koncepc¢ni uvaha

B. Marsalek



moznosti jak predupravi
ekotoxikologicke biotesty.

vzorek pro

Vzdy jde o koncepcni uvahu, kterou musime
nalezité zduvodnit a zdokumentovat v protokolu
testu, protoZze jde o vyznamny zasah, ktery
zasadnim zpusobem ovlivni vysledek a
interpretovatelnost ekotoxikologickych biotesti.



Separaci rusivych vlivu
* (trofie v pripad¢ producentt, ,

» vysoké ,tvrdosti® vody v ptipad¢ dafnii,

« separaci biomasy cyanobakterii v suroveém extraktu (pigmenty, soli
a biokumulované¢ kovy a jin¢ polutanty),

» ¢imZ zvySujeme korelaci mezi sledovanym toxikantem a toxickym
efektem na testovaci organismus



pievaieni je vyznamny zasah, ktery odstrani termolab
toxikanty a necha vyniknout termostabilni. Typicky
ptiklad pouziti je denaturace nékterych pesticidu, nebo
odliSeni hepatotoxinii od neurotoxinii pii testovani
ekotoxicity extraktli biomasy cyanobakterii. Termolabilni
neurotoxicke alkaloidy jsou denaturovany pii 70°C a
hepatotoxicke microcystiny zustanou aktivni. Tento zasah
nelze doporucit obecné, v nékterych vzorcich se toxicita
na koryse zvysi (viz graf. C. 1). V ptirodnich vzorcich
napriklad vod a sedimentl se tepelnou ipravou zmeéni
biodostupnost zivin 1 toxikantu!



pi1 pH 3, 11 a pt1 pfirozeném pH z lokality. Dale jsou
doporuceny systémy extrakc¢nich pufru, které stejny
vzorek extrahuji pti plynule se ménicim pH gradientu od 2
do 12. Tento postup je doporucen predevSim pi1 podezieni
z toxicity kovil a amoniaku. Pozor, extrémni hodnoty pH
mohou zménit toxikologicky profil mnoha pesticidu! Tato
metodika je Casto pouzivana v kombinaci s se stripovanim,
zeolity a filtraci.




* Probublavani (vétSinou intenzivni 1h )

e je pouzitelné pro okysliceni podzemnich vod
(kde muze dochazet k thynu konzumentu pri
nedostatku kysliku), je bézné€ pouzivano pri

e odstranéni amoniaku a volatilnich latek.
podezieni na pritomnost tenzidu, které
v prubéhu stripovani vytvari pénu.



toxikologicke profily a proto je doporuceno pridavat 3-
5% Na,S,0,.5H,0.

* Vzorek je ale nutno pred biotestem kontinualné
aerovat tak, aby byla dosaZzena hodnota validace testu
(vétsinou 60% nasyceni kyslikem).



jako dvojsodna sul v koncentracich 200-
5000ug/l. Efekt je predevSim na chelataci
kovu, v nejvyssi uvedené koncentraci vSak
takeé odstrani mikroprvky z media pro

rasove testy



rozpoustédel, coZ nejde napft. u nitrocelulozovych.

Napf. koloidni frakce, ktera ziistane zachycena na filtracnim papire
miuZze predstavuje ¢asto 60-75% toxicity celého vzorku. Takto si 1ze
velmi zkreslit vysledky testll v neprospéch detekce toxicity.

Casto se také zapomind, Ze jednoduchym ekvivalentem oddé€leni pevne a
kapalné faze (coz je cilem filtrace) je centrifugace, ktera zanasi do
procesu pripravy vzorkl méné vlivil nez filtrace.



TRE/TIE pro odliSeni a odstinéni vlivu



molekul ), ale pouzit Ize kolony dle typu separovanych
latek od sloucenin hliniku, az po XAD-7 a jim podobné
naplné. Zde jsou duilezité procesy prekondiciace kolony
tak, aby chytala ty latky, které koncentrovat ma a
propoustéla takove latky, kter¢ potrebujeme odseparovat.
Jde o vyuZiti technik analytické chemie a jejich u€innost a
vhodnost pro stanoveni napf. toxicity biomasy
cyanobakterii a odstinéni rusivych vlivu v testech
toxicity



v pripravé vzorkl pro analytickou environmentalni
chemii, je vSak nutno byt st védom vlivu organického
rozpoustédla na testovaci organismy. Z organickych
rozpoustédel (metanol, etanol, aceton, oktanol, heaxanol a
dalsich béznych v analytické chemii) je pro
ekotoxikologicke biotesty nejcastéji pouzivan
dimethylsulfoxid (DMSO). Rasov¢ testy toxicity snaseji
dle nasich zkuSenosti do 3% DMSO, korysi 5-7%, ryby 5-
10% bakterie az 20% DMSO. Blize viz prednaska Doc.
Miciety.



uvedenych a dalSich metod.

. pH uprava s aeraci (volatilni latky, tenzidy)

. EDTA aaerace (kovy a amoniak)

. Filtrace a C-18 kolony (organicke latky, biomasa sinic)

. Filtrace /centrifugace ve spojeni s molekularnimi sity pro predem

definované velikosti molekul
. Lyofilizace predem homogenizovan¢ biomasy sinic poskytne jiné
vysledky testil toxicity, nez testovani zamrazenych vzorku biomasy

. Ruzne¢ zplisoby homogenizace vzorku (ultrazvuk, tfepani, mleti a
drceni, suchych a zmrazenych vzork atd).



rotacni trepacka
separace Sum filtrace nebo centrifugace

direct testy

znama koncentrace latky - s upravou pH/bez upravy
frakcionace SPE C-18

EDTA,

Aktivni uhli

Extrakce do DMSO

Extrakce do org. Rozpoustédel — koncentrace +
purifikace



Priprava vzorki (extrakce, doba a zptisob skladovani extraktli, zptisob
oddéleni matrice, extrak¢ni Cinidlo)

Priprava redici rady, (pouZzita media zvoleny rozsah koncentraci)
Pouzity testovaci organismus a jeho metabolicka aktivita, stafi, zdrav. stav.

Experimentalni design - mnoZstvi opakovani, objem vzorku, pH, 02, zptisob
osvétleni, krmeni, té€kavost, stabilita zkoumane¢ latky v podminkach testu
svétlo+ lab. Teplota - statické/prutocné

SOP/ GLP/ akreditace
Zpusob vyhodnoceni - zvolena expozice, endpoints,

Interpretace dat - zvolena kriteria ECx TU, tfidy Cistoty a vyluhovatelnosti,
indexy kumulace atd.



testu, protoZze jde o vyznamny zasah, ktery
zasadnim zpusobem ovlivni vysledek a
interpretovatelnost ekotoxikologickych biotestu.

e VSe uvest do testovaciho protokolu!!!(interpretace
variability!!!)
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