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Abstrakt

Zivotni prostfedi je ovliviiovano unikem mnoha antropogennich toxickych latek. Toto
znecisténi negativné ovlivhuje faunu i floru na této planeté. Mezi tyto kontaminanty
patfi i cigaretové nedopalky. Tato bakalaiska prace se zaméfila na problematiku
cigaretovych nedopalkll jako odpadu, ktery se vyskytuje v zZivotnim prostredi.
V teoretické casti jde pak hlavné o vysvétleni ekotoxikologickych testl, slozeni
cigaretovych nedopalk(i a obeznameni se s pfislusnou legislativou.

Mezi jednim z nastroji hodnoceni vlivu odpad( a latek na zivotni prostredi patfi i
standardizované laboratorni ekotoxikologické testy. Diky témto testim muizeme Iépe
pochopit u€inky jednotlivych latek na dané prostredi. V praktické ¢asti zamérené na
zjisténé ekotoxicity cigaretovych nedopalk(l byl pouzit test ekotoxicity, ktery je zalozen
na inhibici rGstu Spirodela polyrhiza (zavitky mnohokofenné). Tento test ndm muze
naznadit, jaky vliv maji cigaretové nedopalky a nedopalky z elektronickych cigaret na
vodni faunu a floru.

Méreni inhibice rlstu S. polyrhiza v roztoku vyluhu cigaretovych nedopalkll a
rostouciho média v rlznych pomérech ukazalo, ze toxické latky pfitomné v
nedopalcich (at uz klasickych cigaret nebo elektronickych) maji vliv na rust zvoleného
organismu. S rostouci koncentraci cigaretového vyluhu rostla mira inhibice rlstu jak
u elektronickych nedopalkl, tak u téch klasickych. Vysledky méreni koncentrace
chlorofylu ukazaly, Zze kromé inhibice rlistu reaguje testovany organismus nejspise i
snizenim tvorby chlorofylu. Toto zjisténi poukazuje na pfipadné limity tohoto
ekotoxikologického testu.

Kliéova slova: cigareta, littering, filtr, papir, tabak, ekotoxicita, Spirodela polyrhiza,
vyluh



Abstract

The environment is affected by the release of many anthropogenic toxic substances.
This pollution negatively affects the fauna and flora of the planet. These contaminants
include cigarette butts. This bachelor thesis focused on the issue of cigarette butts as
a waste that occurs in the environment. The theoretical part is mainly about explaining
the ecotoxicological tests, the composition of cigarette butts and getting familiar with
the relevant legislation.

One of the tools for assessing the environmental impact of wastes and substances is
standardised laboratory ecotoxicological tests. These tests allow us to better
understand the effects of individual substances on the environment. In the practical
part focused on the detected ecotoxicity of cigarette butts, an ecotoxicity test based
on the inhibition of the growth of Spirodela polyrhiza was used. This test can give us
an indication of the effects of cigarette butts and e-cigarette butts on aquatic biota.

Measurements of the growth inhibition of Spirodela polyrhiza in a solution of cigarette
butt leachate and growing medium in different ratios showed that toxic substances
present in cigarette butts (conventional or electronic cigarette) influence the growth of
the organism. The extent of growth inhibition increased with increasing concentration
of cigarette leachate for both electronic and conventional cigarette butts. The results
of chlorophyll concentration measurements showed that in addition to growth
inhibition, the test organism probably responded by reducing chlorophyll production
too. This finding highlights the potential limitations of this ecotoxicological test.

Keywords: cigarette, littering, filter, paper, tobacco, ecotoxicity, Spirodela polyrhiza,
leachate
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Seznam zkratek

ASTM

CEN

CSN

DDT

DMP
EC50

EN
EPA

IC50

ISO

IUCN

LC
LC50

LD50
LOAEL

MARA

NOAEL

OECD

PAU

Americka spolecnost pro testovani a materialy (American Society for
Testing and Materials)

Evropsky vybor pro normalizaci (European Commitee for
Standardization)

Ceska technicka norma
aromaticka organicka slou€enina
dimethylftalat

koncentrace latky v prostiedi, ktera zpuUsobi urCity efekt, nami
pozorovanou zménu, u 50 % organismU (effective concentration)

Evropska norma

Ufad pro ochranu zivotniho prostfedi USA (U.S. Environmental
Protection Agency)

koncentrace latky v prostredi, kterda zpUsobi inhibici rdstu u 50 %
organism0 (inhibitory concentration)

Mezinarodni organizace pro normalizaci (International Organization for
Standardization)

Mezinarodniho svazuochrany pfirody (The International Union for
Conservation of Nature)

malo dotéeny ohrozeny druh (Least concern)

letalni koncentrace latky v prostredi, ktera zahubi 50 % organismu
(lethal concentration)

letalni davka, ktera zahubi 50 % organismU (lethal dose)

nejnizSi davka, pfi které jiz byl zaznamenam ucinek na testovany
organismus (lowest observed adverse effect level)

vicedruhovy ekotoxikologicky test (microbial assay for risk
assessment)

expozice, pfi které nejsou pozorovany zadné negativni vlivy na
testovany organismus (no observable adverse effect level)

Organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj (Organization for
Economic Cooperation)

polycyklické aromatické uhlovodiky



PVA polyvinylalkohol
ROS reaktivni kyslikové Castice

UNMZ Ufad pro technickou normalizaci, metrologii a statni zkugebnictvi

Pozn.: V seznamu nejsou uvedeny zkratky vSeobecné znamé nebo pouzivané jen
ojedinéle s vysvétlenim v textu.



1 Uvod

Clovék svym vlivem ovliviiuje pfirodu jiz od doby paleolitu a jeho vliv narlsta
exponencialné az do dnesni moderni doby. Zivotni prostfedi je ovliviiovano Unikem
mnoha toxickych latek, které lidstvo at uz umysiné nebo neumysiné vypousti do
svého okoli. Toto antropogenni znecisténi negativné ovlivhuje faunu i floru na této
planeté. Mezi tyto kontaminanty patfi i odpady, které se kazdym rokem vyprodukuji
v nadmérném mnozstvi. V roce 2012 byla primérna celosvétova produkce odpadu
na ¢lovéka 1,2 kg odpadu za den (to Cinilo 438 kg odpadu za rok). Globalni produkce
pevného komunalniho odpadu se pohybovala v roce 2015 mezi 7 az 9 miliard tun
rocné (Wilson & Velis, 2015). V roce 2025 se prfedpoklada, ze tato hodnota naroste
na 1,4 kg odpadu na Clovéka za den. Pfi sou€asném stoupajicim gradientu populace
je celkové Cislo hmotnosti odpadu odstrasujici. Pfi€emz tato Cisla odpovidaji pouze
komunalnimu odpadu a nezahruje odpady priimyslové (Chen et al., 2020).

Razné typy komunalniho odpadu se mohou lisit svymi dopady na Zivotni prostredi.
Plastové odpady zpuUsobuji stale vétsi mezinarodni obavy. Jejich rezistence
v prostfedi a snadna akumulace do potravniho fetézce je €ini pro lidskou populaci
velmi nebezpeénymi. (Wagner & Lambert, 2018).

Problémem je zaroven nedostate¢né zabezpeceni tohoto odpadu, pokud neni
zajistén spravny zpétny odbér, vyskytuje se tento odpad volné v pfirodé. Vétsina
nespravné ulozeného nebo pohozeného odpadu je destém smyvana do rek a ty poté
transportuji a kumuluji tento odpad v mofich a oceanech. Mezi tyto odpady rfadime i
cigaretové nedopalky, které patfi mezi nejCastéjsi litteringové odpady. Littering
definujeme jako odpad, ktery se vyskytuje v zivotnim prostfedi mimo vyhrazené nebo
sbérné misto. Chapeme ho tedy jako pohozeny odpad (Schultz et al., 2013).

Jedna se o umysIné nebo neumysiné pohozeny, ponechany nebo vlivem pfirodnich
procest (napf. vitr, ¢i voda) zaneseny odpad v urbanizovaném (méstském,
venkovském) nebo pfirodnim prostfedi a také v blizkosti dopravni infrastruktury,
mimo mista urc¢ena pro sbér odpadl (nadoby, odpadkové kose apod.), u néhoz
puvodce nejevi aktivni snahu o sbér, a ktery ma negativni vliv na zZivotni prostredi.
Soucasti litteringu tudiz neni odpad, ktery je vysledkem nelegalniho chovani (napr.
odpad typicky pro &erné skladky — elektroodpad, stavebni a demoli¢ni odpad,
bioodpad apod.) (Najfus, 2022).

Cigaretové nedopalky obsahuji velké mnozstvi toxickych latek, které se vlivem
molekul vody uvolfiuji do okolniho prostiedi. Pfi sou€asném stavu, kdy je takto
pohozeno odhadem kazdym rokem celosvétove 4,96 trilionu cigaretovych nedopalki,
se bavime o velmi vyznamném druhu znecisténi (Slaughter et al., 2011), kdy
pifedevsSim vodni organismy jsou témto latkdm vystaveny v nejvétsi koncentraci pfi
deltdch fek a u pobiezi oceanl nebo mofi. To zpUsobuje bioakumulaci téchto
toxickych slou€enin napfi€ potravnimi retézci (Schwarz et al., 2019).



Mezi jeden z nastroju hodnoceni vlivu odpadl a latek na zivotni prostredi patfi
ekotoxikologické testy. Standardizované laboratorni postupy jsou prvotnimi ukazateli
toxicity téchto latek pro Zivotni prostredi. Diky témto testlim mizeme lépe pochopit
ucinky jednotlivych latek na dané prostredi (Ford et al., 2021).

Test ekotoxicity, ktery je zaloZzen na inhibici rlstu Spirodela polyrhiza (zéavitky
mnohokofenné) nam muze naznacit, jaky vliv maji cigaretové nedopalky a nedopalky
z elektronickych cigaret na vodni faunu a floru. Zatimco u klasickych cigaretovych
nedopalkll jsou jiz fadu let testovany jejich negativni vlivy na zivotni prostredi a jejich
celkova ekotoxicita je pomémé dobie prozkoumana, narlistajici obliba elektronickych
cigaret pro nahfivani tabaku mé pro nas zatim nezndmé dopady na zivotni prostredi
a je tfeba se tomuto problému vice vénovat (Solomou et al., 2023).



2 Cile prace

Hlavnim cilem bakalarské prace bylo experimentalni ovéreni ekotoxicity klasickych
cigaretovych nedopalkll a nedopalk(l z elektronickych cigaret na béazi zahfivani
tabaku pomoci standardizovaného testu inhibice rlistu Spirodela polyrhiza (zavitky
mnohokofenné). VedlejSim cilem prace bylo pak zpracovani aktualni literarni reSerse
z oblasti toxicity klasickych a zahfivanych cigaretovych nedopalkd.



3 Literarni resSerse

3.1 Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je interdisciplinarni védni obor, ktery propojuje ekologii a toxikologii.
Ekologie je véda studujici vztahy mezi organismy a jejich prostfedim a meazi
populacemi samotnymi (Friederichs, 1958). Toxikologie je naopak véda, ktera
zkouma vliv chemickych latek a slouc¢enin na zivé organismy. Dal§im pojmem v tomto
oboru je i toxicita. Tu chapeme jako fyzikalné-chemickou schopnost latky negativné
ovlivhovat metabolismus daného jedince (Waddell, 1993). Ekotoxikologie soucasné
vyuziva i ostatni védni obory. Snazi se predikovat potencionalni toxické ucinky latek
na prirodni ekosystémy a jednotlivé druhy organismu (Ford et al., 2021).

Tato véda se tedy zabyva hlavné pozorovanim negativnich morfologickych zmén,
zmén v chovani, zméné reprodukce, mortalité, inhibici nebo rlstu studovaného
organismu. Zarovei muze pohlizet nejen na jedince, ale na celé populace Ci
spole€enstva, kde studuje odchylky ve vnitfinich vztazich (Moriarty, 1988).

Prvnim, kdo pouzil termin ,ecotoxicology", byl francouzsky védec René Truhaut roku
1969. V pocétcich se zamérovala toxikologie hlavné na dopady polutantd na clovéka,
posléze i na vlivy v zivotnim prostredi. V historii byly v obdobi primyslové revoluce
v 19. stoleti pozorovany a prokazany prvni antropogenni vlivy na zivotni prostredi.
V roce 1962 se ve velkém diskutovalo o pouzivani pesticidl a jejich negativnimu
uinku na pfirodu, pfedev8im pouziti DDT a dalSich agrochemikdlii. DDT je
aromaticka organicka sloucenina, ktera patfila mezi prvni pouzivané insekticidy. Po
prokazani toxickych ucinkll na zZivotni prostiedi byla tato latka postupné zakazana
(Olsson & Reutergardh, 1986). Velkou zasluhu méa na tom i mimo jiné publikace
»Silent Spring” od americké biolozky Rachel Carsonové. Tato kniha informovala o
nebezpedi pouziti syntetickych pesticidl pro zivotni prostredi a Sifeni dezinformaci
ze strany nadnarodnich spole¢nosti (Lear, 1993). To vedlo v USA vroce 1970
k zalozeni Ufadu pro ochranu Zivotniho prostfedi (U.S. Environmental Protection
Agency, EPA) (Hoffman et al., 2002).

Ekotoxikologie se zaméfuje na populace jednotlivych druhl a jejich spolecenstva.
Monitorovanim a testovanim citlivosti jednotlivych druhl na rozdilné chemické latky
se snazi zjistit dopady a rizika téchto slouc¢enin na jednotlivé organismy. Nemusi se
v$ak vzdy jednat o chemické latky, mezi stresory mlze patfit i hluk, elektromagnetické
zareni, teplota nebo biologicti Cinitelé. Tyto stresory miizeme definovat také jako
polutanty (Pavlikova, 2008).

Ekotoxikologii délime na retrospektivni a prospektivni. Prvni zminéna se zaméruje na
dopady znecisténi aktivit z minulosti tedy ty, co uz probéhly. Prospektivni se snazi
tomuto znecisténi predchazet pomoci testovani novych chemickych sloucenin, které
by mohly byt vypustény do biosféry (Andél, 2011).



3.2 Souvisejici legislativa

Podle definice evropské smérnice 2008/98/EC, o odpadech a o zruSeni nékterych
smérnic, v platném znéni, znamé také jako Ramcova smérnice o odpadech (Waste
Framework Directive), odpadem je: ,jakakoli latka nebo objekt, ktery drZitel zahodi,
ma v umyslu zahodit nebo je povinen zahodit'. Definice odpadu se li$i v riznych
zemich EU, stejné jako definice komunalniho odpadu, drzitele a vyrobce.

Existuje nékolik typll a kategorii odpadu, jako je komunalni, priimyslovy, zemédélsky,
nebezpeény apod. Podle evropské smérnice 2008/98/EC mohou byt vSechny tyto
typy oznaceny za nebezpecné, pokud maji urcité vlastnosti a na zakladé téchto
vlastnosti mohou spadat do jedné nebo vice z 15 kategorii, pfiéemz kategorie HP14
je ekotoxicka. Evropska smérnice nespecifikuje postup pro hodnoceni nebezpeéného
odpadu ani ekotoxikologické testy, které by mély byt pouzity pro hodnoceni. Proto se
smérnice a legislativa kazdého ¢lenského statu EU mohou lisit.

Podle nafizeni Komise (EU) & 1357/2014 je ekotoxicky odpad definovan jako:
,odpad, ktery predstavuje nebo muZe predstavovat bezprostiedni nebo pozdéjsi
nizika pro jednu nebo vice sloZek Zivotniho prostiedi* a je oznaéen Cislem HP14.
V tomto nafizeni o chemickych latkach se v Priloze Ill stanovuje prfesné provadéni
hodnoceni ekotoxicity (a mnoha dalSich nebezpeénych vlastnosti) na zakladé
definovanych kritériich v pfiloze VI. a limitnich hodnot.

V Ceské republice podle zakona &. 541/2020 Sb., o odpadech, v platném znéni (dale
jen zakon o odpadech) je plvodcem odpadu: ,kaZdy, pfi jehoZ ¢innosti vznika odpad
nebo pravnické nebo podnikajici fyzicka osoba, ktera provadi upravu odpadd nebo
Jiné ¢innosti, jejichZ vysledkem je zména povahy nebo sloZeni odpadu*. Pokud fyzicka
osoba ulozi odpad na uréeném misté, obec se stava plivodcem a drzitelem odpadu.
V této chvili ma obec odpovédnost za nakladani s odpadem, jeho likvidaci a
zpracovani.

V navaznosti na novy zakon o odpadech zverejnilo Ministerstvo zivotniho prostredi
vyhlasku &. 273/2021 Vyhlaska o podrobnostech nakladani s odpady, ktera blize
specifikuje technické podrobnosti nakladani s jednotlivymi odpady. Dale pak vydalo
Vyhlasku ¢. 8/2021 Katalogu odpadl a posuzovani vlastnosti odpad(l. Tyto
dokumenty nahradily prfedchozi legislativu o odpadech. Cilem této novely je zajistit
vysokou uroven ochrany zivotniho prostredi a lidského zdravi a udrzitelné vyuzivani

prirodnich zdrojl spravou odpadu v souladu s hierarchii odpadu.

Toto nafizeni zacleriuje relevantni predpisy EU a spravuje Katalog odpad(, klasifikaci
odpadl podle katalogu, $koleni pro hodnoceni nebezpecnych viastnosti odpadu,
pozadavky pro hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadu, metody a postupy pro
hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadu, dodateéné limitni hodnoty a kritéria pro
nebezpeéné vlastnosti odpadu H9, H14 a H15, vzorkovani odpadu, metodologii
laboratornich testl, analyzy a ekotoxikologické a mikrobialni testy odpadu.



Ekotoxicita se podle pfilohy €. 3 nafizeni €. 8/2021 stanovuje pomoci 4 kontrolnich
testl, pricemz prekroCeni limitll staci pouze u jednoho z nich, aby byl odpad
povazovan za ekotoxicky dle platného predpisu. Mezi zku$ebni organismy patfi
bakterie Aliivibrio fischeri, hrotnatka velkd (Daphnia magna Straus), fasa
Desmodesmus subspicatus a locika salatova (Lactuca sativa). Testovani toxicity se
provadi ve vodnich vyluzich u kapalnych vzorkd. Zkousky bakterie, perloocky a rasy
se stanovuji ve vodném vyluhu pevného odpadu nebo s kapalnym odpadem, zkouska
se salatem se provadi s pevnym nebo kapalnym odpadem.

3.3 Ekotoxikologické testy

Zakladnim nastrojem pro zjiStovani ekotoxicity jsou ekotoxikologické testy. Test
sleduje nejcastéji fyziologické reakce testovanych organismu na cizorodé slouceniny.
MGzeme vs$ak pozorovat i zmény v biochemii organismu, anatomicko-morfologické
nebo behavioralni dysbalance. Testovany druh byva €asto jednobunécény a je dobre
znama jeho fyziologie a morfologie. NejCastéji studujeme vliv jednoho polutantu na
jeden konkrétni druh. Test probiha v laboratornim pfedem definovaném a uméle
vytvoreném prostredi, aby dochazelo k co nejmensimu moznému zkresleni vysledk.
Z reakce organismu na expozici danym toxikantem se poté zjistuje riziko dané latky
pro pfirodni prostredi. Ekotoxikologické testy jsou standardizovany, aby byly vysledky
prukazné a bylo mozné srovnani ucinku rznych polutanti na organismus.

Testy jsou tedy koncipovany jako co nejjednodussi, prikazné a snadno
realizovatelné. To zajistuje reprodukovatelnost jejich vysledk(. Nicméné je treba mit
na paméti, ze laboratorni podminky nemusi vzdy odpovidat skuteénosti a nemusi byt
tedy relevantni vlci skutecnému Ucinku polutantu v ekosystému (Hoffman et al.,
2002). Sou€asné laboratorni testy nezahmuiji vnitrodruhové a mezidruhové interakce,
které mohou mit zasadni vliv na koneény dopad polutantu. Pokud vSak
standardizovany test prokaze negativni Ucinky na testovany organismus, mlizeme
predpokladat, ze negativni dopady bude mit tato latka i na zivotni prostredi a je tfeba
dale ovéfit vjaké mife ho bude ovliviiovat. Terénni vyzkum, ktery pracuje se
skute€nou expozici a skute€nymi odpovédmi daného ekosystému, zjisti pak vysledny
dopad polutantu na zivotni prostredi. Diky laboratornimu testu jiz v§ak muze byt
zuzen na sledovani urcitého okruhu specifickych aspektt (Andél, 2011).

3.3.1 Typy testl

Testy mUzeme rozliSovat na zakladé mnoha kritérii. Zakladnim rozdélenim je déleni
testll na zakladé doby expozice na:

e Testy akutni, kdy se sleduje ulinek cizorodé latky v rozmezi 24-96 hodin.
Akutni testy udavaji informace po jednorazovém podani toxikantu.

e Testy subakutni nebo také subchronické maji dobu expozice definovanou
v intervalu pfiblizné 28-90 dni.



Testy chronické se jiz pouzivaji na ziskavani informaci o dlouhodobém
pUsobeni toxikantu. Casovy interval monitoringu je zde i v fadu let. Casto se
sleduje po celou dobu zivotniho cyklu organismu (Andél, 2011).

Dal$im kritériem rozdéleni muze byt typ prostfedi, ve kterém je dany test
provadén.

e Akvatické testy probihaji vroztoku, ¢ vodnim vyluhu testovanych
polutant(.

o Terestrické testy probihaji v substratu pldy at uz pfirodnim nebo uméle
vytvofené. Jedna se o testovani latek v pevném skupenstvi (Chapman,
2002).

Rozdéleni mlze byt i na zakladé zapojenych druht v testové jednotce:

Jednodruhové testy probihaji pouze na jednom urcitém druhu organismu.
jsou jednodussi na zpracovani, ale nemusi obsahnout a identifikovat véechny
polutanty v méfenych vzorcich.

méfeni jsou vice relevantni. Testovani je podroben soubor druhl, které
idedlné simuluji (nebo jsou mu co nejvice blizka) pfirozena spole€enstva
daného ekosystému.

Misto, ve kterém uréujeme ekotoxicitu, odlisujeme na:

3.3.2

Testy in situ jsou provadény pfimo v pfirodé, tedy testovana matrika se
nachazi na svém misté plvodniho vyskytu a v tomto misté je i testovana.
Testy in vitro (ve zkumavce) jsou jiz provadény v laboratofi pfi
kontrolovanych podminkach (Andél, 2011).

Sledované parametry

Testované parametry se li§i na zakladé typu testu, ktery pouzivame. Sledované
parametry se mohou zaroven i liSit v zavislosti na konkrétnich cilech studie, druhu
zkoumaného organismu a typu chemické latky, ktera je predmétem analyzy.
Nejcastéjsi parametry se zaroveri mohou li$it u akutnich testd oproti chronickym nebo
subchronickym.

U akutni toxicity nejCastéji sledujeme:

Zivogichové — letalita, imobilizace,
Autotrofové — rlist, déleni, mnozstvi chlorofylu, kliceni,
Destruenti — rist, metabolicka aktivita.

U chronické a subchronické toxicity to jsou pak parametry:

Zivogichové — rust, malformace, reprodukce, biomarkery (hladina enzym(,
proteinll, genova zména...), bioakumulace, zmény chovani,



e Autotrofové — kliceni, riist, tvorba gamet/semen (Campbell et al., 2022)

3.4 Ekotoxikologické indexy

Toxikologické testy ukazuji predev§im ucinky latek na organismus, kdy je toxikant
pfitomen v téle organismu. Oproti tomu ekotoxikologie zkouméa hlavné koncentrace
toxikanttl v prostredi, které ovliviiuji jedince. Casto se sleduje nejen smrt jedince, ale
i inhibice rustu, imobilizace, zmény chovani a jiné ucinky které jsou zminény vyse.
Nicméné vSechny indexy kvantitativné charakterizuji nebezpecné vlastnosti latek. Na
zakladé vySe zminéné doby expozice rozliSujeme indexy pro testy akutni a
subakutni/chronické (Horak et al., 2004).

Pro akutni ekotoxicitu definujeme:

e LDs (lethal dose) — letalni davka, ktera zahubi 50 % organisma,

o LCso (lethal concentration) — letalni koncentrace latky v prostredi, ktera zahubi
50 % organismd,

e ECso (effective concentration) — koncentrace latky v prostredi, ktera zp(isobi
urcity efekt, ndmi pozorovanou zménu, u 50 % organismu,

e ICs (inhibitory concentration) — koncentrace latky v prostredi, ktera zpUsobi
inhibici rdstu u 50 % organismd.

Pro chronické/subchronické testy mame indexy:

e NOAEL (no observable adverse effect level) — expozice, pfi které nejsou
pozorovany zadné negativni vlivy na testovany organismus,

e LOAEL (lowest observed adverse effect level) — nejniz8i davka, pfi které jiz
byl zaznamenam ucinek na testovany organismus.

3.5 Standardizace testu

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pro porovnatelnost a prokazatelnost vysledku jednotlivych
test(l, je vétsina ekotoxikologickych testl standardizovana. To umoziiuje srovnani
jednotlivych méreni mezi sebou a vytvareni databaze o ekotoxickych vlastnostech
jednotlivych latek. Cilem standardizace je snizit mezilaboratorni variabilitu a zaruceni
jednotnosti a opakovatelnosti vysledkl. Legislativné je pak c¢asto hodnoceni
ekotoxicity soucasti bezpecnostnich listd chemickych latek a pripravkli nebo ke
klasifikaci odpadl do kategorie HP14 ekotoxicky. Metodické postupy jednotlivych
testl jsou proto presné definovany na zakladé norem, které miize vydat jedna z nize
uvedenych mezinarodnich organizaci:

e Organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj neboli Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) je jednou z hlavnich
mezinarodnich organizaci, ktera se podili na tvorbé metodickych postupt pro
testovani ekotoxicity. Mezi jeji zajmy patfi hlavné hospodarstvi a socialni
politiky. Dulezita je vSak i jeji role v ochrané zivotniho prostiedi. ZaloZzena byla
v roce 1961.



e Americka spolec¢nost pro testovani a materidly, (American Society for Testing
and Materials, ASTM) vznikla vroce 1902 a publikuje velké mnozstvi
mezinarodnich norem, které jsou aplikovany v mnoho odvétvich primyslu.

e Mezinarodni organizace pro normalizaci, International Organization for
Standardization (1ISO) zalozena 1947 je svétovou federaci jednotlivych
narodnich organd pro publikaci norem. Zabyva se tvorbou mezinarodnich
norem ISO pro pramysi.

e Evropsky vybor pro normalizaci, European Commitee for Standardization
(CEN) byl zalozen v roce 1961. Jeho cilem je vytvareni evropskych norem
(EN) a dalSich technickych dokumentll za ucelem jednotného posuzovani
latek v rdmci ¢lenskych statt Evropské unie. Vydané normy timto Uradem jsou
zavazné a Glenské staty musi tyto normy pfijmout do své ustavy. Ceska
republika patfi jako plnopravny ¢len od roku 1997.

Kromé téchto mezinarodnich norem, pak kazdy stat mize vydavat své vlastni na
narodni urovni. Tyto normy mohou byt navic implementovany ostatnimi staty do
vlastniho pravniho fadu statu. V Ceské republice mame Ceské statni normy (CSN).
Vydavani, tvorbu a distribuci té&chto norem méa na starost Ufad pro technickou
normalizaci, metrologii a statni zkusebnictvi (UNMZ), ktera ma na starost i prejimani
pfipadnych ostatnich norem napfiklad z Némecka (DIS) nebo Velké Britanie (BS).

3.6 Faktory ovlivinujici ekotoxicitu

Ekotoxicita je ovliviiovana mnoha riznymi faktory, které urcuji, jak chemické latky
interaguji s zivotnim prostrfedim a organismy v ném. Nékteré latky jsou znamy pro
svou vysokou ekotoxicitu. Mezi tyto latky patfi napfiklad tézké kovy, jako je rtut a
olovo, pesticidy, herbicidy a pramyslové chemikélie (Kong et al., 1995).

Nasledujici faktory maji vyznamny vliv na kone¢nou ekotoxicitu:

e Chemické vlastnosti latek: Chemické vlastnosti, jako je rozpustnost, mira
stability, polarita a molekularni struktura mohou ovlivhovat, jak se latka chova
v zivotnim prostfedi a jaky je jeji potencial v ramci toxicity.

e Davka: Ekotoxicita obvykle zavisi na mnozstvi dodané chemické latky, které
je organismus vystaveny.

e Expozi¢ni ¢as: Doba, po kterou jsou organismy vystaveny toxikantu, mize
ovlivnit u€inek dané latky. Kratkodoba expozice se mohou liSit od dlouhodobé
(Horak et al., 2004).

e Typy organismu: R(zné druhy organismud maji odli$nou citlivost na chemické
latky. To znamena, ze latka, ktera je pro jeden organismu toxicka, nemusi byt
pro druhy. Zaroven i geneticky podminéna citlivost prislusného jedince a
fyziologicky stav (velikost, stafi, pohlavi, paraziti, bakterie...) mohou ovlivnit
vysledky méreni.



Interakce s dalSimi latkami: Pritomnost jinych latek v zivotnim prostredi
muUze ovlivnit ekotoxicitu nového prichoziho polutantu. Nékteré latky mohou
zvySovat nebo snizovat toxicitu jiz pfitomnych latek.

Teplota a pH: Teplota a pH prostiedi mohou ovliviiovat dostupnost a
reaktivitu chemickych slou€enin. Tyto dva parametry mohou ovlivhovat
napfiklad rozpustnost.

Svétlo, svételna perioda: Mnozstvi dopadajiciho svétla ovlivhuje hlavné
fotosyntetizujici organismy a ma velky vyznam jako jeden z definovanych
parametrd u standardizovanych test.

Faze prostredi: Chemické latky mohou byt pfitomny ve formé plynu, kapaliny
nebo pevné latky, coz muze ovliviiovat jejich chovani a schopnost proniknout
do prostredi nebo jedince (Andél, 2011).

Genetické rozdily organismu: Genetické rozdily mezi jednotlivci stejného
druhu mohou zpusobuiji variabilitu v citlivosti na chemické latky.
Bio-akumulace: Nékteré latky se mohou hromadit v tkanich organismu a
postupovat v potravnim retézci, coz mize zpUsobit vy$si koncentrace a vétsi
ekotoxicitu hlavné u vrcholovych predator(.

ZpuUsob vstupu do organismu: Zpusob, jakym chemicka latka vstupuje do
organismu (inhalace, poziti, absorpce kuzi), mize ovlivnit, jaké organy a
systémy jsou ovlivnény, pfipadné zda vibec dojde k odezvé organismu na
cizorodou latku (Campbell et al., 2022).

Vzhledem k této radé faktorli je hodnoceni ekotoxicity slozitym procesem, ktery

zahrnuje laboratorni testy, polni studie a modelovani, aby bylo mozné uréit, jaky vliv
maji chemické latky na zivotni prostfedi a organismy v ném. Cilem je minimalizovat
negativni dopady a chranit biodiverzitu zivotniho prostredi (Newman, 2020).

3.7 Ekotoxikologicky uc¢inek na organismus

Pokud je organismus vystaven toxikantu, muze pusobit tato expozice r(izné odpovédi

daného organismu, které se projevuji riznymi fyziologickymi reakcemi. Mezi hlavni
mechanismy patfi:

Oxida¢ni stres: Toxikanty mohou zpusobovat produkci reaktivnich
kyslikovych €asticemi ROS (Reactive oxygen species), které atakuji lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny. Tvorbu ROS mohou mimo jiné katalyzovat tézké
kovy jako olovo, rtut nebo tfeba kadmium. Vyskyt ROS vede k oxidaénimu
stresu, ktery je spojovan s fadou onemocnéni. Proti t¢émto volnym radikalim
pusobi antioxidanty.

Interakce s biologickymi molekulami: Toxikanty mohou interagovat
(nejCastéji blokace fosfolipidovych membran) s biologickymi molekulami jako
jsou proteiny, enzymy nebo receptory, coz mlze narusit normaini funkce
téchto molekul (Newman, 2020).
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e Genotoxicita: Toxikanty mohou zplsobovat poskozeni nukleovych kyselin
DNA a RNA, coz muze vést k Casto fatalnim nasledkim (mutace, deformace,
nadory). Nejcastéji délime toxikanty s u€inkem na genom do tfech kategorii.

o Karcinogeny, coz jsou latky iniciujici nadorova onemocnéni.

o Mutageny, které vyvolavaji chyby ve strukturach nukleovych kyselin
(mutace).

o Teratogeny, ty zpusobuji vyvojové vady jedince. Ovliviuji embryonalni
a reprodukéni procesy, coz muze mit za nasledek vyvojové anomadlie
a snizeni plodnosti.

¢ Naruseni homeostaze: toxikanty mohou ovlivhovat dynamickou rovnovéhu
vnitiniho prostrfedi organismd. Vytvoreni nerovnovahy vede ke Spatné
odpovédi bunék na podrazdéni a metabolickym porucham

¢ Interference s enzymovou aktivitou: polutanty mohou blokovat nebo zvysit
enzymovou aktivitu, coz mlize narusit biochemické procesy v téle.

o Defekty bunéénych membran: toxikanty mohou ovlivnit strukturu a
permeabilitu bunéénych membran. To mlze zpUsobit unik obsahu burky a
naruseni bunécné integrity (Campbell et al., 2022).

¢ Imunosuprese: chemické latky (ale i mikroorganismy) potlaci imunitni reakce
téla, coz muze zvysit nachylnost k infekcim a dal$im onemocnénim.

e Akumulace a biomagnifikace: Nékteré toxikanty se hromadi v tukovych
tkanich organismU a postupuiji v potravnim retézci. Jejich koncentrace je poté
nejvy$si na v hornich patrech ekologické potravni pyramidy (Brouwer et al.,
1990); (Zachariassen et al., 1991).

3.8 Testovaci organismy

Existuje velké mnozstvi organisml vyuzivanych pro testovani ekotoxicity. Spravny
vybér zalezi na mnoha faktorech, kdy je zapotfebi zvazit vyhody jednotlivych
organisml a také posoudit jaky pfipadny vliv bude mit toxikant na zkoumany
organismus a zda budou ziskana data dostateéné prokazatelna. Zaroven musime
organismus volit tak, aby byla snadna manipulace s organismem, doslo k rychlému
dosazeni dostateéné velké populace a aby byla vysoka citlivost na chemikalie a
zmény prostredi. Organismus musi byt dobre identifikovan a jeho nika by méla mit co
mozna nejvétsi rozsah v daném ekosystému.

V fadé pfipadu, je tfeba také zohlednit legislativni poZzadavky. Napf. dle provadécich
predpist zadkona o odpadech patfi mezi metody stanoveni vlastnosti HP 14
ekotoxicky Ctyfi ekotoxikologické testy:

1. Rasa Desmodesmus subspicatus — CSN EN 1SO 8692:2012 zkouska inhibice
ristu. Rasa je vystavena testovacimu roztoku po dobu 72 hodin za
konzistentnich podminek. VVzorek rasy je umistén v kultivaénich bankach a je
béhem experimentu minimalné tfikrat denné promichavan, coz pomaha udrzet
konzistenci a distribuci fasy v roztoku. Testy jsou provadény pfi konstantni
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teploté 25 £ 2 °C a za stalého osvétleni o intenzité 6000 Ix, coz simuluje
pfirozené svételné podminky. Kazdych 24 hodin je provedeno méreni hustoty
bunék, a to pomoci pocitaci kom(rky, kterd umozruje kvantifikovat pocet
bunék v daném vzorku. Soucasné jsou zaznamenavany zmeény v rustové
rychlosti fasy v prabéhu experimentu. Tyto zmény jsou porovnavany
s referenénim vzorkem. Pfi hodnoceni testového experimentu je klicovym
ukazatelem procentualni stimulace nebo inhibice rlstu rasy ve srovnani s
kontrolnim vzorkem.

Bakterie Aliivibrio fischeri — CSN EN 1SO 11348:2009 stanoveni inhibiéniho
ucinku vzorkd vod na svételnou emisi luminiscen¢ni bakteriich. Existuji tfi
normy, zalozené na stejném principu, liSici se pouze technologie uchovavani
bakterii, kdy jsou bud &erstvé, suSené nebo lyofilizované. Princip testové
metody spociva v porovnani luminiscence, tedy svételného zareni,
emitovaného organismy, pied a po expozici testované laky. Pro kvantifikaci
svételné produkce se vyuziva specialni luminometr. Samotny experiment
probiha v zkumavkach obsahuijicich roztok testované latky, ktery je obohacen
o halit (NaCl) za teploty udrzované na 15 °C po dobu 15 nebo 30 minut.
Hodnota, ktera slouzi jako limitni kritérium pro uréeni ekotoxicity testované
latky, je stanovena na 20 % inhibice luminiscence. To znamena, ze pokud
testovana latka zplisobi snizeni svételné produkce organismu o vice nez 20
% ve srovnani s kontrolnimi podminkami, povazuje se tato latka za
ekotoxickou.

Perloo¢ka Daphnia magma — CSN EN 1SO 6341:1997 zkouska inhibice
pohyblivosti. Testovani probiha na jedincich, ktefi jsou ve véku 24 hodin, coz
je obdobi kdy jejich senzitivita k polutantim dle méreni nejvys$si. PerlooCky
jsou vystaveny po dobu 48 hodin roztoku toxikantu. Poté je méfena hodnota
ECso daného vzorku.

Salat Lactuca sativa — CSN EN 1SO 11269-1:2013 stanoveni U&ink{
znecistujicich latek na pudni fléru. Test je provadén na samotném odpadnim
materialu ne na vyluhu. Testovany vzorek tvofi 10 % hmotnosti testovaci
matrice, a zbyvajicich 90 % je dopInéno susinou umélé pldy, coz vytvari
reprezentativni testovaci prostredi. Pro testovani se pouzivaji neposkozena a
nijak chemicky oSetfena semena salatu. Pfed samotnym testovanim jsou
semena nejprve podrobovana procesu predkliCeni, kdy jsou po dobu 24-48
hodin umisténa na vlhky filtraéni papir. BEhem tohoto predkli¢iciho procesu
nejsou zadné vnéjsi podminky, jako je teplota, vihkost, osvétleni nebo jiné
faktory regulovany, coz napodobuje pfirozené podminky. Samotny test je
provadén v testovacich nadobach pfi nulovém osvétleni a kontrolované
teploté 24 °C. Semena jsou peclivé a rovhomérné rozmisténa na substratu s
minimalni vy$kou 3 cm. Test probiha 120 hodin. Poté jsou semena opatrné
vyjmuta a provadi se zhodnoceni prumérné délky kofink(. Tato délka je
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nasledné porovnavana s kontrolnim vzorkem. To umoziiuje posoudit, zda
testovany material mél stimulacni nebo inhibi¢ni viiv na rist korink{l salatu.

Ekotoxikologické testy stanoveni toxickych ucinkd latek na vodni prostredi, které jsou
zaloZeny na principu inhibice rastu okiehku Lemna minor jsou standardizovany podle
normy CSN EN ISO 20079:2007 (757745). Zkouska je zalozena méfeni odezvy
organismu inhibici rstu na latky, které jsou rozpustény ve vodé. Zahrnuje mimo jiné
i postupy fedéni a uréovani koncentrace toxikantu ve vzniklém vodnim roztoku. Na
zékladé mérenych parametr(l jako je pocet listend, plocha listen nebo hmotnost
biomasy, je ur€ena mira inhibice oproti kontrolnimu méreni. Délka trvani testu je 168
hodin. Postup provadéni testu zalozeného na inhibici rastu Spirodely polyrhiza je
detailné popsan v normé CSN EN ISO 20227:2018 (757747).

Studie s témito organismy se zaméruji na zkoumani koncentrace na jednotlivé kovové
prvky jako kadmium, rtut, nikl, arsen a chrom (Baudo et al., 2015). V téchto studiich
se ukazuje Lemna sp. jako velice dobry indikator zvySeného mnozstvi téchto kov(.

Kde legislativa povoluje mlizeme pouzit i alternativni testy. Nar(stajici oblibou se tési
takzvané Toxkity. Jedna se o ekonomicky efektivni a uzivatelsky pfivétivé reseni pro
komercni vyuziti. Jednoznaénou vyhodou je, ze po zakoupeni Toxkitu ma uzivatel k
dispozici veskeré vybaveni nezbytné k provedeni testu. Sada obsahuje také testovaci
organismy v jejich dormantnich stadiich. Na trhu je nyni k dispozici Siroky vybér sad
testl zahmujicich testovaci organismy rlznych trofickych urovni a vhodnych pro
rzné typy testovanych matric.

Mezi né patfi pravé jiz zminény test zaloZeny na inhibici ristu Spirodela polyrhiza,
podobné jako pfibuzné druhy Lemna minor a Lemna gibba, prokazuje schopnost
rychlého narlstu biomasy a vysokou citlivost vici toxickym latkdm. Diky svym
vlastnostem, jako je snadna kultivace, jednoducha morfologie a mala velikost, je S.a
polyrhiza idealnim zastupcem vyssich rostlin pro provadéni miniaturizovanych testl
na ekotoxicitu v laboratornich podminkach. Samotny test probiha na destic¢ce s 48
jamkami, kde jsou provedeny pétkrat osm opakovani pro rGzné koncentrace
testované latky. Doba expozice roztoku toxikantu €ini 72 hodin. Po uplynuti této doby
je provedena obrazova analyza, ktera umozriuje zhodnotit miru inhibice rdstu rostlin.
Na z&kladé téchto dat je vypoctena hodnota ECso.

3.8.1 Vyhody testu s organismy ¢eledi Araceae

Zasady ekotoxikologie nam Fikaji, ze neexistuje jeden idealni testovany organismus,
ktery se nejlépe hodi na stanoveni toxicity vSech moznych chemickych latek. Existuje
velka fada studii, které poukazuji na fakt, ze nékteré biologické modely musi byt
upfednostiiovany pred jinymi. Oproti ostatnim ekotoxikologickym testlim maji testy
s rostlinami ,okfehkovitého* typu nasledujici vyhody, které hraji zasadni roli pfi
rozhodovani vybéru ekotoxikologického testu:

e mala velikost testovanych organism,
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e rapidni rist a kontrola kultivace,

e vegetativni rozmnozovani geneticky homogennich populaci, které eliminuiji
efekt genetické variability,

¢ moznost kultivace jak ve vodném roztoku, tak v agaru,

¢ velka plocha ku objemu téla,

e schopnost akumulace kovovych prvki,

e citlivost na povrchové aktivni latky a hydrofobni slou¢eniny (Baudo et al.,
2015).

Citlivost testu Spirodely polyrhiza je stejna jako o testu Lemna minor (Appenroth et
al., 2010). | pfi nizSich koncentraci tézkych kov(i dochazi k validnim vysledkim pro
zjisténi pritomnosti téchto prvkd. Mérenim pfi rdznych koncentracich kadmia
v roztoku projevil test podobnou citlivost obou testd (Olah et al., 2016).

Test Spirodely polyrhiza ma nékolik vyhod oproti testu na Lemna minor:

e skladované turiony maji zivotnost nékolik mésicl s velmi vysokou Uspésnosti
kliceni,

¢ k testovani neni potreba udrzovat zivé zasoby testovaného druhu,

¢ moznost uchovavat klidova stadia turiony oproti zivym kulturam usnadnuje
naroky na skladovani,

¢ ekotoxikologicky test vyzaduje malé naroky na laboratorni vybaveni a
inkubaéni prostor,

e méfeni plochy listkl je velice presné a casové méné narocné,

e délka testu je pouhych 72 hodin (Baudo et al., 2015).

3.9 Spirodela polyrhiza

Jedna se o jednodéloznou, jednoletou a jednodomou rostlinu z Celedi Araceae
(Aronovité). Starsi taxonomické rozdéleni je fadi mezi Lemnaceae (Okiehkovité).
Oproti vétsiné okiehkovym rostlindam pfipada na jednu stélku vice kofen(l. Jedna se
0 natantni (plovouci) nekofenici a hydrofiletické (obnovujici pupeny pod vodni
hladinou) rostliny (Appenroth et al., 1996).

R >
oNEn Q\javrélﬂové‘ E » J‘"l:' - ol & ) S ‘

Obrézek 1 Spirodela polyrhiza (Navratilova, 2005)
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Rostliny maji organy klonalniho riistu, tedy mohou fragmentovat své télo a vytvaret
jednotlivé jednotky (ramety) jak muzeme vidét na Obrazku 1. Tvofi velmi rozsahlé
kolonie na hladinach vod, povazuiji se obecné& za r stratégy. V Ceské republice se
jedna o plvodni a hojné se vyskytujici druh klasifikovan podle Mezinarodniho svazu
ochrany pfirody (The International Union for Conservation of Nature, IUCN) jako malo
dotéeny LC (Least concern). Vyskytuje se pfevazné na eutotrofnich a mezotrofnich
stojatych vodach, kdy byva ¢asto dominantni makrofytickou vegetaci.

Vegetativni rozmnozovani prevlada nad pohlavnim, kdy vytvoreni kvétd je velmi
vyjimec€né. Doba generativniho rozmnozovani je obvykle kolem kvétna az €ervna, kdy
je kvét bezobalny. Rozmnozovani probiha fakultativni autogamii, tedy pfenos
pilového zrna je hlavné samosprasné obcas i cizosprasné zprostfedkovan vétrem
(anemofilie), vodou (hydrofilie) nebo hmyzem (entomofilie). Plodem pak je suchy plod
méchyiek. Nepfiznivé podminky muze preckat v podobé stonkové metamorfozy
turionu. Turion je tedy dormantni stadium této rostliny, pfi které jsou pozastaveny
pfipadné& omezeny fyziologické procesy (Kaplan & Stépankova, 2010).

3.10 Ekotoxikologické testy Spirodela polyrhiza

Bylo provedeno velké mnozstvi méfeni, které poukazovaly na citlivost tohoto testu na
rzné izolované typy sloucenin. Diky témto predeslym testim je ziejmé, ze Spirodela
polyrhiza reaguije inhibici ristu na r(izné druhy sloucenin a je validnim prostfedek pro
zjistovani negativnich vliv(i na Zivotni prostredi.

PFi koncentraci 600 mg/I dimethylftalatu (DMP) byly pozorovany jednoznaéné zmény
ve velikosti danych organismu a byla zjisténa inhibice rUstu S. polyrhiza. Zaroven bylo
pozorovano snizeni pigmentl a fotosyntetického barviva. Kromé ekotoxikologického
testu, byly testované rostliny podrobeny genetickym testim. Pfi nich bylo zjisténo
poskozeni genomu, které bylo vyvolano pravé molekulami DMP. Tato slouc¢enina
byva ¢asto soucasti elektronickych cigaret a byl prokazan jeji negativni vliv na zivotni
prostiedi (Pietrini et al., 2022).

V dal$i studii byla méfena koncentrace zeleza a médi ve vodnim roztoku. Zaroven se
prokazala biokakumulace téchto prvki ve S. polyrhiza a nadmérné mnozstvi
zpUsobovalo v extrémnich pfipadech nekrézu jedincl. Byla zaroven prokazana
snizena funkénost pfijmu fosfatd a dusikd, ktera mimo jiné narusuje tvorbu chlorofylu
(Xing et al., 2008).

Nikl jako jeden z dalSich tézkych kov(l ma také vyrazné ucinky na inhibici rastu S.
polyrhiza. Realizovany ekotoxikologicky test byl prokazatelny a jeho vysledky
naznacuji Skodlivé ucinky pfi vysSich koncentraci tohoto kovu a jeho akumulaci v
biomase (Appenroth et al., 2010).

Pri laboratornim testovani vlivu mikroplastli nebyly prokdzany zmény v rGstu ani
zmény koncentraci chlorofylu. Tedy celkovy toxicky ucinek na rostliny nebyl prokazan.
Nicméné v genomu jedinc(, ktefi byli vystaveni mikro¢asticim plastovych materidl(,
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bylo zjisténo poskozeni DNA. Studie dale pracovala s bioakumulaci téchto €asti
v potravnim retézci, kdy byla zjisténa vys$si koncentrace mikroplastl u primamich
konzumentd. Tito jedinci byli krmeni vyhradné primarnimi producenty (S. polyrhiza),
ktefi byli vystaveni pfitomnosti mikroplastd (lannilli et al., 2023).

Vsechny latky vySe zminéné jsou soucasti cigaretovych nedopalk(l a sumarné Ize
konstatovat, ze byl prokazan jejich negativni vliv na zivotni prostredi. V téchto testech,
kdy se zjiStovala reakce a citlivost odezvy S. polyrhiza, se prokézal tento organismus
jako dobrym indikatorem a validnim testovacim organismem na zjistovani i
minimalnich koncentraci téchto latek.

3.11 Cigaretové nedopalky

Cigaretové nedopalky tvofi velkou ¢ast odpadu, ktery oznacujeme anglickym slovem
Jitter* (Asensio-Montesinos et al., 2019). Mluvime o odpadu, ktery se volné nachazi
v nasi krajiné a neni nijak zabezpelen. Navic se jedna o biologicky témér
nerozlozitelny druh odpadu obsahujici velké mnozstvi toxickych latek a mikroplastu
(Novotny et al., 2009).

Kazdym rokem se spotfebuje pfiblizné 5,6 trilionu cigaret celosvétové (Slaughter et
al., 2011). To vytvafi enormni mnozstvi odpadu, ktery zpravidla skoncéi ve formé
nedopalku pohozeny zivotnim prostredi. Odhadem se hovofi téméf o 4,96 trilionu
cigaretovych nedopalkll ro¢né. Mluvime tak priblizné o 680 000 tunach acetat
celuldzy, ktera je obsazena v cigaretovych nedopalcich, které jsou volné pohozeny
(Judith et al., 2012). Tento odpad muze kontaminovat ekosystém ocean(i a mofi a
mUze mit negativni dopad na faunu a floru slanych i sladkych vod. Kumulaci tohoto
odpadu dochazi ke zvy$eni rizika a signifikantnimu navySeni pravdépodobnosti
prekroc¢eni limitnich hodnot nékterych latek a prvk( (Curtis et al., 2016)

Nedopalky tvofi pfiblizné 10 % z celkového odhozeného odpadu. Mezi lety 1984 az
2011 bylo nasbirano 52 miliont nedopalkll na pobiezi rliznych stati (Dobaradaran et
al., 2021). V prlibéhu mezinarodniho dne cisténi oceanli (International Coastal
Cleanup Day) byly uvadény informace, ze vroce 2007 dobrovolnici nasbirali 1,7
milionu nedopalk{l pfi pobrezi Floridy (Judith et al., 2012). To tvofilo témér 34 %
z celkového poctu nasbiraného odpadu. Cigaretové nedopalky jsou na prvni pficce
nasbiraného odpadu, co se tyka mnozstvi. Hned za nimi jsou potravinové obaly
(Novotny & Slaughter, 2014). Hmotnostni zastoupeni cigaretovych nedopalki
v mori'skych ekosystémech tvofi pfiblizné 4,28 % odpad( (Hahladakis, 2020).
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Graf 1 Globalni rozloZeni litteru v morskych ekosystémech, viastni zpracovéani dat dle (Hahladakis,
2020)

V Ceské republice probihalo v roce 2020 a 2021 ve spolupraci spoleénosti EKO-KOM
a Univerzity Jana Evangelisty Purkyné (UJEP) studie zamérena na litteringovy odpad.
Mé&feni probihalo na 164 lokalitach po celém Uuzemi CR. Cigaretovy odpad (nedopalky
a jiné odpady tabakovych vyrobku) tvofil 6,1 % z celkové hmotnostni skladby. Co se
ty€e celkového poctu nasbiraného odpadu tvofil naopak cigaretovy odpad 71,6 %.
Tedy byl zdaleka nejcastéj$im odpadem, co se tyce poctu kusl (Slavik et al., 2022).

V nékterych rozvinutych zemich zavedly pfisna nafizeni o kontrole tabaku a vyrobku
obsahujici tabak, nicméné vyznamné snizeni spotfeby se v celosvétovém méfitku
zatim neprojevilo (Kurmus & Mohajerani, 2020).

Samotné cigaretové nedopalky obsahuji velké mnozstvi toxickych latek, jejichz
mnozstvi je malé s ohledem na nizkou hmotnost jednoho nedopalku, ktera €ini okolo
30 g. Nicméné diky jejich velkému mnozstvi v fadu triliond ro¢né na celé planeté
v souCtu znamenaji nemalé mnozstvi kontaminace, které je potfeba brat v uvahu.
Otéazka rizikovosti tohoto odpadu a jeho dopadu na zivotni prostredi by proto méla byt
vice studovana, nebot vétSina nedopalkli kon¢i pohozena v pfirodé a pohozené
nedopalky predstavuji potencialné velké riziko.

Dosavadni pokusy o recyklovatelné cigaretové filtry a nedopalky jako takové, jsou
zatim stale malo u€inné a nedosahuji uspokojivych hodnot, které by mohly napomoci
reSeni tohoto problému. Jedna se zejména a chybéjici technologii a materialy, které
by dokazaly nahradit dosavadni vyrobu filtrG a ucinili tyto produkty nezavadné a
potencialné netoxické pro zivotni prostfedi (Moroz et al., 2021).
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Jak je blize specifikovano v kapitole nize, jiz existuji biologicky rozlozitelné filtry. Ty
zatim ale tvofi minoritni procento z celkové produkce a zaroven chybi i véts§i mnozstvi
studii, které by jejich mensi dopad na zivotni prostfedi potvrdily. Navic pokud by se
pouzity filtr dostal do volné prirody, nezabranilo by to kontaminaci ekosystému
latkami, které jsou filtrem zachytavany pfi koufeni a kterych je v cigaretovém
nedopalku velké mnozstvi (Novotny et al., 2009).

Druhym problémem je nedostatecny zpétny odbér a tfidéni téchto typl odpadu.
V soucasné dobé je vétsina nedopalk( odhozena do smésného odpadu a nejsou nijak
recyklovany. Casté jsou i pfipady, kdy takto vyhozeny nedopalek zplsobi vznik
pozaru vdaném odbérném kontejneru. Existovalo velké mnozstvi pokusl
odpadovych spolec¢nosti (pfedevSim v Austrdlii), které se snazily vytvofit systém
zpétného odbéru nedopalku a jejich nasledného skladkovani ¢i spalovani. Nicméné
manipulace s timto typem odpadu je velice nakladna a technologicky naroéna. Navic
pfi spalovani nebo skladovani mize dochazet k riziku vyssi expozice nebezpeénymi
vypary, které mohou vazné narusit zivotni prostredi nebo lidské zdravi (Aldieri et al.,
2019).

Samoziejmé existuje mnoho programda, které se zaméruji na tfidéni a zpétny odbér.
Za zminku stoji projekt americké firmy TerraCycle s nazvem ,Cigarette Waste Free
Recycling Program®, ktera distribuuje a zpétné odebira kontejnery uréené pouze pro
cigaretové nedopalky. Tyto kontejnery jsou pak svazeny na tfidici linky a nedopalky
jsou recyklovany a dale pouzity (TerraCycle, 2022).

Jedna se tedy o surovinu, ktera neni v dostateéné mire k dispozici pro dal$i vyuziti.
Neni tedy prozatim mozné zuzitkovat tento material jako zdrojovou surovinu pro
stavebni nebo jiny pramysl. Zaroven neni prozatim proveditelné tuto surovinu ve
vétsim mnozstvi ziskavat. Byly studovany a navrhovany rizné postupy recyklace
vEetné michani do palenych cihel, michani do asfaltového betonu, vyroba celul6zové
buniéiny, vyuziti jako inhibitor koroze a mnoho dalsich. Zadny z t&chto postupd neni
zatim velkoprodukéné vyuzivan (Marinello et al., 2020).

Technologii vytvarejici kompozitni materidly z cigaretovych nedopalkll je velké
mnozstvi. Celkové pfidani cigaretovych filtri zlepSilo tizené vlastnosti materialu.
Vétsina téchto studii poukazuje pouze na chemické a fyzikalni vlastnosti vzniklého
kompozitu a nezaméruje se jiz na mozné ekotoxikologické dopady vyuziti takového
material( ve velkém méfitku. Majoritni slozkou cigaretového nedopalku tvofi acetat
celulézova vlakna, spolu s nimi i velké mnozstvi toxickych latek a tézkych kovu, které
mohou kontaminovat zivotni prostredi a b&éhem druhotného zpracovani mohou byt
stale pfitomny ve vzniklém materialu (Marinello et al., 2020).

LepSim feSenim se zda separace jednotlivych latek z cigaretového nedopalku a
nasledné zpracovani v dalSim procesu. Jednotlivé separované Casti jsou zbaveny
toxickych latek a vznikly material by mél byt jiz bezpeény z hlediska slozeni. Hlavnim
pouzivanym materidlem je pravé acetat celuléza. Toto feSeni je opét zatim
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energeticky ne pfili§ vyhodné a postrada velkokapacitni vyuziti. V malych méfitkach
jiz existuji firmy, které takto vzniklé materidly znovu vyuzivaji. Jedna se predevsim o
plastové produkty jako nadoby, odpadni kontejnery a dalsi (d’Heni Teixeira et al.,
2017). Vy8e zminéna spoleCnost TerraCycle rozklada cigaretové nedopalky na
jednotlivé materialy, které jsou posléze prodavany firmam jako zakladni material na
dal8i vyuziti (TerraCycle, 2022).

Také socialni navyky, které ke koureni cigaret neodmyslitelné patfi, nepomahaji k
rozvoji v této oblasti. UzZivatelé tabakovych vyrobk(l si ¢asto nejsou védomi svého
potencialné nebezpecného chovani pro zivotni prostfedi a nejsou ochotni své
chovani zménit. Bylo zjisténo Ze kolem 75 % kurfaki nema mordlni problém své
nedopalky odhodit na zem a tim vytvorit litter, ktery mGze kontaminovat okoli (Aldieri
et al., 2019). Americky prizkum provedeny mezi 1 000 kuraky zjistil, ze 74,1 %
dotazovanych minimalné jednou odhodilo cigaretovy nedopalek na zem nebo ven
z auta (Novotny & Slaughter, 2014).

Ve méstech kolem odpadnich kos$u, na ulici, v parku a na mnoha dalSich mistech se
muUzeme potykat s vyskytem nedopalkll lezicich na zemi. Tento jev neni ojedinély a
je rozsifen po celém svété. V Ceské republice nejéast&jsim mistem vyskytu
nedopalkl jsou pravé mésta, zejména pak rusné ulice, parkovisté nebo zastavky
vefejné hromadné dopravy. Podle prizkumu se ve méstech se jednalo pfiblizné o 30
% litteringového odpadu. Pokud na tyto data pohlizime z pohledu mnozstvi kusu,
hovofime az o témér 80 % (Slavik et al., 2022).

Nedopalky lezici na ulici jsou vlivem destové vody a pfizemni vlhkosti vystavovany
vlhku, které napomahda k uvolfiovani toxickych latek do prostiedi. Srazkova voda
navic funguje jako transportni médium, které odnasi nedopalky dale do povrchovych
tok(. Nedopalky pak vétsinou skonéi na plazich, v fekach a oceanech. Morska a
sladkovodni fauna pak muze zaménit nedopalky za potravu a tim kumulovat rizikové
prvky a slouceniny ve své biomase (Schwarz et al., 2019). Nedopalky byly objeveny
napf. v Zzaludcich morskych Zelv, ptaka a ryb. Jejich vyskyt v trévici soustave téchto
zivocichll zplsobil zazivaci problémy, které vedly ke smrti daného jedince
(Dobaradaran et al., 2021). Zaroven bio-metabolické procesy vodnich Zivocichl jsou
zavislé na pH vodniho prostredi, kterou pfitomnost nedopalkl méni (Ullmann et al.,
2000).

3.12 Struktura a sloZeni klasické cigarety

Klasicka cigareta se sklada z cigaretového filtru, cigaretového papirku, tabakové
smési a naustkového papiru. VS8echny tyto soucasti podléhaji pfisnym
technologickym normam a jejich vyroba splhuje specifické vlastnosti pro konkrétni
vyuziti. Zatimco struktura tradiéni cigarety byva zachovana napfi¢ vyrobci, chemické
slozeni a pomérové zastoupené latek byva u kazdého vyrobce mirné odlisna a
podléha firemnimu tajemstvi. Chemické a toxické vlastnosti jednotlivych cigaretovych
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nedopalk(l rliznych znac¢ek mohou mit odliSnou miru Ucinku, nicméné vzdy byla
prokazana néjaka mira ekotoxicity (Micevska et al., 2006).

3.12.1 Cigaretové filtry

Cigaretové filtry ochlazuji kour a zabranuji vdechnuti nezadoucich ¢astic koure do
dychacich cest a absorbuji vinkost. Na trhu je velké mnozstvi typy filtrd. Za zminku
stoji biologicky rozlozitelné druhy filtrG od rGznych firem, které nejsou vyrobeny
z umélé celuldzy, ale ze smési prirodnich vldken. Rozklad téchto filtrG v padnim
substratu by se mél pohybovat v fadech dni a ve vodé v fadech hodin. Jako pojivo se
pouziva lepidlo na bazi Skrobu. Jeden z druhl filtrd se sklada z vldken na bazi
potravinarského Skrobu. Tento material je teoreticky i levnéj$i nez dosavadné
pouzivany acetat celulézy a jeho rozklad se pohybuje kolem 2 mésicl. Firem
zabyvajici se témito druhy filtrl je na trhu nékolik a nabizeji teoreticky udrzitelné
alternativy ke klasickému cigaretovému filtru (Novotny et al., 2009).

Nicméné pokud by se takovyto pouzity filtr dostal do volné pfirody, nezabranilo by to
kontaminaci ekosystém(l latkami, které jsou filtrem zachytavany pfi koureni a kterych
je v cigaretovém nedopalku velké mnozstvi. Navic spolu se zbytkem tabakové smési
mohou vlivem vody byt tyto latky vylouhovany a jednoduse se dostat do okoli.

3.12.2 Obalové papiry

Tyto materidly musi splfovat velké mnozstvi technickych naroku a splnovat specifické
pozadavky pro tuto oblast pouziti. Mezi hlavni vlastnosti patfi dobra pevnost v tahu,
vy$8Si trzna pevnost, bila barva popela, propustnost, pérovitost a moznost Fizeni
rychlosti hofeni. DalSi sledovany parametr je schopnost neovlivnit chut tabakové
smési pii poziti cigarety.

Hlavni vstupni surovinou pro vyrobu cigaretovych papirk je bud vlaknina
z jednoletych rostli jako je konopi, len, sisal nebo ryzova slama. Nebo dal$i moznosti
je pouziti chemické buniciny pfipadné smési buniciny a rostlinnych viaken v rizném
poméru.

Obalové papiry samoziejmé obsahuji velké mnozstvi chemickych pfisad a jejich
celkovy obsah se mlze pohybovat az kolem 30 %. Mezi hlavni pinidla patfi uhli¢itan
vapenaty (CaCQO:s), ktery ovlivhuje propustnost a barvu. Pro zlepSeni barvy popela se
pridava uhli¢itan horecnaty (MgCO3) nebo oxid titaniCity (TiO2). Citronan sodny
(NasCeHs0Oy7), citronan draselny (KsCsHsO7) a Vinan draselno-sodny (KNaCsH4Os)
jsou slouceniny, které se pouzivaji jako regulatory horeni. Vy$si koncentrace téchto
latek mé& za néasledek vys$Si rychlost hofeni. Jako pomocné pojidlo se pridava
oxidovany Skrob a karboxy-metyl-celuléza (KMC). Lepidlo, které spojuje vytvoreny
vélec, je ve vétsiné pripadll vodny roztok organické slouceniny polyvinylalkoholu
(PVA), ktery ma velice nizké hodnoty toxicity a je zdravotné nezavadny (Ullmann et
al., 2000).
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3.12.3 Tabakova smeés

Tabakovou smés tvofi rostliny rodu Nicotiana a pfidana aditiva. Mezi hlavni komeréné
pouzivané druhy patfi Nicotiana rustica (tabak selsky) a Nicotiana tabacum (tabak
virginsky). Kompozice tabakové smési se liSi podle preferenci jednotlivych zemi a
vyrobcl. Hlavni ¢asti vyuzivané rostliny na vyrobu tabaku jsou listy, které podléhaji
nékolika fazim vyrobniho procesu jako je sklizer, suseni, vihéeni, stahovani, tfidéni
a michani. Béhem vyroby jsou pfidavany razna aditiva, jenz maji zlepsit vlastnosti
vysledného produktu nebo zefektivnit vyrobni proces. Pfidavaji se zejména zvihCujici
latky a aromatické prisady. Hlavni zvihéujici latkou v cigaretovém tabaku je glycerol
a propylenglykol. Tyto latky zabrariuji ztraté plasticity a udrzuji jisté procento vihkosti
v listech tabaku.

3.13 Chemické slozZeni cigaretovych nedopalki

Jako hlavni material pro vyrobu vSech druhu filtrl se pouziva velice pevna celuléza.
Nékdy jsou cigaretové filtry oznacovany i jako celulosové filtry. Celul6za je
polysacharid, ktery je slozen z beta-D-gluk6z. Tento polymer se ziskava primarné
z bunic¢iny a bavinénych linterd (kratka nespiedend vlakna baviny). Z celulézy se
esterifikaci hydroxylovych skupin za pomoci kyseliny octové (ethanové) vytvori acetat
celulézy, coz je hlavni slozka cigaretovych filtrl (Belzagui et al., 2021).

Celuloza (polysacharid)

HOCH, H  OH HOCH,
O, Q
K H @ OH H H -y H O\
OH H /L P\ H b OH H !
o
H OH CH,OH H OH

Obrazek 2 Strukturni vzorec celulozy (Slejska, 2005)

Molekula acetat celuldzy je velice stabilni latka, u které je biodegradace témér nulova
(Puls et al., 2011). Rozklad probiha za pfitomnosti vzduchu a UV zareni. Nicméné
naustkovy papir, ktery obaluje filtr, ho chrani pfed UV zafenim a zpomaluje tak
dekompozici tohoto odpadu (Novotny et al., 2009). Deacetylaze hydrolyzou je totiz za
normalnich podminek velice pomaly proces. Bylo zji$téno ze v anaerobnich
podminkach muze trvat degradace cigaretovych nedopalkli 1 az 2 mésice, 6 az 9
mésicl v pldé, 12 mésicli v sladké vodé a v slané vodé nebo pousti klidné i vice jak
3 roky (Ach, 1993). Jednotliva vliakna se pak rozlozi na mikroplasty, jejichz dopad na
Zivotni prostredi je stale pfedmétem mnoha vyzkuma (Hale et al., 2020).
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Pri zapaleni tabakové smési dojde k uvolnovani chemickych slou€enin, které z Easti
prochazi pfi natahnuti cigaretového koure skrz filtr. Na filtru se pak zachytavaji mnohé
castecky z tohoto koure, z nich je velka €ast toxicka. V cigaretovém koufi a dehtu
muUze byt obsazeno vice jak 4 000 rlznych sloucenin, které jsou uvoliiovany do
zivotniho prostifedi nebo nékteré z nich zachytavany pravé cigaretovym filtrem
(Kurmus & Mohajerani, 2020). VétsSina téchto slou€enin je potencialné nebezpetna
pro zivotni prostredi a mohou ohrozit pfirozeny vyvoj a vyskyt jednotlivych druh(
organismu (Rebischung et al., 2018).

Cigaretové nedopalky obsahuji mnoho potencialné Skodlivych latek, mezi né mimo
jiné patfi zejména:

PAU neboli polycyklické aromatické uhlovodiky jsou skupiny uhlovodiku, které
vznikaji pfi nedokonalém spalovani. Maji nejméné dvé benzenova jadra. Rada
z nich je mutagenni a karcinogenni. Nékteré latky z této skupiny snizuji
krvetvorbu a poskozuji imunitni systém. Zaroveri mohou zpUsobit narusovani
kosterni soustavy nékterym druh(m ryb (Hodson, 2017).

Formaldehyd, systematickym nazvem methanal (HCHO), je karcinogen a
mutagen. Jeho pfitomnost negativné ovliviiuje vodni organismy (Lalonde et
al., 2015).

Aceton neboli propan-2-on plsobi zejména toxicky pro vodni ekosystémy, kdy
snizuje obsah kysliku ve vodé. Jeho hodnota LCs je pro rybi organismy 8,3
g/l po dobu 96 hodin (Majewski et al., 1978).

Ethylfenol se pouziva jako ochucovadlo a je obsazen v tabakovém koufi. Pfi
styku s vodnim prostfedim dochazi kjeho bio akumulaci ve vodnich
organismech. Bylo prokazano, ze acetat celulézy (hlavni slozka cigaretovych
filtr(1) ucinné absorbuje ethylfenol z cigaretového koure. Z toho diivodu miize
byt obsazen v cigaretovém nedopalku v mnohem vy$si koncentraci nez treba
v cigaretovém kourfi a mlze dochazek k vylouhovani do prostiedi (Thompson
et al., 1995)

Benzen (Ce¢He) je karcinogenni, mutagenni a toxick& organicka latka, ktera
pronika skrze dychaci cesty do téla. Dlouhodoba expozice v nizkych
koncentracich je nebezpeéna pro zivotni prostredi.

Amoniak (NHs) je bezbarvy a Stiplavy plyn. Jedna se o bézny odpadni produkt
metabolitu organisml, vznika také pfi rozkladu organické hmoty. Velice
toxicky plyn, ktery je nebezpeény pro vSechny zivé organismy. VétSina
rostlinnych druh(l vykazuje snizeny rust pfi expozici amoniakem. Amoniak
vyvola v systému rostliny nedostatek minerdlnich zivin, ktery zmensi mimo
jiné schopnost pfijmu esencidlnich kationtd kovu. Dale pak zpUsobi okyseleni
korenového systému, ktery v dusledku ztraci své schopnosti vstiebavat dalsi
ziviny. V tabakové smési se Casto vyskytuje kvlli své schopnosti |épe
transportovat a vstrebavat nikotin do téla (Gerendas et al., 1997).
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¢ Nikotin je anti herbivomni latka, kterou metabolizuji rostliny rodu nicotina a je
pouzivana i jako pesticid. Jedna se o pyridinovy alkaloid, ktery v malém
mnozstvi stimuluje nervovou soustavu a je také navykovy. Ve vétSim mnozstvi
se jedna o jed. Jeho hodnota ECso pro vodni bezobratlé je 3 mg/l po dobu
expozice 48 hodin. Smrtelna davka pro ¢lovéka je kolem 60 mg. Nikotin je
nejspise jeden z hlavnich duvodd vysoké toxicity cigaretovych nedopalk
(Micevska et al., 2006). Ve vodnim prostfedi se navic velice lehce vstiebava
riznymi organy vodnich organismu. Napfriklad vy$si koncentrace nikotinu ve
vodé zplisobuje rybam jaterni problémy (Adamu & Kori-Siakpere, 2011).

V samotném filtru pak nachazime kromé vy$e zminénych, které se uvolfuji hlavné
z dehtu a cigaretového koure, i velké mnozstvi tézkych kov(, arsenu a nikotinu. Pri
chemické analyze se zjistilo, Ze cigaretové nedopalky obsahuji mnozstvi kovl jako
kadmium, chrom, méd, rtut, mangan, fosfor, zinek, baryum, zelezo, olovo a mnoho
dal$ich. Jeden cigaretovy nedopalek mlze do svého okoli vylucovat tyto kovy po dobu
az jednoho mésice. Pokud uvazujeme pfiblizné mnozstvi 4,95 triliond nedopalk(l jako
litteru za rok, jedna se kontaminaci prostredi 9,26 kg hliniku, 8,76 kg barya a 38,1 kg
Zzeleza. To je potencidlni mozné mnozstvi uvolfiovani téchto kovll za rok do
ekosystémU jen diky odhozenym nedopalkiim (Moerman & Potts, 2011).

Tézké kovy velice snadno putuji do metabolismu, jsou velice $patné odbouratelné a
hromadi se v jednotlivych organech. Hlavnim mechanismem je navazani se na
proteinové struktury (enzymy, hormony), nukleové kyseliny a vitaminy a tim ovliviuji
funkci metabolickych proces( vSech organismu (Fu & Xi, 2020).

Pri péstovani tabaku je pouzito velké mnozstvi pesticidll, které se pak dostanou do
koncového vyrobku. PFfi spalovacim procesu jsou pak tyto slouceniny zachytavany
cigaretovym filtrem. Byly nalezeny 3 rlizné pesticidy (flumetralin, pendimethalin,
triflurali) ve vzorku cigaretovych nedopalk(l. Kazdy z téchto pesticidu je vyroben za
ucelem maximalni efektivnosti zabiti cilového organismu pfi co mozna nejmensi
davce. To Cini tyto slouceniny extrémné nebezpecnymi a mohou lehce podléhat bio
akumulaci v lidském potravnim retézci (Dane et al., 2006).

Toxicita jednotlivych nedopalkil zavisi na mnoha faktorech. Kazdy pfipadny
studovany organismus ma jinou odezvu a miru odezvy na polutant. Kazdy vyrobce
tabakovych vyrobk( ma navic vlastni chemické slozeni svych produktl. Mohou se lisit
slozenim tabakové smési, ale i koncentraci pouzitych chemikalii na vyrobu finalnich
cigaret. To zpUsobuje i rliznou miru toxicity pro zivotni prostredi (Micevska et al.,
2006).

3.14 Ekotoxikologické testy cigaretovych nedopalku

Cigaretové nedopalky vykazuji znamky ekotoxicity na akvatické i suchozemské
ekosystémy (Slaughter et al., 2011). Pfi vyrobé cigaret je pouzito velké mnozstvi
chemickych latek. To plati i v pfipadé péstovani tabaku, kdy se ve velkém mnozstvi

23



pouzivaji rizné herbicidy, insekticidy, fungicidy, rodenticidy a mnohé dalsi chemické
latky. VSechny tyto slouceniny se mlzou v malém mnozstvi vyskytovat v koneéném
vyrobku. Velké mnozstvi zbytkovych koncentraci téchto pesticidl zachyti pravé
cigaretovy filtr, ktery se tak stane mistem s vysokou koncentraci riiznych chemickych
latek, které se pfi spalovani uvolfuji (Soleimani et al., 2022).

Test na osmi organismech, z nichz byly 4 vodni a 4 suchozemské, prokazal, ze
cigaretové nedopalky a jejich vodni roztoky jsou vysoce toxické. Byly zjistény
jednotlivé hodnoty ECso pro vSechny druhy. Projevy toxicity na jednotlivé organismy
byli rizné. Jednalo se nejCastéji o inhibici rastu, inhibici mobility, snizeni reprodukce
pfipadné i smrt. Mezi testované druhy patfila napfiklad Daphnia magna (hrotnatka
velka), Lactuca sativa (locika setd) nebo Eisenia fetida (zizala hnojni) (Rebischung et
al., 2018).

Vjiné studii se autofi zaméfili na porovnani toxicity nedopalk(, nepouzitych
cigaretovych filtrl a pouzitych filtrd na sladkovodni a morské druhy ryb. Testy byly
provedeny na dvou druzich, morské rybé Atherinops affinis (gavunovec jednopruhy)
a sladkovodnim druhu Pimephales promelas (jele€ek velkohlavy). Bylo zjisténo ze
hodnota koncentrace pro klasické nedopalky obsahujici i zbytky tabaku LCs je pro
oba druhy pfiblizné 1 nedopalek na litr vody. Dopad nepouzitého cigaretového filtru
bez tabdku ukazal, Zze LCso pro jeleCka velkohlavého byla 13,5 filtru/l a pro gavince
jednopruhého 5,1 filtru/l. Test ekotoxicity pouze na pouzitych cigaretovych filtrech
naméfil hodnoty pro P. promelas LCso 4,3 filtru/l a pro A. affinis LCso 1,8 filtru/l
(Slaughter et al., 2011).

Je tedy zfejmé, ze pouzité filtry, kterymi prochazel kour z tabakové smési a
cigaretového papiru, jsou vice toxické nez nepouzité cigaretové filtry. Vyskyt zbytkl
tabakové smési, ktera obsahuje i popel a Casteéné spalené produkty, zvySuji toxicitu
vznikem toxickych slouéenin, které se pfi spalovani tabakové smési uvolfiuji a vytvari
pfi vy$Sich teplotach (Slaughter et al., 2011).

V dal$i studii byly testovany cigaretové nedopalky $esti rGznych vyrobcl na
zooplanktonu Ceriodaphnia dubia a na gramnegativni bakterii Aliivibrio fischeri.
Rozdil mezi nejvice a nejméné toxickymi vyluhy byly 2,9nasobny u Ceriodaphnia
dubia a 8nasobny u Aliivibrio fischeri. Dalsim zjisténim bylo, ze se liSily hodnoty
toxicity pro oba druhy a tim padem rizné hodnoty koncentraci. Celkoveé byla C. dubia
vice sensitivni nez A. fischeri. ZvySujici se mnozstvi dehtu v kazdém nedopalku
napfi¢ testovanymi typy dochazelo k nartstu hodnoty ECs, (Micevska et al., 2006).
Tento poznatek poukazuje na skutecnost, ze predikce ekotoxicity by neméla byt
zalozena pouze na jednodruhovém testu, ale na kompletni analyz,e a zaroven
potvrdila, Ze rizné typy nedopalku se lisi v mife toxicity.

V laboratornich  podminkach byly vystaveni rdznym koncentracim vyluhu
cigaretovych nedopalkt 3 druhy morskych plzU (Gastropoda). Na véech testovanych
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objektech byla po 8 dnech 100 % umrtnost pfi koncentraci 5 nedopalkU na litr a dvou
hodinach expozice (Booth et al., 2015).

Cigaretové nedopalky kromé inhibice rdstu nebo smrti jedince maji vliv i na reprodukci
nékterych druhl. Nedopalky zpUsobuji mutagenni zménu u sladkovodnich skebli a
zpUsobuji naruseni genetické informace. Zaroven pUsobily u skebli snizeni tvorby
cervenych krvinek (Montalvéo et al., 2019). U drapatky vodni (Xenopus laevis) byla
zjiSténa teratogenita, tedy vrozena vyvojova odchylka v pocateénim stadiu zivota
(Parker & Rayburn, 2017).

U sladkovodnich miza druhu Anodontites trapesialis, ktefi byli vystaveni expozici
cigaretovymi nedopalky, se projevily zmény chovani. Mizi se zahrabavali pod mensim
uhlem a také nezahrabaly své télo celé, ale pouze Cast. Zaroven se pfi analyze
svalové tkané zjistilo, ze obsahuje vétsi mnozstvi chromu, niklu, olova, manganu,
zinku a sodiku. Tento druh bioakumuloval tyto kovy ve svém téle, které mohly
zpUsobit pozorované zmény chovani. To je ¢inilo méné aktivnimi a vice nachylnymi
na predaci ZhorS$eni zivotni strategie zmensovalo tedy celkové fitness populace, ktera
byla vystavena znecisténi (Montalvao et al., 2019).

Pri expozici cigaretovych nedopalkdl na embrya medaky japonské (Oryzias latipes)
projevovaly mladi jedinci chovani podobné uzkosti, zvySila se jim srdeéni frekvence
a zrychlily svdj vyvoj u nizsich koncentraci. Pfi vys$sich koncentraci vyluhu se
projevovala u jedinci naopak nizsi srdeéni aktivita, potlacovali vyvoj a byla zvétSena
celkova mortalita pozorovaného vzorku (Lee & Lee, 2015).

3.15 Struktura a sloZeni elektronické cigarety

Elektronické cigarety se staly oblibenou nahradou tradiéni tabakové cigarety.
Technologie, kterou vyuziva tento typ cigaret, byla vyvinuta kolem roku 1988
tabakovymi spoleénostmi a distribuuji je po celém svété jako zdravéjsi nahradu za
tradicni cigaretu (Caputi, 2017). Tabak s aditivy je misto spalovani pouze nahfivan
technologii znamou také jako ,heat not burn“. Tabakova smés je zahfivana pomoci
elektrického topného télesa ze stribra, zlata a keramiky na teplotu pfiblizné kolem 350
°C, pfi které se uvolfuje aerosol. Tato teplota je ve srovnani s klasickym spalovanim
tabaku (900 °C) o mnoho niz8i. Aerosol obsahuje také o trochu mensi mnozstvi
nebezpeénych latek nez klasicka cigareta. (Schaller et al., 2016). NizSi koncentrace
nebezpeénych latek nejspise souvisi s praveé nizsi procesni teplotou (Farsalinos et
al., 2018)

Zafizeni k uziva tohoto typu pfijmu nikotinu se sklada z elektrického tepelného télesa
v izolaénim krytu ve tvaru pera. Do néj se vkladaji jednorazové ty€inky zname jako
,HeatStick* nebo ,Heets‘. Tyto ty€inky obsahuji tabakovou smés s glycerinem
obalenou nehoflavou papirovou dutinkou a polymerového filtru a naustkového papiru
z acetat celulézy. Oproti klasické cigareté, je tento typ tyCinky po pouziti stejné dlouhy,
protoze se tabak nespali. Filtr zde funguje hlavné jako chladici medium, které ma
zmenSit teplotu aerosolu pro uzivatele. Glycerin se pfidava do tabakové smési jako

25



zvlhéovadlo tabaku, ktery pak neni pfili§ kfehky. Zahfivani a nasledné odparovani
glycerinu vytvari po opétovné kondenzaci na vzduchu viditelny aerosol, ktery
pozorujeme jako viditelnou paru (Simonavicius et al., 2019).

Pri zahfivani se mlze polymerovy filtr roztavit a tim potencialné zacit uvolhovat
nebezpeéné slouceniny uz pfi pouzivani, které pak jsou obsazeny ve vdechovaném
aerosolu a zaroven uchovany v cigaretové ty€ince. Roztaveni se projevi zménou
barvy na zazloutlou a deformaci filtru (Davis et al., 2018), (Ruprecht et al., 2017).

Chemicka analyza filtru zjistila v minulosti pfitomnost e-kaprolaktonu, laktidu a
zmékcovadla 1,2-diacetinu. Mezi dalsi latky, jejichz pfitomnost byla zjisténa, patfily
formaldehyd a kyanhydrin. V8echny zminéné latky jsou toxické (Davis et al., 2018).
Zaroven stejné jako u klasického cigaretového filtru bylo zjisténo velké mnozstvi
dalSich latek jako amoniak, acetaldehyd, aceton, méd, hlinik, kyanid, arsen,
kadmium, nikl, oxidy dusiku, nikotin, nitro slou¢eniny, acrolein, kyselina suberova,
kyselina azelaovd, a dalSich (Schaller et al., 2016). Bylo zjis§téno, Ze mnozstvi kovu
je vétsi u pouzitych tycinek, tedy Zze zdrojem vétsiny kov( je pravé tabakova smés, ze
které se po zahfati tyto kovy Iépe uvoliuji (Koutela et al., 2020). Naopak slou€eniny
PAU nebyly téméF zaznamenané oproti klasickym cigaretam, kde se tyto latky ve
velkém mnozstvi nachazi (Ruprecht et al., 2017).

3.16 Ekotoxikologické testy elektronickych nedopalku

Tento typ cigaret je na trhu z pohledu vyzkumu dopadu na zivotni prostfedi jen velmi
malou dobu. Neexistuje velké mnozstvi studii, které by se zabyvaly vlivem tohoto typu
nedopalku na ekosystémy nasi planety. Obecné je preventivné predpokladano, ze
stejné jako klasické nedopalky i tento typ vyrobku ma pfi Spatném nakladani s odpady
negativni vliv na zivotni prostfedi minimalné ve stejné mife (Basaran et al., 2019).

Stale je pfitomno vtomto typu nedopalku velké mnozstvi zbytkového tabaku a
nikotinu, ktery je anti herbivorni latkou. Jako dalsi jiz zminénym toxikantem jsou PAU
slou€eniny, které se vyskytuji v pouzitych nedopalcich. Pomoci ultrasonické extrakce
byla stanovena koncentrace téchto sloucenin z vodného vyluhu okolo 83 ng/L na
jeden nedopalek v destové vodé. Tato koncentrace byla vy$Si oproti kontrolnim
vzorcich vody. Zaroven je v pouzitém filtru hmotnost PAU sloucenin pfiblizné o 80 %
vétsi nez nepouzitém. Toto Cislo nicméné neprekvapi, nebot je to pravé filtr, ktery
zachytava vétsinu Skodlivych latek, které se uvolhuji pfi procesu zahfivani. Oproti
klasické cigareté je vSak koncentrace skodlivych latek ve filtru nizsi u nedopalkd
z elektronickych cigaret. To je zplisobeno pravé zahfivanim, a ne spalovanim tabaku
(Solomou et al., 2023).

Ekotoxicita elektronickych nedopalkll je pravdépodobné podobna jako u klasickych
cigaret. Pomoci vice druhového ekotoxického testu MARA, ktery zahrnuje 11 riznych
testovacich mikroorganismu bylo zjisténo, Ze rozdily mezi naméfenymi hodnotami
MTC (microbial toxic concetration) jsou velice nizké. MTC chapeme jako nejmensi
moznou koncentraci, pfi které byla pozorovana inhibice rlstu mikroorganismu.
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Dulezité bylo v$ak zjisténi, ze vyluhy z téchto nedopalkll mély negativni efekt na
vSechny testované organismy (Baran et al., 2020).

Stejné jako klasicky nedopalek obsahuiji elektronické cigarety velké mnozstvi tézkych
kovu jako hlinik, chrom, nikl, méd zinek, arsen, kadmium, olovo, selen a rtut. VSechny
tyto kovy byly pfitomny ve vodném roztoku elektronickych nedopalk(. Hlavnim
zdrojem téchto kov( oproti klasické cigareté, kde se vétsina nachazi v cigaretovém
filtru, je tabakova smés (Koutela et al., 2020).
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4 Metodika

4.1 Metodika inhibice riastu Spirodela polyrhiza

Metodické postupy se shodovali s normou CSN EN ISO 20227:2018 (757747), ktera
popisuje ekotoxikologicky test zaloZzeny na inhibici ristu S. polyrhiza.

4.1.1 Chemikalie

Steinbergovo €inidlo s chemickym slozenim viz Tabulka 1
Destilovana voda (ELGA LabWater, Velka Britanie)

4.1.2 Laboratorni pristroje a pomticky

Duckweed Toxkit F (Microbiotests, Belgie)

vice jamkové kultiva¢ni destiCky (MicrobioTest, Belgie)
odmérna barika

kultivacni jednotka (MicrobioTest, Belgie)

Petriho misky

Sitko 100 ym

Kadinky

Inkubator (MicroBioTests, Gent, Belgie)

Orbitalni tfepacka (Verkon, Ceska republika)

Spachtle

automaticka davkovaci mikropipeta (Eppendorf, Némecko)
sito

pinzeta

pH meter (WTW, Ceska republika)

Image J program

R-studio

4.1.3 Priprava Steinbergova €inidla

Cinidlo bylo pfipraveno dle navodu. Vzniklé &inidlo mélo chemickeé slozeni dle Tabulky
1. Toto Cinidlo se pouzilo na germinaci turion(i jako rostouci médium. Slozeni ¢inidla
podiéhalo normé 1SO 20079, podle kterého bylo pfipraveno. Cinidlo bylo pfipraveno
vzdy opétovné pokud doba mezi testovacimi jednotkami byla vice nez 14 dni.
Koncentrované roztoky, které se fedi dle navodu jsou soucasti testovaného bali¢ku a
obsahuji velké mnozstvi zivin, mineral( a latek, které napomahaiji k rlistu jedince.
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sloudenina koncentrace/mg. L1
KNO; 350,0
Ca(NO3). 2H,0 295,0
KH,PO, 90,0
K,HPO, 12,6
MgS0,.7H,0 100,0
Koncentrace/ g.uL™?!
H3BO; 120,0
7nS0,. 7H,0 180,0
NayMo0,. 2H,0 44,0
MnCl,. 4H, 0 180,0
FeCl36H,0 760,0
EDTA 1500,0

Tabulka 1 chemické sloZeni Steinbergova Cinidla

4.1.4 Germinace turionu

Klidova stadia Spirodely polyrhiza v podobé turiond kli¢ili ve 30 ml Steinbergova
¢inidla po dobu 3 dni (72 +1 h) za konstantni teploty (25 + 1 °C) ve svételnych
podminkéach intenzity osvétleni kolem 6000 lux v Petriho misce, ktera byla umisténa
do inkubatoru, ktery zajistil definované podminky. Turiony se pred pouzitim dikladné
oplachli skrz sito destilovanou vodou a poté Steibergovym Cinidlem, aby nedochéazelo
k fedéni Cinidla vodou. Turiony vykazovaly po tfech dnech znamky vegetativniho
rGstu v podobé prvnich listk(l. V této fazi byli jedinci vhodni na testovani.

4.1.5 Priprava roztoku z nedopalk

Priprava byla provedena podle Korelova et al.,2010. Vyluhy z cigaretovych nedopalk(
obsahovaly 2, 6 a poté 12 nedopalkud na litr. ProtoZze nebyla znama koncentrace, pfi
které dochazi k prokazatelnému zjisténi toxicity u tohoto testu bylo rozhodnuto
nejprve zacit s 2 nedopalky v 1 litru destilované vody. Po ukonceni kultivace tohoto
prvotniho testu jsem byla zvysena koncentrace (tedy mnozstvi) nedopalkli na Sest a
poté na dvanact, kdy pfi posledni zminéné hodnoté byly pozorovany patrné zmény
inhibice rlstu. Experimentaini zjisténi spravného poctu cigaretovych nedopalku
v roztoku, kdy dojde k inhibici, byla 12 nedopalki na litr.

Byly pouzity dva druhy, a to klasické cigaretové nedopalky a elektronické cigaretové
nedopalky IQOS bez pfichuté. Vyluh byl v 500 ml destilované vodé v temnu, za stale
teploty (25 + 1 °C) a neustalého michani na orbitalni tfepacce 106 ot. /min. po dobu
1 tydne.

Vétsina chemickych sloucenin se z nedopalkl vylouhuije jiz po prvnim dnu. Nicméné
v tydennim &asovém intervalu dojde k maximalnimu uvolnéni latek obsazenych
v nedopalcich.

Roztoky proSly filtraci za pouziti filtraCniho papiru a dale se fedily do jednotlivych
radkl vice jamkové kultivacni desticky. Jednotlivé koncentrace v danych radcich se
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pohybovaly od 0% kdy bylo pouzito pouze Steinbergovo €inidlo (kontrolni méfeni bez
toxikantu), az do 100% byl pouzit pouze roztok z nedopalku.

4.1.6 Vlastnosti roztoku

Porovnanim cigaretovych nedopalkl z klasickych a elektronickych cigaret bylo
zjisténo, ze pH elektronickych nedopalkll byla niz$i nez u klasickych. Rozdil hodnot
byl v priméru o 0,4 pH. Konduktivita byla naopak vyssi, coz je nejspise zplsobeno
vétsim mnozstvim c&astic a slou€enin v nedopalku z elektronickych cigaret. Byl
pozorovan narlst konduktivity u obou roztokl pfi zvySujicim se poctu nedopalkd. U
hodnoty ph byla naopak pozorovana snizujici se tendence s rostoucim poctem
nedopalkl. Méfeni jak konduktivity, tak ph byla provadéna pouze jednou pfi véech
koncentraci roztoku. Jednalo se o orientacni méreni, kterd méla pomoci urcit cilovou
podobu experimentu a napovédét pripadné chovani vyluhu.

Obréazek 3 Roztoky z elektronickych (vlevo) a klasickych nedopalkd (vpravo)

Dalsi vlastnost, kterou mizeme porovnat je urcité barva roztoku, kdy elektronické
nedopalky mély tmavsi barvu oproti klasickym nedopalkim, jak mizeme pozorovat
na Obrazku 3. Zéaroven pii filtraci bylo optickym pozorovanim v roztoku
z elektronickych cigaret vétsi mnozstvi Castic, které filtr zachytil a filtrovani bylo

4.1.7 Laboratorni postup

Do vicejamkové kultivaéni desticky byl v rliznych pomérech pridavan roztok
cigaretového vyluhu a Steinbergova ¢inidla v rizném poméru. Vzdy byl pfitomen
kontrolni vzorek bez toxikantu, ktery slouzil jako kontrolni méfeni. Do kazdé testované
jamky se vlozil jeden jedinec Spirodely polyrhiza, ktery vykazoval znamky
vegetativniho rlistu a 1 ml roztoku cigaretového vyluhu a Steinbergova cinidla. Jedinci
byly ukladani do jednotlivych jamek v nahodném poradi, pfiéemz pouzivana Spachtle
se po kazdém pouziti oplachla, aby nedochazelo ke zménam koncentraci v ramci
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testované jednotky. Kazdy fadek destiCky predstavoval stejnou koncentraci roztoku,
a tedy kazdy radek udaval méfeni inhibice rastu pfi dané koncentraci polutantu. Vice
jamkova kultivaéni desti¢ka obsahovala radky A az F a sloupce 1 az 8. Kontrolni fadek
byl fadek A, radek B az F obsahoval koncentraci polutantu od nejnizsi po nejvétsi. Do
kazdé jamky se umistil 1 ml pfislusného roztoku.

Obréazek 4 Vice jamkova kultivacni desticka

Po naplnéni testované kultivacni desticky se pofidil fotograficky snimek vzorkl. Vice
jamkova kultivaéni destiCka se umistila na bilou plochu, kde byl dostatek svétla.
V horizontalni poloze nad kultiva¢ni destiCkou se pomoci fotoaparatu pofidil snimek,
na kterém byly jasné vidét vSechny jamky tak, aby mély kulaty (ne ovalny tvar),
zaroven byly vidét i vSechny hrany testované desticky. Snimky byli délany stejnym
fotoaparatem na stejném misté pfi co mozna nejvice konstantnich svételnych
podminek, aby nedochazelo k rozdilnym optickym vlastnostem fotografie.
Fotograficky snimek se pofizoval vzdy prfed a po ukonéeni inkubace testu.

Inkubace probihala za teploty (25 + 1°C) po dobu (72 + 1 h), za stalych svételnych
podminek 6000 lux. Tyto podminky byly dodrzeny co nejpresnéji. Po inkubaci se
pofizené snimky porovnali.

4.1.8 Postup testovani

Bylo celkem mérfeno Sestkrat. Testovany byly vzdy minimalné jedna vice jamkova
destiCka s vyluhem zklasického cigaretového filtru a jedna s vyluhem
z elektronickych cigaretovych nedopalki. Testu bylo provedeno 16 celkové.

Prvni testovani probihalo pfi koncentraci vyluhu 1 nedopalku. A nasledné redéni bylo
0,001%, 0,01%, 0,1%, 1% a 10% koncentrace roztoku polutantu a Steinbergova
¢inidle. Timto méfenim jsme se snazili zjistit meze pfi kterych je viditelna odezva
organismu na dany toxikant. Poté byl vytvorfeny vyluhy s 3 nedopalky a testovanymi
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koncentracemi 10%, 25%, 50%, 75% a 100%. Koncentrace byla nakonec uréena na
12 nedopalkl na litr. Rozmezi v testované desticce bylo nastaveno na zakladé
predeslych vysledkt na 10%, 25%, 50%, 75% a 100% koncentrace roztoku polutantu
a Steinbergova ¢inidla. Méreni z témito hodnotami bylo provedeno celkové
dvanactkrat, respektive Sestkrat pro klasické nedopalky a Sestkrat pro elektronické
nedopalky.

4.1.9 Vyhodnoceni testu

Test je zalozen na pozorovani inhibice ristu. Tedy méfi se plocha jednotlivych jedinct
pomoci pocitacového programu ,/mageJ’, ktery je doporu¢ovanym nastrojem pro toto
mérfeni. Pomoci tohoto programu byly manualné oznaceny plochy jednotlivych
jedincl a program automaticky zméfil jejich obsah na zakladé predem znamého
rozméru strany vice jamkové kultivaéni desti¢ky, ktera byla zadana. Zjisténé plochy
jedincl pred a po kultivaci byly porovnany mezi sebou a zjisténé hodnoty byly
analyzovany na zakladé inhibice rustu pfi rozdilnych koncentraci polutantu. Aby byl
test validni, je potreba, aby kontrolni fadek ,A“ bez polutantu po 3 dnech inkubace
mél v priméru narlst plochy listend (zvétseni biomasy) aspon 10mm?2.Pro statistické
zhodnoceni dat a grafické zobrazeni dat byl pouzit program ,R-Studio®.

4.2 Metodika stanoveni koncentrace chlorofylu-a

V ramci uréeni toxicity cigaretovych nedopalkll byla kromé zkousky na zéakladé
inhibice ristu Spirodely polyrhiza pouzita i metoda stanoveni koncentrace chlorofylu.
Tato laboratorni metoda byla vybrana, aby byla predstava o toxicité kompletni a mohli
se porovnat vysledky téchto testl pfipadné i mezi sebou. Spektrofotometrické
stanoveni koncentrace chlorofylu-a spada pod normu CSN ISO 10260.

4.2.1 Chemikalie
Ethanol (C2HsOH), vodny roztok 90%

Kyselina chlorovodikova (HCI), v koncentraci 3 mol/I

Destilovana voda

4.2.2 Laboratorni pristroje a pomticky

Automatické davkovaci mikropipeta (Eppendorf, Némecko)
Zkumavky

Filtraéni aparatura

Spektrofotometr (Agilent, Ceska republika)

Vodni lazen

Pinzeta

Kyvety
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4.2.3 Laboratorni postup

Odebrané rostliny, které byly vystaveny stejné koncentraci toxikantu, se prefiltrovaly
a ulozily do zkumavky pomoci pinzety. Kazda zkumavka obsahovala 7 ml ethanolu.
Zkumavky se protfepaly a umistily do vodni lazné vytemperované na (75 + 1 °C ) po
dobu 15 minut. Poté se zlazné vyndaly a nechaly se temperovat na laboratorni
teplotu 25 °C. Po vyjmuti z vodni lazné se uchovaval testovany material v temnu, aby
nedochazelo k rozkladu chlorofylu UV z&fenim a tim zméné jeho koncentrace.
Zkumavky se filtrovaly pomoci tlakové filtrace, aby se odstranily zbytky biomasy
Spirodely polyrhiza.

Filtrat se poté testoval na spektrofotometru. Méfeni probihalo za vinovych délek 665
nm a 750 nm. Referenéni hodnota se provedla na vzorku 90 % ethanolu. Poté se
testované vzorky vcetné referenéniho okyselily pomoci 0,01 ml kyseliny
chlorovodikové (3 mol/l) a protiepaly. Vzorky se po 5 minutach zméfily znovu na
spektrofotometru na stejnych vinovych délkach.

4.2.4 Vyhodnoceni testu

Zména hodnoty pred a po okyseleni nam pomoci vypoctu zjisti koncentraci chlorofylu-

a a koncentrace feopigment(l. Feopigmenty jsou produkty rozkladu chlorofylu.
—alf9/ 1= 996 -(a—ay). 2
Chlorofyl —a["9/,| = 29,6 - (4 — 4,) —

v
Feopigmenty[ug/l] =20,8-4,- vod o Chlorofyl—a

Kdy:

A je (Ages — A750) absorbance pred okyselenim,
A, je (Agss — A7s0) absorbance po okyselenim,
v je objem extraktu v milimetrech,

V je objem Zzfiltrovaného vzorku v litrech,

d je délka kyvety v cm.

4.2.5 Podstata zkousky

Testovanim koncentrace chlorofylu se mohl urit jeden z mnoha cinitell, které
poukazuji na stav rostliny. M{izeme predpokladat, Ze mensi mnozstvi chlorofylu ve
vzorku poukazuje na pfipadnou odezvu Spirodely polyrhiza na vétsi mnozstvi
toxickych latek ve vzorku a tim i mensSi produkci chlorofylu. Samotné
spektrofotometrické stanoveni chlorofylu-a extrahovaného ethanolem poméfi
jednotlivé vzorky mezi sebou. Tedy neni zji$téna presna koncentrace, ale pouze
poméry mezi nasimi vzorky, které mizeme porovnat.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky inhibice riastu Spirodela polyrhiza

Testovani probihalo v nékolika fazich, kdy bylo cilem zjisténi rozmezi, pfi kterém je
test inhibice rdstu prokazatelny a dochazi k validnim vysledkdm a urcit tak rozpéti, ve
kterém se bude test ubirat a tim i stanovit specifika pro testovani.

Narustu plochy listenl pro kazdou koncentraci vyluhu se Steinbergovym cinidlem byl
vzdy vét$i nez 10mm?, tedy test byl validni. Koncentrace vyluhu s ¢inidlem byly
0,001%, 0,01%, 0,1%, 1% a 10%. Pro kazdou koncentraci bylo vzdy 5 vzorkd,
respektive 5 jedincl. Vysledkem bylo procentudlni inhibice, ktera se bohuzel
pohybovala rizné u obou typl cigaret a neméla rostouci tendenci s vy$si koncentraci
toxikantu. Vysledky tedy nebyly jednoznacéné, a proto byla zménéna koncentrace ve
vyluhu z dvou na Sest nedopalku na litr. Zvysili se i koncentrace vyluhu s ¢inidlem na
10%, 25%, 50%, 75% a 100%. Zde jiz byly patrné nami predpokladané tendence
zvySujici se inhibice s rostouci koncentraci. Koneény testovaci model, ktery byl
pouzit, byl vyluh 6 cigaretovych nedopalkd na 500 ml respektive 12 nedopalk(i na litr
a koncentrace tohoto vyluhu v péti testovanych koncentracich byla 10%, 25%, 50%,
75% a 100%, coz odpovida 1,2; 3; 6; 9 a 12 kusl na litr. Zbytek roztoku bylo
Steinbergovo Einidlo.

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno sledovala se inhibice rastu v zavislosti na koncentraci
roztoku polutantu z cigaretovych nedopalk.

5.1.1 Testovani klasickych cigaretovych nedopalk

Klasické cigaretové nedopalky

* test 01

test_02
* test 03
test_04
test_05
test_06

60
|
.

40

inhibice rustu (%)
20
|

-20
L ]

-30
1

T T T T 1
10 25 50 75 100

Mnozstvi cigaretového vyluhu v roztoku (%)

Graf 2 zavislost inhibice ristu na koncentraci polutantu
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Graf 2 poukazuje primérnou inhibici rGstu, kterd byla posouzena s referenénim
ristem bez polutantu v rdmci dané koncentrace pii jednotlivych testech.

Jak z grafu vyplyva, s rostouci mnozstvim vyluhu nedopalkd v roztoku se zvySovala
inhibice rastu organismu. Jednotlivd oznaceni tes_01 az test_06 nam oznacuji
jednotliva méfeni. Jedna se o 6 méreni, ktera probihala pfi stejné koncentraci roztoku
pomeéru Steinbergova ¢inidla a vyluhu z cigaretovych nedopalkd.

Zaporna cisla nam fikaji, ze dany soubor jedincli mél prlimérné vyssi prirlist biomasy
oproti referen¢nim jedinclm. Tato méreni byla zaznamenana pouze u koncentraci
10% a 25% roztoku klasickych cigaretovych nedopalkl u 3 ze 6 testu.

Klasické cigaretové nedopalky 18.12.
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Graf 3 priibérny nértst biomasy u testu ze dne 18.12.2022

Namérené hodnoty jsou v Grafu 3 reprezentativni, kdy s rostouci koncentraci
polutantu mizeme vidét snizujici se mnozstvi narlistu biomasy, které bylo méreno
jako hlavni parametr.
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5.1.2 Testovani elektronickych cigaretovych nedopalki

Elektronické cigaretové nedopalky

* test 01
* test 02
test_03
* test 04
test_05
* test 06
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Graf 4 zavislost inhibice ristu na koncentraci polutantu

Graf 4 opét poukazuje pramérnou inhibici rastu, ktera byla posouzena s referenc¢nim
ristem bez vyluhu z cigaretovych nedopalkl vramci dané koncentrace pfi
jednotlivych testech.

Z Grafu 4 opét vyplyva, ze ma inhibice rustu tendenci rlist s rostoucim mnozstvim
vyluhu nedopalkll v roztoku. Zaporné hodnoty inhibice u test 04 jsou u nizsich
koncentraci a vyskytuji se pouze u tohoto testu, pficemz tyto hodnoty neodpovidaji
pozorovanému trendu.
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Elektronické cigaretové nedopalky 17.11.
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Graf 5 priimérny nérdst biomasy u testu ze dne 17.11.2022

Grafu 5 je reprezentativnim vzorkem méfeni a sledovaného trendu. Opét je zde
snizeni primérného narlstu biomasy s rostouci koncentraci cigaretového vyluhu
v daném roztoku se Steinbergovym Cinidlem.

37



5.2 Vysledky stanoveni koncentrace chlorofylu-a

Vysledky stanovené koncentrace chlorophylu byly provedeny pouze jednou na 2
testovacich kitech. Toto testovani mélo nastinit pfipadné dalsi zmény, které se
v organismu projevuji, nebot jeho odpovéd na polutant nemuselo byt vzdy snizeni
ristu, ale mohlo se projevit jako snizeni mnozstvi chlorofylu v organismu.
Porovnanim téchto hodnot napfi€ zvolenych koncentraci ukazalo na zakladé Kruskal-
Wallis testu, ze mlzeme vyvratit hypotézu, Ze stfedni hodnoty mnozstvi chlorofylu
jsou stejna. Nami zvolena hladina vyznamnosti byla 0,05 a vysledna p hodnota byla
0,01.

Klasické cigaretové nedopalky
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Graf 6 mnozstvi chlorofylu v zavislosti na mnozstvi cigaretového vyluhu v roztoku
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Elektronické cigaretové nedopalky
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Graf 7 mnoZstvi chlorofylu v zavislosti na mnozstvi cigaretového vyluhu v roztoku

Z Grafu 6 a z Grafu 7 vyplyva, ze je zde tendence snizovani mnozstvi chlorofylu
s rostouci koncentraci polutantu v roztoku se Steinbergovym Ccinidlem. Testovani
korelace bylo u vSech ¢ty nami testovanych sad vice jamkovych kultivaénich desti¢ek
prokazano a hodnota korelaéniho koeficientu se blizila k hodnoté minus jedné,
presnéji $lo o hodnotu -0,8.
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6 Diskuse

Hlavnim cilem bakalarské prace bylo experimentalni zhodnoceni ekotoxicity
klasickych cigaretovych nedopalkli a nedopalk(l z elektronickych cigaret na bazi
zahfivani tabaku pomoci standardizovaného testu inhibice riistu Spirodely polyrhiza
(zavitky mnohokrenné).

Nase hypotéza spocivala ve snaze zjistit vztah mezi rostouci koncentraci mnozstvi
cigaretového vyluhu. Roztok se skladal dale ze Steinbergova Cinidla, které slouzilo
jako rGstové médium. Zaroven jsme se snazili i zjistit, zda vibec tyto nedopalky jsou
pro nami zvoleny test prokazatelné a zda mizeme touto nasi metodou zjistovat
pfipadnou toxicitu, kterou zplsobuji cigaretové nedopalky jako litter ve vodnim
prostredi.

Byla prokazana inhibice ristu Spirodely polyrhiza oproti referenénimu vzorku, kde byl
roztok pouze se Steinbergovym Cinidlem. Bylo prokézano, ze stfedni hodnoty inhibice
rGstu jsou napfi¢ koncentracemi signifikantné rozdilné u obou druh(l nedopalku. Byla
statisticky prokazana korelace mezi zvySujicim se mnozstvi cigaretového vyluhu
v roztoku a zvysuijici se inhibici ristu.

Cigaretové nedopalky vykazovaly znamky ekotoxicity na Spirodelu polyrhiza. To se
shoduje s vysledky studie, kterd prokazala ekotoxické ucinky klasickych cigaretovych
nedopalkd na akvatické ekosystémy (Slaughter et al., 2011). Test na 4 vodnich
organismech prokazal, Zze vodni roztoky téchto nedopalkil jsou vysoce toxické
(Slaughter et al., 2011). To se ukazalo i v nasem pfipadé, kdy kazdy z nasich testl
byl validni a prokazal ekotoxicitu vyluhu.

Oproti klasické cigareté je koncentrace Skodlivych latek ve filtru elektronickych cigaret
na bazi zahfivani tabaku nizsi. To je zplsobeno pravé zahfivanim, a ne spalovanim
tabaku. Toxicita elektronického nedopalku je ve srovnani s klasickou cigaretou
naopak vyssi z dlvodu pfitomnosti velkého mnozstvi tabaku (Solomou et al., 2023).
Testovani téchto nedopalkd potvrdilo jejich toxicitu, ktera je vys$si nez u klasickych
nedopalkd.

Vyluhy z téchto nedopalkll mély negativni efekt na vSechny testované organismy
vramci vice druhového ekotoxického MARA testu a ekotoxicita elektronickych
nedopalk(l je pravdépodobné podobna jako u klasickych cigaret. (Baran et al., 2020).
Tedy nase vysledky se shoduiji s literaturou a podporuji tvrzeni, ze tento liter mlze
predstavovat hrozbu pro zivotni prostredi hlavné tedy pro vodni ekosystémy.

Nase vysledky nebyly jednoznacné na celé skale testovanych laboratomich test(.
Bylo potreba zvySit koncentraci polutantu na desitky procent v roztoku, aby byl
pozorovan nami predpokladany jev. To, Zze muze Spirodela polyrhiza reagovat na
prfitomnost polutantu z cigaretovych nedopalk(l jinak nez inhibici rdstu, muze
zpUsobovat nepresnosti a $patné interpretace vysledkd tohoto testu. Toto vSechno
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jsou limity tohoto vyzkumu, kdy sice prokazeme ekotoxicitu tohoto polutantu, nicméné
nemuzeme fici v jaké mire je nebezpecny.

Diky standardizovanému testu bylo minimalizovano mnozstvi proménnych, které by
mohly test komprimovat. Byl dan expozi¢ni ¢as, davka, typ organismu, ktery mél diky
vegetativnimu rozmnozovani geneticky homogenni populaci, svételné podminky,

teplota a mnoho dalSich, které vychazi z predepsané normy. Pfipadna nasledné
interpretace téchto vysledku je tedy validni k posouzeni s dalSim mérenim.

Na zakladé této bakalarské prace lze formulovat nékolik doporuceni:

- Rozsireni testovanych toxkit( a vétsi mnozstvi dat se zamérenim na pfipadné
lepsi rozlozeni koncentraci polutantu v ramci testované skaly.

- Porovnani téchto testll na jiném standardizovaném testu s jinym vodnim
organismem, at’ uz rostlinnych nebo zivocisnych druhu.

- Dale pak realizace projektu za ucelem snizeni mnozstvi nedopalkll v zivotnim
prostfedi a pfipadna ekonomicka studie, ktera by odhadla naklady na
odstranéni tohoto litteru.
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7 Zaveér a pfinos prace

V ramci standardizovaného testu byly sledovany ekotoxikologické ucinky
cigaretovych nedopalk(, jak klasickych, tak elektronickych na testovaci organismus
Spirodela polyrhiza. Vlysledky tohoto vyzkumu indikuji, ze oba typy nedopalk(l jsou
toxické pro testovany organismus, coz se projevuje inhibici rdstu.

Byla potvrzena existence ekotoxicity elektronickych cigaret na Spirodela polyrhiza.
Tato skute¢nost zdUrazruje potencialni dopady elektronickych cigaret na vodni
ekosystémy. Ziskané vysledky téz ukazuji, ze Spirodela polyrhiza reaguje na vyluhy
z cigaretovych nedopalkl jinymi mechanismy nez pouze inhibici ristu. Tato variabilita
reakce muze predstavovat komplikaci pfi interpretaci vysledk( a nasledné identifikaci
celkové ekotoxicity. Paralelné s prezentovanym vyzkumem potvrzuji literarni
prameny, ze cigaretové nedopalky mohou byt realnou hrozbou pro vodni prostredi.

Standardizovany test inhibice rdstu se prokazal jako uziteény nastroj pro validni
interpretaci vysledku. Je v§ak nezbytné zdliraznit, Ze existuji limity tohoto vyzkumu,
jako napriklad nutnost zvySeni koncentrace polutantu pro pozorovani oéekavanych
jevl. Tyto aspekty vyzaduji dal$i dikladné zkoumani s cilem komplexné porozumét
rozsahu nebezpedi, které cigaretové nedopalky mohou predstavovat pro vodni
ekosystémy.

Za hlavni pfinos bakalarské prace je povazovano provedeni studie zkoumajici
problematiku cigaretovych nedopalk(l obzvlasté pak téch elektronickych, které se tési
velké oblibé, ale jejich dopad na zivotni prostiedi neni zcela prostudovan. Dale pak
provedeni konkrétniho ekotoxikologického testu, ktery mize byt jednou z moznosti,
jak tyto informace ziskat a objasnit tuto problematiku.
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