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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace je zaméfena na studium fasovych testl. V ramci prace byla
provedena reSerSe shrnujici poznatky o veskerych zpisobech testovani ekotoxicity na fasach.
Prace se zabyva stru¢nym popisem fas, jakozto testovacimi organismy a jejich vyuziti
v testovani ekotoxicity.

ABSTRACT

This bachelor thesis is aimed at the study of algal tests. Within the frame of this thesis I
have performed a literature research into findings about all possibilities algal tests in
ecotoxicity. This work is engaged in short description green algae, as a testing organisms and
their usage for ecotoxicological evaluation.
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1 UVOD

Moderni doba sebou ptinasi velky pokrok v technologickych odvétvich, avsak ten je také
spojen se vzrlstajici mirou znecisténi Zivotniho prostiedi. Stejné jako rostliny, Zivo€ichové,
tak 1 my jsme jeji nedilnou soucasti, proto se stale snazime zdokonalovat metody stanoveni
ekotoxickych latek v ve slozkéch Zivotniho prostfedi. Zatimco chemické analyzy vypovidaji
pouze o koncentraci a typu dostupnych polutantii ve vzorku, ekotoxikologické biotesty nam
podavaji informace o ptitomnosti polutantli pro Zivé organismy a jejich u¢inku na organismy.
Rasové testy jsou v posledni dobé nedilnou soucasti biotestll. A stejné jako ve vétsing
soucasnych odvétvi se vyzkum specializuje na snizeni ndkladli a narocnosti, plati to 1 pro
fasové testy. Proto se v posledni dob¢ objevuji mikrotesty, které budou v praci rozebrany a
porovnany se standardnimi postupy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Ekotoxicita

Toxicita byvd definovana jako jedovaty ucinek znecistujici latky (polutantu), ktery
potlacuje az zcela ni¢i zivot v ekosystémech.[1] Ekotoxicita je jednou ze zdkladnich
charakteristik chemickych latek, piipravkii a odpadi. Hodnoceni této vlastnosti je u nds,
stejn€ jako v EU, dano legislativng.[2]

2.2 Biologické testy toxicity (Biotesty)

Biotesty jsou pouzivany pro hodnoceni ekotoxikologickych vlastnosti latek. V dnesni dobé
se jako testovaci organismy pouziva Sirokd Skdla bakterii, sinic, fas, vySSich rostlin,
perloocek, ryb, mysi az po opice. Ackoliv chemické analyzy latek, ptipravkid, odpadnich vod,
atmosférickych srazek, vyluhl a splachti poskytuji dilezité informace o jejich nebezpecnych
vlastnostech, nemohou dostatecné poskytnout udaje o toxicité jednotlivych latek, zejména
pokud jde o jejich smési. Za timto ucelem je nutno pouzivat pravé biologické metody
hodnoceni, tzv. biologické testy toxicity.[1]

Biotest (,,Bioassay*) je definovan jako zkouska, ktera stanovi mnoZstvi nebo koncentraci
latky v prostfedi pomoci reakci zivého organismu. V SirSim pojeti se jedna o stanoveni
biologického Uc¢inku néjaké latky nebo faktoru prostfedi. Protoze v ptirod¢ plsobi faktory
komplexné¢, voli se preferenéné¢ metody laboratorni. Laboratorni testy pouzivaji jediny druh
organismu, ktery je vystaven zménam jediného faktoru za €asovy interval v kontrolovanych
podminkach.[1, [3]

Biotest vétSinou nemiize fici presné, kterd latka a vjakém mnoZstvi je v ptisluSném
vzorku, to je vyhrazeno az chemické analyze, mize vSak velmi jednoduse a rychle fici, zda je
¢i neni ve vzorku biologicky aktivni latka.[4]

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 testlh hodnoceni toxicity (ekotoxicity) je
hlavné v tom, Ze postihuji souhrn ucinkt vSech ptritomnych komponent a soucasné¢ také latek,
které nebyly chemickymi analyzami prokazéany, v testovaném roztoku na testovany material
(organismus, kultura, tkan, buiika). Hlavnim cilem testd na biologickém materidlu je
stanoveni hrani¢ni koncentrace (LCsg), ve kterych je mozny Zivot testovanych organismu.
Testy provadéné na vodnich organismech jsou vhodné pro hodnoceni nové vyvinutych a do
praxe zavadénych chemickych latek, odpadi na skladky, havarii s nasledkem priniku
odpadnich vod do povrchovych ¢i podzemnich vod.[1, [5]



Déleni biologickych testi
Testy toxicity na vodnich organizmech (biotesty) se mohou provadét v podstaté na tfech
urovnich:

* na urovni bunék, tkani (pouzivaji se pro teoretické objasnéni poznatkil ziskanych
pti pokusech na organismech, vyhodou je jejich dobra reprodukovatelnost a naopak
nevyhodou je zna¢né odlisnost vysledki ,,in-vitro* od vysledk ,,in-vivo*)

" na urovni organismi (miZeme se setkat s potiZemi  spojenymi
s reprodukovatelnosti)

* na urovni spolecenstev, biocendz (sleduje se toxicky ucinek v ptirodé ¢i na modelu,
nevyhodou je fakt, ze toxicky ucinek se nemusi projevit vzdy stejné, rizné reakce
na urcity druh, naruSeni potravnich fetézci) [6]

Nejvice jsou v soucasnosti pouzivané testy na Urovni organismi. Vybér organismi
k testim toxicity je provadén tak, aby byly postizeny jednotlivé trofické trovné ve vodnim
prostfedi. Znamena to prakticky Ctyfi Grovné, a to bakterie, fasy, zooplankton a ryby. Tyto
testy maji Siroké pouziti pii hodnoceni chemickych latek, ptipravkl, vyluhG tuhych
primyslovych odpadt, sedimentl a odpadnich vod. Nejcastéji se aplikuji akutni testy toxicity,
hlavn¢ v monitorovacich programech. Tyto testy jsou doplnény testy chronickymi
a reproduk¢nimi, testy genotoxicity, testy bioakumula¢nimi a dal$imi.[5]

Biologické testy, pouzivané od 60. let, prochdzely riznymi zménami za cilem, co nejvice
je zjednodusit a sniZit provozni naklady. V 80. létech si ochrana prostiedi vyzadala zvySenou
potiebu zapojit vétsi mnozstvi biotestd, zvlast' pii ekologickych havariich, kdy bylo nutné
ziskat rychlou odpovéd’. RovnéZ nartlstajici produkce novych chemickych latek si vyzadala
zapojeni fady biotestll. Zaroven byla potifeba postihnout multitroficky stupen ekotoxického
odhadu a to byl dalsi stupent vyvoje biotestll. Proto déleni biotestd podle Ch. Blaire na tfi
generace:

* makrobiotesty, klasické testy (standardni, konvecni)
* mikrobiotesty
* biosenzory nebo biofondy [7]

2.2.1 Makrobiotesty a klasické testy

Makrobiotesty jsou nazyvany prvni generaci biotestll. Standardni testy si nadéale udrzuji
své misto v testech toxicity diky mezinarodnim normam (ISO, OECD, EPA), které je
doporucuji.

Standardni testy toxicity provadéné v bankach se vyvinuly z prvotnich eutrofizacnich
studii ,,Jahvovych testi“. Miller sestavil pro fasové zkousky kultivacni aparat, ktery pozdéji
vylepsil Ordég. Objem kultivaénich Erlenmayerovych lahvi 500 ml byl ponechan a Zivny
roztok byl z ptivodnich 100 ml zvySen na 250 ml. Aparat byl zdokonalen v syceni smési
vzduchu a CO,, (dosahlo se tim vyssi rastové rychlosti), v zavedeni svételné a ¢asové periody
a v upravé osvétleni. Zredukoval tak riziko kontaminace, moZznou rozlozitelnost nékterych
sloucenin a celkové se snizily 1 naklady. Provzdusnované 500 ml testovaci nadoby se
pouzivaly pro vyhodnocovani AGP i1 u nas. Pozd&ji byly popsdny metody stanoveni
trofického potencialu kultiva¢ni nadoby dle Rouxe uz o niz§im objemu, tj. 300 ml s 200 ml
pokusného média, které byly umistény v kultiva¢ni aparatute (prototyp CAV Tieboii). Toto



nakladné provadéni fasovych testli si postupem Casu vyzadalo rizné Upravy, které vedly
hlavné ke sniZzeni objemu testovacich nadob, média a k zjednoduseni celé techniky.[8]

2.2.2 Mikrobiotesty

Mikrobiotesty predstavuji druhou generaci a jsou oznacovany také jako alternativni testy.
I kdyz mikrobiotesty nejsou jeste ve vSech statech zalenény v legislativé, piesto néktefi
odbornici jiz pracuji jen s mikrobiotesty, jini vSak zlstdvaji u standardnich test
a mikrobiotesty pouzivaji jako dopln€k, anebo uptednostiiuji jen standardni testy.

V mikrobiotestech jsou pouzivany jednobunééné nebo malé vicebunécné organismy, napft.
bakterie (Vibrio fischeri, Escherichia coli), prvoci (Spirostomum ambiguum), tasy
(Pseudokirchneriella subcapitata, Desmodesmus subspicatus, Chlorella vulgaris), bezobratli
(Daphnia magna) a rybi tkanové kultury.[8]

Zakladni charakteristika mikrobiotestu:

* miniaturizace

» zkraceni doby inkubace

= zjednoduSeni a moznost alternaci pti vyhodnocovani testu

= zlevnéni biotestid

= zapojeni biotestl reprezentujicich rizné trofické urovné v ekosystému

= ptehodnocovani standardnich testd (OECD, ISO, EPA, a dalsi organizace)

= vyuziti novych védeckych poznatki (napf. fizeni produkce klidovych stadii,
uchovavani fasovych kultur) [9]

Pii testovani jsou vyuzivany malé testovaci nadoby napf. mikrotitracni desticky,
zkumavky nebo kyvety. Doséhne se jednak nizké spotfeby materidlu a je mozné zpracovat
vice vzorkll najednou. Organismy se dlouhodobé uchovavaji v klidovych stadiich
(bezobratlé), lyofilizovaném stavu (bakterie) nebo v imobilizované formé (fasy) a pred
testovanim se ozivi. Doba vlastniho akutniho testu toxicity se zkratila na nékolik hodin az
minut, na rozdil od standardnich testi , kde akutni testy trvaji az nékolik dni. Kone¢ny
vysledek mikrobiotestu mize mit rlzny charakter, napf. pocet mrtvych nebo
nepohyblivych organismli, zménu absorbance, fluorescence nebo luminiscence.
V soucasnosti jsou mnohé testy k dispozici v podobé tzv. kitli pro jednorazové pouziti.
Mikrobiotesty jsou vhodné nejen pro prescreeningové a screeningové testy, ale také pro
subchronické a chronické testy. Vyznamné se uplatiuji pfi monitoringu kontaminace vod,
v Cistirenském procesu pii kontrole toxicity odpadnich vod a Cistirenskych kalt. Pomoci
alternativnich testl 1ze sledovat procesy biodegradability latek v modelovych a ptirodnich
podminkach nebo testovat rezidua pesticidll, tézkych kovli a kontaminaci pid. V nasi
republice alternativni testy naSly své uplatnéni a jsou vyuzivany zejména pro akutni testy
toxicity.[8]
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Obr.¢. 1: Mikrobiotest [10]

2.2.3 Mikrobiotesty dle zptisobu provedeni

2.2.3.1 Test ve zkumavkach

Nejstar§i popsanou kultivaci ve zkumavkich je ,Minitest“ vyvinuty ve Svédsku
pouzivajici 2,5 ml umélohmotné zkumavky michané 1krat denné. Vytézek narostlé biomasy
je vyhodnocen bud spektrofotometrem nebo pocitatem castic, ovSem vétSinou je
spotfebovana cela kultura. CO; je dodan difuzi pies perforovany uzavér zkumavky, nebot’
probublavani v tak malych zkumavkach neni mozné. Vyvoj tohoto typu kultivace byl
zdokonalen postavenim zafizeni “Limnomaat®. V aparatufe je umistnéno 200 plastikovych
zkumavek, v kazdé je kultivovano 10 ml suspenze, kterd je michana bublanim sterilniho
vzduchu ze dna zkumavek. U kazdé zkumavky je fotobuiika, kterd prosviti kazdych 20 min
zkumavku a hodnoty O.D. jsou sbirany v pocitaci pro kazdou zkumavku zvlast. Vysledky
tohoto zafizeni jsou srovnatelné se standardni metodou, avSak piipravné prace jsou velmi
casove narocné, coz eliminuje vyhodu automatizace. Na bazi kultivace ve zkumavkach byl
zaloZen i fasovy test vyvinuty na univerzité¢ v Ghentu, ktery prezentoval prof. Persoone v roce
1993 na toxikologickém kongresu v Berling. Kultivace probihd ve sklenénych zkumavkach
opatfenych silikonovymi zatkami s 12 ml suspenze. Inhibice je vyhodnocovana
spektrofotometricky pii vinové délce 663 nm zasunutim zkumavky s médiem a fasou piimo
do nastavce spektrofotometru bez otevirani zkumavky. Zkumavky se kultivuji na kyvné
plosiné. Nevyhodou této metody je omezend vyména plynti a nasledna zména pH. Samotni
autoti této metody tento zplisob nepovazovali za nejvhodnéjsi a proto se nasledn¢ zaméftili na
kultivaci v kyvetach.[8]
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2.2.3.2 Test v sérologickych destickdch
Prvni testy toxicity v sérologickych desti€¢kach vyuzivaly 96 jamkové standardni desticky s

obsahem jedné jamky 300 pl. Rasy byly v suspenzi testované vody nebo vyluhu a reakce na
toxikant byla méfena na pocitaci Castic. ProtoZe se ukdzala kvalitni proveditelnost a dalsi
vyhody této varianty testu, dalSi experimenty usilovaly o uznani tohoto nového mikrotestu
vedle osvédEenych lahvovych zkousek. Vyhody mikrodesti¢ek shrnul Blaire v jedné ze svych
publikaci:

= spotfeba malého mnozstvi vzorku

= menSi ¢asova a prostorova naro¢nost

= zpracovani vétSiho poctu vzorki

* moznost automatizace

= zvySeny pocet opakovani testované koncentrace

» odstranéni potencidlni kontaminace a probléml spojenych s opétovnym

pouzitim skla.[8]

2.2.3.3 Testv kyvetdach

V roce 1996 vyzkumny tym LABRAP na univerzit¢ v Ghentu zavedl novou formu
kultivace tfas a zaroven i uchovavani kultury pod nazvem ALGALTOXKIT. Vyhoda toxkitu
oproti standardni metodé je v uchovavani imobilizovanych fas ve specialni matrici po nékolik
meésict bez ztraty jejich zivotaschopnosti. Samotny test se provadi v 100 mm dlouhych
kyvetach z polystyrenu s vickem. Objem fasové suspenze a toxikantu je 25 ml. Test se
provadi v osvétleném inkubdtoru s fizenou termoregulaci. Vyhodnocuje se na
spektrofotometru, ktery je pfizplisoben pro méteni v 100 mm kyvetdch a ma filtr 671 nm.[8]

Rasy jsou vkladany do kyvet, kde vytvoii tzv. fasové shluky, které jsou piipraveny
k dalSimu pouZiti. Jeden tento shluk obsahuje vice neZ jeden milion fasovych bunék.
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Obr. ¢. 3: Bunky ras [11]

ALGALETONKET ¥

Obr. ¢. 4: Souprava pro rasovy test v kyvetach[11]

2.2.3.4 Biosenzor s imobilizovanymi Fasami

Metoda biosenzoru s imobilizovanymi fasami spo¢ivad v imobilizaci nékteré z bézné
uzivanych fas do agaru.[12] Takto vytvofeny biosenzor je prelit testovacim vzorkem
nasycenym CO; a je exponovan na svétle. V pravidelnych intervalech se méfi zména pH. Jeho
vzrist je méfitkem nezdvadnosti. K testovani slouzi 50 ml sklenéné ¢i plastové nadobky.
Metoda biosenzoru s imobilizovanymi fasami byla srovnavdna s rlUstovym testem
v mikrodestickach. Citlivéjsi se ukazal test v sérologickych destickach, kde byl rist Ctyf
sladkovodnich druhti tas zastaven pfi koncentraci dichromanu draselného v rozsahu
0,3 — 1,0 mg.I"", zatimco v piipadé biosenzoru s imobilizovanymi fasami piestal nartist pH
v rozsahu koncentraci 1,5 — 5,0 mgl' K,Cr,0,. Vyhodou této metody je dlouhodobé
uchovavani imobilizované fasy v chladnicce, rychlost, jednoduchost a moZnost provedeni
v terénu.[8]
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2.2.3.5 Varianta s agarem na Petriho miskdch

Agarem (pfirodni polysacharid) zpevnény vzorek se nalije do Petriho misky a po povrchu
se rozetfe zfedéné ¢i husté inokulum. Vysledkem jsou jednoklonové kolonie ¢i souvisly
narost. Kolonie je mozné prométovat a detekovat mutagenni vlivy, které se projevi zménami
v barvé, velikosti a vzhledu kolonii. Narost Ize smyt pro stanoveni suSiny a biochemické
analyzy.[8]

2.2.4 Jednotlivé typy mikrobiotesti

2.2.4.1 Toxkity

Mikrobiotesty vyuzivajici klidovych stadii zooplanktonu. Testovaci organismus je vylihnut
z klidovych stadii (cyst, efipfi) béhem 20-24 hodin. 24-hodinovy akutni test toxicity probiha
na destickach pfi teploté¢ 25°C. Kritériem hodnoceni je mortalita, ze které se pocita hodnota
LCso.[8, [28]

2.2.4.2 Rasovy mikrobiotest

Také v oblasti fasovych testil 1ze sledovat obecny trend k miniaturizace, zvySeni citlivosti a
zjednoduseni testovaci aparatury. Od standardnich Erlenmayerovych lahvi vedl trend pies
minitest ve zkumavkach az po mikrotext v sérologickych destickach. Vice rozebrano pozdéji,
viz 2.4.[8, [30]

2.2.4.3 Bakterialni testy toxicity

Bakteridlni bioluminiscencni test toxicity (BBTT)

Procedura je zaloZena na schopnosti motskych svétélkujicich baktérii reagovat zménou
bioluminiscence na pritomnost xenobiotik v jejich okoli. Luminiscen¢ni baktérie, které
vyrobce dodavé v dehydratovaném stavu zarucujicim dostate¢nou rezidualni bioluminiscenci,
se az do stanoveni toxicity uchovavaji v chladu a rehydratuji se teprve té€sn¢ pied pouzitim. Po
resuscitaci se suspenze pouziva jako obycejnd chemikalie, zddné specidlni biologicka erudice
neni nutna.[8]

2.2.4.4 Alternativni biotesty s fluorescenéné znacenymi markery

Slouzi pro rychlou detekci toxickych latek (1 hod). Pfidavani specifickych fluorescencné
znaenych latek k testovacim organismim (napiiklad k viinikiim, k fasdm). Organismy se
exponuji testovanym vzorkem spolu s latkou, pomoci které se zjisti jeji aktivita klicovych
enzymi ve stresovaném organismu. Takovym zplsobem pusobi fluorescein diacetat, ktery je
esterazami metabolizovan na flouroscentni produkt. Enzymova inhibice determinovéana jako
snizend fluorescence pak mulze byt vizualizovand nebo kvantifikovana na fluorometru.
Fluorescen¢ni technika s FDA muze byt zaroven pouzita i pro determinaci zivotnosti bunky.
FDA je lipofilni molekula, kterd mutze byt snadno pfijimand do buiky.[13] Intenzita
fluorescence pak kromé esterazové aktivity zavisi i na integrité bunéné membrany a ob¢ tyto
vlastnosti urcuji zivotaschopnost bunky.[14]
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Obr. ¢. 5: Digitalni fluorometr — Quantech [15]

2.2.5 Biosenzory nebo biofondy

Jsou oznaCovany jako tfeti generace ekotoxikologickych testli. V souCasnosti jsou na
urovni zakladniho vyzkumu a jejich uplatnéni se ¢ekava zejména v on-line monitorovacich
systémech a skriningovych testech toxicity.[7]

2.3 Rasy

Rasy jako zastupci primarnich producentd ve vodnich ekosystémech hraji
v ekotoxikologickém testovani vyznamnou roli.[12]

Rasy jsou mikroskopicky (vét§inou) pozorovatelné niz§i rostliny (Thallobionta), které
fadime zhlediska charakteru buniky mezi organismy eukaryotick¢ (jadro s jadernou
membranou). Jejich télo tvoii stélka.[16]

Rasy ziji pfevazné ve vodnim prostiedi, kde tvoii autotrofni slozku spoleenstva. Jejich
vyskyt je dan charakterem biotopu a ro¢niho obdobi (sezénni dynamika druhti). Z hlediska
obyvaného biotopu stojatych a tekoucich vod lze rozlisit fasy fytoplanktonni (osidluji volnou
vodu, vznaseji se pasivné nebo se pohybuji pomoci bicikl a brv), perifytonni (tvoii narosty na
ponotenych rostlindch, kamenech a jinych substratech) a bentické (obyvajici dno).[6]
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Oddéleni: Trida:
Rhodophyta (ruduchy) Rhodophyceae
Dinophyta (obrnénky) Dinophyceae
Cryptophyta (skryténky) Cryptophyceae
Chrysophyceae (zlativky)
Chromophyta Bacillariophyceae, syn. Diatomae (r0zsivky)

Xanthophyceae (riznobrvou)

Euglenophyta (krasnoocka)

Euglenophyceae

Chlamydophyceae (chlamydomonady)

Chlorophyceae (zelenivky)

Chlorophyta (zelené tasy)

Ulvophyceae (vlaknité fasy)

Zygnematophyceae (spajivé fasy)

Charophyceae (paroznatky)

Tabulka €. 1: ZjednoduSeny piehled hlavnich taxonomickych skupin fas [6]

2.4 Rasové testy - teorie

2.4.1 Vyznam rFasovych testi

Rasové testy toxicity slouzi k testovani moznych toxickych u¢inki latek a vzorkd na vodni
producenty. Test umoziuje sledovat nejen inhibi¢ni (toxické) ucinky latek, ale také stimulacni
efekty, tzv. 0zivnost. Diky rychlému narGstu fas je mozné kromé akutniho plisobeni

pozorovat i chronické ucinky testovanych latek.

Rasové testy maji nezastupitelné misto v baterii ekotoxikologickych testi, zejména proto,
zZe tasy jako primarni producenti stoji na zac¢atku potravniho fetézce a nelze je nahradit jinymi
testovacimi systémy. Testy toxicity na fasach jsou vSak velmi narocné na preciznost
a reprodukovatelnost provedeni, tak na laboratorni vybaveni. V souCasné¢ dobé je nejvétsi

pozornost vénovana miniaturizaci ¢i alespon zjednodusSeni fasovych testl toxicity.[6]

2.4.2 Déleni Fasovych testi dle typu ras

2.4.2.1 Rasové testy s moiskymi rasami

Algal marine bioassay, ISO 10253. Pouzivajici rozsivku Phaeodactylum tricornutum.[30]

2.4.2.2 Rasové testy se sladkovodnimi Fasami

Zkouska inhibice rastu sladkovodnich tas Scenedesmus quadricauda, Desmodesmus
subcapitata  je  standardizovdna  metodikou

subspicatus,  Pseudokirchneriella

CSN EN ISO 8692 (viz 2.5).[30]
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2.4.3 Déleni dle pouzité kultury

2.4.3.1 Jednodruhové

Pii testu pouzijeme jen jeden druh, jeden typ fasy. Naptiklad fasu Pseudokirchneriella
subcapitata.[12]

2.4.3.2 Multispecies test

Tento test pracuje se zastupci zelenych ftas, rozsivek a sinic zndmych abundanci (pocet
jedincti t¢hoz druhu na ur¢itém misté) na zacatku testu.[12]

2.4.4 Dalsi déleni

2.4.4.1 Rustovy biotest

Ristovy biotest je nejpouzivanéj$im fasovym testem. Je to test toxicity na fasach zaloZeny
na rustu fas a je nejspolehlivéj$im kriteriem pro stanoveni toxicity ¢i trofie vody. Reprodukéni
proces je nejcitlivéj§im, kritickym momentem v Zivotnim cyklu vSech organismui. Pokud je
testovaci organismus schopen v testovaném vzorku uspéSné se rozmnozovat alespon tfi
generace, pak je velmi pravdépodobné, Ze tuto latku bude snaSet trvale.[6]

2.4.4.2 Test barvenim FDA

Fluorescein diacetat se pfipravuje fedénim v acetonu nebo dimethylsulfoxidu, Rasa se
inkubuje s testovanou latkou 5 hodin. Poté se FDA smichaé s fasou, jako blank se smicha fasa
s fedici organickou latkou a voda s FDA. Délka inkubace je riznad (4-60 minut) a mize
probihat na mikrotitraénich destickach nebo ve zkumavkéach. Obarvené bunky jsou
excitovany svétlem z argonového laseru (488 nm) a méfi se zelend (530 nm) fluorescence a
¢ervena (> 620 nm) autofluorescence. Mnozstvi zivych zelené fluoreskujicich bun¢k ve smési
je stanovovano epifluorescencni mikroskopii nebo pritokovym cytometrem.[9]

2.4.5 Vliv na rasové testy

2.4.5.1 Zivné médium

Rasové testy toxicity jsou provadény v obohaceném tekutém mediu, obsahujicim smés
zivin. Pro kultivaci fas jsou pouzivdna riznd, prevazné syntetickd media, kterd se lisi svym
slozenim.[8]

2.4.5.2 Teplota

Teplota, pti které test probihd, by méla odpovidat teplotnimu optimu testovaného druhu
fasy. Kultivacni teploty predepisované normami jsou stanoveny bez ohledu na fyziologické
vlastnosti fas. Rozmezi udavané napi. ISO 23 + 2 °C nebo OECD 21 - 25 + 2 °C, jsou pro
druhy Pseudokirchneriella capricornutum a Desmodesmus subspicatus pod optimem.[27]
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2.4.5.3 Osvétleni

Ristova rychlost fas se zvysuje se svételnou intenzitou podé¢l saturaéni kiivky. Hladina pro
svételnou saturaci (nasycenost) je druhoveé zavisla a zavisi také na teploté a Zivinovém stavu
fas. Standardizovany test piedepisuje kontinualni osvétleni s pomérné presné definovanym
spektralnim slozenim svétla, tj. 400 - 700 nm a svételnou intenzitu v rozsahu
60 - 120 pnESm™'s™, nebo osvétleni piiblizng 8 000 Ix u norem ISO, OECD a EEC. Tato
ozafenost je vSak nizka vzhledem k predepsané teploté (pfiblizné 23 - 24 °C) zejména pro
nejcastéji pouzivané druhy Pseudokirchneriella capricornutum a Desmodesmus subspicatus.
Problém je také v tom, Ze svétlo absorbuje 1 samotna fasova suspenze. Michani kultury tento
efekt mize redukovat. V testu toxicity by mély byt svételné podminky konstantni, aby
podporovaly exponencialni rust, kterého je dosazeno pii drzeni nizké koncentrace biomasy,
pfi stalém michéni a pfi pouziti malého objemu kultury tas.[8]

2.4.5.4 Velikost inokula

Inokulum, neboli pocet fasovych bunék na zacatku testu. Inokulum musi byt adaptovano
na jiz zminéné podminky testu (teplotu, tlak, osvétleni).[8]

2.5 Rasové testy — praxe

2.5.1 Charakteristika rasového testu

Test spocivd v méfeni nartistu koncentrace biomasy fas v jednotlivych testovanych
koncentracich toxického vzorku ve srovnéni s kontrolou tvofenou fasovym zivnym médiem.
Rasy jsou kultivovany za stalych svételnych i teplotnich podminek. Dle doby expozice lze test
usporadat jako akutni (cca 72 hodin), semichronicky (cca 96 hodin) ¢i chronicky (vice nez 96
hodin). Zéasobni kultury fas se péstuji v zabrusovych bankéach za stdl¢ aerace. Pfivadény
vzduch je nejprve ¢istén na bakterialnim filtru od tas ¢i bakterii voln€ poletujicich v okolnim
prostfedi, poté je veden pfimo do fasové suspenze. Pfivodem vzduchu je kultufe doddvan
dostatek CO; nutny pro jeji rust.[12]

2.6 Rasovy test — standardni

2.6.1 Testovaci organismy

Zkouska inhibice rustu sladkovodnich fas Scenedesmus quadricauda, Desmodesmus
subspicatus (dtive Scenedesmus subpicatus), Pseudokirchneriella subcapitata (diive
Selenastrum capricornutum) je standardizovana metodikou CSN EN ISO 8692.
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Obr. ¢. 7: Desmodesmus subspicatus [18]

Oba druhy fas jsou planktonni zelené fasy pattici do fadu Chlorococcales a v kultute jsou
obvykle jednobunécné.[29]

2.6.2 Princip

Princip testu spociva ve stanoveni toxického uc¢inku vodou vyluhovatelné latky na inhibici
rustu a rozmnozovani chlorokokalni fasy v jednotlivych koncentracich sledované ve srovnani
s kontrolami v ¢istém zivném vzorku (viz obr. ¢. 8).
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Obr. ¢. 8: Jednotlivé testované koncentrace zkousené latky v Erlenmayerovych bankach
s chlorokokalni Fasou Scenedesmus quadricauda. Kultura rasy v zasobni baiice.[6]

Pti testu je vhodné zaznamenavat i odchylky od normalniho tvaru bun¢k (viz obr. 9a—e).

Obr. ¢ 9:a c d e [6]

Pro testovani lze pouzit kulturu chlorokokalni tasy Scenedesmus quadricauda kmen
Greifswald 15 (viz obr. ¢. 10).

- - Aiy. =
Obr. ¢. 10: Chlorokokalni rasa Scenedesmus quadricauda kmen Greifswald 15
(¢tyrbunécné cenobium) na rastru pocitaci komurky.[6]
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2.6.3 Zivné média

Ptipravi se Ctyfi zasobni roztoky Zivin podle sloZeni uvedeného v tabulce €. 2.

NaHC03

Hmotnostni Koneéna hmotnostni
Zasobni roztok Zivina koncentrace koncentrace ve
v zasobnim roztoku | zkouSeném roztoku
Zasobni roztok 1: NH4Cl 1,5 g/l 15 mg/l
makroslozky zivin MgCl,-6H,0 1,2 g/l 12 mg/l
CaCl,-2H,0 1,8 g/l 18 mg/l
MgS0O4-7H,0 1,5 g/l 15 mg/l
KH,PO, 0,16 g/l 1,6 mg/l
Zasobni roztok 2: FeCl;-6H,0 64 mg/l 64 ng/l
Fe-EDTA Na,EDTA-2H,0 100 mg/1 100 pg/l
Z4sobni roztok 3: H;BO; 185 mg/l 185 ng/l
stopové prvky MnCl,-4H,0O 415 mg/l 415 pg/l
ZnCl, 3 mg/l 3 pg/l
CoCl,-6H,0O 1,5 mg/l 1,5 ng/l
CuCl,-2H,0 0,01 mg/l 0,01 pg/l
Na,Mo0O4-2H,0 7 mg/1 7 ug/l
Zasobni roztok 4: NaHCO; 50 g/l 50 mg/l

Tabulka ¢. 2: Hmotnostni koncentrace Zivin ve zkouSeném roztoku [19]

Tyto roztoky se nésledné fedi (viz 2.6.5.1), abychom ziskali konecné koncentrace Zivin ve

zkoumanych roztocich.

Zasobni roztoky se sterilizuji membranovou filtraci (primér poéru 0,2 pm) nebo
v autoklavu (120 °C, 15 min). Roztoky se uchovavaji ve tmé pti 4 °C.[19]

2.6.4 Pomicky

Veskery materidl, ktery pfijde do styku s médiem musi byt vyroben ze skla nebo z jiného
inertniho materialu. Pro fasovy test je tieba obvyklé laboratorni nacini (pipety, byrety, kyvety,
kadinky a podobn¢). Zde zdliraznim jen pomtcky, jez nejsou bézn¢ dostupné.

= Poditaci komurka Cyrus I: materidlem podlozky je optické sklo, hloubka komtrky

odpovida 0,1 mm, velikosti poli jsou 1/16, 1/32 a 1/62 mm®. Rozméry Cyrusovi
komiirky jsou 25x75x3 mm (obr.¢. 11) [20]

HLOUSKA 0,10 mm
100 mm=

1
. )
ClEri

=]

CYRUS

Obr. ¢. 11: Pocitact komiirky (Cyrusova komiirka) [20]
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nebo Birkerova pocitaci komurka:

Obr. ¢. 12: Biirkerova komiirka [21]

» Mikroskop:

Obr. ¢. 13: Mikroskop ERUDIT DLX 40x-1000x [22]

Tyto pomicky jsou potiebné pro méfeni hustoty bunék fas a je mozné je
ptfipadné nahradit pocitatem castic.

= Klimatizovany box nebo mistnost s bilou zatfivkou. viz 2.4.6.

» Kultivaéni banky: nejcastéji se pouzivaji konické baiky (Erlenmayerovy banky) o

objemu 250 ml se zatkami propoustéjicimi vzduch.

= Piistroj pro membranovou filtraci pouzivajici filtry s primérem péru 0,2 pum.

= Autokldv

pH metr [19]
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Obr. ¢. 14: kapesni pH metr — VARIO [24]

2.6.5 Postup

2.6.5.1 Priprava rustového média

Ristové médium se piipravi pfidanim pftislusného objemu zdsobnich roztokli Zivin
(z tab. ¢ 2) k vodé. Asi k 500 ml vody ptidame 10 ml zasobniho roztoku 1, 1 ml zasobniho
roztoku 2, 1 ml zasobniho roztoku 3 a 1 ml zasobniho roztoku 4. Nakonec pfidame jesté asi
1000 ml vody. V ptipadé nutné sterilizace autoklavovanim, mél by byt zdsobni roztok 4
ptidan pozdéji.[19]

Kmenova kultura se udrzuje na Sikmém 1,5 % agaru ve standardnim zivném médiu
v zazatkovanych zkumavkach sterilné uloZenych v termoluminostatu s osvétlenim minimalné
6 000 luxt. V ptipad¢ potieby se kultura preockovava do zivného média o objemu cca 100 ml
do 250 ml Erlenmayerovych banck, ¢imz se pfipravi zasobni inokula¢ni kultura fas,
udrzovana za stejnych podminek jako kmenova kultura. Rasové inokulum pro test se odebira
z exponencialné rostouci inokulac¢ni kultury. Nejprve se zjisti hustota inokulaéni kultury
v pocitaci komutrce Cyrus 1. (viz obr. ¢.11 ). Po pripravé fedici fady testované latky se ke
kazdé koncentraci i1 ke kontrole pfid4 stejny objem fasové suspenze, jejiz mnozstvi se zjisti
vypocétem. Pocate¢ni hustota fasové suspenze po naockovani by méla odpovidat poctu 20 000
cenobii v 1 ml.[6]

Kultivaéni banky se vzorky o objemu 50 ml s inokulem uzaviou buni¢itymi zatkami a
umistni se do termoluminostatu s osvétlenim 6 000 az 10 000 luxi a teplotou 27 °C + 2 °C.
Test probiha po dobu minimaln¢ 72 hodin, béhem této doby se vzorek alespon tfikrat denné
promichava. Od pocatku aZ po konec testu se hodnoti rist fasovych bun¢k v nasazenych
koncentracich s ¢etnosti jednou denné. Pti zvolené delsi dobé expozice se hodnoceni provadi
fadoveé v dvou az ¢tyfdennich intervalech.[19]
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2.6.6 Vyhodnoceni testu

2.6.6.1 Rasovd hustota

Pro zjisténi fasové hustoty pouzijeme pocitaci komiirku Cyrus, nebo pocitaci komiirku
typu Biirker.

Vyhodnoceni vySetiené plochy pocitaci komurky typu Cyrus [

Postup kvantifikace je zachycen na ¢asti komiirky, kterd ma jinak 40 vodorovnych a 40
svislych tad ¢tvereCklt o velikosti 250%250 pm. V ptipadé zjistovani poctu organismi na
plose pocitaci komirky se postupuje tak, Ze se zainaji pocitat organismy od 1. fadku zleva
smérem doprava, po provedeni kvantifikace se provadi kvantifikace ve 2. fadku zprava
doleva, atd. aZ napf. do 10 fadku. Organismy ¢astecné se dotykajici ¢i mirné zasahujici do
plochy vysetfovaného pasu se nepocitaji; pocitaji se az v dalsSim posunu (na obr. ¢. 15
organismus mirné¢ zasahujici do 3. ¥ se poc€itd az do 4. t). Je-li celkovy pocet organismil na
této plose o 40 ctvercich roven 4 (obr. ¢. 14), potom se pouzije koeficient pro zjisténi
organismil celkem na plose celé¢ komurky a v 1 ml (zde k = 4x2, viz tabulka), tj. 4 org.x8, t;.
32 org. v 1 ml vzorku.[6]

250 pm 125 pm
1i
2.5
3.5
;:/
4.5 I f
o
5.F
6.5 ‘j
| % [
'Qﬂ 7.8
o
8.#
9.¢
10.%

Obr. ¢. 15: Detail pocitaci komiirky typu Cyrus I [6, 24]

Vyhodnoceni vySettené plochy Biirkerovy komtrky

Biirkerova pocitaci komlrka ma ve stfedni casti dvé miizky, skladajici se z velkych
Stvercii a obdélnikd. Plogka velkych &tverct je 1/25 mm?, malych &tvercd 1/400 mm?
a obdélniki 1/100 mm?”. Hloubka prostoru mezi sklicky je 0,1 mm = objemy 1/250 mm’,
1/4000 mm” a 1/1000 mm” (viz obr. &.16 ).[23]
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Obr. ¢. 16: Detail mrizky Biirkerovy komiirky [23]

Pokud je bun¢k moc nebo malo, komlrka se oplachne a pfipravi se znovu s jinym
ziedénim. Pocitdme buiky uvnitf ¢tverce a ty, které lezi nebo se dotykaji 2 zvolenych stran
(obvykle se voli horni a prava strana). Dtilezité pouzit tlusté kryci sklicko, jelikoz pii pouziti
uzsiho kryciho sklicka mize dojit k podhodnoceni ptiblizné na 80%.[23]

Vypocet poctu bunék MO v 1 ml kultury ():

y=MO, -z- X -1000 (1)

MO, pruimérny pocet bunék v jednom ctverci (celkem spocitanych
dé€leno poctem Ctvercl)

z pouzité ziedeéni

X prepoéet na 1 mm® (pro velky &tverec 250, maly Gtverec 4000,
obdélnik 1000)

1000 prepocet z mm® na ml [23]

2.6.6.2 Potiebny objem inokula

Vypocet potiebného objemu inokula provedeme pomoci vzorce

L)) )
a
potfebny objem inokula [ml]
c pozadovand hustota fasové kultury na zacatku testu v 1 ml (zde
20000 cenobii)
mnozstvi testovaného roztoku [ml]
a hustota inokulaéni kultury (pocet v 1 ml) [25]
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2.6.6.3 Rustova rychlost

Na konci testu se z namétenych hodnot zjistuje rstova rychlost p a integral biomasy A,
nebo-li plochy pod rastovymi kiivkami, v jednotlivych vzorcich a ztéchto hodnot se v
porovnani s kontrolni koncentraci stanovi inhibice 7, a 1,. Z obou hodnot inhibic 1ze stanovit
inhibi¢ni koncentraci ICs, u které 1ze rozlisit zptisob vypoctu koeficienty. V ptipadé pouziti
hodnoty I, se pouzZivd oznaeni 1,Cso (index r znaci pouziti hodnoty rhstové rychlosti),
obdobné pfi pouziti hodnoty I, se pouziva oznaceni I,Csy (index b znaci pouziti hodnoty
velikosti vytvofené biomasy). Koncentrace 7,,ICsop se stanovuje stejnym zplsobem, jako v
ptipadé predchozich testl, tzn. probitovou regresni analyzou.[19]

InN, —InN,

H=—"

3)
tl’l
N, pocet cenobii v 1 ml na konci testu
Ny pocet cenobii v 1 ml na pocatku testu
ty doba trvani testu [dny]
I, = HeHi 00 (4)
H.
1, procento inhibice ristu [%]
y7A rustova rychlost v kontrole
Ui rustova rychlost ve sledované koncentraci
Pokud je 7, mensi nez 0, jedna se o stimulaci riistu.
A= (Nl _No)'tl n (Nl +N, _2No)'(t2 _t1) T (anl +N, _No)'(tn _tn—l) (5)
2 2 2
N, pocet cenobii v 1 ml v Case ¢,
N; pocet cenobii v 1 ml v Case ¢,
ty doba n-té¢ho méfeni testu od pocatku [dny]
¢ doba prvniho méfeni testu od pocatku testu
A, -4
'y inhibice integralu biomasy [%]
A rustova rychlost v kontrole
A; rustova rychlost ve sledované koncentraci

Pokud je 7, mensi nez 0, jedna se o stimulaci ristu.

Zjisténa inhibice jsou pfevedeny na probity a vyneseny do grafu na ose y proti logaritmiim
koncentraci na ose x, linearni regresi je vypocitana hodnota ICs,.[6[25]
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2.7 Rasovy test - mikrobiotest

2.7.1 Princip

Rasovy mikrobiotest je disledkem snahy o snizovani nakladi a Gasové naro¢nosti
klasickych fasovych testli. Misto Erlenmayerovych ban€k se pro kultivaci fasové suspenze
pouzivaji mikrotitracni desticky. Tim se vyrazné snizi spotieba kultiva¢nich médii, ale
pfedev§im se omezi potfebné mnoZstvi testované¢ho vzorki, jez Casto byva limitujici pro
provedent testu.[27]

2.7.2 Postup

Udrzovani fasové kultury se provadi stejné, jako tomu je popsano u bodu 2.5.2.2

Prvnim krokem je pfiprava zasobni fasové kultury. Rasu je nutno piedkultivovat za
stejnych podminek (teplota, osvétleni, sloZzeni média) jako probiha vlastni test.[27]

Zasobni kultura fasy v exponencidlni fazi riistu se nafedi na poZadovanou koncentraci,
¢imz je pripravena k vlastnimu testu. Hustota zasobni fasové kultury se stanovuje pocitanim
bunék v pocitaci komirce Cyrus II. Pfes mikroskop zjistime pocet bun€k v cca 10 ctvercich.
Ze znamého objemu jednotlivych ¢tverct se zjisti ziskany primérny udaj o poctu bunék ve
¢tvercich na koncentraci fas v ml.[31]

DalSim krokem je pfiprava koncentracni fady testované latky. Vzorek se fedi médiem
pouzivanym pro kultivaci tfas (tab. ¢. 3, 4). Odmérné baiiky se naplni ze 2/3 kultivatnim
médiem, piidd se pozadované mnozstvi vzorku a vSe se promicha. Nadavkuje se inokulum
tak, aby bylo dosaZeno vysledné koncentrace 10 000 ks/ml, baiika se doplni médiem po rysku
a vSe se op¢t dikladné promicha. Kromé testovanych koncentraci je tfeba ptipravit 1 kontrolni
suspenzi (,,kontrolu*) obsahujici pouze médium a inokulum.

Koncentrace fasové suspenze se v pribchu testu méti spektrofotometricky. Kromé tas
absorbuje cast zafeni kultivatni médium a vzorek samotny, coz mulzZe zplsobit pozitivni
chybu. Tuto chybu je mozné castecné eliminovat odectenim absorbance jednotlivych
testovanych koncentraci neobsahujicich fasu. Je tedy nutné pfipravit koncentra¢ni fadu
vzorku stejnou jako pro testovani toxicity, ale bez ptidavku inokula.[6]

chemikalie koncentrace [mg/1]
NaNOs 467
Ca(NO,),-4H,0 59
K,HPO4 31
MgSO,4-7H,0 25
N32CO3 21
FeCl; 1

koncentrace [ml/1]

Graffoniiv roztok 0,08

Tab. ¢. 3: Slozeni média pro kultivaci sladkovodnich tas
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chemikalie koncentrace [mg/l]
H3;BO; 3100
MnSQO,-3H,0 2230
N32CO4'2H20 33
(NH4)6M07024-4H20 88
KBr 119
KI 83
ZnSO4-7H,O 287
Cd(NOs),-4H,0 154
Co(NO3),'H,0 146
CuSO4-5H20 125
NiSO;3-(NH4),S04-6H,0O 198
CI‘(NO3)3-7H20 37
V,04(S04);5-16H,0 35
Al(SO4); 474

Tab. €. 4: Roztok stopovych prvki podle Gaffrona

Ptipravené koncentrace se davkuji do desti¢ek (ploché dno, 9x12 cm, 96 jamek po 300 ml)
v mnozstvi 250 ml do jamky. Pfed pipetovanim je nezbytné roztok fadné promichat, protoze
fasy pomérné rychle sedimentuji. Roztoky se do jamek v desticce davkuji podle uvedené¢ho
schématu (Obr. €. 16). Do jamek A2 — A11 koncentrace toxikantu bez inokula Koncentrace se
zvysuje zleva doprava, jamka A2 obsahuje médium bez toxikantu. Do sloupce ,,2* (jamka B-
G) a tadku ,,D* (jamka 3-11) se davkuje kontrola. Testované koncentrace se pipetuji do
sloupce 3-11 v rozmezi fadki B-G. Koncentrace vzrista zleva doprava. Jednotlivé sloupecky
jsou naplnény roztokem o stejné koncentraci. Zbyvajici jamky po obvodu desticky se plni
destilovanou vodou. Cela desticka se piekryje parafilmem a vickem.[6]

9000000000 @ Dediovanivoda

- 000000000008 | o

. 00000000008 ®

000000000000 | COOOOO®O O @ coxensiniion
. 800000000008 hakcarh

. 000000000000 B
. 000000000000 | ~ - C0CO00ee T nam
. 000000000000

Obr. ¢. 16: Schéma davkovani roztokii do jamek mikrotitracni desticky
Expozice probiha pii teplot¢ 27 + 2 °C vuzavieném boxu s konstantnim ploSnym

osvétlenim o intenzité 26 W.m™ (6 000 Ix).
Hustotu kultury se zjist'uje kazdych 24 hodin az po dosazeni stacionarni faze.[28]
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2.7.3 Meéfeni hustoty Fasové kultury

Hustota tasové kultury se stanovuje spektrofotometrickym méfenim. V jednotlivych
jamkéach mikrotitracni desticky se zméfi absorbance a na zakladé kalibra¢ni kiivky se
pfepocte na koncentraci fas v roztoku.[26]

2.7.4 Testovaci organismus

Pro tento test se pouziva stejny typ fasy jako pro standardni test, tedy Desmodesmus
subspicatus. Zakladni charakter této fasy je popsan v kapitole 2.6.1.[27]

2.7.5 Zivné médium a vzorek

Testovany vzorek — roztok neznamé latky
Zivné médium — fasové médium pro kultivaci fas se skldd4 z neionizované vody a do ni
nadavkovanych ptedepsanych koncentraci urcitych soli.[28]

2.7.6 Pristroje a pomiucky

» Termoluminostat: kultiva¢ni komora zajist'ujici stalé osvétleni a konstantni teplotu
» Lamindrni flow-box: zatizeni pro praci v ochranné atmosféie

»  Mikroskop s pocitaci komiirkou Biirker nebo Cyrus (I, II)

* Automatické pipety

pH metr [28]
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3 ZAVER

Ekotoxicitu latek Ize stanovit a vyhodnocovat pomoci riiznych biotestli. Biotesty pouzivaji
bakterie, prvoky, fasy, bezobratlé ZivoCichy nebo rybi tkanové kultury jako testovacich
organismil.

V této bakalarské praci byly popsany testy na fasach, které maji nenahraditelné zastoupeni
v testech ekotoxicity, jelikoZ fasy jsou prvotnim &lankem potravniho fetézce. Rasové testy lze
provadét jak na motskych fasach, tak i na sladkovodnich. Nejcasteji pouzivanymi fasami jsou
Desmodesmus subspicatus a Pseudokirchneriella subcapitata, které jsou také uvedeny
vnormé CSN EN ISO 8692. Rasové testy miizeme také délit podle zptisobu provedeni na
»starsi testy klasické a ,,moderni“ mikrobiotesty. V préaci byly zde popsany postupy a také
vyhody obou zplsobl testovani, coz je u klasické metody pouziti ,,jednoduchého*
chemického néacini a u mikrobiotestu rychlost a mala spotieba fas. Nakonec kazdy, kdo bude
provadéet fasovy test, se sam rozhodne, co je pro néj vétsi vyhodou s pohledu experimentu,
av§ak musi byt splnény podminky uvedené v normé CSN EN 8692, a to fyzikalné chemické
parametry (slozeni zivného média, teplota, osvétleni) a provést validaci testu pomoci
dichromanu draselného.
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5 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

a - hustota inokulaé¢ni kultury

A, - rustova rychlost v kontrole

A; - rustova rychlost ve sledované koncentraci

BBTT - Dbakterialni bioluminiscenc¢ni test toxicity

c - pozadovana hustota fasové kultury na zac¢atku testu v 1 ml

EPA - agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi, Evropska policejni akademie

EU - Evropska Unie

FDA - fluorescein diacetat

ICs - inhibi¢ni koncentrace, kterd pfedstavuje koncentraci zkouSené latky majici
za nasledek 50% snizeni riistové rychlosti ve vztahu ke kontrolnimu vzorku

ISO - mezinarodni organizace pro normalizaci

1 - inhibice integralu biomasy

1, - procento inhibice ristu

Ix - jednotka osvétleni (lux)

LABRAP - Laboratory for Biological Research in Aquatic Pollution

LCso - letalni koncentrace zptisobujici smrt 50% testovanych organismil

mg.I" - jednotka hmotnostni koncentrace (miligram na litr)

ml - jednotka objemu (mililitr)

MO - mikroorganismus

MO, - prumérny pocet bunc¢k vjednom ctverci (celkem spocitanych déleno
poctem ctvercil)

Ny - pocet cenobii v 1 ml na pocatku testu

N, - pocet cenobii v 1 ml v Case #;

N, - pocet cenobii v 1 ml na konci testu (pfip. v Case ¢,)

0.D. - opticka hustota (optical density)

OECD - organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj

t - doba prvniho méfeni od pocatku testu

In - doba trvani testu

V - mnozstvi testovaného roztoku
W.m™ - jednotka svitivosti (wat na metr ¢tverecni)
X - potiebny objem inokula

X - ptepocet na I mm’
y - pocet bun€k mikroorganismu

z - pouzité fedéni

He - ristova rychlost v kontrole

i - rustova rychlost ve sledované koncentraci

33



	student2
	to je jedno
	tisk
	student
	Chovanec(BC)
	1 ÚVOD
	2 TEORETICKÁ ČÁST
	2.1 Ekotoxicita
	2.2 Biologické testy toxicity (Biotesty)
	2.2.1 Makrobiotesty a klasické testy
	2.2.2 Mikrobiotesty
	2.2.3 Mikrobiotesty dle způsobu provedení
	2.2.3.1 Test ve zkumavkách
	2.2.3.2 Test v sérologických destičkách
	2.2.3.3 Test v kyvetách
	2.2.3.4 Biosenzor s imobilizovanými řasami
	2.2.3.5 Varianta s agarem na Petriho miskách

	2.2.4 Jednotlivé typy mikrobiotestů
	2.2.4.1 Toxkity
	2.2.4.2 Řasový mikrobiotest
	2.2.4.3 Bakteriální testy toxicity
	2.2.4.4 Alternativní biotesty s fluorescenčně značenými markery

	2.2.5 Biosenzory nebo biofondy

	2.3 Řasy
	2.4 Řasové testy - teorie
	2.4.1 Význam řasových testů
	2.4.2 Dělení řasových testů dle typu řas
	2.4.2.1 Řasové testy s mořskými řasami
	2.4.2.2 Řasové testy se sladkovodními řasami

	2.4.3 Dělení dle použité kultury
	2.4.3.1 Jednodruhové
	2.4.3.2 Multispecies test

	2.4.4 Další dělení
	2.4.4.1 Růstový biotest
	2.4.4.2 Test barvením FDA

	2.4.5 Vliv na řasové testy
	2.4.5.1 Živné médium
	2.4.5.2 Teplota
	2.4.5.3 Osvětlení
	2.4.5.4 Velikost inokula


	2.5 Řasové testy – praxe
	2.5.1 Charakteristika řasového testu

	2.6 Řasový test – standardní
	2.6.1 Testovací organismy
	2.6.2 Princip
	2.6.3 Živné média
	2.6.4 Pomůcky
	2.6.5 Postup
	2.6.5.1 Příprava růstového média

	2.6.6 Vyhodnocení testu
	2.6.6.1 Řasová hustota
	2.6.6.2 Potřebný objem inokula
	2.6.6.3 Růstová rychlost


	2.7 Řasový test - mikrobiotest
	2.7.1 Princip
	2.7.2 Postup
	2.7.3 Měření hustoty řasové kultury
	2.7.4 Testovací organismus
	2.7.5 Živné médium a vzorek
	2.7.6 Přístroje a pomůcky


	3 ZÁVĚR
	4 SEZNAM POUŽITÝCH ZDROJŮ
	5 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK



