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ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na zhodnoceni metodiky fasovych testl a posouzeni jejich
vhodnosti  pro  ekotoxikologickou  analyzu  vybranych  chemickych  latek.
Pomoci pocitani fas a jejich spektrofotometrie se posuzoval vliv dichromanu draselného
na rust sladkovodni fasy Desmodesmus subspicatus.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the evaluation of algal test methods and passes judgement
on their availibility for ecotoxicological analysis of chosen chemical substances.
By counting of algal cells and spectrophotometry was determined influence of potassium
bichromate on growth of freshwater algae Desmodesmus subspicatus.
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1 UVOD

V pribchu staleti se do okolniho prostiedi zacaly uvolfiovat nejenom latky spojené
se zemed¢€lskou cinnosti, avSak s ndstupem prumyslové revoluce se do prostiedi zacaly
uvolnovat i latky z priimyslu. Postupem Casu se ke vSem témto latkach pridavaly latky vzniklé
¢innosti Clovéka a tim také latky uméle vytvorené. Latky antropogenniho ptvodu nejvice
zatézuji zivotni prostfedi a jsou predmétem rozsahlych vyzkumt a studii, které se snazi zjistit,
jak se latky v prosttedi chovaji, distribuuji, vzajemné ovliviiuji, do jaké miry ovliviiji slozky
zivotniho prostfedi a také jakym zplsobem je ¢loveék schopen jejich u¢inek minimalizovat
¢i zcela eliminovat.

Toxické a nebezpecné latky, které se dostanou do vodniho ekosystému, jeho systém
naru$uji nejen pfimym toxickym u¢inkem na vodni zivocCichy a rostliny, ale také nepfimym
toxickym ucinkem. Ve schopnosti bioakumulace té€chto latek v rostlinnych a zivocisnych
organismech a jejich nasledné zabudovéani do potravniho fetézce spociva dalSi nebezpeci
pro biotu a zivotni prostiedi.

Planktonni ftasy, které patii mezi primarni producenty, hraji ve vodném prostiedi
nezastupitelnou roli a jsou zdkladnim ¢ldnkem vodniho potravniho fetézce. Jsou proto
zakladem funkéni skupiny organismtl, které maji vliv na spravné slozeni a funk¢énost celého
ekosystému. Krom¢ toho jsou planktonni fasy citlivé indikatory pro rozdilné ucinky latek
rozpusténych ve vodé. Pro jejich citlivost viici chemickym latkdm jsou mezinarodné
pouzivany pro testovani ekotoxicity nejen pro testovani latek, které se dostanou do vody,
ale také pro monitoring povrchovych, podzemnich a odpadnich vod.

Pfredmétem této diplomové prace bylo zhodnoceni vyuzitelnosti fasového testu
pro testovani ekotoxicity nejen na zaklad¢ teoretickych poznatk, ale i praktického provedeni
fasovych testi se standardem dichromanem draselnym, nasledné porovnani shodnosti
s normou CSN EN ISO 8692 a celkové posouzeni fasovych testll v ramci ekotoxikologického
testovani v laboratoii ¢. 4059. Realizace fasového testu rozsiii spektrum provadénych testa
v laboratofi ekotoxikologie &. 4059 Ustavu chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi,
FCH VUT v Brné.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vliv ¢lovéka na ekosystém

Clovék ovliviiuje dynamickou rovnovahu eckosystémi dvéma zpusoby, znedisténim
a narusovanim.

Ekosystém mize byt nevyvazeny skrze znecistujici latky, napf. stabilita je narusSena
a produktivita a recyklace zhorSena, coz znamend, Ze nadale nejsou udrzitelnym systémem.
Toto vyplyva ze selektivnich ucinkl znecistujicich latek, riznym U¢inkem na riizné druhy
toxikantd, nebo také v jiném rozsahu a jinych koncentracich. Mohou nastat letalni u€inky,
pokud je organismus vlivem toxické latky usmrcen, ale mnohem castéji jsou ucinky
subletdlni, coz znamend, Ze postiZzeny jedinec zlistane nazivu, ale napf. s naruSenym riistem,
snizenou schopnosti reprodukce nebo pozménénym vyvojem, pricemz vSechny tyto moznosti
vedou ke zméné ekosystému.

Ne vSechny polutanty jsou toxické ptimo, nicméné nékteré z netoxickych polutanti mohou
byt toxické sekundarné. Piikladem je obohacovani (eutrofizace) vodniho télesa rostlinnymi
zivinami, jako jsou dusik a fosfor, které mohou do systému vstupovat diky odpadnim vodam,
umélym hnojivim a nékterym pramyslovym odvétvim. I pfi dostate¢ném piijmu uhliku
a svétla je rast rostlin nejvice ovlivnén témito zivinami. Potom tedy ,,znecisténi“ témito
zivinami ma spiSe hnojici Gc¢inek nez ucinek toxicky. Znacné obohacovani muize podnitit
nekontrolovatelny rust rostlin, ktery pfevysuje schopnost konzumentt rozkladat tyto rostliny.
Rozklad ptebytku rostlinné biomasy bakteriemi, které pro svoji ¢innost spotfebuji velké
mnozstvi kysliku, mize potom pievySovat jeho tvorbu v okolnim prostiedi. Vysledna
deoxygenace vodniho prostfedi tedy mize mit letadlni u¢inky na Zivocichy v ni Zzijici, ktefi
potiebuji kyslik vice nez rostliny, které si jej jsou schopny vytvofit samy diky fotosyntéze.
Nekteré z téchto €inkl na ekosystém mohou byt pozity v biologickém méteni znecisténi.

Toxikanty mohou narusit udrzitelnost ptirozeného ekosystému rtiznymi u¢inky na druhy,
populace, spoleCenstva a procesy v ekosystému, i kdyz tyto systémy, charakterizované
dynamickou stabilitou, maji urcitou schopnost absorbovat ¢ast téchto znecistujicich latek.
Testovani toxicity je limitovano v pfedpovidani takovychto U¢inkd a chemicka méfeni latek
znecist'ujicich Zivotni prostfedi by mélo byt provazeno ekologickym monitoringem. [2]

Ekotoxikologie je relativné novym pojmem, ktery v sob¢ integruje jak ekologické,
tak toxikologické discipliny. Piivodné byly testy toxicity, jejich metodické postupy a testovaci
organismy vybirdny na zaklad¢ neekologickych faktorl, protoze ekologické byly obecné
nevyznamné. Prvni environmentalni problémy, které se objevily, byly akutni a viditelné,
a zahrnovaly napf. hynuti organismt vlivem nedostatku kysliku, a vedly k aplikaci ptevazné
rybich druhti pfi testovani vody.



Plvodni problémy byly relativné jednoduché, zahrnovaly polutanty typu organické hmoty,
kovi a pesticidll, coz se vSak v prib¢hu staleti zménilo, znecisténi se stalo komplexné&jSim
a nyni zahrnuje smési chemikalii ve vice environmentalnich slozkach (voda, pida, tkanég,
atd.). Efekty znecCisténi se jiz netykaji pouze mortality, ale do popiedi se dostavaji
na reprodukci, rust a dal§i. To vede i k mohutnému rozvoji riznych metod stanovujicich
pfi¢iny a efekty znecCiSténi, a ke zméné regulacnich opatfeni z napravy skod zpisobenych
na ekosystému a k prevenci a ochrané zdravi ekosystému. [1]

2.2 Hodnoceni toxicity a ekotoxicity latek

Pti hodnoceni toxicity latek zlstdva celd fada nejasnosti. Divodem je napi. pouzivani
nékolika malo laboratornich testd, jejichz relevance a druhova odpovéd na toxicitu nemtize
napodobit mnohadruhové odpovédi v piirodnich podminkach, navic ve vysoce variabilnich
podminkéch. V testech se obvykle nezkoumaji vSechna Zivotni stadia, ale zpravidla pouze
dospélci. Hodnoceni toxicity na ekosystém také zatézuje diraz na akutni toxicitu, ackoliv
koncentrace jednotlivych toxickych latek ve vodach pouze piilezitostné dosahuje akutni
toxické hladiny. Mezi dalsi problémy pii hodnoceni toxicity je mozné zaradit fakt, Ze je dlraz
kladen na akutni toxicitu jednotlivych latek, ackoliv vétSina polutantl je normalné vypousténa
jako komplexni smés. Kontaminované vody obvykle obsahuji Sirokou Skalu organickych
1 anorganickych sloucenin, o jejichz vzajemné interakci se doposud vi velmi malo. Dal§im
problémem je absence metod pro méteni chronické toxicity nebo jejich vlivi v ptirode.

Z hlediska piisobeni toxickych latek na ekosystémy je dilezity rozdil mezi:
= piimou toxicitou, kdy latka plisobi ve své pivodni podobé
= nepfimou toxicitou, kdy toxicky neptisobi latka pivodni, ale napft.
meziprodukty jejiho rozkladu
» kumulativni toxicitou, kdy toxicka latka je v organismu postupné kumulovéana
a jeji ucinky se manifestuji az po dosazeni prahové koncentrace [1]

Toxicitou je piedstavovan Ucinek cizorodych latek na vodni spoleCenstva organismu
(rostlin a zZivocichl). Tyto cizorodé latky se do recipientl dostavaji predevsim s nejriznéjSimi
odpadnimi vodami. Existuje ale i pfirozena toxicita, kterd vznikla v pfirodnich vodach
bez lidského zéasahu plisobenim meziproduktli rozkladu tél organismil, napf. amoniaku,
metanu, oxidu uhli¢itého a sulfanu. [3]

V primyslovych odpadnich vodach se Casto nachdzeji toxické latky, které v ,lepSim*
pripad¢ brzdi zivotni pochody a v ,,horSim* pfipad€ organismy usmrcuji. [4]

Toxicita latek, piipravkl a odpadut, popt. odpadnich vod, je ovlivnéna jejich rozpustnosti
ve vode¢, pH, chemickym slozenim, citlivosti vodnich organismd, vlastnostmi samotné latky,
zpusobem jejiho kontaktu s organismem, pouzitou davkou, ¢asu piisobeni, zpiisobu absorpce,
bioakumulace a v neposledni fad¢ i charakterem vodniho prostiedi. [3,5]

Utinek jedu je tedy tfeba chapat jako dynamicky proces. Latka piisobi na organismus,
ktery poSkozuje a souCasné plisobi organismus na latku, kterou obvykle biotransformuje
do formy rozpustnéjsi ve vode. [5]



Pro hodnoceni ekotoxikologickych vlastnosti latek jsou pouzivany biologické testy toxicity
(biotesty, bioassays, laboratorni zkousky toxicity). Vyznam biologickych testi spociva
v postizeni souhrnu G¢inkd vSech pfitomnych komponent v testovaném roztoku na testovany
materidl (organismus, kultura, tkan, bunka). Testy toxicity slouzi ke zjisténi mozného
toxického vlivu latek na biocendzu vodnich tokd. Umoziiuji rychlé a dostate€né zhodnoceni
odpadl, na jejichz zékladé lze pfipadné¢ odhadnout negativni ucinek téchto latek. Testy
podavaji i informace o biologické aktivit¢ a schopnosti toxickych latek prochéazet
biomembranami, jsou zalozené na fyziologickych pochodech, biochemickych zménach,
fotosyntéze a dychani. Jejich hlavnim cilem je stanovit hrani¢ni koncentrace, ve kterych je
mozny zivot vybranych testovacich organismil. Testy na organismech vodniho prostiedi jsou
vhodné pro hodnoceni nové vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek, odpada
na skladky, havarii priniku odpadnich vod do povrchovych ¢i podzemnich zdroja. [6,7]

Informace o ekotoxicit¢ by méla slouzit jako signal k provedeni podrobnéjSich
fyzikaln€é — chemickych analyz nebo alespoii jako dopln€k. Indikace toxicity ovSem nemusi
korelovat s chemickymi a fyzikdlnimi rozbory sledovaného materidlu. Biotesty mohou
signalizovat nebezpeci, aniz fyzikdln€ — chemické analyzy detekuji zvySené hladiny
nebezpecénych latek ve vzorku, a naopak i pfes indikaci toxicity z fyzikalné-chemickych
rozborl reaguji testované organismy negativné. Organismus totiz vypovidd o testovaném
materidlu komplexné. Uzce souvisi s biodosazitelnosti toxickych slozek nebo se mohou
projevit interakce mezi pfitomnymi polutanty, které z chemickych rozbord nevyplyvaji. [1]

2.3 Testy ekotoxicity

Testy toxicity se provadéji na tfech urovnich:
- naurovni bunék a tkani,
- naurovni jedinct (organismi),
- naurovni spolecenstev (biocendz). [3]

Testy na trovni bun¢k a tkani se pouzivaji pro teoretické objasnéni poznatkli ziskanych
pfi pokusech na organismech a zaméfuji se na biochemické a fyziologické odpovédi
organismu k environmentalnimu znecisténi. Jejich vyhodou je moznost indikace v€asného
varovani, ale chybi jim dlouhodoba ekologicka vyznamnost. [1]

Vyhodou je jejich dobra reprodukovatelnost a naopak nevyhodou je znacna odliSnost
vysledkt ,,in-vitro od vysledki obdrzenych ,,in-vivo®.

Na urovni biocenoz se sleduje toxicky ucinek v ptirod€ ¢i na modelu, nevyhodou je fakt,
ze toxicky ucinek se nemusi projevit vzdy stejné, rizné reakce na urCity druh, naruseni
potravnich fetézcu.

Vétsina testli se ovSem provadi na urovni organismii. U téchto testi se muzeme setkat
s potizemi spojenymi s reprodukovatelnosti. [7,8]
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2.4 Rozdéleni testii ekotoxicity

Dle doby expozice — akutni, semiakutni (semichronické), chronické

Dle pokrocilosti designu testovaciho systému:

- 1. generace — klasické (standardni, konven¢ni) biotesty
- 2. generace — mikrobiotesty

- 3. generace — biosenzory, biosondy, biomarkery [9]

Dle trofické urovné testovacich organismii:

- Producenti — organismy ziskdvaji energii absorpci slunecniho zafeni (rostliny)
nebo jednoduchymi chemickymi reakcemi (bakterie oxidujici anorganické
slouceniny)

- Konzumenti — organismy, které v ramci potravniho fetézce ziskavaji energii
z organickych latek vytvofenych producenty, bylozravci, masozravci
a vSezravci

- Destruenti — organismy rozkladajici slozité organické latky az na latky
anorganické (bakterie, houby, bicikovci)

Dle testované matrice — voda, ptuda, vzduch, sediment, odpad, chemicka latka apod.
Dle spektra testovacich organismi — jednodruhové nebo vicedruhové

Dle typu testovaného vzorku — Cisté chemické latky, smési latek, pfirodni vzorky
atd.

Dle zptisobu piipravy vzorki — definované koncentrace chemickych vzork,
extrakce pfirodnich vzorkl organickymi rozpoustédly, roztoky anorganickych soli,
pii razném pH, vodné vyluhy atd.

Dle zpisobu vyhodnocovani — napi. hodnoceni letalnich efektii (mortalita,
imobilizace), subletdlnich efektl (chovani organismil, napf. rychlost a smér
pohybu), hodnoceni fyziologické aktivity, reproduk¢ni aktivity, mortality,
teratogenity apod. [10]

2.4.1 Rozdéleni testii dle doby expozice

Pti akutni toxicité je latkou ovlivnén piimo ji vystaveny organismus a u chronické toxicity
se jeji projevy zjistuji az na dalSich vyvojovych generacich. [11]

Prechodnou kategorii mezi testy akutni a chronické toxicity jsou testy subchronické
toxicity, zalozené na hodnoceni fyziologickych projevl a ristu s obdrzenim vysledki v kratké
dobé&, béhem 5 — 7 dni. [11,12,13]
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Toxikologie vod se zabyva hlavné akutni toxicitou. Chronickd toxicita méa vyznam
pro pitné vody z hlediska stanoveni prahovych koncentraci a nejvyssich pfipustnych
koncentraci latek ve vode¢.

2.4.2 Rozdéleni testi dle pokrocilosti testovaciho systému

Mezi nejznaméjsi a nejrozsirenéj$i v laboratorni praxi patii standardni laboratorni testy
akutni toxicity. Novée se vSak zacinaji zavadét alternativni testy toxicity. Ve svété existuje cela
fada ekotoxikologickych metodik riznych mezinarodnich organizaci. Jako velice perspektivni
se jevi snaha rozsifit do co nejvétsiho poctu zemi jednotnou metodiku a jednotné hodnoceni
toxicity latek. V jednotlivych zemich svéta byly standardizovany rizné metodiky umoziujici
porovnani vysledkt mezi laboratofemi. Mezi nejrozsifenéjsi patii metodiky ISO a metodiky
OECD a U. S. EPA. Spravnost a shodnost v provadéni jednotlivych metodik v laboratofich
je zjistovana mezilaboratornim porovnanim a dozorem nad laboratofemi, ktery provadi
sdruzeni ASLAB a CIA. [14]

Z divodu porovnatelnosti vypovédni hodnoty jednotlivych testli a pouzitych organismt
se neprovadi testovani latky pouze na jednom typu organism, ale latka se aplikuje alespoil
na tfi druhy. Toto paralelni testovani se oznacCuje jako zakladni baterie testli, zalozené
na poznatku o stavbé a propustnosti bunécné stény u rtiznych organismu, napt. destruent,
producent a konzument. [6]

Baterie vyuziva rozdilného charakteru skladby bunécéné stény bakterialniho, rostlinného
a zivoc¢isného typu buiiky. Nejpouzivangjsi baterie testl akutni toxicity se rozdé€luji podle
ucelt pouziti:

a) V ptipadé zjistovani ekologického rizika chemickych latek a piipravka se pouziva
baterie testl na fasach, perloockach a rybach.

b) V pfipadé ekotoxicity a vyluhovatelnosti odpadii se pouzivad baterie testl
na fasach, semenech hoicice, perloockach a rybach.

c) V ptipad¢ odpadnich vod se baterie dopliiuji o stanoveni okiehku. [3]

V Ceské republice jsou doporu¢ovany 4 konvenéni testy metodicky identické s evropskymi
ISO normami:

= 48 hod akutni test toxicity na rybach (Poecilia reticulata, Brachydanio rerio)

» 48 hod imobilizac¢ni test na perlooc¢kach (Daphnia magna)

= 72 hod ristové inhbi¢ni test na fasach (Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus
subspicatus, Raphidocelis subspicata)

= 72 hod test klicivosti a ristu kofenti hot¢ice (Sinapis alba)

Vyhodou téchto biotestil je, ze je jejich metodika zakotvena legislativné. Nevyhodou je
znacnd ekonomickd narocnost. Kultury testovacich organismi je totiz nutno dlouhodobé
udrzovat. Samotné testovani zabird mnoho laboratorniho prostoru, spotiebovava velké
mnozstvi testovaného materidlu a vyzaduje téz delsi pracovni dobu nejen po provedeni testu,
ale 1 na myti laboratorniho skla a pé¢i o matecné kultury. Proto se biotesty 2. generace jevi
jako vyhodna alternativa ke konven¢nim testim toxicity. [1]
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2.4.2.1 Prvni generace testi

- je predstavovana klasickymi, standardnimi a konven¢nimi metodikami, které
jsou zalozené na akutnich testech v laboratofi chovanych organismech
a udrzovanych kulturach [15,16]

- ptikladem prvni generace testi mohou byt ryby druhu Poecilia reticulata
(zivorodka duhova) a Brachydanio rerio (danio pruhovany), korysi Daphnia
magna (hrotnatka obecnd), chlorokokalni tasy druhlt Scenedesmus
quadricauda a Scenedesmus subspicatus, semena kli¢icich kulturnich rostlin
Sinapis alba (hoicice bild) a Lactuca sativa (salat sety) [9]

Obr. 1. Test akutni toxicity na Sinapis alba [17]

2.4.2.2 Druhd generace testii

- zalind se v soucasné dobé stale vice pouzivat

- je pfedstavovana alternativnimi biotesty, znamé pod ndzvem mikrobiotesty. Tyto testy
vyuzivaji klidova stddia testovanych organisml. V piipadé testi na bezobratlych
se pouzivaji cysty (perloocky, vifnici) a ephipia (dafnie), u testti na rybach se aplikuji
tkanové kultury a jikry, vtestech na bakteriich se pouzivaji jejich lyofilizované
kultury, v fasovych testech imobilizované a hluboce zamrazené fasové kultury

- novéji je pivodni test na klicicich rostlindch nahrazovan testem na kalusu, coz je
tkanova kultura nediferenciovanych bunek.

2.4.2.3 Tieti generace testii
- je na pocatecni urovni

- vyuziva biosenzory a biosondy a je zalozena na fluorescencnim znaceni
toxické latky [8,11]
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2.5 Vybér biotestii pro ekotoxikologické testovani

Vybér biotestii pro ekotoxikologické testovani se 1iSi u rGznych autort, firem a laboratofi.
Neexistuje zadné obecné pravidlo, podle kterého se jednotlivé testy do posuzovacich sad
zaClenuji. Testy zafazené do posuzovaci sady by meély spliovat alesponn néktera
z nésledujicich kritérii:

= Pouzité testovaci organismy by mély byt minimalné tfi trofickych urovni (producent,
konzument, destruent)

* Pro pevné materialy musi byt vedle kontaktnich testli pouzit alesponn jeden test
s vodnym vyluhem testované¢ho materialu

= Vybér sady testli musi brat v ivahu i ¢asovou narocnost provedeni testii a ¢asovou
dosazitelnost vysledka

= Sada testd by méla byt sestavena tak, aby postihla vétsi ¢i mensi citlivost testu
na pfitomny polutant

=  Vybér sady testli by mél byt proveden i1 podle toho, k hodnoceni jaké kontaminace
maji vysledky slouzit [10]

V zasad¢ vSak jedinym moznym zplisobem, jak zjistit toxicitu, je tedy test toxicity
na zivém biologickém materialu v laboratofi.

Ackoliv chemické analyzy latek, ptipravki, odpadnich vod, atmosférickych srazek, vyluhti
a splasktti poskytuji dilezité informace o jejich nebezpecnych vlastnostech, nemohou
dostateCn¢ poskytnout tdaje o toxicit¢ jednotlivych latek, zejména pokud jde o smési.
Z tohoto diivodu je nutno pouzit biologické metody hodnoceni, tzv. biologické testy toxicity
(bioassays). Vyhodou biologickych testli je schopnost vypovidat o vlivu znecisténi v celém
jeho komplexu, se vSemi aditivnimi, synergistickymi a antagonistickymi vlivy mezi
jednotlivymi znecistujicimi komponenty. Vyznam biologickych testi hodnoceni ekotoxicity
je ptedevsim v tom, ze postihuji souhrn G¢inka vSech pfitomnych komponent a soucasné také
latek, které nebyly chemickymi analyzami prokazany. [18]

Hlavnim cilem testl na biologickém materidlu je stanoveni hrani¢nich koncentraci,
ve kterych je mozny zivot testovanych organismii. Testy provadéné na vodnich organismech
jsou vhodné pro hodnoceni nové vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek,
odpadt na skladky...

Obrovské mnozstvi nejriznéjsich latek, které mohou potencialné ptsobit jako Skodliviny,
neni mozné monitorovat hydrochemickymi metodami, které jsou vétSinou cilené na urcitou
latku. Proto biotesty, jako nespecifické, laciné, screeningové testy toxicity €i trofie, stale vice
pritahuji zdjem. V posledni dobé roste zajem zapojeni biotesti v ekotoxikologickych
a monitorovacich studiich. [19]

Dtivodem je pravdépodobné fakt, Ze biotesty v sobé integruji informace o toxicit¢ vzorkl
a jejich schopnosti prochdzet membranami. Pomoci biotestil jsme tedy schopni detekovat také
toxicitu meziproduktd rozkladu piivodniho toxinu. Pro svij integralni charakter maji biotesty
také oproti striktné chemickym analyzdm ekonomickou vyhodu.
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Na vybér testovaného druhu je pro fasové testy bran velky zfetel. Volba druhu je vétSinou
zavisla na jeho dostupnosti, pozadavcich jednotlivé kultury a ptipadu pouziti. VEtSinou je
pro danou zkoumanou latku pouzivan jeden druh tas a pro komeréni chemikalie je touto fasou
témert pravidelné tasa zelend. [17]

Bioindikatorové organismy jsou vybirany tak,aby to byly typické druhy zastupujici
nejvyznamnéjsi slozky ekosystému. Na plisobeni toxické latky mohou reagovat zménou ristu,
pohyblivosti, reprodukce nebo zménou nékteré fyziologické funkce. Testovaci organismus
muze byt toxickou latkou i usmrcen. Toxicita latky mize byt pro rizné organismy odlisna

vvvvv

2.6 Testy na rasach

Testy maji nekolik modifikaci, které se 1i$i hlavné objemy, se kterymi se testy provadi.
Jako testovaci organismus se pouZivaji jak moiské (ISO 10253), tak sladkovodni fasy (CSN
EN ISO 8692), test je schvalen 1 U.S. EPA (1978). Jako testovaci organismus se pouzivaji
jednodruhové fasy nebo smés, kde jsou zastoupeny sinice, rozsivky a zelené tasy.

V CR je standardizovana metoda dle normy CSN EN ISO 8692 z roku 2005, Jakost vod —
Zkouska inhibice rustu sladkovodnich zelenych tas.

Pfredmétem normy je metoda stanoveni toxickych ucinkti chemickych sloucenin na rist
planktonnich sladkovodnich fas. Jednodruhové fasové kmeny jsou po nékolik generaci,
minimalné vSak po tii, kultivovany v definovaném médiu, které obsahuje koncentra¢ni fadu
zkousSen¢ latky a inokula, a pravidelné je métfena hustota bun€k. Inhibice se méfi jako snizeni
rustu nebo rastové rychlosti v poméru ke kontrolni kultufe kultivované za stejnych podminek.
Narostla biomasa je nepfimo umérnd ucinku toxickych latek a pifimo Umérna trofickému
potencialu. Jako parametr je sledovan rist zelené tasy a narast po¢tu bun€k (tvorba biomasy).

Uvedené metody se v poslednich letech vyznamné rozvijeji a jejich nové modifikace
zahrnuji pouziti technik, jako jsou pratokova cytometrie, pouziti mikrodesti¢ek
a imobilizované tasy.

Vyznamnost fasovych testi v ekotoxikologii a proces hodnoceni rizika s jejich pouzitim
nedosahoval vzdy takového vyznamu jako v soucasné dobé. Tyto testy nebyly v minulosti
povazovany za dostatecné hodnotné ve srovndni s testy toxicity na zvifatech. Vyzkumem
ale bylo zjisténo, Ze srovnanim toxikologickych vyhodnoceni se testy fytotoxicity ukdzaly

NS4

Soucasné védecké znalosti vztahujici se k fytotoxickym testlim na chemickych latkach jsou
primarné zalozeny na laboratornich vysledcich testovani sladkovodnich druhti fas. Nékdy jsou
tyto vysledky testovani pouzity jako nahrada pro dalsi typy jinych testl fas sladkovodnich
1 motskych, cévnaté vodni rostliny a v nékterych piipadech i pro rostliny suchozemské.
Mimoto jsou laboratorni vysledky pro jednodruhové fasy pouzivany pro predpovidani ¢inka
latek na ekosystém. [21]
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Rasy jako zastupci primarnich producenti ve vodnich ekosystémech hraji
v ekotoxikologickém testovani vyznamnou roli. Rasové testy toxicity a trofie viak vyzaduji
ur¢ité vybaveni a materidlni i odborné zdzemi laboratofe. Ptesto jsou tyto testy pouzivany
i v ptipadech, kdy nemaji opodstatnéni a bylo by mozné biotest provést s jinymi producenty
(napf. testovani ptidy)

Rozliujeme Fasové testy trofie a toxicity s moiskymi a sladkovodnimi fasami. Rasové
testy trofie a toxicity na moiskych tasach postupuji dle normy Algal marine bioassay, ISO
10253 a pouzivaji rozsivku Phaeodactylum tricornutum, testy trofie a toxicity
na sladkovodnich fasach postupuji dle normy CSN EN ISO 8692, OECD 201.

Nekteré latky mohou v nizké koncentraci pusobit neskodné ¢i stimulacné, kdezto
ve vysoké koncentraci mohou pusobit toxicky. Napft. t€zké kovy plisobi jako mikroelementy,
pokud jsou zfedény v zZivném roztoku, ale naopak jako jedy, pokud se vyskytuji ve vysoké
koncentraci.

Testy toxicity, které vyuzivaji fasy, maji nezastupitelné misto v ekotoxikologickém
testovani. Jejich specificnost je také v tom, ze béhem doby expozice (3 — 4 dny) je toxickému
vlivu vystaveno 4 — 5 generaci populace, takze se v pfipadé¢ fas castéji hovofti
o subchronickém testu nez o testu akutni toxicity.

Pro monitoring zivotniho prostiedi je vhodnéjs$i vyuzit miniaturizované fasové testy
z diivodu identické vypovédni hodnoty s tzv. konvencnimi testy a navic maji podstatné vyssi
produktivitu, ktera je vhodna pro velkoplo$ny monitoring.

Rasové testy trofie a toxicity by se mély pouZivat predeviim pro testovani latek, které
se dostanou do vody, monitoring povrchovych, podzemnich a odpadnich vod a vodnich
ekosystému.[22]

V Ceské republice je za standardni test na povazovan test na sladkovodni ftase
Desmodesmus subspicatus (86.81 SAG), diive zndmé pod nazvem Scenedesmus subspicatus
a tfase Pseudokirchneriella subscapitata (61.81 SAG), dfive znamé pod nazvem Selenastrum
capricornutum. [23]

Testy se provad¢ji pouze ve vodnim prostiedi a pouzivaji se nejen pro hodnoceni toxicity
odpadt, ale také pro stanoveni ekotoxicity chemickych sloucenin a chemickych ptipravkda.
Jako parametr je sledovan rust zelené fasy a narist poctu bunék (tvorba biomasy). [10]

Princip testu spociva ve stanoveni toxického ucinku vodou vyluhovatelné latky na inhibici
ristu a rozmnozovani chlorokokdlni fasy v jednotlivych koncentracich sledované latky
ve srovnani s kontrolami v Cistém zivném roztoku. Pfi testu je vhodné zaznamendvat
1 odchylky od norméalniho tvaru bunék. [24]

16



Obr. 2: Desmodesmus quadricauda Obr. 3: Selenastrum bibraianum

Obr. 4: Desmodesmus subspicatus

2.7 Zakladni charakteristika ras

Rasy miizeme charakterizovat jako eukaryotické organismy, které uskuteiiuji fotosyntézu
spojenou s uvoliiovanim molekulového kysliku, pfi¢emz se tyto procesy d¢€ji v chloroplastech.
Nékteré jsou jednobunécné, jiné vlaknité nebo koloniové. Mnohé maji navenek strukturu
podobnou rostlindm, ale s velmi omezenou diferenciaci. Jejich rozméry jsou velmi rozdilné,
od mikroskopickych jednobunéénych fas az po makroskopické hnédé a Cervené tasy, které
dosahuji délky az 50 m.

Rasy jsou hlavnimi producenty organickych latek ve vodnim prostfedi, byt Ziji pouze
do hloubek, kam pronikd svétlo pouzitelné pro fotosyntézu. I kdyz jsou faktory ovlivitujici
rust fas ve sladkych vodach a v moti podobné, organismy v téchto dvou prostiedich jsou zcela
odlisné a jeden druh se jen velmi ziidka vyskytuje v obou prostiedich.

Ve vodnim prostiedi jsou dvé zékladni oblasti vyskytu fas — bentos a plankton, pficemz
typy fas jsou v nich zcela odlisné.
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V bentosu se nachazeji dvé rozdilné zivotni formy:
— pfipoutand a nepohybliva
— nepiipoutand, schopna vertikalniho a horizontalniho pohybu.

Pokud se v mélké vod¢, kde je dost svétla, ukladaji sedimenty, je tam bohata flora fas.
Zakladni podminkou jejich Zivota v tomto prostfedi je, ze se organismy udrzuji na povrchu,
a to bud’ tim, Ze jsou pohyblivé, anebo tvorti vlockovita seskupeni, ktera sedimentuji 0 mnoho
pomaleji nez anorganické Castice. Tyto fasy Casto rostou tak hojné, Ze je jejich nartst
viditelny pouhym okem a nejednou vystupuji az k povrchu, nebo je unaseji bublinky kysliku,
ktery se uvoliiuje v pribéhu fotosyntézy.

Ve sladkych a slanych vodach se ¢asto vyskytuji tytéz rody rozsivek, ale druhovy vyskyt
v obou prostfedich je odlisny.

Celkovy systém akvatickych mikroorganismi ovliviiuji tfi prolinajici se zakladni
parametry:
— intenzita svételného zafeni dopadajiciho na povrch sladkovodni a moiské vody
— tepelné vlastnosti vody
— proudéni zivin ve vode¢.

Primarni proces fotosyntézy, ktery uskuteciiuji fasy, zavisi na intenzité zafeni. V moftich
tato intenzita klesd s nartistajici zemépisnou Sitkou. Intenzita fotosyntézy je rozdilna
v ruznych hloubkéch, pfiCemz ftasy jsou exponované rozdilnym vlnovym délkam
pronikajiciho svétla. Cervend slozka spektra se absorbuje rychleji nez modra, ktera pronika
do vétsich hloubek.

Druhy hlavni u¢inek zéafeni dopadajicitho na vodu je jeho ohfivaci efekt. Zareni ohiiva
povrch vody a pfestup tepla do hloubky je rozdilny v jednotlivych rocnich obdobich.
V zimnim obdobi ftasy cirkuluji ptfes vétsi hloubky, a tak travi del$i ¢as v oblasti,
kde fotosyntéza neni mozna. Naproti tomu v 1ét€ zistavaji v teplé povrchové vrstvé vody,
ktera dostava i dostatek svétla. [25]

Rasy jsou energeticky zdroj nezbytny pro vétsinu vodnich ekosystémd. Zmény v jejich
hustoté a slozeni mohou ovlivnit chemickou a biologickou kvalitu dané lokality. Proto je
hodnoceni fytotoxicity zneciStujicich latek nezbytnou soucasti jakéhokoli vyhodnoceni
ekologického nebezpeci. Sladkovodni fasy jsou pro testy fytotoxicity pouzivany mnohem
castéji néz jakékoli jiné typy sladkovodnich nebo motskych rostlin, nicméné jsou pouzivany
mén¢ Casto nez zivoCisné druhy. I pfesto, ze nékteré rostliny jsou vuci jedovatym latkdm
méné citlivé nez zivocichové, bylo vyzkumem zjisténo, Ze fasy byly citlivéjsi nez Zivocichové
k riznym potencialnim kontaminantim.

Je zieymé, Ze citlivost rostlin a Zivocichli vici jedovatym latkdm je neptedvidatelna
a ze nelze predpokladat shodnost téchto testli. Proto je pouzivani fasovych testli nezbytné
pro odhad ohrozeni Zivotniho prostiedi.

Vétsina informaci, dostupnych odborné vetejnosti vztahujici se k fytotoxickym u¢inkiim
chemickych latek a dalSich potencidlnich jedovatych latek, je zaloZzena na vysledcich
pro nékolik tasovych druht, jako je Selenastrum capricornutum a n€kolik druhii tfidy
Scenedesmus. Rasa Selenastrum byla pouzita v n&kolika studiich v 70. a 80. letech 20. stoleti.
[17]
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2.8 Systematické rozdéleni ras

Fykologie je obor zabyvajici studiem fas a sinic. Dle fykologického hlediska Ize tasy
rozdelit do n€kolika oddélenti, jak je ndzorné zobrazeno na obr. 5.
Rasy pouzivané v normé CSN EN ISO 8692 patii do oddéleni Chlorophyta.

Plantae

Rhodophyta
Glaucophyta

Cryptophyta Chromophyta
Chromista /

\‘Dirmphyta

Cyanobacteria

Euglenophyta

) N,
Ostatni Haptophyta

Bactena

Chlorarachniophyta

Fungi

Archaebacleria Animalia

Obr.5: Rozdeéleni ras v ramci fykologie [26]

2.8.1 Oddéleni Chlorophyta

Zékladnim charakteristickym znakem celé skupiny je vyrazné zelené zbarveni, zpisobené
pfitomnosti asimilacnich pigmentd ve skladbé: chlorofyl a + b, o a B — karoteny
a xantofyly. V chloroplastu je pfitomen pyrenoid, coz je bilkovinné télisko pokryté
Skrobovymi zrny. Zasobni latkou je a - 1,4 - glukan a polyfosfatové granule volutinu. Povrch
buniky je tvofen polysacharidy, hemicelul6zou, pektinem a slizem (pokud je vylucovéan pory,
umoznuje pomaly pohyb).

Rozd¢€leni zelenych tas do jednotlivych taxonomickych tiid je ddno postavenim bicik1,
pribéhem mitdzy a charakterem bunécné stény. [27]
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2.8.2 Tvtida Chlorophyceae

Do této tfidy se fadi oba druhy pouZivané pro testy ekotoxicity dle normy CSN EN ISO
8692.

Vzhledem k obrovskeé §ifi tiidy Chlorophyceae nemaji spole¢nou ekologii, snad jen to,
ze velka vétSina zastupct jsou sladkovodni typy, ale zahrnuje také znacné mnozstvi zastupct
pudnich, aerickych a extrémofilnich.

2.8.2.1 Celkova charakteristika

Rasy se vyskytuji jako jednotlivé buiiky, kolonie, coenobia nebo trichalni
az heterotrichalni stélky. Vegetativni buiiky jsou vétSinou jednojaderné (vyjimku tvoii tad
Protosiphonales) a haploidni (diploidni fazi je jen zygota).

Bicikatd stadia jsou naha (coz je de facto jediny znak, ktery odliSuje skupiny
Chlamydophyceae a Chlorophyceae).

2.8.2.2 Vyznamny zdstupce

Rod Scenedesmus je na druhy nejbohatsi rod zelenych fas s poctem cca 150 druht, ktery
vetsinou zahrnuje planktonni druhy. Pro tento rod je typické sdruzovéni se bun¢k do coenobii
po 4, eventudlné po 8 (velmi vzacné po 16).

Z riznych po6la bunék mohou tréet do prostoru nejriznéjsi ostny, coz zapfticinilo piefazeni
do rodu Desmodesmus. Buiikky maji Casto i Zebrovani, coz je spolu s postavenim bunck
hlavnim determina¢nim znakem zafazeni do druhu. [28]

Nepohyblivy rod Scenedesmus se da kultivovat i uméle a mlize se pouzivat na pfipravu
krmiv nebo potravin. [25]

2.9 Metodologie testovani

Akutni fasové testy toxicity jsou provadény méné Casto nez testy chronické. Nekteré
metodiky fasovych testi jsou =zalozeny na populacnim rlstu [29], jiné pouzivaji
mikrodesticky [30], imobilizované fasy [31]...atd.

Soucasné pouzivané sladkovodni tasové testy byly vyvinuty béhem poslednich 20 let
nckolika organizacemi. Tyto testy byly navrzeny k provadéni testi s rychle rostoucimi fasami,
které jsou i1 dobte pocitatelné.
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Zakladni provedeni vSech fasovych testl je velmi podobné:
— sleduje ucinek toxické latky
— testuje vétSinou pét koncentraci dané latky
— vyhodnoceni provadi v exponencialni fazi ristu
— probiha ve 3 — 4 denni expozi¢ni dobé
— expozice probiha v zivinami obohaceném médiu, které je rozpusténo v nechlorované
vodée
— probiha za kontrolovanych podminek danych teplotou, pH a intenzitou svétla.

Ucinky chemické latky se sleduji na narlstu biomasy a rychlosti ristu fasy, které jsou
monitorovany denné, ve vét§in€ piipadi elektronickym nebo rué¢nim pocitdnim bunék.
Odpovéd’ rostoucich fas je ve vétsin€ pripadl inhibicni, ale mize byt i stimulacni.

Vysledky testu mohou byt ovlivnény nékolika faktory:
— vybérem druhu fasy
— intenzitou svétla
— teplotou trvanim testu. [17]

2.10 Prubéh rasového testu

Kultura se pfeockovava do zivného média v Erlenmayerovych bankach, ¢imz se ptipravi
zasobni inokulacni kultura fas, udrzovand za stejnych podminek jako kmenova kultura.
Rasové inokulum pro test se odebira z exponencialné rostouci inokulaéni kultury. Nejprve
se zjisti hustota inokula¢ni kultury v pocitaci komtirce Cyrus I. a po pfipravé fedici fady
testované latky se ke kazdé koncentraci i ke kontrole pfida stejny objem fasové suspenze, jejiz
mnozstvi se zjisti vypoctem. Kultivacni banky se uzaviou a umisti se do termoluminostatu
s osvétlenim 6 000 — 10 000 luxid a teplotou 27 + 2 °C. Test probihd po dobu minimalné
72 hodin. Od pocatku az po konec testu se hodnoti rist fasovych bunék v nasazenych
koncentracich s ¢etnosti jedenkrat denné. Hustota bun¢k se zjist'uje pomoci pocitaci komirky
Cyrus L.

Na konci testu se z naméfenych hodnot zjiStuje ristova rychlost p, ztéto hodnoty
se stanovi inhibice I, a nasledn¢ 1ze z této hodnoty stanovit efektivni koncentraci E.Csy,
kde index r znaci pouziti hodnoty ristové rychlosti. [3]

2.11 Faktory ovliviiujici prubéh rasového testu

Vysledky testu se povazuji za platné, jestlize jsou splnéna nasledujici kritéria:
1) hustota bunék u kontrolniho vzorku se musi v pribéhu 72 hodin zvysit vice
nez 16krat
2) pH v kontrolnim vzorku se nemé zménit béhem testu o vice nez 1,5 jednotky
3) zjisténa hodnota 72 hod E,Csy dichromanu draselné¢ho je ve shodé s vysledky
odpovidajicimi pro tento standard. [32]

21



Na prub¢eh fasového testu ma vliv nékolik faktor. Do nich se zahrnuji faktory nejen diive
popsané, jako koncentrace zkoumané latky, vybér organismu a dalsi, ale také faktory
nasledujici. [33]

2.11.1 Gradienty v laboratori

Rasy méni svoji morfologii v zavislosti na vng&j§ich podminkich. Pro podrobngjsi
biochemické, fyziologické a strukturni analyzy je nutné péstovat fasy v piesn¢ definovanych
podminkach, pficemz samoziejmé nelze sledovat vSechny podminky. A pokud se zamétime

vvvvvv

vliv teploty, ozafenosti a koncentrace zivin. [34]

2.11.2 Trvani testu

Na délku trvani testu je bran velky zietel, nebot’ miize velmi ovlivnit vysledek testovani.
Vétsina tasovych testd trvd 3 — 4 dny. Krat$i doba testovani byla doporucena pouze
pro ptipady, kdy se zkoumand chemickéd latka mize sorbovat na stény nadoby, ¢imz
se koncentrace chemické latky snizuje, a biomasa fasy muze rapidné rist, a také mohou nastat
zmény pH ve zkouSené vodé. Oproti tomu se testy trvajici del$i dobu, tedy 5 — 21 dni,
pouzivaji napt. pro sledovani stimula¢niho efektu. [35]

V posledni dob¢ je snaha o rozvinuti a validovani kratsiho testu, ktery by poskytl relativné
rychlé vysledky fytotoxicity. Pfikladem tohoto testu mlize byt test na mikrodesti¢kach. [36]

2.11.3 Intenzita svétla, teplota a pH

Intenzita svétla, teplota a pH mohou ovlivnit vysledky testu fytotoxicity. Toto tvrzeni lze
ocekavat uz z divodu, ze vSechny tyto veliiny ovliviiuji toxicitu chemickych latek pro vodni
zivocichy. S rostouci intenzitou svétla a teploty zpravidla roste i toxicita. [37]

Vliv pH je méné predvidatelny, nebot toxicita muze klesnout s rostoucim pH [3§]
nebo mize dosdhnout nejvétsi hodnoty na nekteré ze stiednich hodnot pH. [39] Problematika
pH je rozvedena v kapitole 2.11.5.

2.11.4 Kultiva¢ni nadoby

Standardni test doporuéuje E - lahve o objemu 250 ml. Tato technika kultivace u CSN EN
ISO 8692 je pro rozsahlejsi soubory téZkopadna a naro¢nd na praci. Tato i dalsi klasické
procedury doporucuji kultury o objemu 100 — 500 ml, coz klade velké naroky na prostor
a investice (klimatizace, temperace lazni i mistnosti). Takto velké objemy jsou ale vlastné
zbyte¢né, pro stanoveni poctu tfas ¢i optické hustoty i suSiny jsou tfeba tadové jen ml
suspenze.
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Nabizi se tedy kultury miniaturizovat a dosahnout tak zvétSeni poctu variant a opakovani
i uspory provozni. Dale pak vynechat ptfidavek hydrouhliitanu a sytit kultury plynnym
oxidem uhli¢itym. Odpadne tim nutnost Upravy pH vzorkli i1 nasledna alkalinizace.
Pro laboratorni ui¢ely neni cena CO; podstatna. [22]

2.11.5 Ziviny a jejich roztoky

Pro testovani organismil jsou pfedepsdna testovaci média, ve kterych je podstatna
koncentrace dusiku a fosforu, mikroprvkl, EDTA a forma dodéani uhliku.

Zdrojem C je v normé CSN EN ISO 8692 ptidavek NaHCO;. Tento zptisob zasobeni C je
vSak slabym mistem této normy a ptivedl ji do ,,pH pasti”.

V samotném znéni normy jsou totiz rozpory. Na strané¢ 10 se pozaduje piidavek
hydrouhli¢itanu a uprava pH zasobniho roztoku zivin na 8,1 + 0,2. Tato uprava pH je
ale zbyteCna. Zasobni roztok se fedi 8x, obohacuje riznymi koncentracemi testované latky
¢i vyluhu a nakonec inokulem. pH by se tedy mélo méfit, popiipad€ upravovat az na zacatku
samotné¢ho testu, v kultufe. Na téze stran¢ se soucasné uvadi: ,,Obvykle se zkouska provadi
bez upravy hodnoty pH...”

Zvyseni hodnoty pH na 8,1 £ 0,2 vSak je i podminkou vyuziti C z hydrouhli¢itanu
v kultufe a dale vlastné¢ dikazem piijmu C a zdravého pribehu fotosyntézy. Pokud
se hydrouhlicitan piida do kultury a pH se upravi na 8,1 + 0,2, pak je provzdusnovani
zbytecné, naopak se jim snizi pH a hydrouhli¢itan nemuze byt vyuzit.

Rasy jsou vétsinou schopny vyuZivat jako zdroj C nejen CO,, ale i hydrouhligitan,
vysledkem i podminkou je ale i alkalinizace média. ZvySeni pH o vice néz 1,5 vSak norma
povazuje za divod neplatnosti testu.

Dutvody pro eliminaci zmén pH jsou spravné, nebot’ pH miize ménit toxicitu tézkych kovii
a to ji nejen snizovat, ale i zvySovat. [22]

2.11.6 Média pro rasové testy

Dulezitou slozkou fasovych kultur a fasovych testil je Zivné médium. Koncentrace mikro-
a makronutrientti pfesahuje jejich koncentraci v pfirodnich vodéach a tudiz ovliviluje platnost
vysledkii pro environmentalni pouziti. Rasova kultura v Zivném médiu rychle roste a jeji
populace se muze béhem 24 hod zdvojndsobit az ztrojndsobit. Mimo média popsana
a publikovand v metodikach testli bylo publikovano mnozstvi dalSich vyhovujicich Zivnych
médii [40,41]. Vysledky jednotlivych testli se tedy mohou liSit v zavislosti na pouzitém
zivném médiu. [42]

VétsSimu prostoru pii zkoumani slozeni zivného média byla vénovana pozornost dusiku,
fosforu a EDTA. [43]

Jsou zndma rliznéd Zivna média pro testovani zelenych fas. Né&které piiklady jsou uvedeny

dale, ovSem pro testy provadéné v ramci této diplomové prace bylo pouzito zivné médium
dodané z Botanického ustavu AV v Tteboni.
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Pracovni roztok pro testy na zelené iase dle normy CSN EN ISO 8692
M¢édium se pfipravuje ze 4 zasobnich roztokt, které se lisi dle slozek. V Tab. 1 je uvedeno
sloZeni zivného média dle normy CSN EN ISO 8692.

Tab. 1: Hmotnostni koncentrace zivin v médiu [23]

Zasobni roztok Zivina Hmotrnostni koncentrace
v zasobnim roztoku
NH4Cl 1,5 g/l
i ) MgCl,.6H,0 1,2 g/l
Zasobni roztok 1: CaCl,.2H,0 1.8 g/l
makroslozky zZivin
MgS0.4.7H,0 1,5 g/l
KH,PO4 0,16 g/l
Zasobni roztok 2: FeCl;.6H,0 64 mg/l
Fe — EDTA Na,EDTA.2H,0 100 mg/l
H;BO5* 185 mg/l
MnCl,.4H,0 415 mg/l
Zasobni roztok 3: ZnCl, 3 mg/l
stopové prvky CoCl,.6H,0O 1,5 mg/l
CuCl,.2H,0 0,01 mg/l
Na,Mo004.2H,0 7 mg/l
Zas‘;’:;lrc"g; kd: NaHCO; 50 g/l
“ H3BO; muze byt rozpusténa piidanim 0,1 mol/l NaOH

Pracovni roztok pro testy na zelené rase dle Knoppa
Na VSCHT se pouziva pro testy na zelenych fasach pracovni roztok dle Knoppa, ktery
se ziska ptipravou Ctyt zasobnich roztoki soli a ptisluSnym fedénim vodou.

Tab. 2: Pracovni roztok pro testy na fasach dle Knoppa [3]

Zasobni S . . Pouzity objem zasobniho
roztok Chemikalie | Navazka/Objem vody roztoku nZ 1 6]00 ml Fedici vody
¢.1 KNOs3 10 g/ 1000 ml 10 ml v§e postupné
&2 K,HPO4 1 g/1000 ml 10 ml nadavkovat a
&3 MgS0,.7H,0 1g/1000ml 10 ml objem doplnit
&4 FeCl; 0,1 g/ 1000 ml 1 ml do 1000 ml
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Pracovni roztok pro testy na zelené rase, CCALLA Bristol BB médium
Médium piipravuje a dodavd CCALA, Botanicky ustav AV v Tteboni. Pouzivd ho
pro testovani latek na fasach a bylo pouzito i pro testovani v této diplomové praci.

Tab. 3: Slozeni zivného média Bristol BB

Médium BB (Bristol modif. Bold),BOLD (1949): pro vétSinu rasovych kultur
Roztok ,,a* (1000 ml) Roztok ,,b* (100 ml) Roztok ,,e (100 ml)
INaNO3 25 g [Chelaton I1I 5,0 g [ZnS0O4.7H,0 0,882 g
CaCl,.2H,0 2,5 g KOH 3,1 g MgCl,.4H,0 0,144 g
K>oHPO4 75¢g Roztok ,, ¢ (100 ml) Na,Mo004.2H,0 0,242 ¢
KH,PO4 17,5 g [FeSO4.7H,0 0,498 g | or MoO3 0,071 g
MgSQO4.7H,0 7,5 g [H2SO4 conc. 0,1 ml |CuS0,4.5H,0 0,157 ¢g
NaCl 25¢g Roztok ,,d“ (100 ml) Co(NOs),.6H,O 0,049 g

H;BO; 1,142 g

2.12 Vyhodnocovani testu

V tasovych testech byly zaznamendny rozdilné ucinky toxicity, vetné fyziologickych
a morfologickych zmén. Nicméné ve vétSin¢ piipadl se jednalo o inhibicni a v menSim
rozsahu stimula¢ni efekt toxikantu na biomasu. Stimulace rlstu se ovSem, i1 pfes sviij obcasny
vyskyt, ve fytotoxickych testech vétSinou neuvadi. [17]

Vysledky testl 1ze vyjadifovat pomoci metod ptimych i nepfimych:

Metody piimé:

= kvantifikace poctu fas (mikroskopicky, flow cytometricky)

= gravimetricky

= objemovou biomasou ( centrifugaci v kalibrovanych zkumavkach)

Metody nepiimé:

= stanoveni spalného tepla na mikrokalorimetru

= CHN analyza

= kvantifikace chlorofylu
= spektrofotometricky nebo pomoci fluorescence chlorofylu
= stanoveni rychlosti ptijmu kli¢ovych zivin, atd.

Kazda metoda vyhodnocovani testi ma své vyhody i nevyhody a tedy i rtizné uplatnéni
pro rizné typy vzorkl, napf. pro pocitani fas pod mikroskopem v potifebnych intervalech
se méti prirastky biomasy fas. Nejéastéji se pocitaji buiiky pod mikroskopem nebo se méfi
jejich absorbance na spektrofotometru pti 680 nm. [22]
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Vysledky testovani jsou vétSinou uvadény jako aktudlni pocet jedincli, zména rlstové
rychlosti nebo plocha pod ristovou kiivkou, z nichz se pocitaji hodnoty E,Csg a E,Cyj.

Rist je Casto vybran jako odpovidajici odezva k méfeni subletalnich efektl. Je nejenom
jednoduché ho kvantifikovat, ale spojuje také soubor biochemickych a fyziologickych efektt
v jednu hodnotu. [44]

Graficka interpolace je jednoduchou a uzite¢nou metodou k uréeni hodnot E.Csy a E.Cyo
[45] a 95% interval spolehlivosti mize poskytnout pouZiti linedrni a nelinearni metoda
regrese. [17]

Vysledky testl se tedy vyhodnocuji graficky nebo vyuzitim pocitacové techniky. Hodnota
E.Cso a E.Cjp se vypocitdva pro kazdy z paralelnich testl zvlast a vyslednd hodnota je
pramérem téchto hodnot.

Hodnoty E;Cs a E,Cj¢ se vyhodnocuji dvéma zakladnimi zpasoby:
1) stanovenim hodnot E,Csy a ErC;y pomoci rstovych rychlosti
2) stanovenim hodnot E,Csg a E,C;o pomoci integralii biomasy

2.12.1 Stanoveni hodnoty E,Csg a E,Cyy pomoci ristovych rychlosti

Tento princip je zaloZzen na porovnani ristovych rychlosti u fasové kultury v testovanych
roztocich a v kontrole:
Nejprve se vypocita rastova rychlost 4 dle rovnice:

_Inx, —Inx, 0
I, =1
kde: u — specifickd rastova rychlost,

t9 — doba zacatku zkousky,

t; — doba ukonceni zkousky,

Xp — jmenovitd pocatecni hustota bun¢k,
x; — hustota bunék méfena v dobé t;.

Z vypoctenych hodnot u pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolni vzorek se vypocita
inhibice v procentech pro kazdou testovanou koncentraci z nasledujici rovnice:

7 = H T H 100 )

“ 4,

kde: 1,; — inhibice v procentech pro zkouSenou koncentraci i,
Ui — stfedni ristova rychlost pro zkousenou koncentraci i,
U — sttedni rtistova rychlost u kontrolniho vzorku. [23]
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2.12.2 Stanoveni hodnoty E,Csy a E,C;9 pomoci integrali biomasy

Zékladem pro vypocCet hodnoty ECsy jsou ristové kiivky tasové kultury sestrojené
pro jednotlivé koncentrace, které se porovnavaji s kontrolou. Stanoveni inhibice ristu je
zalozeno na porovnani ploch pod rastovymi kiivkami ftasové kultury v kontrole
a v testovanych vzorcich (integraly biomasy).

Plocha pod riistovou kiivkou se vypocita pro kazdou testovanou kulturu z rovnice:

=(N1_N0)-t1 +(N1+N2_2N0)-(lz_t1)+ +(Nn71+N11_2N0)'(ln_tnfl)
) ) >

A

©)

kde: t; — je doba prvniho méteni od pocatku testu,
t, — je doba n — tého méfeni od pocatku testu,
Ny — jmenovita pocatecni hustota bunék,
N; — zméfena hustota buné€k v Case ¢;,
N, — zméfend hustota bunék v Case ¢,.

Z vypoctenych hodnot 4 pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolni vzorek se vypocita
inhibice riistu /; v procentech pro kazdou testovanou koncentraci z rovnice:

(4, —4,).100
O @)
kde: 14; — inhibice pro danou koncentraci zjisténa na zakladé porovnani ploch

pod ristovymi kiivkami,
A; — prumérna plocha pro danou koncentraci,
A, — primérna plocha pro kontrolni vzorek. [32]

2.13 Vyuziti testi toxicity v praxi

Testy toxicity se suspéchem pouzivaji ve vodarenstvi a to zejména pii havarijnich
situacich. Chronické testy jsou vhodné pro sledovani a kontrolu dlouhodobé plisobicich
nizkych koncentraci $kodlivin z bodovych i ploSnych zdroji. Testii toxicity Ize pouzit pro
sledovani jakosti vody ve vodarenskych tocich, kde je vhodna aplikace ryb pro vcasnou
signalizaci havarijnich zmén kvality surové vody pfitékajici na pravnu. Testovani na fasach
se pouziva zejména pro vodu ve studnich a rozvodnych systémech.

Dalsim odvétvim, kde se testy toxicity pouzivaji je Cistirenstvi vod, kde se testy vyuzivaji

ptedevsim pro zjisténi toxicity surovych odpadnich vod a v pfipadé havarii na tocich po tniku
necisténych splasSkovych nebo primyslovych vod.
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V papirenském ¢i energetickém primyslu s aplikaci biocidi ¢i inhibitorii koroze je vhodné
provedent testl toxicity akutni i chronické a v pripad¢ testl toxicity na fasach se zaznamenané
odchylky od ptvodniho tvaru buniky pouzivaji jako dalsi hodnotici kritérium. [3]

Hodnoceni ekotoxicity je soucasti pozadavkl ve vyhlaSce 376/2001 Sb. o hodnoceni
nebezpecnych vlastnosti odpadd, ve znéni pozdéjsich predpisti, a také v zdkladni chemické
legislativé v soucasnosti stale platné, tedy zakon 356/2003 Sb. o chemickych latkach
a chemickych ptipravcich , ve znéni pozdé¢jsich podpist.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a pomiicky

Pro praktické zpracovani diplomové prace byly pouzity dale popsané pfistroje a pomticky.

3.1.1 Spektrofotometr HACH DR/4000 U

Pro stanoveni koncentracni fady K,Cr,O; a naslednou korelaci mezi pocitanim
jednotlivych bunék fas na mikroskopu a jejich absorbanci na spektrofotometru.

Obr. 6: Spektrofotometr HACH DR/4000 U

Na spektrofotometru HACH DR/4000 U je pfednastaveno nékolik programt pro stanoveni
ruznych chemickych latek, jako je brom, chlor, chrom, olovo...atd., ale i pro stanoveni
rozpusténého kysliku, ozonu, turbiditu...atd.

Mimo téchto pfednastavenych programi je mozné si vytvofit vlastni program pro urcitou
latku a nastavit si parametry méfeni.

3.1.1.1 Parametry spektrofotometru HACH DR/4000 U pro fotometricka
méieni
V hlavni nabidce pfistroje se zvolila moZznost vytvofit User program.
Byly tedy vytvoteny dvé uzivatelské metody pro K,Cr,O7 s okyselenim H>SO4:

e UZivatelska metoda 21, ve které byla proméfena koncentracni fada v Sirokém
rozpéti koncentraci K,Cr,O7 od 0 do 200 mg/1
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Tab. 4: Tabulka nastaveni parametri metody 21

Metoda 21
Name: Cr Iva
Format: XX. XXX
Units: mg/l
Chemical form: 6

Lower limit: 0,000 mg/1
Upper limit: 200 mg/1
Wavelenght: 355 nm

Poté byla vytvoiena dal$i metoda 24 s mensim rozpétim koncentraci K,Cr,O7 od 0 do

40 mg/1

Tab. 5: Tabulka nastaveni parametrii metody 24

Metoda 24
Name: Cr-Iva-M
Format: XX. XXX
Units: mg/l
Chemical form: 6

Lower limit: 0,000 mg/1
Upper limit: 40,000 mg/1
Wavelenght: 355 nm

3.1.1.2 Stanoveni maxima absorbance K;Cr,0-

Pro stanoveni maxima absorbance byl pfipraven roztok K,Cr,O; o koncentraci 1 g/l
s destilovanou vodou do odmérné banky o objemu 25 ml. Na spektrofotometru se zvolila
moznost SCAN a zadalo se rozpéti vinovych délek 200 — 400 nm, ve kterém meélo byt
spektrum prométfeno. Nejprve se proméiila destilovana voda, kterd slouzila jako base-line,
a poté se proméfil roztok K,Cr,O7.

Vzhledem k jeho Spatné zietelnym pikiim se méfeni muselo zopakovat. Zkusilo se tedy
jednotlivé okyseleni 1 ml koncentrované H,SOj4 a poté 5 ml fedéné HCI 1:10. Z lepsiho grafu
byla odectena maximalni absorbance K,Cr,04.
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3.1.1.3 Stanoveni absorpéniho maxima iasové kultury

Ptipravil se roztok o objemu 10 ml, ve kterém byl 1 ml z&sobni kultury fas spolecné
s 9 ml destilované vody. Tento roztok byl prométfen funkci SCAN proti destilované vode
v rozmezi 300 — 700 nm a absorpéni maximum fas bylo zjiSténo pfi vinové délce 683 nm.

Déle se pripravily tfi roztoky fasové suspenze pro oveieni absorpcniho maxima a pro
zjisténi stability suspenze v ¢ase z dlivodu mozného usazovani fasové kultury v bankach.

Za timto ucelem byla vytvorena koncentracni fada metodou fedéni zasobni kultury:
1) Po dikladném promichani zasobni kultury se odebralo 10 ml zasobni kultury tas a toto
mnozstvi se nafedilo 40 ml destilované vody na celkovy objem 50 ml
2) Poté se odebralo 20 ml z roztoku 1 a nafedilo se 30 ml destilované¢ vody opét na
celkovy objem 50 ml
3) Nakonec se odebralo 20 ml zroztoku 2 a toto mnozstvi se opét natedilo 30 ml
destilované vody

VInova délka 683 nm se ve vSech ptipadech potvrdila a slouzila pro nastaveni parametru
vlnové délky v programu 25 s nazvem Iva-Algae, ve kterém se neudavaly zadné koncentrace
ani procenta, ale pouze se prométily absorbance 3 roztoki, které vytvotily koncentracni fadu.
Roztoky se nechaly 1hod 30 min odstat, a poté byly bez protiepani opét proméieny
programem 25. Bylo zjisténo, ze v tomto ¢asovém intervalu dochédzelo ke zmén¢ absorbanci,
coz potvrdilo pfedpoklad usazovani fasové suspenze.

3.1.2 Pocitaci komiirka Cyrus I

Pocitaci komirka Cyrus I slouzila pro poc€itani jednotlivych bunck fas pod mikroskopem
L1100B SM5A.

Obr. 7 : Pocitaci komiirka Cyrus |
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Tab. 6: Parametry pocitaci komiirky

Cyrus I
Objem: 0,01 ml
Plocha: 100 mm®
Hloubka: 0,10 mm
Pocet Ctvercii: 1600

Béhem kazdého pocitani se spocitalo 15 — 20 tad po 40 ctvercich. Pfi pocitani bylo
zjisténo, Ze pii okrajich kryciho sklicka dochazi k nerovnomérnému rozlozeni fas. Z tohoto
diivodu se pocitalo vzdy ve sttedu komurky a ne pti okrajich.

3.1.3 Binokularni mikroskop L1100B SM 5 A

Pro stanoveni poctu fasovych bunck v zasobni kultufe a korelaci mezi poctem tfasovych
bunék v riiznych koncentracich a jejich absorbanci na spektrofotometru.

Obr. 8: Binokularni mikroskop L1100B SM 5 A
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3.1.3.1 Postup stanoveni poctu bunék ras

Pro pocitani se pfipravovaly rizné¢ koncentrované roztoky bunck fas, které byly fedény
destilovanou vodou. Z nich se po dikladném protiepani odebralo vzdy 10 ul mikropipetou,
odebrany objem se nanesl na Cyrusovu komurku, piekryl krycim sklickem a komtirka se
upevnila do mikroskopu. Po spocitani se omyla komiirka i sklicko ethanolem, nechala se
oschnout a nanesl se dalsi roztok. Kazda koncentrace se spocitala 3 — 5 krat. Pokud se ¢isla
relativné shodovala, spocitala se tiikrat, jinak se pocitala pétkrat.

Pocty tas v jednotlivych fadach byly zaznamenavany a z jejich souctu byl vypoc€itdn pocet
bun¢k tas v 1 ml (X) dle normy CSN 75 7712: [46]

(3,

kde: X —pocet buné€k fas v 1 ml,
a — pocet jedincti nebo bunék v n ¢tvercich,
n — pocet vysetienych ctverct,
z — zahuS$téni vzorku,
K — celkovy pocet Etvercli v komtrce (Cyrus I: K = 1600),
V' — objem komurky (Cyrus II: V = 0,01 ml).

Se stfedni hodnotou vypocitanych ¢isel se dale pocitalo pfi fedéni roztokii pro korelaci.

Pro stanoveni korelace poctu fasovych bunék k fotometrickym tidajim byla urcena typova
fada koncentraci fas v 1 ml: 0, 1.10°, 5.10°, 1.10%, 5.10% 1.10°, 5.10°, 6,6.10°, 1,1.10°,
1,76.10° 2 2,2.10°.

Z jiz znamé koncentrace poc¢tu bunék fas v zdsobnim roztoku se napocital objem tohoto
roztoku, ktery se napipetoval do pfedem uré¢ené¢ho objemu 10 ml a doplnil destilovanou
vodou. Nasledné byl jesté teoreticky pocet bun¢k fas ve vysledném roztoku pirepocitdn na
procenta k zakladni zasobni kultuie.

Nejprve se pouze pro kontrolu proméfil funkci SCAN na spektrofotometru jeden z roztok,
z diivodu ovéfeni maximalni absorbance. Po ovétfeni byla nastavena dalSi metoda 27, ve které
se prom¢ftily roztoky a byla vytvorena koncentra¢ni fada zavislosti absorbance na koncentraci
bungk fas.

Z kazdého roztoku se odebralo 10 ul a spocital se pocet fas. Tento postup se u kazdé
koncentrace opakoval tfikrat.

Tab. 7: Tabulka nastaveni parametrii metody 27

Metoda 27

Name: Iva-rasy-d2

Format: XX. XXX

Units: %

Chemical form: OFF

Lower limit: OFF
Upper limit: OFF
Wavelenght: 683 nm
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Tentyz postup se na spektrofotometru zopakoval s zivnym médiem misto destilované vody.
Byly proméfeny koncentrace 0, 1.10°, 5.10°, 1.10*, 5.10%, 1.10°, 5.10°, 6,6.10%a 1,1.10°.
Koncentrace 1,1.10° se tentokrat pogitala za 100%. Na spektrofotometru byla pro toto méfeni
nastavena metoda 29 snazvem Iva-rasy-m2, ktera méla stejné nastaveni parametri jako
metoda 27, pouze jako base-line slouzilo Zivné médium.

Absorbance této koncentracni fady byla prométena po dvou dnech pro zjisténi rlstu fas.

Tab. 8: Tabulka sloZeni zivného média dodaného z Botanického tstavu AV v Tieboni

Médium BB (Bristol modif. Bold),BOLD (1949): pro vétSinu rasovych kultur

Roztok ,,a* (1000 ml) Roztok ,,b* (100 ml) Roztok ,,e“ (100 ml)
INaNO3 25 g [Chelaton I1I 5,0 g [ZnSO4.7H,0 0,882 g
CaCl,.2H,0 2,5 g KOH 3,1 g [MgCl,.4H,0 0,144 g
K>HPO4 75¢g Roztok ,, ¢ (100 ml) Na,Mo004.2H,0 0,242 ¢
KH,PO4 17,5 g [FeSO4.7H,0 0,498 g | or MoO3 0,071 g
MgSO,4.7H,0 7,5 g [H2SO4 conc. 0,1 ml [CuSO,.5H,0 0,157 g
NaCl 25¢g Roztok ,,d“ (100 ml) Co(NOs),.6H,O 0,049 g

H;BO; 1,142 g

3.1.4 Box pro predkultivaci, kultivaci a test

Box, ktery slouzil pro ptedkultivaci, kultivaci a samotny fasovy test byl realizovan
sklenénym uzaviratelnym akvariem, které bylo dostatecné¢ zasobovano vzduchem pomoci
akvaristického motorku, ¢imz byla soucasn¢ zajisténa izolace 1 provzdusinovani .

Banky s fasami bylo nutné umistit do mista, ve kterém byla intenzita osvétleni
6 000 — 10000 lux. Intenzita byla proméiena a kontrolovana luxmetrem TECPEL 536
a v mist€ nejvetSiho osvitu byla intenzita 6 473 lux. Osvétleni zajistovala lampa GLO TS5 HO
A — 3900 se zarivkou AQUA MEDIC, aqualine T5 s vykonem 24 W a v mistnosti byla
udrzovéana konstantni teplota 21 °C.

3.1.4.1 Priprava piedkultivace a inokula

Nejprve se ptipravil zivny roztok, ve kterém ptedkultivace probihala. K 50 ml zivného
média se pridalo 400 ml destilované vody a cely objem se fddné promichal. Z tohoto roztoku
se odebralo 100 ml, do kterych se ptidala zasobni kultura fas tak, aby vysledna koncentrace
fasové suspenze nepiesahovala 10 000 bunék fas/ml. Byla tedy zvolena koncentrace
7.10° fas/ml a ze znamého po¢tu bundk fas v zasobni kultufe se spocital objem 306 pl.
Z divodu dobrého odebrani tohoto objemu se mikropipetou odebralo 315 pl, coz odpovidalo
koncentraci 7,21.10° fas/ml.
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Timto zpisobem se pfipravily dva totozné roztoky, oba byly dikladné protiepany,
proméfeny na spektrofotometru metodou 27 a jejich absorbance byla zaznamenana. Poté byly
prelity do Sirokohrdlych Erlenmayerovych bané&k, které se piekryly zatkou z gazy. Oba
roztoky byly umistény do uzavieného boxu osvétleného zafivkou, pfi¢emz jeden roztok byl
provzdusnovan hadi¢kou a druhy pouze z prostoru provzduSnovaného boxu. Predkultivace
trvala 2 — 4 dny a byla pfipravena pro kazdy test samostatné.

3.1.5 Pribéh testu a vyhodnocovani

Po 2 — 4 dnech predkultivace se piipravil samotny test. JelikoZ se v normé CSN EN ISO
8692 udava jako E,Csy K,Cr,O7 hodnota 0,84 mg/l, byla zvolena koncentra¢ni fada 0, 0,4,
0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 1,0 a 2,0 mg/l, ktera se rozd¢lila na nékolik samostatnych testi.

Pied zacatkem pfipravy fasového testu se na spektrofotometru prométila absorbance
predkultivace a zjistilo se, zda od zacatku testu narostla. Ze zjisténé absorbance se spocitala
hustota buné¢k fas v roztoku a z ni potom potiebny objem do 25 ml, aby spliioval podminku
méné nez 10 000 fas/ml.

Do kazdé banky se nalila trocha roztoku ptipraveného jiz pro predkultivaci, kterym se poté
dopliioval zbytek objemu baiiky po rysku, napipetoval se vypocitany objem K,Cr,O; a
inokula a dikladné se promichal.

Pro kazdou koncentraci se pfipravil pouze jeden replikat kvili nedostatku mista. Kazdy
roztok byl proméfen na spektrofotometru a jeho absorbance byla zaznamenana jako nulova
hodnota na pocatku testu. Poté se vSechny roztoky promichaly, pielily do Sirokohrdlych
Erlenmayerovych ban¢k o objemu 50 ml, piekryly parafilmem a umistily do osvétleného
boxu.

Kazdych 24 hodin se vSechny roztoky dukladné promichaly, zméfily se jejich absorbance a
zaznamenaly se. Po 72 hodinach od nasazeni se test ukoncil a byl vyhodnocen v programu

Microsoft Office Excel pomoci vzorcti dle normy CSN EN ISO 8692:

Specificka rlstova rychlost:

Inx, —Inx
=T (M
t, —t,
kde: u — specifickd rastova rychlost,

t9— doba zacatku zkousky,

t; — doba ukonceni zkousky,

Xo — jmenovitd pocatecni hustota bun¢k,
x; — hustota bunék méfena v dobé t;.
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Inhibice v procentech (rastova rychlost):

lLlc _ltli
1, ="<""100 )

H.

kde: 1,; — inhibice v procentech pro zkouSenou koncentraci i,
u; — stiedni rastova rychlost pro zkouSenou koncentraci i,
U — stfedni ristova rychlost u kontrolniho vzorku.

P S -
Obr. 9: Rasovy test

Jednoduchym experimentem pro svételné podminky byl potvrzen vliv svétla na rlst fasové
kultury, jak je patrné z obrazku 5. Kultura, kterd byla vystavena osvétleni dle normy se
vyznaCovala rastem (viz nazelenalé zbarveni). Kultura, kterd nebyla vystavena dostateCnym
svételnym podminkdm, témét nerostla, coz se projevilo nezménénim zbarveni fasové
suspenze (viz témeft Ciry roztok).

Obr. 10: Dusledek riizné intenzity osvétleni
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni absorpéniho maxima K,Cr,0,

Absorp¢ni spektrum K,Cr,O; ma mit dle [47] dvé absorpéni maxima, pti¢emz prvni s nizsi
vlnovou délkou ma mit vyssi absorbanci.

Prvni roztok, pfipraveny pouze zifedénim zasobniho roztoku K,Cr,O7 destilovanou vodou,
mél vyS§i druhé maximum. Byly tedy proméfeny okyselené roztoky fedénou HCI
a koncentrovanou H;SO4, z nichz v magazinu uvedenym hodnotadm 1épe odpovidal roztok
s ptidanou H,SO4.

V nasledujicich grafech jsou znazornéna absorpcni maxima jednotlivych roztokii. Jediny
roztok s HSO4 mél prvni absorpéni maximum vys$si nez druhé a zaroven se hodnota maxima
témeét shodovala s udanou hodnotou.

Graf 1: Absorp¢ni spektrum neokyseleného roztoku
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Graf 2: Absorpéni spektrum roztoku okyseleného fedénou HC1 1:10
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Graf 3: Absorp¢ni spektrum roztoku okyseleného koncentrovanou H,SO4
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Prvni koncentra¢ni fada K,Cr,O7 byla vytvofena pro kontrolu fedéni. Mensi koncentracni
fada se méfila do koncentrace 40 mg/l, nebot’ pro samotny test se pouzivaly velmi malé

koncentrace.

Zasobni roztok K»,Cr,0O7 o koncentraci 1 g/l byl fedén do banék o objemu 50 ml.
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Graf 4: Koncentra¢ni fada K,Cr,O7 pro rozpéti koncentraci od 0 do 200 mg/1
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Graf 5: Koncentrac¢ni fada K,Cr,O7 pro rozpéti koncentraci od 0 do 40 mg/1
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4.2 Stanoveni absorpéniho maxima rasové kultury

Prométfenim spektra mezi vinovymi délkami 300 — 800 nm bylo nalezeno absorpéni
maximum bunék fas pfi vinové délce 683 nm. Oproti vinové délce udavané ve zdroji [22]
se lisilo pouze o 3 nm. Proto se dale vse tykajici bun¢k fas métilo pii vinové délce 683 nm.

Graf 6: Absorp¢ni spektrum fas
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Prvni koncentracni fada bunck tas méla zjistit, jak moc se roztok bunék fas po urcité dobé
usadi. Zmétena absorbance po 1,5 hod od nafedéni ukézala, ze se fasy pomalu usazuji
a Ze pii testu bude nutné pred kazdym méfenim roztoky diikladné protiepat.

Tab. 9: Tabulka usazovani fas v zavislosti na ¢ase

Roztok | Absorbance v 0 hod | Absorbance po 1,5 hod
1 0,125 0,116
2 0,053 0,049
3 0,022 0,020

4.3 Stanoveni poctu bunék ras v zasobni kultuie

Sladkovodni fasa Desmodesmus subspicatus, diive zndmy pod ndzvem Scenedesmus
subspicatus, by se dle [3] m¢l vyskytovat jako coenobium po 4, event. po 8 buiikach, pticemz
4bunécnd coenobia jsou vesmés tvoiena fasou Scenedesmus quadricauda, avsak Scenedesmus
supspicatus se muze vyskytovat jak v coenobiich, tak také v bunécné forme.

V norm& CSN EN ISO 8692 je na strané 7 uvedena poznamka, Ze oba druhy fas jsou
planktonni zelené tasy a v kultufe jsou obvykle jednobunééné.
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V dodané kultute Desmodesmus subspicatus (CCALA, Botanického ustavu v Tfeboni, AV
CR) se prevazné vyskytovaly samostatné buiiky fas. Pro poéitani fasovych kultur se b&zné
pouzivaji po€ty bunck nebo coenobii a zjiz vySe uvedené¢ho divodu byly veSkeré pocty
provadény na pocet fasovych bun¢k (jedinct).

Obr. 11: Scenedesmus subspicatus pod mikroskopem pri zvétseni 200 x

Spocitané buiiky fas se secetly a jejich pocet se dosadil do rovnice (5).
Tedy napft. pro prvni soucet 862 tas se tato hodnota dosadila do vzorce:

_862.1600

=————— =2,29.10buné&k fas/ml
0,01.1.600

Vysledek se potom musel vynasobit fedénim, tedy v prvnim piipad¢ 10, jelikoz byl roztok
ziedén 10x. Vysledné Cislo potom udavalo pocet fas v zasobni kultute v 1 ml.

X =2,29.10° bungk fas/ml
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Tab. 10: Roztok 1 ml zasobniho roztoku tfas s 9 ml destilované vody, odebrano 10ul,
vySetieno 15 tad po 20 ctvercich, X nasobeno 10

V)i:?(;zle(ny Pocet fas I | Pocet ias I1 | Pocet Fas III | Pocet Fas IV | Pocet Fas V
1 59 41 31 86 62
2 81 45 42 80 57
3 54 43 27 87 54
4 62 50 33 77 54
5 52 41 26 68 51
6 64 40 23 51 53
7 60 46 28 64 51
8 62 49 16 66 51
9 57 48 20 64 64
10 60 62 38 60 74
11 54 49 25 66 55
12 53 39 26 60 76
13 49 46 31 60 49
14 52 33 32 50 51
15 43 42 17 53 61
Soucet i‘as 862 674 415 992 863
P‘V’cle‘;las 2,29.10° 1,79.10° 1,11.10° 2,65.10° 2,30.10°
Tab. 11: Pocty bunék tas pro zasobni kulturu
2 ml zdsobni kultury rFas nafedény do 10 ml destilovanou vodou
Vysetieno 15 fad po 40 ¢tvercich, X ndsobeno 5
Soucet i‘as 2049 1096 1819 1738 -
Poletfasviml | 2,73.10° 1,46.10° 2,43.10° 2,32.10° -
1 ml zasobni Kultury Fas naredén do 250 ml destilovanou vodou
Vysetieno 20 tad po 40 ¢tvercich, X ndsobeno 250
Soucet Fas 37 44 54 42 39
Poetfasviml | 1,85.10° 2,2.10° 2,7.10° 2,1.10° 1,95.10°
0,5 ml zasobni kultury ras naredéno do 250 ml destilovanou vodou
Vysetieno 20 tad po 40 ¢tvercich, X ndsobeno 500
Soucet Fas 21 25 24 21 -
Pofetfasviml | 2,1.10° 2,5.10° 2,4.10° 2,1.10° -

Ze vsech vypocitanych ¢isel vyjadiujicich pocet fas v 1 ml se spocitala stfedni hodnota,
ktera je v rovna 2,25.10° a zaroveti se z téchto hodnot spogitala smérodatna odchylka.

Lze tedy fici, ze poCet bun¢k fas v 1 ml zasobni kultury je roven 2,25.10° + 4,11.10°,
tedy lezi v intervalu <1,84.10%;2,66.10%>.
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4.4 Korelace poctu bunék ras pod mikroskopem s fotometrickym méfenim

koncentraci Fasovych bunék

Pro korelaci poctu fas pod mikroskopem s spektrofotometrickym méfenim fasovych
suspenzi bylo nejdiive nutné si dle navrzené koncentracni fady spocitat objem zdsobni
kultury.

Tab. 12: Tabulka jednotlivych roztokl pro korelaci

NavrzZena Obiem Spocitana %
Roztok koncentrace f'asJ o) koncentrace koncentrace A
(pocet Fas/ml) a (pocet Fas/ml) poctu ias
1 0,0 0 0,00 0,00 0,000
2 1,00.10° 22 1,01.10° 0,04 0,002
3 5,00.10° 22 5,04.10° 0,22 0,004
4 1,00.10* 45 1,03.10* 0,45 0,006
5 5,00.10* 220 5,04.10* 2,20 0,026
6 1,00.10° 450 1,03.10° 4,50 0,050
7 5,00.10° 2270 5,20.10° 22,70 0,249
8 6,60.10° 3000 6,87.10° 30,00 0,328
9 1,10.10° 5000 1,12.10° 50,00 0,552
10 1,76.10° 8000 1,83.10° 80,00 0,872
11 2,29.10° 10000 2,29.10° 100,00 1,090

Graf 7: Koncentrac¢ni fada bunék tas v destilované vodé prométena metodou 27

1,2

1,0 -

0,8 ~

y = 0,0109x + 0,0016
R>=1

< 0,6
0,4 -

0,2

0,0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

koncentrace ras (%)

43



Graf 8: Koncentra¢ni fada bunék fas v zivném médiu proméfena metodou 29
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Samotné pocitani bun€k fas pro korelaci probihalo stejnym zplisobem, jako se stanovoval
pocet bunék fas v 1 ml. Z kazdého roztoku bylo opét odebirano 10 pl na Cyrusovu komurku a
bylo pocitano 20 fad po 40 ctvercich, tedy 800 ¢tverct. Kazdy roztok byl spocitan ttikrat.

Tab. 13: Pocitani bunék tas pro korelaci

Roztok 2 Poclitani bunék ras | Poéitani bunék ras Podéitani bunék ras
I 1| 11|
Soucet bunék ras 5 4 4
Pocet bunék v 1 ml 1,0.10° 0,8.10° 0,8.10°
Roztok 3 | I 11|
Soucet bunék ras 20 30 23
Pocet bunék v 1 ml 4,0.10° 6,0.10° 4,6.10°
Roztok 4 | I 11|
Soucet bunék ras 44 45 47
Pocet bunék v 1 ml 0,88.10* 0,9.10* 0,94.10*
Roztok 5 | I 11|
Soucet bunék ras 278 242 227
Pocet bungk v 1 ml 0,56.10° 0,48.10° 0,45.10°
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Tab. 14: Srovnani fasovych bunék teoretickym vypoctem a spocitanim fasovych bunck

v roztocich pod mikroskopem

Roztok Spocitana konc. Prum. konc. | Predpokladany | Skutecny pocet
(pocet Fas/ml) (pocet Fas/ml) pocet Fas ras
1 0,00 0,00 0 0
2 1,01.10° 0,87.10° 1008 867
3 5,04.10° 4,87.10° 5038 4867
4 1,03.10* 0,91.10* 10305 9067
5 5,04.10° 4,98.10* 50380 49800

Vzhledem k namétfenym vysledkiim Ize fici, zZe koreluje pocet bunck fas pod mikroskopem
s jejich absorbanci v roztocich.

Po dvou dnech byla opét proméfena absorbance bunék fas v zivném médiu metodou 29.
Bylo zjisténo, ze fasy exponencialné rostou a mohly se proto pouzit pro samotné testovani.

Graf 9: Rustové ktivky roztokl fas v zivném médiu v Case 0 a 48 hodin
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4.5 Predkultivace

Do 100 ml zivného roztoku bylo pfidano 315 pl fas , pficemz vypocty se provedly stejné
jako u korelace. Vysledna koncentrace v roztoku tedy byla 7,09.10° fas/ml.

Tab. 15: Absorbance piedkultivaci pfi nasazeni a po 3 dnech

Roztok A (0 hod) A (72 hod)
S provzduSiovanim 0,006 0,352
Bez provzdusiiovani 0,006 0,118

Po zméfeni absorbanci bylo zjisténo, ze v provzdusiiovaném roztoku fasy rostly lépe,
avSak za tfi dny predkultivace se odpaftila vice nez tfetina zivného roztoku. Z tohoto divodu
se pfi samotném testu banky umistily do uzavieného boxu, do né¢hoz byl vzduch hadickami
privadén, ale nebyl zaveden do jednotlivych ban€k. Test probihal ve 25 ml Zivného roztoku
a béhem tii dnil by se mohla jeho pfevazna ¢ast odpafit, coz by negativné ovlivnilo vysledek
testovani, doslo by k zahusténi ptivodni kultury.

4.6 Rasovy test se standardem K,Cr,0,

Byly provedeny ctyfi fasové testy v rizném rozpéti zkouSenych koncentraci standardu
KzCI‘zO7.

4.6.1 Rasovy test A s K,Cr,07 v rozpéti koncentraci 0,75 — 0,9 mg/l

Pro prvni test se odebiralo inokulum zroztoku bez provzduSnovani a byly zvoleny
koncentrace 0; 0,75; 0,80; 0,85 a 0,9 mg K,Cr,O7/1.

Nameétfend absorbance se dosadila do rovnice regrese koncentratni fady prométené
metodou 27:

Rovnice regrese: y=0,0109x + 0,0016 (6)

o 0,118—-0,0016 _ 10,68%
0,0109
Poté se z celkového poctu fas v zdsobnim roztoku spocital pocet tas v predkultivaci napf-.:

~2,25.10°.10,68
100

X =2.40.10°

Z tohoto roztoku potom byly spocitany potfebné objemy pro jednotlivé koncentrace.
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Tab. 16: Tabulka roztoki K,Cr,0O4

Roztok Pozadovana Objem zasobniho
koncentrace (mg/l) roztoku (ul)
1 0,00 0
2 0,75 375
3 0,80 400
4 0,85 425
S 0,90 450

Tab. 17: Tabulka naméfenych a vypocitanych hodnot prvniho fasového testu

Roztok A (0 hod) A (24 hod) A (48 hod) A (72 hod)

1 0,004 0,021 0,061 0,157

2 0,004 0,012 0,013 0,027

3 0,004 0,012 0,012 0,023

4 0,004 0,011 0,012 0,016

5 0,004 0,009 0,011 0,015
Roztok Pocet bunék i‘as | Pocet bunék Fas Pocet bunék iras Pocet bunék iras

(0 hod) (24 hod) (48 hod) (72 hod)

1 4800 38800 118800 310800

2 4800 20800 22800 50800

3 4800 20800 20800 42800

4 4800 18800 20800 28800

5 4800 14800 18800 26800
Roztok n 24 p 48 p (72 hod) L

1 0,087 0,044 0,058 0,000

2 0,061 0,031 0,033 43,430

3 0,061 0,031 0,030 47,539

4 0,057 0,028 0,025 57,038

5 0,047 0,023 0,024 58,763
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Graf 10: Ruastové kiivky fasového testu
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Graf 11: Inhibice ristu bun¢k fas porovnanim riistovych rychlosti
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jejichz odlogaritmovanim se ziskaly kone¢né hodnoty E,Co a E,Csy.

Tab. 18: Tabulka vyslednych hodnot fasového testu dle CSN EN ISO 8692

logc | ¢ (mg/l)
E.Cso -0,093 0,808
E.Cio -0,282 | 0,522

se ziskaly hodnoty log c,
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4.6.2 Rasovy test B s K,Cr,0; v rozpéti koncentraci 0,75 — 0,9 mg/1

Graf 12: Rastové kiivky fasového testu
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Tab. 19: Tabulka vyslednych hodnot fasového testu dle CSN EN ISO 8692

logc | c(mg/)
E.Cs | -0,148 | 0,711
E.Ciyo | -0,385 | 0,412
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4.6.3 Rasovy test s K,Cr,07 v rozpéti koncentraci 0,4 — 1 mg/l

Graf 14: Rastové kiivky fasového testu
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Tab. 20: Tabulka vyslednych hodnot fasového testu dle CSN EN ISO 8692

logc | ¢ (mg/l)
E.Cso -0,156 | 0,697
E.Cio -0,419 | 0,381
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4.6.4 Rasovy test s K,Cr,07 v rozpéti koncentraci 0,4 — 2 mg/1

Graf 16: Rastové kiivky fasového testu
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Graf 17: Inhibice ristu fas porovnanim ristovych rychlosti
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Tab. 21: Tabulka vyslednych hodnot fasového testu dle CSN EN ISO 8692

logc | ¢ (mg/)
E.Cs | -0,154 | 0,701
E.Cio | -0,518 | 0,303
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4.7 Shrnuti vysledkii

Z vyslednych hodnot ¢ty fasovych testli byly vypocitany priméry E.Csy a E,Cjy a byly
stanoveny smérodatné odchylky téchto efektivnich koncentraci.

Tab. 22: Tabulka primérnych hodnot fasovych testil

0 E,C; (mg/l) | Smérodatna odchylka
E.Cso 0,729 0,046
E.Cio 0,405 0,079

Hodnota E,Ciy se tedy pohybovala vrozmezi <0,683;0,775>mg/l a hodnota E,Csg

v rozmezi <0,326;0,484> mg/l.
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5 ZAVER

Z provedenych testl byla stanovena hodnota E.Csy dichromanu draselného, zjisténa
hodnota E,Csy byla 0,729 + 0,046 mg/l. V norm¢ CSN EN ISO 8692 se uvadi hodnota
0,84 + 0,12 mg/l, to znamena vyskyt hodnoty E,Cs v intervalu <0,72; 0,96> mg/l. Lze tedy
fici, ze zjiSténd hodnota vyhodnocena z provedenych testli se nachézi v intervalu hodnot, ktera
je uvedena v normé CSN EN ISO 8692. Na zakladé zjisténého vysledku je zvolena metodika
a vybrané experimentalni zafizeni a uspotfadani experimentu zcela vyhovuje standardnim
podminkam testu dle CSN normy.

Zkouska inhibice rastu sladkovodnich zelenych fas dle normy CSN EN ISO 8692
je metoda ¢asové velmi naro¢nd. Vzhledem k tomu, Ze bylo nutné zjistit korelaci mezi poctem
bun¢k fas pomoci mikroskopické techniky a spektrofotometrickym méfenim, bylo nutné
propocitat pod mikroskopem kazdou koncentraci roztokl tas n€kolikrat. Potvrzenim korelace
mezi poctem bun¢k tas a spektrofotometrickym méfenim, bylo mozné pouzivat k hodnoceni
fasového testu uz pouze spektrofotometrické meéteni, a tim se tedy celé vyhodnoceni
experimentu velmi urychlilo. Ze zjisténé korelace vyplyva, Ze k vyhodnocovani tasovych
testl 1ze s Gispéchem vyuzit spektrofotometrické techniky.

Protoze tasovy test trva od nasazeni testu po ukonceni celkem 4 dny a v pribéhu testu je
nutné odecitani absorbance jedenkrat za 24 hodin, s vyuzitim fotometrie se prace velmi
urychli a také se usnadni manipulace s fasovymi kulturami a snizi se riziko kontaminace
rasovych kultur. Zaroven se dostate¢né udrzi standardni parametry testu a test tedy probiha
kontinudlné bez vétsiho naruseni.

V pritbéhu testovani a z vysledkl bylo zjisténo, Ze testovani ovliviiuje nejen provzduSnéni,
ale 1 osvétleni. Provzdusinovani by bylo vhodné pro kazdou zkouSenou koncentraci zvIast,
nebot’ fasy 1épe rostly Bylo by ale nutné zabranit velkému odpafovani (témet tfetinového
objemu) a tim zahusSténi fasové suspenze, bez n¢hoz by pak vysledky testu mohly byt do
ur¢ité miry zkreslené. Z tohoto diivodu se jako nejvhodnéjsi jevi zpiisob velmi intenzivniho
provzdusiovani celého boxu.

Také byl sledovan vliv osvétleni. U dvou roztokli o stejné koncentraci, které mély
na pocatku testu totoznou absorbanci, tudiz i koncentraci bunék, se béhem 3 dnli testovani
vysledna absorbance ftasové kultury velmi liSila, coz bylo provedeno experimentem
se standardnim osvétlenim a osvétlenim sniz§i intenzitou, jak bylo zdokumentovéano
na obrazku ¢. 10. Pro uspéSny rist fasové kultury je tedy nutné zajistit osvétleni v rozsahu
6 000 — 10 000 lux a pro rovnomérngj$i rozptyl osvétleni je vhodné box svételn¢ odstinit
od okoli, coz miize byt realizovano pomoci hlinikové folie (alobalu, alu folie, lepici stinici
folie).

Prace potvrdila moznost realizace testu v podminkach ekotoxikologické laboratote ¢. 4059
Ustavu chemie a technologie ochrany Zivotniho prostfedi, FCH VUT v Brmé&. Zavedeni
fasového testu umoziuje dalsi prace v oblasti ekotoxikologie na Ustavu chemie a technologie
ochrany zivotniho prostfedi s vyuzitim fasovych testl, a tim se také rozsifi spektrum jiz
provadénych testl v této laboratofi ekotoxikologie.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ISO — International Organization for Standardization

OECD — Organisation for Economic Co-operation and Development
U.S. EPA — U.S. Environmental Protection Agency

ASLAB — Akreditacni stfedisko laboratofi

CIA — Cesky institut pro akreditaci

CCALA — Culture Collection of Autotrophic Organisms

X — pocet bunék fas v 1 ml

a — pocet jedincti nebo bunék v n Ctvercich
n — pocet vySetienych Ctvercii

z — zahuSténi vzorku

K — celkovy pocet ¢tverct v komtrce

V — objem komtrky

u — specificka riistova rychlost

to — doba zacatku zkousky

153 — doba ukonceni zkousky

X0 — jmenovitd pocatecni hustota bunck

Xr — hustota bunék méfena v dobé t;.

L — inhibice v procentech pro zkouSenou koncentraci i

Ui — stiedni rastova rychlost pro zkousenou koncentraci i

Ue — stfedni rastova rychlost u kontrolniho vzorku

E.Cx — efektivni koncentrace zkouseného vzorku, ktera ma za nasledek x%
sniZeni specifické rastové rychlosti ve vztahu ke kontrolnim vzorkiim

E.Cso — efektivni koncentrace zkouseného vzorku, ktera ma za nasledek 50%
sniZeni specifické ristové rychlosti ve vztahu ke kontrolnim vzorkiim

E.Cio — efektivni koncentrace zkouseného vzorku, ktera ma za nasledek 10%
sniZeni specifické ristové rychlosti ve vztahu ke kontrolnim vzorkiim

o — prumér

A — absorbance

c — koncentrace

A — vlnova délka
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