hlistice apod. Vlocky se déli
v zavislosti na jejich velikosti do 5 skupin: mikrovlocky (do 50 um), drobné vlocky (50 pm -
250 um), sttedni vlocky (250 pm - 500 um), velké vlocky (500 pm — 1 mm) a obrovské
vlocky, které jsou velké i pres 1 mm. [85, 86, 93, 94].

Od cistych kultur se aktivovany kal lisi naptiklad schopnosti oddélit se od kapalné faze
sedimentaci. Spatna separace aktivovaného kalu, ktery vyplouva v dosazovaci nadrzi
denitrifikaci ¢i provzdusnénim [93, 94, 95]. Latky odstranéné béhem procesu biologického
Cisténi se cCastecné usazuji v kalu, ve kterém je koncentrovano az 50-80 % ptivodniho

znecisténi [86].
6.1.1 Rust mikroorganismi v aktivovaném kalu

Rist bunék je charakterizovana ctyfmi fazemi, béhem kterych se vyviji koncentrace substratu
a biomasy. Jednotlivé faze rlstu mikroorganismi v aktivovaném kalu jsou zndzornény

na Obr. 17.
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1. Lag faze, béhem které je maly narist biomasy a maly ubytek substratu — bunky
se aklimatizuji na nové prostiedi.

2. Exponencialni faze ristu, béhem niZ biomasa roste v maximalni mife a je zde rovnéz
vysoka spotieba substratu, ktery je jesté k dispozici.

3. Stacionadrni faze, ve které je k dispozici jiz omezené mnoZzstvi vngj$iho substratu
a koncentrace biomasy ziistava relativné konstantni.

4.  Rozkladnd faze, ktera je spojena s rozpadem biomasy v disledku konzumace vlastniho

substratu a energetickych rezerv pro své potieby pro preziti [96].

lag

faze exponencialni

rlistovd 1 staciondrni

faze faze ! rozkladna faze

koncentrace

biomasa

Obr. 17 Rist mikroorganismti v aktivovaném kalu [96]
6.1.2 Aktivacni proces

Po mechanickém vycisténi pritéka odpadni voda do aktivacni nadrze, kde se misi s vratnym
kalem. V aktiva¢nich nadrzich rozklddaji mikroorganismy biologické znecisténi a je zde
nutné provzdusnovani a intenzivni michani pro vhodné zivotni podminky téchto organismi.
Existuje nékolik typt aktivaci v zavislosti na usporadani systému (nitrifikace a denitrifikace).
Aktivovany kal se separuje od vycisténé vody v dosazovaci nadrzi a vycisténd voda odtéka
pry¢. Zahustény aktivovany kal se recirkuluje zpét na zacatek aktivacni nadrze, kde se misi

s pritékajici odpadni vodou za dostatecného provzdusinovani [86, 95, 97].

Béhem cisténi dochazi k nartstu kalu, proto se cast odvadi pry¢ k dalSimu zpracovani.
Odvodnény kal se odvazi vétsSinou na skladky nebo je dale zpracovavan za Gcelem snizZeni

jeho neptiznivych dopadii na zivotni prostfedi, protoze muze obsahovat Skodlivé slozky.
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K dispozici je mnoho technologii zpracovani kalt — spalovani, zplynovani, vyuziti jako paliva
¢i organického hnojiva v zeméd¢lstvi [85, 86, 98]. Proces vzniku kalu je schematicky shrnut

na Obr. 18 [86].

Primarni Sekundarni
.. |-» Aktivace |» Odtok
usazovani usazovani

Piitok Cesle [»| Lapak pisku |

Vratny kal

v
Primarni kal Sekundarni kal
(ptebytecny, aktivovany)

Obr. 18 Schéma vzniku kalu [86]

6.2 Zakladni biochemické procesy probihajici béhem biologického ¢iSténi

e Aerobni, kde je pfitomen kyslik — konecny akceptor elektronti, probihaji zde oxidace
organickych latek a nitrifikace.

e Anoxicky, kde kyslik neni pfitomen, jako konecny akceptor elektronti zde vystupuji
dusitanovy a dusi¢nanovy dusik, probihd zde denitrifikace.

e Anaerobni, kde neni pfitomen ani kyslik, ani oxidované¢ dusikaté slouceniny,
kone¢nym akceptorem elektront je vlastni organické latka, ¢ast molekuly se miize
oxidovat a cast redukovat, probihd zde anaerobni acidogeneze, methanogeneze

depolymerace polyfosfatti (pii biologickém odstranovani fosforu) [85, 96].
6.2.1 Aerobni biologické pochody

V aerobnich podminkach se uplatiiuji biochemické procesy, které rozkladaji organické latky
za pfitomnosti molekularniho kysliku. Biologicka kultura mikroorganismii v ramci svych
zivotnich procest tyto latky vyuzivéa jako stavebni materidl (zejména zdroj uhliku) a zdroj
energie. Vyuziti organického materidlu mikroorganismy je oznaCovano jako metabolismus.
Pokud dochazi k rozkladnym reakcim, pii kterych se uvoliiuje energie, jednd se
o katabolismus. Syntéza novych slozek je pak doprovdzena spotfebou energie a jedna se
o anabolismus. Kone¢nymi produkty tohoto procesu jsou vétsinou oxid uhli¢ity a voda, pokud
byl v substratu pfitomen dusik, tak také amoniak. Hlavnim procesem je mineralizace, tedy
odbourani organickych latek na anorganické (CO;, H2O) a piirtistek biomasy v podobé

prebyte¢ného kalu, ktery je tieba odstranit a dale zpracovat. [85, 89, 92, 99].
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6.2.2 Anaerobni biologické pochody

Pfi mikrobidlnim rozkladu organické hmoty za anaerobnich podminek je kone¢nym
produktem metan (CHa4) a oxid uhli¢ity (CO>). Jedna se soubor n¢kolika na sebe navazujicich
procest, na kterych se podili vice druhli anaerobnich mikroorganismi. Rozklad vyZzaduje
jejich  koordinovanou metabolickou soucinnost, protoZze produkt jedné skupiny
mikroorganismi byva substratem pro skupinu druhou. Anaerobni mikroorganismy maji
metabolické drahy, které za aerobnich podminek neprobihaji, a diky tomu mohou rozkladat
latky aerobné tézko rozlozitelné [85, 94, 97]. Jednotlivé procesy probihajici za anaerobnich

podminek jsou:

1) hydrolyza — rozklad makromolekularnich organickych latek (proteiny, lipidy,
polysacharidy) na nizkomolekularni pomoci hydrolytickych mikroorganismi

2) acidogeneze — rozklad nizkomolekularnich latek na jednodussi organické latky (kyseliny,
alkoholy) zajistujici fermentacni mikroorganismy

3) acetogeneze — oxidace téchto latek na Ho, CO,, CH3COOH (kys. octova)

4) methanogeneze — rozklad pomoci methanogennich mikroorganismii (CO2, CH4) [96, 99].
6.2.3 Biologické odstranovani nutrienta

Zvysena ptitomnost nekterych latek vyvolava nezadouci ucinky, jako napiiklad amoniak,
ktery je toxicky pro vodni organismy a jeho piitomnosti se rovnéz zvysuji 1 naklady na apravu
pitné vody. Vyuziva se skutecnosti, ze fosfore¢nany (POs>) a amonné soli (NH4") jsou
zivinami pro S$kdlu mikroorganismt, které jsou do vody pfiddvany prostrednictvim
aktivovaného kalu — mikroorganismy se ve vodé mnozi, rostou, a pfitom spotiebovavaji ke
své vyzive tyto latky [85, 100].
6.2.3.1 Odstranovani dusiku
Ve vodé se vyskytuje né€kolik forem dusiku, jsou to pfevazné anorganické formy (dusi¢nany,
dusitany, amoniovy dusik) a organické formy dusiku. Jeho slouceniny jsou nezédouci
prevazné z téchto divoda:
e umoziuji rist zelenych organismil, coz vede k nadmérné eutrofizaci povrchovych vod,
e amoniakalni dusik ma vysokou spotiebu kysliku,

e vyssi koncentrace dusicnant v pitné vod¢ vedou ke zvySené koncentraci dusitani

a jsou nebezpecné zejména pro déti kojeneckého veku, ale také pro dospelého cloveka

39



e dusitany oxiduji hemoglobin na methemoglobin (methemoglobinémie) a v travici
soustavé mohou reagovat s aminokyselinami z potravy za vzniku nitrosamint,

znamych karcinogent [85, 101].
Nitrifikace

Nitrifikace je d&j, pfi kterém dochazi k oxidaci amoniaku, resp. amonnych ionti (NH3, resp.
NH4") pies dusitany az na dusi¢nany. Proces probiha ve dvou stupnich a cely je aerobni.
Cinnosti nitrifika¢nich bakterii (z rodu Nitrosococcus nebo Nitrosospira) se amonné ionty
oxiduji nejprve na dusitany dle rovnice ¢. 13 (nitritace), které se nasledné¢ oxiduji
na dusi¢nany dle rovnice ¢. 14 (nitratace) c¢innosti dalSich bakterii (rod Nitrobacter).
Nitrifikacni bakterie patii mezi pomalu rostouci organismy, striktné aerobni. Nicméné se
uvadi, ze jsou schopny v aktivacnich systémech ptezit i za nepiistupu kysliku n¢kolik hodin —
akceptorem elektronii je ziejmé dusi¢nanovy dusik [85, 102, 103]. Mezi faktory ovliviujici

nitrifikaci patii pH, teplota, koncentrace rozpusténého kysliku, stafi a zatizeni kalu [96, 104].
nitritace: 2NH4" + 302 — 2NOy™ + 2H,0 + 4H" (13)
nitratace: 2NO;™ + O2 — 2NO;3~ (14)
Denitrifikace

Pomoci mikroorganismii jsou postupné redukovany dusi¢nany pies dusitany na oxidy dusiku
a déle az na plynny dusik (rovnice €. 15), ktery unikd do ovzdusi. Mezi denitrifikac¢ni bakterie
se fadi naptiklad bakterie rodu Paracoccus, Proces probihd za anoxickych podminek a mél by
navazovat na nitrifikaci, aby doSlo k odbourdni jejiho kone¢ného produktu (dusi¢nant).
Pokud by byla do systému zafazena jenom nitrifikace, doSlo by pouze ke zméné formy
dusiku, ale koncentrace celkového dusiku na odtoku a ptitoku by byla téméf stejna [85, 102,
103]. Faktory ovliviijici denitrifikaci jsou piedevsim ptitomnost organického substratu, pH,

teplota, molekularni kyslik, koncentrace aktivovaného kalu a obsah zivin [96, 104].
NO3™ = NO2™ — NO — N2O — N2 (15)

6.2.3.2 Odstranovani fosforu

Ptitomnost fosforu v povrchovych vodach je rovnéz nezadouci jako u dusiku, nebot’ vede
k nezadouci eutrofizaci vod. K jeho odstranovani se vyuziva metod biologickych ¢i fyzikalné-
chemickych. Biologické odstraiiovani fosforu muze probihat pomoci bakterii poly-P
(polyfosfat kumulujici), které jsou schopné zvysené akumulace fosforu do bunék (napt. rod

Acinetobacter). Fosfor neni v butikach poly-P bakterii vazan dostatecné pevné, lehce se z nich
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uvoliiyje a je nutné zabranit pfili§ dlouhému pobytu aktivovaného kalu v dosazovaci nadrzi,
kde by se mohl zpétné uvoliiovat. V klasické aktivaci byva fosfor vyuzit mikroorganismy jako
pienasec energie v systému AMP—->ATP a energie je pfenaSena pomoci polyfosfatové kindsy
do polyfosfatli, které mohou slouzit jako rezerva energie pro aktivni membranovy transport

uhlikatych slouc¢enin do bunék [85, 100, 103].

Pti chemickém odstranovani fosforu se vyuzivd principu srdzeni a dochazi k preméné
rozpustné formy anorganického fosforu na mélo rozpustnou formu fosfore¢nanu. Obvykle se
ke srazeni pouzivaji soli Zeleznaté, zelezité nebo hlinité dle rovnice ¢. 16. Vzniklé srazeniny

sedimentuji v usazovaci nadrzi a jsou odstranovany spolecn¢ s primarnim kalem [85, 100].

Fe** + (PO4)** — FePO4 (16)

6.3 Membranovy bioreaktor

Jak jiz bylo uvedeno, membranovy bioreaktor (MBR) je alternativou membranovych
technologii spojenych s biologickou slozkou - aktivovanym kalem, ktery rozklada
zneCisSt'ujici latky a membranova jednotka (mikro ¢i ultrafiltrace) z roztoku oddé€luje Cistou

vodu [89, 92, 105].

Existuji dva typy nejpouzivanéjSich materialli pro vyrobu membran — polymery a keramika.
Membrana je obvykle slozena ze silnéjsiho porézniho nosice a z tenké vrstvy na povrchu,
kterd poskytuje pozadovanou permselektivitu (podil naboje pfenesené¢ho protionty z celkoveé
ptenesen¢ho naboje). Polymerni membrany musi mit vysokou povrchovou poréznost. Bézné
se pouzivd polyvinyliden difluorid (PVDF), polyetylsulfon (PES), polyethylen (PE)
a polypropylen (PP) [92, 106].

Po biologickém odstranéni v bioreaktoru, ktery musi byt provzdusiovan, je tekutina
preerpavana na membranovou jednotku pod tlakem, kde se oddéli pevnd a kapalnéd cast,
vypusti se Cistd voda a zakoncentrovand smesna kapalina se precerpava zpét do bioreaktoru.
Oproti tradi¢nimu ¢isténi odpadnich vod ma MBR jisté vyhody — malé rozméry a omezené
naroky na prostor, moznost flexibilniho a postupného rozsitovani stavajicich COV, vysoka
ucinnost ¢isténi, odolnost a flexibilita, vyssi provozni koncentrace aktivovaného kalu, vyssi

stafi kalu — doba zdrzeni biomasy a snizena produkce piebytecného kalu [89, 92, 106].

Podle umisténi membranové jednotky se miize MBR d¢lit na externi, kde je membrana pro
filtraci umisténa na boc¢nim proudu, nebo interni, tam je membrdna ponofend piimo

v aktivacni nadrzi) viz obrazek ¢. 19 [107].
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a) konven¢ni ¢isténi odpadnich vod pomoci aktivovaného kalu s vyuzitim filtrace
>

pritok vytok

primarni sedimentace | aktivac¢ni nadrz sekundarni padrz MF/UF
bl) interni MBR b2) externi MBR

—> > >
pitok vytok pritok

aktivacni nadrz + MF/UF aktiva¢ni nadrz MF/UF

Obr. 19 Srovnani konvenéniho ¢isténi odpadnich vod pomoci aktivovaného kalu a) a obou typt konfiguraci
bl) interni a b2) externi [107].

7 Stanoveni uc¢innosti degradace

Pti kontrole ti¢innosti a stanoveni kvality vody na Cistirnach odpadnich vod se sleduje nékolik
parametrii. Nejcastéji se stanovuji hodnoty biochemické a chemické spotfeby kysliku a obsah

sloucenin dusiku a fosforu.

7.1 Biologicka spotieba kysliku

Pro posuzovani kvality odpadnich vod se nejvice pouziva parametr biologické spotieby
kysliku (BSK). Podava informaci o obsahu biologicky rozlozitelnych organickych latek.
Hodnota BSK se rovna mnozstvi rozpusténého molekularniho kysliku, ktery je spotiebovan
v urcitém ¢asovém intervalu mikroorganismy pii biologické oxidaci dané latky. Vysledky se
vyjadiuji v miligramech kysliku spotiebované¢ho na oxidaci organickych latek v 1 litru vody
(mg / 1). Stanoveni se provadi jednou dennég, a to v intervalu péti dni, proto byva oznacovan

BSKs. Metody biologické spotieby kysliku jsou oproti chemické spotiebé pomalejsi a

vvvvvv

Pokud neni v odpadni vod¢ dostatecné mnozstvi mikroorganismii, museji byt piidany ptred
zacatkem testu spolecné s ostatnimi latkami. Zatimco stanoveni CHSK trva piiblizné dvé

hodiny, stanoveni BSK trva né&kolik dni. Vzorek se nafedi a inkubuje s dostatecnou
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koncentraci rozpusténého kysliku, jehoz koncentrace se stanovi pied a po inkubaci nejcastéji

pomoci kyslikové elektrody [62, 85, 99].

7.2 Chemicka spotieba kysliku

Stanoveni chemické spotieby kysliku (CHSK) slouzi k informaci o celkové koncentraci
organickych latek schopnych chemické oxidace. Vysledek stanoveni se udava v mnozZstvi
kysliku, které je ekvivalentni spotfebé pouzitého oxida¢niho ¢inidla a vyjadiuje se
v miligramech kysliku spotfebovaného na oxidaci organickych latek v 1 litru vody (mg / 1).
Pti standardni zkouSce se bézné pouziva roztok dichromanu draselného (silny anorganicky
oxidant). Metody chemické spotieby kysliku jsou oproti stanoveni BSK rychlejsi. Po cca
dvou hodinach jsou méfeny vysledky pomoci titrace ¢i spektrofotometrického stanoveni

kationtti chromu Cr** [62, 96, 99].

Pomér CHSK/BSK je vyuzivan pro vyjadfeni stupné biologické rozlozitelnosti organickych
latek. Pokud je hodnota poméru CHSK/BSK nizka (< 2), znamena to pifitomnost snadno
rozlozitelnych latek. Z toho vyplyva, Zze pokud jsou hodnoty tohoto poméru vysoké, jsou
pfitomny latky rozlozitelné obtizné. Vysoky pomér CHSK/BSK muze rovnéz znamenat

pfitomnost latek inhibujicich bakteridlni ¢innost [85].

7.3 Stanoveni dusiku

Celkovy dusik je dan souctem vsech nejcastéji se vyskytujicich forem dusiku, jak je
zobrazeno na obr. ¢. 20. Pro kazdou formu jsou v literatufe popsany desitky metod stanoveni
a rutinni metody jsou soucasti norem. Amoniovy dusik, dusitany a dusi¢nany se nejCastéji
stanovuji potenciometricky pomoci elektrod nebo spektrofotometricky. Obsah celkového
dusiku je dilezitou hodnotou pfi stanoveni dusikové bilance povrchovych vod a biologickych

zafizenich COV [99, 108].

celkovy dusik
Ntot

organicky dusik amoniovy dusik dusi¢nanovy dusik dusitanovy dusik
Norg NHs-N NOs-N NO>-N

/

celkovy anorganicky
dUSﬂ( Nanorg

Obr. 20 Formy vyskytu dusiku
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7.4 Fosfor

Celkovy fosfor je soucet jeho forem vyskytujicich se jako anorganické orthofosforecnany

(PO4*), polyfosfore¢nany a organicky vazany fosfor (Obr. 21). VétSinou jsou jednotlivé

formy fosforu prevedeny na orthofosfore¢nany vhodnou ptedupravou (kyseld hydrolyza,

oxidacni Cinidla) a stanoveny spektrofotometricky [99, 109].

celkovy fosfor
Ptot
organicky fosfor orthofosfore¢nany polyfosfore¢nany
Porg PO43_

anorganicky fosfor

Panorg

Obr. 21 Formy vyskytu fosforu
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Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni reSer§i zaméfenou na vyskyt
mikropolutantli ve vodném prostiedi s dirazem na léciva diklofenak, naproxen, kofein a
kyselinu klofibrovou. Dalsi Casti literarni reSerSe bylo zaméfit se na testy ekotoxicity téchto
mikropolutanti a na metody, kterymi je mozné tyto latky z vod odstranit. Cilem
experimentalni ¢asti bylo provést vybrané testy ekotoxicity danych 1é¢iv a ziskané vysledky

experimentll vyhodnotit a kriticky zhodnotit.
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v r

Experimentalni ¢ast

8 Material

8.1 Testované organismy

Pro testy ekotoxicity na bakteriich byl pouzit referenéni kmen Pseudomonas putida
CCM 4297 z Ceské sbirky mikroorganismii, Ostrava. Pro dlouhodobé uchovani byl kmen

umistén v mrazicim boxu pii -20 °C v kryozkumavkach.

Ekotoxické testy na fasach byly provadény na zelenych tasach rodu Parachlorella, druhu
Parachlorella kessleri, CCALA 253 ze Sbirky kultur autotrofnich organismt Ttebon, ¢islo
kmene LARG 1.

Zastupcem jednod¢loznych rostlin byl pro testovani vybran okiehek mensi (Lemna minor),
ziskan z ptirodniho vodniho zdroje v Hamrech nad Sazavou. Semena hotcice bilé (Sinapis

alba) byla zvolena zastupcem tiidy dvoudéloznych rostlin, vyrobce OSEVA UNI, a.s.

8.2 Pomiicky

Laboratorni sklo — odmérné valce, odmérné banky, Erlenmayerovy bainky, odmémé kadinky
riznych objemu, nalevky, stficky, gumové a sklenéné¢ zatky, sklenéné¢ zkumavky,
centrifugacni zkumavky (50 ml), mikropipety, Spicky, jednorazové ocCkovaci klicky (1
a 10 ul), plastové a sklenéné Petriho misky, plynovy kahan, pinzeta, kyvety, Biirkerova

komtirka, kryci skli¢ka, pravitko, filtracni papir.

8.3 Chemikalie a reagencie

V tabulce 2 je uveden seznam vybranych 1éCiv pro testovani ekotoxicity v této diplomové
praci.

Tabulka 2 Seznam testovanych 1é¢iv

Nazev Vzorec Vyrobce

Diklofenak sodny C14H10CIoNNaO» Sigma-Aldrich
Kofein CsH10N4O2 Sigma-Aldrich
Kyselina klofibrova CICsH4OC(CH3).COH Sigma-Aldrich
Naproxen sodny Ci14H13NaOs Sigma-Aldrich
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V tabulce 3 je uveden seznam vSech chemikalii a reagencii pouzivanych pro pfipravu roztokl

a kultiva¢nich medii, které byly béhem testovani vyuzity.

Tabulka 3 Seznam pouzitych chemikalii

Nazeyv, Cistota Vzorec Vyrobce
Agarovy prasek HiMedia
Destilovana voda H>O UPa
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a.* KH2PO4 Lach-Ner
I)‘lsoc‘iné sul kysel’m}./ ethyllen- CroH1NoNasOs. 2H,0 Lach-Ner
diamintetraoctové dihydrat, p.a.

Dusi¢nan draselny, p.a. KNO3 Lachema
Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat, p.a.  Co(NO3)2-6HO Lachema
Dusi¢nan sodny, p.a. NaNO; Lach-Ner
Dusi¢nan véapenaty tetrahydrat, p.a. Ca(NO3)2-4H20 Lach-Ner
Ethanol denatuturovany C2HsOH Penta
Gluko6za monohydrat, p.a. CsH1206-H20 Lachema
Hydrogenfosfore¢nan draselny, p.a. KoHPO4 Lachema
Hydrogenuhli¢itan sodny, p.a. NaHCOs3 Penta
Hydroxid draselny, p.a. KOH Penta
Chlorid draselny, p.a. KCl Lach-Ner
Chlorid manganaty tetrahydrat, p.a. MnCl>-4H,O Merck
Chlorid sodny, p.a. NacCl Lach-Ner
Chlorid vapenaty hexahydrat, p.a. CaCl,-6H>O Lach-Ner
Chlorid zelezity hexahydrat, Cisty FeClz-6H>O Penta
Kvasni¢ny extrakt, Typ 1 HiMedia
Kyselina borita, p.a. H3;BO; Lach-Ner
Kyselina citronova monohydrat, p.a. CsHsO7-H2O Lach-Ner
Kyselina sirova 96%, p.a. H>S04 Penta
Methanol 65%, p.a. CH;0H Penta
Molybdenan sodny dihydrat, p.a. NaxMoO4-2H20 Lach-Ner
Siran hote¢naty heptahydrat, p.a. MgSO4-7H20 Lachema
Siran méd’naty pentahydrat, p.a. CuSO4-5H0 Lachema
Siran zine¢naty heptahydrat, p.a. ZnSO4-7H20 Penta
Siran Zeletity monohydrat, ¢isty Fe2(S04)3-H20 Lach-Ner
Siran Zeleznaty heptahydrat, p.a. FeSO4-7H20 Lach-Ner

*p.a. — Cistota chemikalii ,,pro analyzu*
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8.4 Pristroje

V tabulce 4 je uveden seznam vsech pfistrojl a jejich vyrobcil vyuzitych béhem testovani.

Tabulka 4 Seznam piistroji

Nazev Vyrobce Nazev Vyrobce

Analytické vahy Kern ABJ Termostat Memmert

Predvazky Kern 440-49N Vortex IKA lab dancer

UV-VIS HACH LANGE DR | Ultrazvukova Bandelin- Sonorex

spektrofotometr 6000 lazen

Horkovzdusny Memmert Mikroskop Nikon Eclipse 80i

sterilizator s dig. kamerou DSFI-1

Autoklav System VX-40 Ttepacka Heidolph Rotamax
120

Chladnicka Electrolux, Gorenje

s mrazakem

9 Pracovni postup

9.1 Urceni vinové délky absorpéniho maxima 1é¢iv

Hodnota vinové délky absorpcniho maxima kazdého z 1éCiv byla méfena na spektrofotometru
DR 6000 a to v rozsahu vinovych délek 200-850 nm. Z divodu méteni také v UV oblasti byla
pouzita kiemenna kyveta. Nejdiive byly pfipraveny roztoky jednotlivych Cctyt lé€iv
o koncentraci 100 mg/l, navazenim 25 mg léciva do 250 ml odmérné banky a doplnénim
destilovanou vodou. Spektrofotometr byl vynulovén proti destilované vod¢ a byly proméieny
absorp¢ni spektra 1€¢iv s cilem urceni vinovych délek absorpénich maxim, pii kterych byly
dale prométrovany kalibracni fady. Do grafli byla vynesena zavislost absorbance na vlnové

délce.
Absorpéni spektrum naproxenu

Absorpéni spektrum naproxenu je zndzornéno na grafu 1, ze které¢ho plyne, Ze roztok
vykazuje dvé vyznamna absorpéni maxima pii 260 nm a 330 nm. VIlnova délka pro méteni
kalibra¢ni tfady byla zvolena 260 nm. Tyto vysledky se shoduji s literaturou, ve které je

uvadéno absorpéni maximum naproxenu 260-263 nm a 330 nm [110, 111].
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Absorp¢ni spektrum diklofenaku

Z grafu 2 plyne, Ze roztok diklofenaku vykazuje dvé absorpéni maxima, a to pfi 216 nm
a 278 nm. V literatufe se uvadi absorpéni maximum diklofenaku 276 nm - 277 nm [112, 113],

proto byla vlnova délka 278 nm pouzita pii proméfovani kalibraéniho rozmezi.
Absorpc¢ni spektrum kofeinu

Prométenim absorpéniho spektra kofeinu byla nalezena dvé absorpéni maxima, pii 215 a 273
nm (graf 3). V porovnani s dostupnou literaturou, kde je uvadéno absorpéni maximum

kofeinu pfi 273 nm, byla pro méfeni kalibracni fady zvolena vinova délka 273 nm [114, 115].
Absorp¢ni spektrum kyseliny klofibrové

Absorpcni spektrum kyseliny klofibrové (graf 4) vykazuje dvé absorpéni maxima, pii 224 nm
a 278 nm. Vlnova délka pro méfeni kalibracni fady byla zvolena 278 nm. Tyto vysledky se
shoduji s literaturou, ve které je uvadéno absorpéni maximum v rozmezi 275 nm — 278 nm

[116].

3,5 A 4 -
A 31 A 337
3 -
2,5 A1
2,5 A
2 m
2 -
1,5 A1
1,5 A
1 m
1 4
0.5 1 0,5
0 T T 1 0 T T T 1
200 250 300 350 200 250 300 350 400
A [nm] A [nm]
Graf 1 Absorp¢ni spektrum naproxenu Graf 2 Absorp¢ni spektrum diklofenaku

49



47 3,5 -
3,5 A
A > A 5]
3 .
2,5 A
2,5 A
2 .
2 -
1,5 A
1,5 A
1 I
0,5 - 0,5 -
O T T 1 0 T 1
200 250 300 350 200 250 300
A [nm] A [nm]
Graf 3 Absorp¢ni spektrum kofeinu Graf 4 Absorp¢ni spektrum kyseliny klofibrové

9.2 Proméreni kalibracnich rad 1é¢iv

Po urc¢eni vinovych délek absorpénich maxim byly prométeny kalibrac¢ni fady jednotlivych
1é¢iv. Ptipravené zasobni roztoky lé¢iv o koncentraci 100 mg/l byly vyuzity pro piipravu
koncentra¢nich rozmezi dle tabulky 5. Pro kazdy roztok byla zméfena absorbance (tab. ¢. 5)
v kfemenné kyveté o optické délce 1 cm pfi vinové délce absorpcéniho maxima daného 1é¢iva
proti blanku (destilovana voda). Do grafi byla vynaSena zavislost absorbance na koncentraci
1é¢iv za ucelem zjiSténi linearni oblasti této zavislosti (graf 5, 6, 7 a 8). Body lezici mimo

linearni rozsah pti vysokych koncentracich, nebyly do rovnice regrese zahrnuty (graf 5 a 7).

Tabulka 5 Redéni 16¢iv a naméfené hodnoty absorbance

Redéni Absorbance

c Vitiva Vdest.voda Naproxen  Diklofenak Kofein Kys. klofibrova
[mg/l] [ml] [ml] A2=260nm 2A=278nm 2A=265nm 2A=278 nm

100 20 30 2,862 2,911 3,329 0,465

75 15 35 2,591 2,333 2,938 0,352

50 10 45 1,874 1,597 2,087 0,235

25 5 45 0,950 0,802 1,058 0,124

10 2 48 0,384 0,321 0,423 0,052

5 1 49 0,197 0,154 0,215 0,031
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Graf 5 Kalibra¢ni graf naproxenu
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Graf 6 Kalibra¢ni graf diklofenaku
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2,5 1 y =0,0393x + 0,0486
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Graf 7 Kalibracni graf kofeinu
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Graf 8 Kalibra¢ni graf kyseliny klofibrové

Z grafii 5, 6, 7 a 8 plyne, Ze v ptfipad¢ naproxenu a kofeinu se nachazi linedrni oblast pod
koncentraci 75 mg/l, u diklofenaku a kyseliny klofibrové je zavislost linearni v celém rozsahu

métenych koncentraci, tj. do 100 mg/1.
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9.3 Test inhibice ristu na bakterii Pseudomonas putida

Priprava Zivného roztoku

Nejdtive byly pfipraveny zasobni roztoky ZR I-IV dle tabulky 6 a poté byly sterilizovany pfii
121 °C po dobu 15 min a uchovéany v chladnicce pii teploté 5 °C. VSechny potiebné

laboratorni pomiicky byly pfed pouzitim rovnéz sterilizovany.

Tabulka 6 Zasobni roztoky pro pfipravu zivného média

Zasobni roztok (ZR) Chemikalie Koncentrace v ZR [g/500 ml]

ZR 1 NaNO; 10
K>HPO4 2,4
KH>PO4 1,2
Kvasni¢ny extrakt 1,0

ZR 11 NaNO; 10
K>HPO4 2,4
KH>PO4 1,2

ZR 111 CeH1206-H20O 40

ZR IV MgSO4-7H20 40 g/1
CsHgO7-H20O 0,01 g/l
Fex>(S04)3-H2O 0,01 g/l

Piiprava Zivného média pro zasobni kulturu

Zahtatim v destilované vodé bylo rozpusténo 18 g agaru, do tohoto roztoku bylo ptfidéno 50
ml roztoku ZR 1, 125 ml roztoku ZR III, 100 ml roztoku ZR IV a doplnéno destilovanou
vodou na 1000 ml. Pfipravené médium bylo sterilizovano pii 121 °C po dobu 15 minut a bylo
nalito do sterilnich Petriho misek v tlouStce pohybujici se mezi 3-4 mm. Takto ptipravené
pudy byly uchovavany v chladni¢ce pii teploté 5 °C. Bakteridlni kultura byla pfipravena
ozivenim dlouhodob¢ skladované kultury Pseudomonas putida v kryozkumavkach a byla
inkubovana 24 h pti 30 °C, poté byla preo¢kovana na nové médium a opét inkubovéana 24 h
pti 30 °C. Po inkubaci byly kultury ulozeny do chladnicky pfi teplot¢ 5 °C pro pozdéjsi

manipulaci.

Priprava predkultiva¢niho média

Byly pfipraveny dva litry pfedkultivaéniho média smichdnim 50 ml kazdého z roztokd ZR I a
ZR 1IT a 100 ml roztoku ZR IV a doplnéno 1800 ml sterilni vody. Za sterilnich podminek bylo

médium rozdé€leno do kultivacnich lahvi (po 500 ml).
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Priprava inokula pro predkultivaci, inkubace

Bunky z Petriho misky byly pieneseny do pfedkultivacniho média, aby bylo dosazeno zakalu
100 ZF (formazinové jednotky). Zakal byl stanoven spektrofotometricky pii vinové délce
610 nm, kde absorbance Asio = 0,2 odpovida zdkalu 100 ZF. Poté byla bunécnéd suspenze
nafedéna tak, aby bylo dosazeno zdkalu 10 ZF — pivodni roztok byl nafedén 10krat
(absorbance Agio = 0,02 odpovidd zakalu 10 ZF). Poté bylo ptedkultivaéni médium
s inokulem inkubovdno 5 h pii 23 °C vtemnu a tfepanim udrzovano v suspenzi, aby
nedochdzelo k nardstim na sténach lahvi. Po skonceni inkubace byla suspenze natedéna

predkultivacnim médiem na zakal 50 ZF (absorbance Agio = 0,1 odpovidé zakalu 50 ZF).
Priprava koncentracniho rozmezi testovanych latek

Byly pfipraveny zasobni roztoky 1€¢iv o koncentraci 250 mg/l, navdzenim 250 mg léCiva a
rozpusténim v 1 1 zfed’ovaci vody. Dale byly pfipraveny smési 1é¢iv do 100ml odmérnych
bangk dle tabulky 7. Tyto poméry byly zvoleny na zaklad¢ nejcastéjsiho vyskytu téchto latek
v realnych vodach. Z takto pfipravenych roztoki byla vytvoiena koncentratni tada dle
tabulky 8 obohacena zasobnimi roztoky ZR I-III s konecnym objemem 50 ml. Do kazdého
vzorku bylo pfidano 5 ml inokula o zadkalu 50 ZF, aby bylo dosazeno kone¢ného zakalu 5 ZF.
Soucasné byla ptipravena i kontrola neobsahujici testované 1é¢ivo. Test byl proveden ve dvou

opakovanich. Inkubace probihala 16 h v temnu pii 23 °C za soucasného tfepani.

Tabulka 7 Smési 1éCiv

Smés Pomér V [ml] Smés Pomér V [ml]

N:D° 3:1 75:25 N:D:K 3:1:0,6 65,2:21,7:13,1
D:K 1:0,6 62,5:37,5 N:D:kK 3:1:0,4 68,2:22,7:9,1
D:kK 1:0,4 71,4:28,6 D:K:kK 1:0,6:0,4 50:30:20
N:K 3:0,6 83,3:16,7 N:K:kK 3:0,6:0,4 75:15:10
N:kK 3:04 88,2:11,8 N:D:K:kK 3:1:0,6:0,4 60:10:12:8
K:kK 0,6:0,4 60:40

* N-naproxen; D-diklofenak; K-kofein; kK-kyselina klofibrova

Tabulka 8 Koncentracéni fada 1éCiv

¢ [mg/l]  Vzied.vody [ml] Viétiva [ml]  VzrI [ml] II [ml] III [ml]  Vinokula [ml]

100 20 20 1,25 1,25 2,5 5
75 25 15 1,25 1,25 2,5 5
50 30 10 1,25 1,25 2,5 5
10 38 2 1,25 1,25 2,5 5
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C [mg/l] Vated. vody [ml] Viétiva [ml] Vzr1 [ml] 11 [ml] 111 [ml] Vinokula [ml]

5 39 | 1,25 1,25 2,5 5

1 39,8 0,2 1,25 1,25 2,5 5

0,1 39,98 0,02 1,25 1,25 2,5 5

kontrola 40 0 1,25 1,25 2.5 5
Vyhodnoceni

Inhibi¢ni G¢inek vzorkli byl stanoven méfenim ristu bunék Pseudomonas putida v danych
koncentracich ve srovnani s kontrolou. Koncentrace bunék byla stanovena jako absorbance
pii vinové délce 436 nm po 16 h ristu. Hodnoty absorbance byly pfevedeny na hodnoty ZF
pomoci rovnice regrese, ktera byla ziskdna z kalibracniho grafu (graf 9) zavislosti ZF na
absorbanci. V rovnici regrese byla za x dosezena absorbance dané¢ho vzorku a vyjadiené y
odpovida zdkalu v jednotkach ZF. Nejdiive byl pfipraven zakal 200 ZF pii A=610 nm (pfi této
vlnové délce je kalibrovan) a pomoci dvojkového fedéni byla piipravena fedici fada viz

tabulka 9, ktera byla prométena 1 pii 436 nm — pfi této vinove délce se test dale vyhodnocuje.

Tabulka 9 Naméfené hodnoty absorbance pro piepocet na ZF

¥ 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,5625

610 nm 0,403 0,212 0,112 0,059 0,032 0,018 0,011 0,007
436 nm 0,640 0,334 0,182 0,104 0,057 0,033 0,021 0,014

200
ZF

180 ~

160 -

140 4 y=318,28x - 5,2981

R?=0,9992
120 1

100 ~
80 1

60 -
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Agss

Graf 9 Kalibra¢ni graf zavislosti ZF na absorbanci
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Podle nasledujici rovnice ¢. 3, popsana jiz v kapitole 3.2, byla vypoltena primeérna

procentudlni inhibice pro kazdou testovanou koncentraci.

100 (3)

9.4 Test inhibice riastové rychlosti ras Parachlorella kessleri

Priprava Zivného roztoku pro rasy

Zasobni roztoky pro piipravu zivného roztoku byly pfipraveny dle tabulky 10 a sterilizovany
pfi 121 °C po dobu 15 minut. Zivny roztok byl pfipraven smichdnim 10 ml ze zasobniho

roztoku ZR I a po 1 ml ze zésobnich roztokt ZR 1I-V a doplnén destilovanou vodouna 1 L.

Tabulka 10 Zasobni roztoky soli pro pfipravu zivného roztoku pro fasy

Zasobni roztok (ZR) Chemikalie Koncentrace v ZR [g/500ml]

ZR 1 NaNO; 12,5
CaCly-6H>0O 1,85
MgSO4-7TH20 3,75
KoHPO4 3,75
NaCl 1,25
KH2PO4 8,75

ZR 11 EDTA + KOH 25+15,5

ZR 111 FeSO4-7H20 2,49
+ H2SOq4 0,5 ml

ZR IV H3;BO3 5,71

ZRV ZnS0O4-7TH20 4.4
MnClz>-4H,0O 0,72
NaxMoO4-2H,0 0,1
Co(NOs3)2-6H20 0,25
CuS04-5H20 0,8

Zasobni kultura ras

Bylo pfipraveno 500 ml zasobni kultury fasy v zivném roztoku. Pomoci mikroskopu byla
urena koncentrace bunék v zasobni kultufe fas. V 80 ctvercich Biirkerovy komirky byl
spocitan pocet bunek a prepocten na koncentraci fas v 1 ml dle rovnice 17.

soucet ras

ot ¥ 1mD)= ———— = .250-.1000 17
pocettas (v 1 ml) pocet Ctvercl )
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Priprava koncentra¢niho rozmezi testovanych latek

Nejdiive byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych 1é¢iv o koncentraci 250 mg/l, tedy
navazenim 250 mg 1é¢iva a rozpuSténim v 1 1 zivného roztoku. Dale byly pfipraveny smési
1é¢iv do 100ml odmérnych banék, stejné jako v pfedchozim testu na bakteriich (tabulka 7).
Z takto pfipravenych zasobnich roztokii byla nasledné vytvorena koncentracni fada 1é€iv dle
tabulky 11. Do kazdé ze zkumavek (50 ml) bylo pipetovano 10 ml zasobni kultury fas,
kultura byla tedy natedéna Skrat a o tento objem bylo mnozstvi zivného média zmenseno.

Vedle zkousenych vzorkl byla ptipravena i kontrola (pouze zivné médium).

Tabulka 11 Koncentrac¢ni fada 1é¢iv

Viétiva V#iv. média Vl“‘asy Vietiva V#iv. média Vf'asy
¢ [mg/1] ¢ [mg/1]

[ml] [ml] [ml] [ml] [ml] [ml]
100 20 20 10 5 1 39 10
75 15 25 10 1 0,2 39,8 10
50 10 30 10 0,1 0,02 39,98 10
10 2 38 10 kontrola 0 40 10

Vyhodnoceni

Po 72 h inkubaci pii 27 £ 2 °C, probihajici za stdlého osvétleni, byl pipetou po dokonalé
homogenizaci odebran vzorek fasové kultury a pomoci mikroskopu ve 20 ¢tvercich byla
uréena koncentrace fasové suspenze jednotlivych fedéni vetné kontrol. Poté byla vypoctena
rustova rychlost fasové kultury a z ni procentudlni inhibice rastu bun¢k dle rovnic 4 a 5

popsanych jiz v kapitole 3.3.

_Inyz, —Inyg [ = (Hc — Mk
== = =

.100 4,5
t - ) (4,5)

9.5 Test inhibice riastu korene horcice bilé
Priprava kultiva¢niho média (zied’ovaci vody)

Podle tabulky 12 byly pfipraveny zasobni roztoky soli pottebnych k ptipraveé kultivaéniho
média. Z kazdého zasobniho roztoku téchto soli bylo pipetovano 5 ml na 1 1 zfed’ovaci vody a
roztok byl sterilizovan pii 121 °C 15 minut. K ptipravé vSech zasobnich roztokl soli a

zied’'ovaci vody byla pouzita destilovana voda.
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Tabulka 12 Zasobni roztoky soli pro pfipravu zfed’ovaci vody

Zasobni roztok (ZR) Chemikalie Koncentrace v ZR [g/250 ml]
ZR 1 CaCly-6H.O 29,4

ZR 2 MgS0O4:-7H20 12,325

ZR 3 NaHCO3 6,475

ZR 4 KCl 0,575

Piiprava koncentracniho rozmezi testovanych latek

Nejdiive byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych 1é¢iv o koncentraci 100 mg/l (100 mg
1éc¢iva do 1 1 zted’'ovaci vody) a nésledné smes vsech ¢tyi 1é¢iv v poméru 3:1:0,4:0,6 obdobné
jako v ptechozich testech ekotoxicity. Z takto pfipravenych zasobnich roztokt 1é¢iv byla
nasledn¢ vytvofena koncentracni fada dle tabulky 13, do kazdé Petriho misky byl pipetovan

celkovy 5 ml.

Tabulka 13 Koncentrac¢ni fada 1é¢iv

¢ [mg/l]  Vieiva [ml] Vired.vody [ml] | ¢ [ng/l] Vigsiva [ul] Viied. vody [ml]
100 5 0 750 37,5 4,9625
75 3,75 1,25 500 25 4,975
50 2,5 2,5 250 12,5 4,9875
25 1,25 3,75 100 5 4,995
10 0,5 4,5 50 2,5 4,9975
zasobni roztok byl natedén 100x
S 0.25 4,75 1 a ten poté 1000x
1 0,05 4,95 kontrola 0 5

Provedeni testu

Do Petriho misek byly pipetovany roztoky dle pozadované koncentrace, poté¢ byl vlozen
filtracni papir a pomoci pinzety bylo do kazdé misky aplikovano 15 piebranych semen
hot¢ice bilé. Misky byly piikryty vickem a inkubovéany pfi teplot¢ 20 + 1 °C bez pfistupu
svétla. Po 72 hodinach byla v kazdé misce zméfena délka kotfene u vSech vykli¢enych semen
s presnosti na 1 mm. Stanoveni kazdého tedéni a kontroly bylo provedeno ve tfech

opakovanich.
Vyhodnoceni

Pro kazdé tedéni byl vypocitan aritmeticky primér délky kotfenu ze vSech tii paralelnich
stanoveni. Byla vypocitana inhibice rustu kotene v jednotlivych koncentracich ve srovnani

s kontrolou dle rovnice 6 popsané vyse v kapitole 3.4.
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I= (DKD—_KDC) .100 (6)

9.6 Testinhibice rustu okirehku mensiho

Piiprava kultivaéniho média dle Steinberga

Podle tabulky 14 byly pfipraveny zasobni roztoky pro pfipravu kultivacniho média. Voda
byla pouzivana destilovand a roztoky ZR I-VIII byly sterilizovany pii 121 °C 15 min a
uchovavany v chladni¢ce. Na 1 litr média bylo pfidano 20 ml zasobniho roztoku ZR I-III,
1 ml zroztoki ZR IV-VIII a doplnéno destilovanou vodou. Tento roztok byl pouzivan na

piripravu zasobnich roztoki 1é¢iv a jako fedici voda pro koncentracni rozmezi.

Tabulka 14 Slozeni zésobnich roztokl pro kultivaci okiehku

Zasobni roztok (ZR) Chemikalie Koncentrace v ZR [g/1]

ZR 1 KNO:; 17,5
K>2HPO4 a KH2PO4 0,63 a4.,5

ZR 11 MgSO4-7TH20O 5

ZR 111 Ca(NO3)2-4H,0 14,75

ZR IV H3BO:s 120

ZRV ZnS0O4-TH20 180

ZR VI NaxMoO4-2H>0 44

ZR VII MnCl,-4H,O 180

ZR VIII FeCl;-6H>0 760
Na-EDTA-2H,0 1 500

Priprava koncentracniho rozmezi testovanych latek

Déle byly ptipraveny zasobni roztoky jednotlivych 1éCiv o koncentraci 250 mg/l a smés 1éciv
v poméru 3:1:0,4:0,6 stejné jako v ptredchozich testech. Z takto ptipravenych zasobnich
roztokl byla nasledné vytvotrena koncentracni fada dle tabulky 15. Do kazdé zkumavky bylo

pipetovano celkem 50 ml. Test byl proveden ve tiech opakovanich.

Tabulka 15 Koncentrac¢ni fada 1é¢iv

¢ [mg/l]  Viiva [ml] Viiv.media [ml] | ¢ [mg/l]  Vigtiva [ml] Viiv. média [ml]
100 20 30 5 1 49

75 15 35 1 0,2 49,8

50 10 40 0,1 0,02 49,98

10 2 48 kontrola 0 50
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Provedeni testu

Po ptipravé koncentracniho rozmezi byly do kazdé ze zkumavek pomoci pinzety vlozeny 3
stéelky okiehku mensiho a zkumavky byly inkubovany za stdlého osvétleni. Po 7denni
expozici byly stélky pinzetou pteneseny do 10 ml sklenénych zkumavek, prelity 5 ml
methanolu pro extrakci chlorofylu a uloZeny do chladnicky po dobu 2 dni. Po této dobé& byla
extrakce ukoncena a u vSech vzorka byla zméfena absorbance pro zjiSténi obsahu celkového

chlorofylu, chlorofylu a a chlorofylu b pfi vlnovych délkach 666 nm a 653 nm.
Vyhodnoceni

Ze zmétené absorbance byla podle nasledujicich rovnic 18, 19 a 20 vypocitdna koncentrace

pigmenti v 1 ml rozpoustédla u vSech vzorkii a byl vypocitan aritmeticky primér.

¢ chla= 15,65-Asss — 7,34 Ass3 (18)
¢ cnp=27,05-A¢s3 — 11,21 Acss (19)
C Chl celk= C Chla T C Chl b (20)

kde: ¢ cn o je koncentrace chlorofylu a c cw » je koncentrace chlorofylu b, ¢ ch ceik je

koncentrace celkového chlorofylu vse v ug/ml.

Dale bylo piepocteno mnozstvi obsahu pigmentli v zdvislosti na pouzitém objemu

rozpoustédla (5 ml) podle rovnice 21.
Mcn=V - ccn (21)

kde: M cn je obsah chlorofylu v ug, V obsah rozpoustédla v ml a ¢ cn koncentrace chlorofylu

v ug/ml.

Nakonec byla vypocitana inhibice ristu v % dle rovnice 8 popsané v kapitole 3.5.

Hg — H
I, = (%) .100 (8)
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10 Vysledky a diskuze

V této c¢asti diplomové prace jsou prezentovany vétSinou formou tabulek a graft vysledky
jednotlivych testl ekotoxicity pro sledovana 1éciva a jejich vzajemné smési. Vysledky jsou

zde také diskutovany.

10.1 Test inhibice riistu na bakterii Pseudomonas putida

U kontrol byla primérnd hodnota absorbance pti A=436 nm namétena 0,321 a po pfevodu na
jednotky zékalu byla hodnota rovna 96,870 ZF. V tabulce 16 je seznam vSech naméfenych a
pramérnych hodnot absorbanci, které¢ byly poté pfevedeny na jednotky ZF a z téchto hodnot
byly vypo¢itany inhibice a dale probity!, které jsou v tabulce rovnéz uvedeny. Hodnoty jsou
uvedeny jak pro jednotliva 1éCiva, tak pro jejich vzajemné smési. Ze ziskanych hodnot byly
vytvofeny grafy (grafy 10, 11, 12), na kterych je znazornén prabéh zavislosti inhibic vSech
vzorkil na jednotlivych koncentracich. Graf 10 znazornuje zavislost jednotlivych 1€civ a jejich
celkové smési. Na grafu 11 je popsdna zavislost smési tii 1éCiv a na grafu 12 je popsana

zavislost smeési dvou 1éCiv.

Tabulka 16 Primérné hodnoty absorbanci, zakalu, inhibic a probit u jednotlivych 1é¢iv a jejich smési

Naproxen Diklofenak

¢ [mg/1] A3 ZF I [%] P A436 ZF I [%] P
100 0,170 48,810 52,25 5,05 0,114 30,986 71,63 5,58
75 0,204 59,472 40,66 4,77 0,134 37,351 64,71 5,39
50 0,224 65,997 33,56 4,59 0,162 46,263 55,02 5,13
10 0,252 74,908 23,88 4,29 0,220 64,564 35,12 4,16

0,263 78,410 20,07 4,16 0,231 68,225 31,14 4,50
1 0,286 85,730 12,11 3,82 0,249 73,954 24091 4,33
0,1 0,313 94,323 2,768 3,12 0,269 80,319 17,99 4,08

Kofein K. Kklofibrova

¢ [mg/1] Ad36 ZF I [%] P A436 ZF I [%] P
100 0,194 56,289 44,12 4,85 0,134 37,351 64,71 5,39
75 0211 61,700 3824 4,69 0,152 42,921 58,65 523
50 0,223 65,519 34,08 4,59 0,169 48,491 52,60 5,08
10 0,234 69,020 30,28 4,48 0,199 58,040 42,21 4,80

0,245 72,681 26,30 4,36 0,222 65,360 34,26 4,59
1 0,273 81,592 16,61 4,05 0,289 86,526 11,25 3,77
0,1 0,288 86,207 11,59 3,82 0,344 104,190 -7,96 -

! Probity jsou vypo&itdny z inhibic v % pomoci probitové tabulky a jsou vyuZity pro srovnani s klasickou
metodou, viz niZe.
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Smés D:N:K

c[mg/l] Aadze ZF I[%] P A436 ZF I[%] P

100 0,105 27,962 7491 5,67 0,160 45,627 55,71 5,15
75 0,148 41,807 59,86 5,25 0,184 53,106 47,58 4,95
50 0,191 55,493 44,98 4,87 0,190 55,016 45,50 4,90
10 0,218 64,087 35,64 4,64 0,238 70,453 28,72 4,45
5 0,242 71,726 27,34 4,39 0,258 76,818 21,80 4,23
1 0,263 78,250 20,24 4,16 0,282 84,298 13,67 3,92
0,1 0,295 88,595 9,00 3,66 0,312 94,005 3,11 3,12

D:N:kK N:K:kK

c[mg/l] Aaze ZF I[%] P Ad436 ZF I[%] P

100 0,146 41,171 60,55 5,28 0,190 55,175 45,33 4,87
75 0,160 45,627 55,71 5,15 0,215 63,132 36,68 4,67
50 0,186 53,902 46,71 4,92 0,227 66,951 32,53 4,56
10 0,206 60,268 39,79 4,75 0,241 71,248 27,85 442
5 0,227 66,951 32,53 4,56 0,261 77,773 20,76 4,19
1 0,253 75,227 23,53 4,29 0,300 90,186 7,27 3,52
0,1 0,321 96,711 0,17 2,67 0,334 101,007 -4,50 -

D:K:kK D:N

c[mg/l] Aadze ZF I[%)] P Ad36 ZF 1[%] P

100 0,116 31,463 71,11 5,55 0,115 31,145 7145 5,55
75 0,153 43,399 58,13 5,20 0,137 38,306 63,67 5,36
50 0,186 53,902 46,71 4,92 0,156 44,194 57,27 5,18
10 0,225 66,315 33,22 4,56 0,193 56,130 44,29 4,85
5 0,246 72,840 26,12 4,36 0,216 63,450 36,33 4,64
1 0,281 84,139 13,84 3,92 0,258 76,659 21,97 4,23
0,1 0,307 92,414 4,84 3,36 0,298 89,549 7,96 3,59

D:K D:kK

c [mg/l] Aadze ZF I[%] P A436 ZF 1[%] P

100 0,131 36,397 65,74 5,41 0,099 26,212 76,82 5,74
75 0,142 39,898 61,94 5,31 0,122 33,373 69,03 5,50
50 0,164 46,900 54,33 5,10 0,164 46,900 54,33 5,10
10 0,198 57,562 42,73 4,82 0,196 57,085 43,25 4,82
5 0,211 61,859 38,06 4,69 0,220 64,724 34,95 4,61
1 0,236 69,816 2941 4,45 0,246 72,999 25,95 4,36
0,1 0,268 80,001 18,34 4,08 0,284 85,093 12,80 3,87
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N:K N:kK

¢ [mg/l] A ZF I[%] P Ade ZF 1[%] P
100 0,183 52,788 47,92 4,95 0,127 34964 67,30 544
75 0,198 57,562 42,73 4,82 0,153 43240 5830 5,20
50 0214 62,814 37,02 4,67 0,177 51,037 49,83 5,00
10 0,240 71,089 28,03 4,42 0232 68,543 30,80 4,50
0,256 76,182 22,49 423 0235 69,498 29,76 4,48
1 0,269 80,319 17,99 4,08 0,268 80,001 18,34 4,08
0,1 0302 90,822 657 3,52 0,297 89231 830 3,59
K:kK
c[mgl] Ass  ZF I[%] P
100 0,169 48332 52,77 5,08
75 0,185 53425 4723 4,92
50 0,202 58,994 41,18 4,77
10 0,206 60,268 39,79 4,75
0,236 69,816 2941 4,45
1 0278 83,184 14,88 3,96
0,1 0316 95278 1,73 2,95

Inhibice [%]

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
i 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
-10 -t —e—] &K — & -kK - a- S4 ¢ [mg/1]

Graf 10 Inhibice jednotlivych 1é¢iv a jejich smési
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Graf 11 Inhibice smési tii 1é¢iv
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Graf 12 Inhibice smési dvou 1éCiv
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Hodnoty inhibi¢nich koncentraci ICs, IC20 a ICso byly vypocitany z rovnice regrese, ktera byla
ziskana pomoci grafu zavislosti inhibice v % na dekadickém logaritmu koncentrace. Graf 13
znazoriiuje vzorové vyhodnoceni rovnice regrese u smési diklofenaku s naproxenem, podle
které jsou vypocitdvany dané inhibicni koncentrace, a tento postup je pouzit u vSech 1é¢iv a
testll v diplomové praci. Pro porovnani vysledkli byl sestrojen graf zavislosti probit (P) na
dekadickém logaritmu koncentrace té samé smési (graf 14). Probity byly pfepocitdny pomoci
tabulky 17 z hodnot inhibic v %. Jednotlivé rovnice regrese jsou shrnuty v tabulce 18 a 19.

Seznam vypocitanych inhibi¢nich koncentraci ICio, 1Cz0, ICso jednotlivych 1éCiv a smési

shrnuje tabulka 20 a 21.

80 -
70 -
60 -
g 50 -
Q
.fé 40 A y =20,611x + 24,807
= R?=0,9785
=
-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5

log ¢

Graf 13 Graf zavislosti inhibice na dekadickém logaritmu koncentrace

Priklad vypocitani ICso z rovnice regrese u zavislosti inhibice v % na dekadickém logaritmu
koncentrace:

y = 20,611x + 24,807; za y bylo dosazeno ¢islo 50 (20; 10) => x = 1,222, cislo se
odlogaritmuje => x = ICs0(20,10) = 10'**? = 16,672 mg/I.
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Tabulka 17 Pfepocet inhibic v % na probity

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 2,67 | 295 | 3,12 | 3,25 | 336 | 345 | 3,52 | 3,59 3,66

10 3,72 | 3,777 | 3,82 | 3,87 | 3,92 | 3,96 @ 4,01 4,05 | 4,08 4,12

20 4,16 | 4,19 | 423 | 426 | 429 | 433 | 436 | 439 @ 442 | 445

30 448 | 450 | 4,53 | 4,56 | 4,59 | 4,61 4,64 | 4,67 | 4,69 4,72

40 4,75 | 4,777 | 4,80 | 482 | 485 | 487 | 490 @ 492 @ 495 497

50 5,00 | 5,03 | 505 | 508 | 510 | 513 @ 5,15 | 5,18 | 520 @ 5,23

60 5,25 | 5,28 | 5,31 533 | 536 | 5,39 | 541 544 | 547 | 5,50

70 5,52 | 5,55 | 5,58 | 5,61 5,64 | 5,67 | 5,71 5,74 | 5777 = 5,81

80 5,84 | 588 | 592 | 595 | 599 | 6,04 6,08 | 6,13 | 6,18 @ 6,23

90 6,28 | 6,34 | 641 6,48 | 6,55 | 6,64 | 6,75 | 6,88 | 7,05 | 7,33

/ y= 0’6222X + 4,2138
R*=10,9938

Probity
W

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
log c

Graf 14 Graf zavislosti probit na dekadickém logaritmu koncentrace

Priklad vypocitani ICso z rovnice regrese u zavislosti probit na dekadickem logaritmu

koncentrace:

y = 0,6222x + 4,2138; za y bylo dosazeno ¢islo 5 (4,16; 3,72) => x = 1,264, Cislo se
odlogaritmuje => x = ICs0(20,10) = 10'?*2 = 18,348 mg/l.
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Tabulka 18 Rovnice regrese 1éCiv a smési v piipadé inhibic v %

Lécivo Rovnice regrese Lécivo Rovnice regrese
Naproxen y =14,698x + 13,299 N:K:kK  y=15,527x +9,7881
Diklofenak y=17,559x + 27,196 D:kK y =20,091x + 27,299
Kofein y =10,260x + 19,550 N:K y=12,978x + 17,337
K. klofibrova y=23,896x + 15,116 N:D y =20,611x + 24,807
Smés y=19,330x + 21,530 D:K y =15,492x + 30,481
D:N:K y=17,213x + 15,444 K:kK y =16,406x + 17,725
D:N:kK y =18,597x + 20,334 N:kK y = 18,780x + 20,689
D:K:kK y=20,581x + 17,839

Tabulka 19 Rovnice regrese 1éCiv a smési v piipadé probit

Lécivo Rovnice regrese Lécivo Rovnice regrese
Naproxen y=0,580x + 3,737 N:K:kK  y=0,585x + 3,663
Diklofenak y = 0,486x + 4,368 D:kK y=0,572x + 4,344
Kofein y=0,325x +4,114 N:K y =0,444x + 3,987
K. klofibrova y =0,729x + 3,926 N:D y=0,622x + 4,214
Smés y =0,586x + 4,138 D:K y =0,429x + 4,453
D:N:K y =0,642x + 3,814 K:kK y =0,650x + 3,829
D:N:kK y =0,803x + 3,745 N:kK y=0,582x + 4,091
D:K:kK y =0,674x + 3,949

Tabulka 20 Vypocitané hodnoty inhibi¢nich koncentraci IC;o, IC, ICso v piipadé inhibic v %

[mg/l] N D K kK smés D:N:K D:N:kK N:K:kK

ICio 0,560 0,105 0,117 0,611 0,253 0,483 0,278 1,031

IC0 2,857 0,389 1,106 1,600 0,833 1,840 0,959 4,547

ICso 314,055 19,893 928,616 28,829 29,702 101,754 39,374 388,870

[mg/l] D:K:kK D:N D:K D:kK N:K N:kK K:kK

ICio 0416 0,191 0,048 0,138 0,272 0,269 0,338

IC2o 1,274 0,584 0,211 0,433 1,604 0,919 1,376

ICso 36,530 16,672 18,194 13,487 328,698 36,371 92,740

Tabulka 21 Vypocitané hodnoty inhibi¢nich koncentraci IC o, ICs, ICso v piipadé€ probit

[mg/l] N D K kK smés D:N:K D:N:kK N:K:kK

ICio 0,933 0,046 0,061 0,522 0,193 0,714 0,698 1,251

IC0 5,354 0,373 1,381 2,093 1,090 3,466 2,659 7,082

ICso 150,479 20,052 530,790 29,692 29,653 70,674 36,576 193,756
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[mg/l] D:K:kK D:N D:K D:kK N:K N:kK K:kK

ICio 0,457 0,161 0,020 0,081 0,251 0,230 0,680
IC2 2,056 0,819 0,207 0,477 2,459 1,312 3,232
ICso 36,306 18,348 18,878 13,986 192,071 36,428 63,306

Z grafu 10 a z hodnot ICso vyplyva, Ze nejvyssi inhibi¢ni efekt na rast Pseudomonas putida
vykazovalo lé¢ivo diklofenak, a naopak nejnizsi efekt byl pozorovan u kofeinu. Co se tyce
ostatnich dvou lé¢iv, druhy nejvyssi inhibi¢ni efekt na rist bakterie byl pozorovan u kyseliny
klofibrové a poté u naproxenu. V pifipadé smeési vSech 1é¢iv se hodnota ICso ptiblizovala
nejvice k hodnoté ICso kyseliny klofibrové a diklofenaku, coz jsou léciva, ktera také
v samostatnych testech vykazovala vyssi hodnoty inhibice. Dle klasifikace latek (uvedené v
kapitole 4) v zavislosti na hodnotach ICso byly diklofenak, kyselina klofibrova a celkova smés
zatazeny mezi latky Skodlivé pro Pseudomonas putida, jejich hodnoty ICso lezely mezi 11—
100 mg/l. Naproxen a kofein byly zafazeny do skupiny latek majici hodnotu ICso vysSi nez

100 mg/1 a takové nejsou z hlediska toxicity na vodni organismy klasifikovany.

U smési tii 1éCiv byl z grafu 11 a hodnot ICso pozorovéan nejvyssi inhibi¢ni efekt u smési 1é¢iv
s diklofenakem, k nejvyssi inhibici doSlo u smési diklofenaku s kofeinem a kyselinou
klofibrovou, dale u smési s naproxenem a kyselinou klofibrovou a u smési naproxenu
s kofeinem. U smési naproxenu s kofeinem a kyselinou klofibrovou doslo k nejnizsi inhibici.
Prvni dvé smési byly vyhodnoceny z hlediska klasifikace jako skodlivé a druhé dvé spadaji do
skupiny, které nejsou klasifikovany. Dle vyhodnoceni pomoci probit patii smés D:N:K misto
do skupiny latek, které nejsou klasifikovany, do skupiny latek skodlivych. Je tedy patrné, ze
vliv na zafazeni testované latky do pfislusné skupiny dle Skodlivosti mé také samotné

vyhodnoceni experimentu.

V piipad¢ smési dvou 1éCiv byl z grafu 12 a z hodnot ICso posouzen nejvyssi inhibicni efekt
rovnéz pro smesi s diklofenakem, a to v potadi od nejvyssiho inhibi¢niho efektu pro smeés
diklofenaku s kyselinou klofibrovou, naproxenem a kofeinem. Dale nasledovala smés
naproxenu s kyselinou klofibrovou a kofeinu s kyselinou klofibrovou. Nejnizsi inhibi¢ni efekt
byl pozorovan u smési naproxenu s kofeinem. VSechny hodnoty ICso lezely v rozmezi 11-
100 mg/1, a proto byly vyhodnoceny jako Skodlivé, kromé smési naproxenu s kofeinem, ktera

leZela nad hranici 100 mg/I1.

V dostupné literatuie je vétSina testovani ekotoxicity danych 1éCiv provadéna na bakterii

Vibrio fischeri prostfednictvim méfeni ubytku bioluminiscence. Méfeni se provadi v riznych
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casovych intervalech, napt. po 5, 15 ¢i 30 minutach. Ve své studii uvadi autor Mehinto, A. C.
hodnotu ECso pro diklofenak pti koncentraci 13,5 mg/l a pro naproxen pii 42,1 mg/l, tbytek
bioluminiscence hodnotil po 15 minutdch [117]. V dalsi studii je hodnota ECso pro
diklofenak, ktera byla vyhodnocovéana po 30 minutach, uvadéna pouhych 11,454 pg/l [2], na
rozdil od autora Tang, J. a kol., ktery ve svém ¢lanku uvadéji hodnotu ECso po 30 minutach

pro diklofenak pii 90 mg/1 a pro naproxen pii 600 mg/l [21].
10.2 Test inhibice riistové rychlosti iras Parachlorella kessleri

Primérné hodnoty spocitanych bunék ftasy Parachlorella kessleri pomoci Biirkerovy
komiirky a jejich pfepocet na 1 ml je uveden v tabulce 22. Jsou zde rovnéz uvedeny hodnoty
pro ptvodni zdsobni roztok fas, z kterého bylo pipetovano 10 ml do 50 ml zkumavky, a
hodnoty pro kontrolni vzorky, kde je uvedena riistova rychlost p. Z ditvodu velkého mnozstvi
vzorkil byl testy proveden na dvé €asti, proto jsou zde tyto hodnoty uvedeny dvakrat. Léciva,
popf. smési oznacené v tabulce symbolem ,,** byly vypocitavany s pouzitim kontroly
z 23.3.2017. Tabulka 23 shrnuje primérné pocty bunck a ristovych rychlosti pro jednotliva
léciva a jejich vzijemné smési. Rovnéz jsou zde uvedeny i1 vypocitané hodnoty inhibic a
probit pro kazdy vzorek. Ze ziskanych hodnot byly vytvofeny grafy (grafy 15, 16, 17), na
kterych je znazornén prubéh zavislosti inhibic vSech vzorkl na jednotlivych koncentracich.
Graf 15 vyobrazuje zavislost jednotlivych 1€Civ a jejich celkové smési. Na grafu 16 je

uvedena zavislost smési tii 1é¢iv a na grafu 17 je uvedena zavislost smési dvou 1éCiv.

Tabulka 22 Primérné hodnoty poc¢tu bunék fas v zasobnim roztoku a ristové rychlosti u kontrol

v1iml-103 vzorky -10° Kontrola v1ml-10° p [h] -103

7ZR 1 690,6 138,1 K1203.17 3583 13,163
ZR 2 762,5 152,5 K2 23.3.17% 425,0 15,581

Tabulka 23 Pramérné hodnoty poctti bunék, ristovych rychlosti, inhibic a probit u jednotlivych 1é¢iv a smési

Naproxen* Diklofenak*
-1 -1

¢ [mg/l .Vlfpml g 15_13 R T v lzsml " 1([:_'3 TN
100 2875 8806 4348 482 2237 5320 6585 541
75 3000 9397 3969 475 2368 6,114 60,76 528
50 3158 10,110 3512 46l 2500 6,865 5594 5,15
10 337,511,033 2919 445 2763 8255 47,02 492

32,1 11222 2798 442 287,5 8806 4348 4382
1 3750 12497 1980 4,16 3250 10,509 32,55 4,56
0,1 4125 13820 1130 3,77 3750 12497 1980 4,16
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K. Kklofibrova*

-1 -1
¢ [mg/l] .Vlt;nl {‘1{)'_‘31 1[%] P _Vlzpml 21([)1-13] 1[%] P
100 2500 6,865 5594 5,15 2375 6153 60,51 508
75 2632 7,578 5137 5,03 250 6,865 5594 515
50 2750 8,189 4744 4.9 262,5 7,543 51,59 505
10 3000 9397 39,69 475 2875 8,806 4348 482
5 3125 9,964 3605 464 302,6 9,519 3891 472
1 3289 10,677 3148 450 3289 10,677 3148 4,50
0.1 3684 12251 2137 419 375 12497 1980 416

Smés D:N:K*

-1 -1
¢ [mg/l] .Vlzpml %11([11-13] 1[%] P .Vlfpml %‘1([)‘_‘31 1[%] P
100 1842 3999 69,62 5.2 2375 6,153 60,51 508
75 1974 4957 6234 531 2500 6,865 5594 5.5
50 2105 5853 5553 515 2632 7,578 5137 5.03
10 2368 7489 4310 4.8 2750 8,189 4744 402
5 2500 8240 3740 467 2895 8901 42,87 482
1 2875 10,181 22,65 439 312,5 9964 36,05 464
0.1 337,512,408 573 345 3553 11,746 24,62 433

D:N:kK* N:K:KK*

-1 -1
¢ [mg/l] .Vlzpml !11([)1_13] 1[%] P .Vltsml %‘1([)‘_‘3‘ 1[%] P
100 2250 5402 6533 539 2625 7,543 51,59 505
75 2375 6,153 6051 508 2632 7,578 5137 5.03
50 2500 6,865 5594 515 2763 8255 47,02 4.92
10 2750 8,189 4744 4.9 3000 9397 39,69 475
5 2895 8901 4287 4.8 3026 9519 3891 472
1 3158 10,110 3512 461 3250 10,509 32,55 4,56
0.1 381,612,738 1825 408 3684 12251 2137 419

D:K:KK* D:N

-1 -1
¢ [mg/l] _VI});“] %‘1([)‘_‘31 1[%] P .Vltsml {‘1([)'_‘31 1[%] P
100 2000 3,766 7583 5.1 187,5 4245 67,75 547
75 2125 4,608 7043 552 2125 5983 5455 5,13
50 2250 5402 6533 539 2237 6,696 49,13 497
10 2500 6,865 5594 515 250,0 8240 37,40 4,67
5 2632 7578 5137 5,03 2639 8991 31,69 4,53
1 3125 9,964 36,05 464 302,610,894 1724 4,05
0,1 387,512,952 1687 405 342,112,597 430 325
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D:K D:kK
-1 -1
¢ [mg/l] .Vltpml g 1([:_13 AR v 1:)3“'1 g 1([;_13 AR
100 2000 5141 60,94 528 162,5 2257 8285 595
75 2125 5983 5455 5.3 187,5 4245 6775 547
50 2237 6,696 49,13 497 1974 4957 6234 531
10 2625 8918 3225 453 250 6,777 4851 497
5 2778 9,704 2628 436 2368 7489 43,10 482
1 3250 11,884 9,71 372 2750 9,564 2734 439
0,1 3625 13,401 -181 - 3158 11485 12,75 3,87
N:K N:kK
-1 -1
¢ [mg/l] .Vlt;nl g 1([:_'3 T .Vlzpml g 1([:_'3 TR
100 2250 6777 4851 497 1842 3999 69,62 552
75 2375 7528 4281 482 197,4 4957 6234 531
50 250,0 8240 37,40 467 2083 5,708 56,63 5,18
10 2750 9,564 2734 439 236,8 7,489 43,10 482
5 2805 10276 21,93 423 250,0 8240 3740 467
1 3158 11485 12,75 4,08 2875 10,181 22,65 426
0,1 3500 12,914 189 295 3250 11,884 971 3,72
K:kK
a
¢ [mg/1] ’Vlzpml " 13_13 T
100 2125 5983 5455 5,13
75 2237 6,696 49,13 497
50 236,1 7446 4343 482
10 2375 7,528 4281 4380
5 2500 8240 3740 4,67
1 2750 9,564 2734 439
0,1 312,5 11340 1385 3,92
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V tabulkach 24 a 25 jsou shrnuty jednotlivé rovnice regrese, které byly ziskany pomoci grafa

zéavislosti inhibic nebo probit na dekadickém logaritmu koncentrace, postup celého

vyhodnoceni byl jiz popsan v ptredeslé kapitole /0./. Rovnice regrese byly poté vyuzity pro

stanoveni inhibi¢nich koncentraci ICio, IC20, ICso, které shrnuji tabulky 26 a 27.

Tabulka 24 Rovnice regrese 1€¢iv a smési v ptipad¢ inhibic v %

Lécivo Rovnice regrese Lécivo Rovnice regrese
Naproxen y =10,095x + 20,461 N:K:kK  y=9,8672x + 31,515
Diklofenak y=14,675x + 33,335 D:kK y=21,418x + 30,041
Kofein y=10,785x + 30,812 N:K y=14,992x + 14,083
K. klofibrova y=12,941x + 31,504 N:D y =19,488x + 19,973
Smés y =20,414x + 24,045 D:K y=21,048x + 14,145
D:N:K y=11,045x + 35,645 K:kK y=12,309x + 27,327
D:N:kK y=14,674x + 33,344 N:kK y=19,497x + 25,593
D:K:kK y=18,774x + 36,292
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Tabulka 25 Rovnice regrese 1€¢iv a smési v pfipad¢ probit

Lécivo Rovnice regrese Lécivo Rovnice regrese
Naproxen y =0,328x + 4,132 N:K:kK  y=0,272x + 4,502
Diklofenak y =0,394x + 4,547 D:kK y=0,616x +4,416
Kofein y=0,297x + 4,474 N:K y =0,595x + 3,768
K. klofibrova y =0,354x + 4,494 N:D y =0,667x + 3,984
Smes y =0,623x + 4,200 D:K y=0,739x + 3,769
D:N:K y =0,289x + 4,623 K:kK y =0,359x + 4,350
D:N:kK y =0,405x + 4,530 N:kK y=0,572x +4,270
D:K:kK y=0,514x + 4,609

Tabulka 26 Vypocitané hodnoty inhibi¢nich koncentraci ICjo, IC20, ICso v piipadé inhibic v %
[mg/l] N D K kK smés D:N:K D:N:kK N:K:kK

ICio 0,092 0,026 0,012 0,022 0,205 0,005 0,026 0,007

IC20 0,900 0,123 0,099 0,129 0,634 0,038 0,123 0,068

ICso 843,533 13,66 60,136 26,869 18,682 19,938 16,648 74,710
D:K:kK D:N D:K D:kK N:K N:kK K:kK

ICio 0,040 0,308 0,635 0,116 0,534 0,159 0,039
IC 0,136 1,003 1,897 0,340 2,481 0,517 0,254
ICso 5,372 34,737 50,523 8,548 248,739 17,858 69,500

Tabulka 27 Vypocitané hodnoty inhibi¢nich koncentraci IC;o, IC, ICso v piipadé€ probit
[mg/l] N D K kK smés D:N:K D:N:kK N:K:kK

IC1o 0,056 0,008 0,003 0,007 0,170 0,001 0,010 0,001

IC2o 1,220 0,104 0,088 0,114 0,862 0,025 0,122 0,056

ICso 442,535 14,130 59,037 26,842 19,210 20,262 14,467 67,603
D:K:kK D:N D:K D:kK N:K N:kK K:kK

ICio 0,019 0,403 0,857 0,074 0,83 0,109 0,018
IC20 0,134 1,839 3,378 0,384 4,554 0,642 0,296
ICso 5,756 33,383 46,286 8,853 117,464 18,865 64,844

Z grafu 15 a z hodnot ICso plyne, Ze nejvyssi inhibi¢ni efekt na rast Parachlorella kessleri byl

v

ostatnich dvou lé¢iv, druhy nejvyssi inhibicni efekt na rist fas byl stanoven u kyseliny

klofibrové a poté u kofeinu. V ptipadé celkové smeési 1é¢iv se hodnota ICso pfiblizovala

cv v

Diklofenak, kyselina klofibrova, kofein a smés byly z hlediska klasifikace latek (viz kap. 4)

v zavislosti na hodnotach ICso zatazeny mezi latky Skodlivé pro Parachlorella kessleri,
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protoze jejich hodnoty ICso lezely mezi 11-100 mg/l. Naproxen byl zatazen do skupiny latek
majici hodnotu ICso vys$s$i nez 100 mg/l a takové nejsou z hlediska toxicity na vodni

organismy klasifikovany.

V ptipadé smési tii 1éCiv, jak plyne z grafu 16 a hodnot ICso, byl nejvyssi efekt pozorovan u
smési 1éCiv diklofenaku a nejvyssi inhibicni efekt byl pozorovan u smési diklofenaku
s kofeinem a kyselinou klofibrovou, ddle u smési s naproxenem a kyselinou klofibrovou a u
smési naproxenu s kofeinem. Naopak k nejniz§imu inhibiénimu efektu doSlo u smési
naproxenu s kofeinem a kyselinou klofibrovou. Smés D:K:kK s nejvy$sim efektem byla
zatfazena do skupiny latek oznacovanych za toxické (< 10 mg/l) a dalSi tfi smési byly
vyhodnoceny z hlediska klasifikace jako Skodlivé, jelikoz se nachazeli v rozmezi 11-100

mg/l.

Co se tyce smési dvou 1éCiv byl z grafu 17 a hodnot ICso pozorovan nejvyssi inhibi¢ni efekt u
smési diklofenaku s kyselinou klofibrovou a naproxenu s kyselinou klofibrovou. Dale
k nejvyssi inhibici doSlo u smési diklofenaku s naproxenem, diklofenaku s kofeinem a smési
kofeinu s kyselinou klofibrovou. Nejnizsi inhibicni efekt byl pozorovan u smési naproxenu
s kofeinem. Smés diklofenaku s kyselinou klofibrovou spadala do skupiny latek toxickych
(< 10 mg/1) a smési naproxenu s kofeinem, kterd lezela nad hranici 100 mg/l, do skupiny latek
neklasifikovatelnych. Ostatni hodnoty ICso lezely vrozmezi 11-100 mg/l, a proto byly

vyhodnoceny jako Skodlivé pro Parachlorella kessleri.

Pro srovnani s literaturou bych vybrala nékteré hodnoty ICso, které jsou v ramci ¢lankt rtizné,
pfedev§im kvuli pouziti odlisnych druhli fas béhem testovani. Pro piiklad uvedu vliv
naproxenu, kterym se ve své studii zabyval Cleuvers, M., a uvadi zde hodnotu ICso vyssi nez
320 mg/1 [70] a v dalsi studii je tato hodnota uvadéna pti koncentraci 625,5 mg/l [77]. V obou
experimentech probihalo testovani na tase Desmodesmus subspicatus. V piipadé vyuziti
testovaci tasy Pseudokirchneriella subcapitata autoti studie Isidori, M. a kol. uvadi, ze

k hodnoté ICso dochazi pti koncentraci 39,3 mg/1 [118].

10.3 Test inhibice rustu korene horc¢ice bilé

Primérné hodnoty naméfenych délek kotinkl (d) Sinapis alba v centimetrech u kontrol je
uveden v tabulce 28. Z divodu vétsiho poctu vzorkt byly testy provadény na vice etap, proto
jsou vzdy uvadény kontroly ke konkrétnimu lécivu ¢i smési. Tabulka 29 shrnuje délky

kotinkli pro jednotliva 1éciva a jejich smés. Rovnéz jsou zde uvedeny i vypocitané hodnoty
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inhibic a probit pro kazdy vzorek a fedéni. Ze ziskanych hodnot byl vytvoren graf (graf 18),

na kterém je znadzornén pribéh zavislosti inhibic vSech vzorki na jednotlivych koncentracich.

Tabulka 28 Primérna délka kofinka v kontrolach

kontrola pro N, D kontrola pro K, KK kontrola pro smés
Primérna délka (d) [em] 3,11 2,89 3,29

Tabulka 29 Pramérna délka kofinkd, inhibic a probit u jednotlivych 1é¢iv a jejich smési

Naproxen Diklofenak Kofein
c(mg/l] dfem] I[%] P dlcm] I[%] P dlem] I[%] P
100 1,33 59,34 5,23 0,86 71,32 5,55 1,26 56,01 5,15
75 1,38 55,16 5,13 0,97 68,46 5,47 1,38 55,23 5,13
50 1,43 54,78 5,10 1,07 63,99 5,36 1,52 51,16 5,03
25 1,54 52,61 5,08 1,45 55,26 5,13 1,74 41,93 4,80
10 1,77 42,15 4,80 1,50 49,46 4,97 1,96 30,12 4,48
5 1,94 37,60 4,69 1,51 48,05 4,95 2,10 27,31 4,39
1 2,42 22,22 423 1,79 3291 4,56 2,33 19,20 4,12
0,75 2,70 12,24 3,82 1,93 27,66 4,42 2,22 18,21 4,08
0,5 2,75 11,31 3,79 2,45 26,24 426 2,44 15,60 3,66
0,25 2,76 11,09 3,777 2,06 22,58 3,52 2,63 8,93 2,95
0,1 2,90 6,33 3,45 2,89 6,76 2,95 2,82 2,18 2,67
0,05 3,15 -0,92 - 3,04 2,20 - 2,85 1,40 -
0,001 1,83 39,87 - 2,20 29,06 - 2,64 8,77 -
K.klofibrova Smés
clmg/l] dlem] I1[%] P dlem] I[%] P
100 1,14 59,49 5,23 2,23 32,05 4,54
75 1,37 51,48 5,05 2,23 32,02 4,53
50 1,59 45,64 487 2,30 30,14 4,48
25 1,67 42,86 4,82 246 25,20 4,33
10 2,01 29,13 4,45 2,53 23,04 4,26
5 2,18 24,00 420 2,72 17,19 4,05
1 2,33 18,48 4,08 3,00 8,76 3,66
0,75 2,46 14,00 3,92 3,03 7,85 3,59
0,5 2,52 12,32 3,82 3,04 7,58 3,56
0,25 2,70 6,07 3,45 3,05 7,05 3,52
0,1 2,81 2,28 2,95 3,15 4,01 3,25
0,05 2,93 -1,38 - 3,18 3,25 3,12
0,001 2,47 15,09 - 3,24 1,37 2,67
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Tabulky 30 a 31 shrnuji jednotlivé rovnice regrese, které byly ziskany pomoci grafii zavislosti
inhibic ¢i probit na dekadickém logaritmu koncentrace, postup celého vyhodnoceni byl jiz
popsan v kapitole /0.1. Rovnice regrese byly poté vyuzity pro stanoveni inhibi¢nich

koncentraci ICo, IC20, ICs0, které jsou uvedeny v tabulkach 32 a 33.

Tabulka 30 Rovnice regrese 1€¢iv a smési v ptipad¢ inhibic v %

Lécivo Rovnice regrese
Naproxen y=19,031x + 21,854
Diklofenak y =20,099x + 30,627
Kofein y=16,973x + 19,718
K. klofibrova y=17,348x + 17,642
Smés y =9,685x + 12,200

Tabulka 31 Rovnice regrese 1€¢iv a smési v piipade probit

Lécivo Rovnice regrese

Naproxen y =0,614x + 4,092
Diklofenak y =0,732x + 4,207
Kofein y=0,762x + 3,764
K. klofibrova y =0,652x + 3,864
Smes y =0,408x + 3,739
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Tabulka 32 Vypocitané hodnoty inhibi¢nich koncentraci ICjo, IC20, ICso v piipadé inhibic v %
N D K kK smés

ICi0[mg/l] 0,238 0,094 0,268 0,363 1,061
IC20 [mg/1] 0,799 0,296 1,039 1,367 7,007
ICso [mg/l] 30,122 9,202 60,831 73,331 2,016 g/l

Tabulka 33 Vypocitané hodnoty inhibi¢nich koncentraci IC o, ICx, ICso v piipadé probit
N D K kK smés

ICi0[mg/l] 0,248 0,216 0,876 0,601 0,899
IC2 [mg/l] 1,291 0,863 3,316 2,841 10,761
ICso [mg/l] 30,129 12,11 41,984 55,075 1,229 g/l

Z grafu 18 a z hodnot ICso plyne, ze nejvyssi inhibic¢ni efekt na kli¢ivost semen Sinapis alba
Co se tyCe zbylych dvou lé¢iv, druhy nejvyssi efekt po diklofenaku byl pozorovan u
naproxenu a poté u kofeinu. V ptipadé smési 1é¢iv byl inhibicni efekt posuzovan z grafu 18
a byla stanovena hodnota IC»o, protoze v testovaném koncentraénim rozmezi nedoslo k 50%
inhibici. Dle klasifikace latek (kap. 4) v zévislosti na hodnotach ICso byly naproxen, kofein a
kyselina klofibrova zatazeny mezi latky Skodlivé pro Sinapis alba, jejich hodnoty ICsg lezely
mezi 11-100 mg/l. Diklofenak byl vyhodnocen jako toxicky, hodnota ICso lezela
v rozmezi 1-10 mg/l. Smés byla zatazena do skupiny latek majici hodnotu ICso vySsi nez

100 mg/1 a takové nejsou z hlediska toxicity na vodni organismy klasifikovany.

10.4 Test inhibice rustu okiehku mensSiho

Primérné hodnoty namétenych absorbanci pro vlnovou délku 653 nm a 666 nm a z nich
vypocteného celkového mnozstvi chlorofylu v kontrolach je uveden v tabulce 34. Tabulka 35
shrnuje hodnoty pro jednotliva 1é¢iva a jejich smés. Rovnéz jsou zde uvedeny i vypocitané
hodnoty inhibic pro kazdy vzorek a fedéni. Ze ziskanych hodnot byl vytvofen graf (graf 19),

na kterém je zndzornén pribéh zavislosti inhibic vSech vzorkl na jednotlivych koncentracich.

Tabulka 34 Primérné hodnoty absorbanci a celkového chlorofylu u kontrol

653 nm 666 nm celkovy chl. [ug/ml] m [pg]
Kontrola pro N, D 0,064 0,115 1,765 8,824
Kontrola pro K, kK, smés 0,062 0,089 1,612 8,061
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Tabulka 35 Primérné hodnoty absorbanci, celkového chlorofylu, inhibic a probit u 1éCiv a jejich smési

celkovy chl.

Naproxen 653 nm 666 nm m [pg] inhibice [%] probity
[ng/ml]

100 [mg/1] 0,047 0,093 1,331 6,653 24,61 4,33

75 0,049 0,102 1,410 7,049 20,12 4,16

50 0,055 0,097 1,515 7,574 14,17 3,92

10 0,058 0,102 1,601 8,006 9,28 3,66

0,061 0,108 1,670 8,352 5,35 3,36

1 0,064 0,110 1,742 8,709 1,31 2,67

0,1 0,073 0,118 1,954 9,770 -10,71 -
celkovy

Diklofenak 653 nm 666 nm m [pg] inhibice [%]  probity
chl. pg/mlj

100 [mg/1] 0,040 0,068 1,089 5,444 38,31 4,69

75 0,041 0,081 1,168 5,839 33,84 4,59

50 0,044 0,082 1,220 6,100 30,87 4,50

10 0,047 0,090 1,315 6,573 25,51 4,36

0,049 0,093 1,377 6,886 21,97 4,23

1 0,057 0,096 1,542 7,708 12,65 3,87

0,1 0,063 0,107 1,707 8,535 3,28 3,12
celkovy

Kofein 653 nm 666 nm m [ng] inhibice [%] probity
chl. [ng/ml]

100 [mg/1] 0,042 0,063 1,108 5,538 27,72 4,42

75 0,042 0,065 1,124 5,622 22,64 4,26

50 0,047 0,060 1,193 5,964 21,61 4,23

10 0,050 0,088 1,376 6,881 14,64 3,96

5 0,056 0,088 1,485 7,423 7,92 35,9

1 0,062 0,095 1,634 8,170 -1,35 -

0,1 0,069 0,105 1,826 9,131 -13,27 -
celkovy

K. klofibrova 653 nm 666 nm m [ug] inhibice [%] probity
chl. [pg/ml]

100 [mg/1] 0,045 0,058 1,153 5,763 28,51 4,45

75 0,048 0,065 1,232 6,162 24,25 4,29

50 0,050 0,063 1,253 6,266 23,51 4,26

10 0,052 0,075 1,346 6,729 16,52 4,05

5 0,053 0,068 1,353 6,766 16,07 4,01

1 0,058 0,071 1,447 7,235 10,24 3,82

0,1 0,064 0,088 1,650 8,250 -2,34 -
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celkovy

Smés 653 nm 666 nm m [pg] inhibice [%]  probity
chl. [ng/ml]
100 [mg/1] 0,032 0,054 0,870 4,352 50,68 5,03
75 0,035 0,064 0,972 4,859 4494 4,87
50 0,039 0,057 1,022 5,109 42,11 4,80
10 0,048 0,083 1,303 6,513 26,20 4,36
0,052 0,089 1,420 7,100 19,54 4,16
1 0,060 0,112 1,684 8,421 4,57 3,36
0,1 0,056 0,093 1,512 7,558 14,35 -
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Graf 19 Inhibice jednotlivych 1é¢iv a jejich smési

V tabulkach 36 a 37 jsou uvedeny rovnice regrese, které byly ziskdny z grafii zévislosti
inhibic nebo probit na dekadickém logaritmu koncentrace, postup celého vyhodnoceni byl jiz
popsan v kapitole /0.1. Rovnice regrese byly poté vyuzity pro stanoveni inhibi¢nich

koncentraci ICjo, IC20, ICs0, které shrnuje tabulka 38 a 39.

Tabulka 36 Rovnice regrese 1€¢iv a smési v ptipadé¢ inhibic v %

Lécivo Rovnice regrese
Naproxen y=10,632x - 0,367
Diklofenak y=11,136x + 13,795
Kofein y=13,267x - 0,473
K. klofibrova y=9,338x + 8,314
Sm¢és y=22,469x + 4,102
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Tabulka 37 Rovnice regrese 1€¢iv a smési v ptipad¢ probit

Lécivo Rovnice regrese

Naproxen y=0,761x + 2,761
Diklofenak y =0,484x + 3,761
Kofein y=0,551x + 3,291
K. klofibrova y =0,285x + 3,801
Smés y=0,779x + 3,486

Tabulka 38 Vypocitané hodnoty inhibi¢nich koncentraci ICjo, ICz, ICso v piipadé inhibic
N D K kK smés
ICio[mg/l] 9,442 0,456 6,157 1,516 1,830

IC20 [mg/l] 82,346 3,607 34,925 17,842 5,099
I1Cso [g/1] 54,614 1,783 6,373 29,105 0,110

Tabulka 39 Vypocitané hodnoty inhibi¢nich koncentraci ICio, IC, ICso v piipadé probit
N D K kK smés

ICiwo [mg/1] 18,210 0,824 6,018 0,518 1,998
IC20 [mg/l] 68,945 6,689 37,857 18,161 7,336
I1Cso [g/1] 0,876 0,364 1,267 16,164 0,088

Z grafu 19 a z hodnot ICso plyne, Ze nejvyssi inhibicni efekt u Lemna minor vykazovala smés
vSech 1éCiv. Co se tyCe jednotlivych 1éCiv, byl inhibicni efekt posuzovéan podle grafu 19 a
z hodnot ICy, a to z toho divodu, Ze v testovaném koncentraénim rozmezi nedoslo k 50%
inhibici. Hodnoty ICso byly vypocteny z rovnic regresi, které byly ziskdny pouze z rozmezi
koncentraci 0,1-100 mg/l. Nejvyssi efekt ze vSech 1éCiv byl z hlediska celkového hodnoceni
stanoven pro diklofenak, poté nasledovala kyselina klofibrovéa, dale kofein, a naopak nejnizsi
efekt vykazoval naproxen. U Lemna minor doslo tedy k nevy$simu ubytku chlorofylu praveé
v piipad¢ smési vSech 1é¢iv, kde byla inhibice nejvyssi.

Jak bylo zminéno vyse (kap. 4), latky majici hodnotu ICso > 100 mg/l, nejsou z hlediska
toxicity na vodni organismy klasifikovany. V literatufe se nachédzeji rizné hodnoty inhibic
tykajici se vlivu 1é¢iva na Lemna minor. Pro ptiklad uvedu vliv diklofenaku, ktery je nejvice
podrobovan testlim ekotoxicity v experimentalnich studiich. Cleuvers, M. ve své studii uvadi
hodnotu ICso na 7,5 mg/l [70], zatimco ve studii Kaza, M. a kol. uvadi tuto hodnotu na
148 mg/1 [119] a v €lanku autor Kertész, 1. a kol. uvadi, ze pti 25 mg/l dochéazi k 15% inhibici
[120].
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11 Zavér

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo testovani ekotoxikologickych
ucinkl vybranych ¢ty 1éCiv (diklofenaku, kyseliny klofibrové, kofeinu a naproxenu) a jejich
vzdjemnych smési na vodni organismy. Z vysledkd vyplyva, ze Ilé¢ivem s nejvySSim
inhibi¢nim efektem na rist vodnich organismil je diklofenak, a to ve vSech provedenych
testech. LéCivem s o néco niz§im inhibi¢nim efektem byla kyselina klofibrova a to ve vSech
testech kromé testu se semeny Sinapis alba, kde vykazovala nejmensi inhibi¢ni efekt ze vSech

testovanych l1éCiv. Nejméné toxickymi 1éCivy byly kofein s naproxenem.

U smési 1é¢iv nelze jednoznacné urcit, zda byla toxictéjsi smés dvou, tii, ¢i vSech Ctyf farmak.
Jednoznacn¢ se vSak prokazalo, Zze nejvyssi ekotoxicitu vykazovaly vzdy smési 1éCiv
s diklofenakem, tedy toxicita smeési testovanych 1éCiv byla dana piitomnosti 1éCiva
s nejvysSim inhibi¢nim G¢inkem. Nejnizs$i ekotoxicitu vykazovaly smeési naproxenu
s kofeinem. Toto stanoveni je v souladu s inhibicnimi efekty jednotlivych 1é¢iv. Ve vSech
testech prokazovala smés vSech Ctyf 1éCiv toxicitu nachdzejici se nejblize k hodnotdm
diklofenaku. Vyjimkou byly testy u Sinapis alba, toxicita této smeési byla ve srovnani se
samostatnymi 1é¢ivy nizsi

Z pohledu testovanych zastupct byla nejvice citlivym organismem na testované latky hoicice
bild (Sinapis alba). U tasy Parachlorella kessleri a bakterie Pseudomonas putida nelze
jednoznacéné urcit, ktery organismus byl citlivéjsi. Naopak nejméné citlivym systémem ze

vSech byl okfehek mensi (Lemna minor).

Existuje fada zplisobli posouzeni ekotoxicity zkoumanych latek. Pro vypocet hodnot inhibi¢ni
koncentraci ICx (ECx) existuje nékolik zplsobl, znichz vSechny maji jisté vyhody i
nevyhody. Zavislost inhibice v % na koncentraci ma tvar sigmoidni kiivky, kterou nelze
zjednodusen¢ popsat rovnici, a proto se ziskana dat musi upravit. V této praci byly vyuzity
dva zplisoby vyhodnoceni pro srovnani vysledkd. Klasickou a nejjednodussi metodou je
sestaveni zavislost inhibice v % na dekadickém logaritmu koncentrace a poté se vypocet
hodnot provede prostfednictvim linedrni regrese. Problémem je, Ze pfimka linedrni regrese
nekopiruje zcela inhibi¢ni kiivku. Proto bylo pouzito jesté jedno vyhodnoceni pro srovnani, a
to pomoci probitové analyzy. Inhibice v % se pfevedou na probitové jednotky a poté jsou
vyneseny v zavislosti na dekadickém logaritmu koncentrace, ktera se priblizuje linearni

zavislosti.
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Bohuzel v dostupné literatufe nebyvad mnohdy uvadéno, jakym zpiisobem vyhodnoceni byly
vysledky ziskavany. Pfitom se jednd o jeden zdulezitych faktorti, ktery mize
spolurozhodovat o tom, do jaké skupiny dle toxicity bude latka zatazena. Tento poznatek byl

také v praci v n€kterych ptipadech potvrzen.
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