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Ziakladni pouZiti a rozdéleni:

Rasy jako zastupci primarnich producentii ve vodnich ekosystémech hraji v
ekotoxikologickém testovani vyznamnou roli. Rasové testy toxicity a trofie vsak vyzaduji
urcité vybaveni a materidlni i odborné zazemi laboratofe. Pfesto jsou tyto testy pouzivany i
v piipadech, kdy nemaji opodstatnéni a bylo by mozno pouzit biotest s jinymi producenty
(napf. pro testovani pudy).

RozliSujeme fasové testy trofie a toxicity s morskymi Fasami (Algal marine bioassay, ISO
10253, pouzivajici rozsivku Phaeodactylum tricornutum), nebo testy toxicity a trofie se
sladkovodnimi Fasami (ISO 8692, OECD 201).

Dalsi ¢lenéni téchto testd je dle pritocnosti systému : klasické ISO normy jsou uvazovany
jako statické, publikovéany jsou systémy prutocné a polopritocné. [1] RADETSKI A FERARD
1995.

Dalsi ¢lenéni je dle toho, zda pouzivame jednodruhové kultury, nebo tzv. multispecies test,
ktery pracuje se zastupci zelenych tas, rozsivek a sinic o znamych abundancich na zacatku
testu.

Nejvice variability 1ze nalést v desingu a zpiisobech vyhodnocovani fasovych testl trofie
a toxicity: klasicky test probihd v 250 ml E-bankach, publikovany a SOP normované verze
jsou znamy jako zkumavkové, kyvetové, kadinkové, ve scintilacnich epruvetach,

v serologickych destickdch na pevnych ptdach, v suspenzich atd. — ptehled viz doktorské
prace [2]ROJICKOVA- PADRTOVA (1998) a [3]DVORAKOVA (1999), které se vénovaly
fasovym testim a kde jsou citovany i piedchiidci citovanych testl (napf. test s vlaknitou
fasou Cladophora dle Cyruse 1954 [4]) a jsou k dispozici na brnénském pracovisti BU.

Cilem tohoto ptispevku je komentovat vybrané body standardniho testu ISO 8692,
upozoriiovat na uskali a nabidnout alternativy.

Podstata rasového testu trofie a toxicity 1SO 8692

Ceska republika pfijala mezinarodni normu ISO 8692 (1987) jako svoji CSN EN 28692.

Piedmétem normy je metoda stanoveni toxickych ucinka chemickych sloucenin na
rist planktonnich sladkovodnich Fas. Metoda je pouzitelnd pro latky snadno rozpustné
ve vodé, které se vyrazné nerozkladaji nebo nevylucuji ze zkouseného systému.
Princip: Vzorek (zkouSena voda, roztok zkousené latky) je po sterilizaci a naockovani
zkusebnim organismem potiebnou dobu kultivovan. Jednodruhové fasové kmeny se po
n¢kolik generaci, minimalné vSak tii, kultivuji v definovaném médiu, které obsahuje
koncentra¢ni fadu zkousené latky a inokula, a pravidelné se méfi hustota bunék. Inhibice se
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m¢éfi jako snizeni ristu nebo rastové rychlosti v poméru ke kontrolni kultufe za stejnych
podminek.
Narostla biomasa je nepfimo umérné ucinku toxickych latek a pfimo umérné trofickému
potencidlu.

Rozlisit mezi toxicitou a nizkou trofii je mozno ptipravou koncentra¢ni fady (lepsi rast ve
ziedéném vzorku znaci toxicitu) a pridavkem napt. EDTA, ktera vaze tézky kov a tim zlepsi
rust v této varianté.

Nékteré latky ptisobi v nizké koncentraci nesSkodné ¢i stimulacné, ale ve vysoké koncentraci
toxicky. Napf. t€zké kovy jsou mikroelementy, ziedény v Zivném roztoku, ale jedy ve vysoké
koncentraci.

ZkuS$ebni organismus

Jako zkusebni organismus lze pouzit tyto planktonni sladkovodni fasy: 1)
a) Raphidocelis subcapitata (KORS.) NYGAARD et al. (Selenastrum capricornutum),
kmen SKULBERG 1959/1 (doporucuje se pro srovnatelnost vysledkii v mezindrodnim
mefitku);
b) Chlorella kessleri FOTT et NOVAK., kmen LARG/1;
¢) Scenedesmus subspicatus CHOD., kmen LAPAILEUR/Camb. 276-20;
d) Scenedesmus quadricauda (TURP.)BREB., kmen GREIFSWALD/15;
e) Chlamydomonas reinhardtii. DANG., kmen UTEX 2246 137c mt+.
Srovnéni organismu viz [SIDVORAKOVA A KOL. 1999, [6]ROJICKOVA A MARSALEK, 1999.

Priprava inokula

Rasové inokulum pro zkousku se odebira z exponencialné rostouci inokulaéni kultury.
Inokula¢ni kultura se nasadi k predkultivaci 2 dny pied zacatkem zkousky takto:

Do Erlenmeyerovy baiiky na 150 ml se odméfi zivny roztok a pfida se inokulum tak, aby
hustota bun¢k ve finalni kultufe dosahovala predepsanych 10 000 v 1 ml.

Inokula¢ni kultura se 2 dny provzdusiuje a udrzuje pii svételné intenzité 30 W/m2(6000 Ix) a
do testu zaneslo co nejméné zivin a co nejvice bunck se rozmnozilo pod vlivem zkousené
latky, ale v praxi se fidi také detek¢nim limitem pfistrojit pouzivanych pro vyhodnocovani
testu.

Ziviny a jejich roztoky

Je ptfedepsano standardni testovaci medium. Podstatna je koncentrace dusiku a fosforu,
mikroprvkli, EDTA a forma dodani uhliku. Zdrojem C je v ISO 8692 ptidavek NaHCO:s.
Tento zpiisob zasobeni C je vSak evidentné slabym mistem této normy a piivedl ji do "pH
pasti".

V samotném znéni normy jsou rozpory: Na str.12 se pozaduje pfidavek hydrouhli¢itanu
a uprava pH zdsobniho roztoku Zzivin na 8,3. Tato uprava pH je zbytecnd, zasobni roztok
se 8x fedi, obohacuje riznymi koncentracemi testované latky ¢i vyluhu a nakonec inokulemi;
pH by se tedy mélo méfit a event. nastavovat az na zacatku testu, v kultufe. Na str.14 vSak:

"Obvykle se zkouska provadi bez stanoveni pH...Ke zjiSténi toxického plisobeni, které neni
zpiisobeno pH, se upravi pH prvniho zésobniho roztoku na pH 7,0..".

Zvyseni hodnoty pH na 8,3 vSak je i podminkou vyuziti C z hydrouhli¢itanu v kultufe
a dale vlastné diikazem piijmu C a zdravého prib&hu fotosytézy. Pokud se hydrouhlicitan



ptfida do kultury a pH se upravi na 8,3 pak je provzdusiovani zbyte¢né, naopak se jim snizi
pH a hydrouhli¢itan nemtize byt vyuzit.

Rasy jsou vétSinou schopny vyuZivat jako zdroj C nejen CO,, ale i hydrouhli¢itan,
vysledkem i podminkou je ale alkalinizace média [7]HIRAIWA, GOYAL ET TOLBERT
1993. Zvyseni pH o vice nezli 1,5 vSak norma ISO 8692 povazuje za diivod neplatnosti testu
(str.16). Pfitom limitace CO, nastupuje v kulturach jiz kolem vytézku suSiny kolem 200
mg.1", svétlem az kolem 2 000 mg.I™".

Duivody pro eliminaci zmén pH jsou spravné, nebot’ pH miiZe ménit toxicitu tézkych
kovll a to sniZovat i zvySovat.

Snaha o zasobeni fas C z hydrouhli¢itanu tedy zavadi ISO 8692 do slepé ulicky.
Hydrouhlicitan vyzaduje zvyseni pH nad 8,3 aby mohl byt vyuzit, dal$i zvySeni je nezbytnym
nasledkem fotosyntézy, zaroveil vSak je zvySeni o vice nezli o 1,5 divodem pro zruSeni
vysledku. ProtismysIn¢ u vzorkt, kde fotosyntéza probihé a vzorek tedy neobsahuje toxickou
latku je vysledek zrusen!

Kultivaéni nadoby

Standardni test doporucuje E-lahve o objemu 250 ml. Tato technika kultivace u ISO 8692
je pro rozsahlejsi soubory téZkopadnd a naroCnd na praci. Tato i1 dalsi klasické procedury
doporucuji kultury o objemu 100-500 ml, coz klade velké ndroky na prostor a investice
(klimatizace, temperace lazni I mistnosti. Takto velké objemy jsou ale vlastné zbytecné,
pro stanoveni poctu buné€k ¢i optické hustoty 1 susiny jsou tieba fadovée jen ml suspenze.

PfedevSim se nabizi mySlenka kultury miniaturizovat a dosdhnout tak zvétSeni poctu
variant a opakovani i uspory provozni. Déle pak vynechat ptidavek hydrouhli¢itanu a sytit
kultury plynnym oxidem uhli¢itym. Odpadne tim nutnost Upravy pH vzorka inésledna
alkalinizace. Pro laboratorni ti€ely cena CO, neni podstatna.

Miniaturizace §la cestou od E-lahvi, pfes 2- 10-15 ml zkumavky, 5-10cm kyvety, 5-10 ml
scintila¢ni epruvety, 1ml jamky 12-24 jamkové desticky na tkanové kultury az po serologickeé
desticky s objemem 0,2 ml.

Inkubace

Desticky se inkubuji v kultivaénim zatizeni pii optimalni teploté pro testovaci organismus
(Raphidocelis 28 °C pii svételné intenzité 30 W/m2 (6-9.000 lux) Nizsi teplota uvadéna na
urovni 24°C je od optima pon¢kud vzdalena a je neopodstatnénd. Také formulace min. 4000
lux. je nepfijatelnd, protoze pii svételnych intenzitadch nad 10.000 lux. dochdzi k fotoinhibici,
predevsim v prvnim dni kultivace. Dale se rtizné provedeni fasovych testi toxicity a trofie
1181 v zplisobu michani kultur: rozliSujeme testy staciondrni, probublavané sterilovanym
vzduchem s ptidavkem CO;, nebo bez), tfepané na tfepackach, nebo magneticky michané.
Cilem je udrZet bunky fas v maximalnim kontaktu s toxikantem a zdrojem zivin, nevyhodou
muze byt moznost kontaminace napft. pfi probublavani nesterilnim vzduchem.

Vyhodnocovani testu - Méreni ristu
Vysledky 1ze vyjadiovat pomoci metod piimych a nepiimych:
Mezi ptimé metody patii kvantifikace poctu buné€k (mikroskopicky, flow cytometricky),
gravimetricky, objemovou biomasou (centrifugaci v kalibrovanych zkumavkach).
Mezi nepiimé metody kvantifikace biomasy, kterd narostla v pteb&hu fasového testu patii:
stanoveni spalného tepla na mikrokalorimetru, CHN analyza, kvantifikace chlorofylu a
spektrofotometricky, nebo pomoci fluorescence chlorofylu, kvantifikace enzymatické aktivity
(esterazy, galaktosidazy, hydrogendzy, RUBISCO), stanoveni rychlosti pfijmu klicovych



zivin (Ubytek dusi¢nanovych iontl z roztoku selektivni elektrodou), hodnoceni
fotosyntetické asimilace — produkce O,, spotieba CO, (plynovou chromatografii, nebo jako
1C, neptimo, le¢ pomémé citlivé 1ze vyuzit zménu pH roztoku pH indikétory, nebo pH
metrem viz [9] LUKAVSKY, A MARSALEK (1997).), analyza dynamiky fluorescence Kautského
kinetikou atd. V soucasné dob¢ existuji desitky zpisobii vyhodnocovani fasovych testii
toxicity a trofie, které popisuji stovky publikaci. Prehled téchto metod neni pfedmétem tohoto
sd¢leni, podrobnosti autofi radi sdéli.

Je jisté, Ze kazda metoda ma své vyhody i nevyhody a ma riizné uplatnéni pro riizné typy
vzorkl. Napf. u pfirodnich vzorki je dilezité zohlednit predevSim zakal a zabarveni, proto je
vhodné pti pouzivani bézné rozsitené metody vyhodnoceni pomoci optické hustoty
promyslet alternaci naptiklad s druhou nejrozsifenéjsi metodou — pocitani bunék pod
mikroskopem v potfebnych intervalech (1 den az 5 dni, 14-21 dni v pfipadé spec.testl trofie)
se méfi prirtistky biomasy fas. Nejcastéji se pocitaji buiiky pod mikroskopem, nebo se méti
absorbance v jamkdach pii 750 (680) nm do dosaZeni konstantni hodnoty (stacionarni faze
rustové kiivky). Tato hodnota se pifepocte na vytézek susiny (podle konverznich kiivek).
Obsah jamek je také mozné pipetou pienést do kyvety béZného spektrofotometru a proméftit

Vypocet ECs
Vypocet integralu biomasy A:

N,=N,,  N+N,=2N, o NN, 2N,

A= 4
2 2

1, ta, th1, ta = Casy méteni
NO, N1, N>, Np.1, Ny = pocty bunék v jednotlivych ¢asech

Inhibice /,; pro kazdou sledovanou koncentraci:

_ Ac - Ai
ai A

c

A, = integral biomasy kontrolniho vzorku
A; = integral biomasy sledované koncentrace

Hodnoceni ECs) pomoci ristovych rychlosti u:
Ristova rychlost se pocitd podle vzorce:

InN, -InN,
ﬂ:t—

n

N, =pocet bun¢k v 1 ml v zavéru testu
No = pocet bun¢k v 1 ml na pocatku testu
t = délka testu

Inhibice I; pro kazdou sledovanou koncentraci:



[ = HiTH
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H.

He
M. = rastova rychlost kontrolniho vzorku
4; = ristova rychlost sledované koncentrace

Hodnoty ECs se pocitaji pomoci probitové analyzy podle nasledujiciho postupu:
1. K ziskani pfesné hodnoty je potfeba nejméne 5 pozorovani v rozmezi 5 — 95%

2. Koncentrace latky se logaritmuje (log ¢ nebo In ¢).

inhibice.

3. Inhibice se vyjadii v procentech, tyto hodnoty se pfevedou na probity.
4. Ziskané hodnoty se vynesou do grafu, kde na ose x lezi jednotlivé logaritmy
koncentrace a na ose y odpovidajici probity.
5. Vynesenymi body se prolozi pfimka. Odecte se hodnota logaritmu koncentrace, pii
které je probit rovny 5 (tj. pii 50% inhibici).

6. Odlogaritmovanim se ziska hledana koncentrace ECsg
Cely postup je mozné atomatizovat pomoci pocitacového programu

Stanoveni trofického potenciilu
Troficky potenciél se ur¢i odectenim susiny biomasy v kontrolnim vzorku od suSiny biomasy
ve vzorku vody. [8]JLUKAVSKY a kol. 1995

Podle tabulky 1 se urci stupen trofie.

Tabulka 1 - Klasifika¢ni tabulka pro hodnoceni trofie
Hodnoty suSiny v mg/l.- ptepocty dle konverzni kiivky z OD 750

Stupent Katarobni | Ultraoligo | Oligo | Oligomezo | Mezo |Mezoeutro |Eutro |Poly Hypertrofni

trofie

Autor

stupnice

Sladecek <5 <25 <50 <100 <500 <3000

1979

Zakova

1980 <5 5-50 50-200 200- | 500- >1 000
500 | 1000

lzglggVé <5 <50 <100 |<200 | <350 (<500 <1000 <1 000

Zkouska na limitujici Ziviny

Stanoveni trofického potencialu je mozno doplnit o zkouSku na limitujici Ziviny.
Vzorek vody se selektivné obohati o P, N, P+N, popf. o dalsi prvky, napt. podle schématu:

vzorek (bez obohaceni)

2 ml vzorku + 50 pl roztoku (kone¢na koncentrace fosforu 0,05 mg/1)
2 ml vzorku + 50 ul roztoku (kone¢na koncentrace dusiku 1 mg/1)
2 ml vzorku + 50 pl roztoku + 50 ul roztoku (konec¢né koncentrace fosforu 0,05 mg/l a

dusiku 1

mg/1)




vzorek + dalsi prvky (koncentrace se vypocitaji z zivného roztoku).
Roztoky se sterilizuji v mnozstvi 2 ml v otevienych Petriho miskach 2 hodiny ve steriliza¢nim
zatizeni (viz pfiloha B). Sterilni roztoky se pteliji do sterilnich 1ékovek.

Stanoveni podilu vazanych Zivin

Podil Zivin vdzanych v sestonu je mozno stanovit porovnanim trofického potencidlu
nefiltrovaného vzorku se vzorkem, z néhoz byl seston odstranén filtraci nebo odstfedénim.

Protokol o zkousSce

V protokolu o zkousce se uvede:
a) odkaz na pouzitou metodu;
b) identifikace vzorku nebo zkousené latky;
¢) zkuSebni organismus: druh, piivod, kmenové referencni ¢islo, zptsob kultivace;
d) podrobné tdaje o zkousce:
1) datum zah4jeni a doba trvani;
2) koncentrace zkouSené latky a fedéni vzorku;
3) slozeni zivného roztoku;
4) kultivacéni zafizeni a inkubacéni postup;
5) intenzita osvétlent;
6) teplota;
7) metoda méteni hustoty bunek, pouzita konverzni rovnice;

e) vysledky:
1) absorbance v jamkach sérologické desticky v kazdé fazi métent;
2) su$ina biomasy v jamkach sérologické desticky ve stacionarni fazi rastové kiivky;
3) hodnoty EC5);
4) hodnoty trofického potencidlu;
f) dalsi skute¢nosti vyznamné z hlediska uzit¢ho postupu.



Tab.2. Srovnani poradi toxicity téZkych kovii pro nékteré rasy.

f{asa

Potadi toxicity

Scenedesmus quadricauda (TURP.) BREB.
Sc. quadricauda (TURP.) BREB

Sc. quadricauda GREIFSW./15
Sc.subspicatus LEPAIL./Cambr.276-20
Scenedesmus sp.

Raphidocelis subcapitata SKULB./1959/1
R.capitata SKULBERG/1959/1

Chlorella vulgaris

Chl. kessleri LARG/1

Chl. protothecoides KRUGER [ pH 6.5]
Chl. saccharophila KRUG.)MIGULA. [pH 6.5]
Chl. saccharophila KRUG.)MIGULA

Cd >Pb>Cu>Ni/Zn
Cu>Ni>Cd>Pb>Zn>Co>Cr
Cd>Cr>Al>Co>Ni>Cu>Pb>Zn>Fe
Cd>Cr>Al>Co>Ni>Cu>Zn/Pb>Fe
Cd>Ni>Se>Cu>Pb
Cu>Ni>Co>Cr>Cd>Zn
Cd>Cu>Co>Cr/AI>Ni>Pb>Fe>Zn
Cd>Cu>Hg>Zn>Pb
Cu>Cr/AlI>Cd>Zn>Co>Ni>Pb>Fe
Hg>Th>Cu>Cr>Se>Cd>Ni>Co
Se>Cu>Hg>Th>Cr>Cd>Ni>Co.
Cu>Zn>Cd>Pb

Chlorella sp. Cd>Cu>Ni>Co>Pb
Stichococcus bacillaris NAEG. [pH 6.5] Hg>Cu>Se>Th>Cr>Ni>Co>Cd
Dunaliella tertiolecta Cu>Hg>Pb>Cd

Cladophora glomerata L(KuTZ.)[pH 5.5] Cr>Pb>Cu>Cd>Ni>Co>Zn

Cl. glomerata L(KUTZ [pH 8.5] Cr>Pb>Zn>Cu>Cd>Ni>Co
Phaeodactylum tricornutum BOHL. Hg>Cu>Pb>Cd

Dalsi metodiky a alternativy rasovvch testu toxicity

Standardni test toxicity provadény v 250 ml Erlenmayerovych bankach je znacné
neekonomicky, a proto byly vypracovany miniaturizované metody, které dnes jiz nejsou
povazovany za druhotadou alternativu, ale za urcitych podminek déavaji zcela srovnatelné
vysledky. Standardizovand metoda fasového  mikrobiotestu je soucasti také ceskych
oborovych norem vodniho hospodarstvi TNV 75 7741 [8] LUKAVSKY a kol. 1995.
Alternativni testy pak mohou probihat na sérologickych destickach, v kyvetach, zkumavkach
atd. viz prace [2] ROJICKOVA- PADRTOVA (1998) a [3] DVORAKOVA (1999),

Metodika Fasového mikrobiotestu

Cely test probihd za sterilnich podminek. Jako testovaci organismus se vyuzivaji fasy
Raphidocelis subcapitata, Chlorella kessleri, Scenedesmus subcapitata, Scenedesmus
quadricauda a Chlamydomonas reinhardii. Rasa je piedkultivovana (3 dny) a je piipraveno
inokulum o koncentraci 4¥10° bunék/ml. Do jamek s testovanym roztokem se p¥idd fasové
inokulum tak, aby jeho vysledna hustota byla 10* bungk/ml. Na jedné desti¢ce lze testovat
devét koncentraci v Sesti opakovénich, jeden sloupec je vzdy kontrola. Desticky se inkubuji
pii 28-32 °C, pii svételné intenzitd 30 W/m? a p¥i 2% objemovych CO,. Test se vyhodnocuje
spektrofotometricky pti 750 nm nebo 680 nm, urci se procento inhibice a pro zkousenou latku
se vypocte EC50 (TNV 75 7741, 1995). Hodnotit 1ze také pocet bunék pocitacem castic [9]
BLAISE ET AL. 1986.

e Srovnani se standardnim testem, reprodukovatelnost
BLAISE ET AL. (1986) ov¢tili shodu fasového mikrobiotestu na destiCkach se standardnim
testem toxicity v bankach pfi testovani 25 odpadnich vod a 6 kovia (s fasou Raphidocelis
subcapitata). Vysledky testovani deviti herbicidl na destickach a v baiikach se také pomérné
dobie shodovaly [10] BLAISE 1993. Dobra korelace mezi vysledky obou fasovych testi byla
demonstrovana pro fenol, nékteré kovy a herbicidy [11] St. LAURENT ET AL. 1992. Rasovy
mikrobiotest ma dobrou reprodukovatelnost - intralaboratorni koeficient variance je mezi 11-
41% [9] BLAISE ET AL. 1986, [12] THELLEN ET AL. 1989. Dle naSich zkuSenosti klasickd a
miniaturizovana metoda nejsou piimo srovnatelné, vedle rizného priniku svétla a CO, do



kultur, hlavné proto, Ze ristové kiivky nejsou ¢asové synchronizovany. Napf. exponencialni
fazi prochazi kultura v E-bance v ¢ase kolem 60-90 hodin v mikrodesticce kolem 80-110
hodin. Kone¢ny vysledek tj. letadlni koncentrace dané latky vyjdou vsak shodné.

e Vyuziti a vypovédni hodnota
Mikrobiotest je vyuzivan predevSim pro testovani kovl, herbicidl, pfipadné organickych
latek. Vhodné je i jeho vyuziti pfi testovani odpadnich vod, povrchovych nebo podzemnich
vod. Dle zkuSenosti neni ptili§ vhodny pro testovani vzorku, které maji zékal nebo zbarveni
(napt. extrakty z pid a tuhych odpadil), nebo vzorki, které vykazuji silnou stimulaci
fasového ristu (moznost prekryti toxicity). V takovémto piipade lze spektrofotometricka
méteni alternovat jinou metodikou vyhodnoceni (viz nize).

Dalsi alternativy fasovych testu toxicity

Pti testovani zakaleného nebo zabarveného vzorku lze testy vyhodnotit poc¢itanim bun¢k pod
mikroskopem nebo pouzitim pocitace ¢astic [13] REHNBERG ET AL. 1982, [14] BUTTERWICK
ET AL. 1982) nebo Ize vyuzit hodnoceni metabolické aktivity fas. Nejcastéji jsou vyuzivany
markry procesit spojenych s fotosyntetickou asimilaci, procesy pfenosu pfes membrany a
aktivita klicovych enzymi. V souvislosti s fotosyntetickou asimilaci jsou méfeny parametry
pfijmu oxidu uhli¢ité¢ho, vydeje kysliku titraci nebo chromatograficky [15] Poskuta 1991,
zmény v obsahu intracelularniho ATP [16] HICKEY ET AL. 1991. Dalsi jednoducha a vhodna
cesta vyuziva fakt, Ze fasy svou metabolickou aktivitou zvysuji pH svého okoli. To 1ze velmi
jednoduse méfit pH metrem v biosenzoru s imobilizovanami fasami [17] LUKAVSKY A
MARSALEK, 1996.

Dalsi metodicky pfistup vyuziva ptirozené fluorescence chlorofylu, ktera je pfimo timérna
hladin€ stresovych faktort a toxikanti [18] SAMSON A PorPoviIC 1988. Diive hojné vyuzivany
"C-asimilaéni test [19] NYHOLM A DAMGAARD 1990 je postupné nahrazovan
fluorescenénimi markry  jako napiiklad fluoresceindiacetatem (FDA), ktery vykazuje
vysokou korelaci s fotosyntézou [20] GALA A GIESY 1994. FDA je lipofilni nepolarni a
nefluorescentni molekula, kterd rychle pronikd bunécnou plasmatickou membranou. Uvnitt
builkky je FDA hydrolyzovan nespecifickymi esterdzami, coz vyustuje ve vznik
fluorescentniho aniontu fluoresceinu. Fluorescein je hydrofilni a zistava pfi neporusené
bunééné membrané. Proménnou pro kvantifikaci Zivotnosti po obarveni FDA je bud’to
celkova zelenad fluorescence emitovana bunécnou suspenzi a métend spektrofluorometrem
nebo mnoZstvi zelené fluoreskujicich bunék v této suspenzi stanovovanych epifluorescencni
mikroskopii nebo flow cytometrem [21] ST-LAURENT A BLAISE 1995.

e Metodika barveni FDA

Fluorescein diacetét se pfipravuje fedénim v acetonu nebo dimetylsulfoxidu. Rasa se inkubuje
s testovanou latkou 5 hodin. Poté se FDA smicha s fasou, jako blank se smicha fasa s fedici
organickou latkou a voda s FDA. Délka inkubace je rtizné (4-60 minut) a mize probihat na
mikrotitracnich desti¢kach nebo ve zkumavkach. Obarvené buiiky jsou excitovany svétlem z
argonového laseru (488 nm) a méfi se zelend (530nm) fluorescence a Cervena (> 620 nm)
autofluorescence. Mnozstvi Zivych zelené fluroeskujicich bunck ve smési je stanovovano
epifluorescencni mikroskopii nebo flow cytometrem [22] BERGLUND A EVERSMAN 1988, [23]
GILBERT ET AL. 1992, [24] GALGANIET AL. 1992.

e srovnani se standardnim testem



Me¢feni letality fasovych bun¢k za pomoci flow cytometrie bylo srovnano s ristem fasovych
kolonii na agarovych plotnach (CFU). Mezi obéma metodami byla doloZena vysoké korelace
a nebyly zjistény zddné vyznamné rozdily. Barveni bunék pomoci FDA je spolehliva metoda
k odliSeni Zivych a mrtvych bun€k [21] ST-LAURENT A BLAISE 1995.

Byly srovnavany EC50 z vyhodnoceni Zivotnosti bunék po obarveni FDA za 48 hodin s 96
hodinovou EC50 pro rtstovou rychlost. Obé metody mély podobné ECS50 pro algicidni
surfaktant dodecyl sulfat sodny, ale bunééna Zivotnost byla méné citliva k plisobeni herbicidu
atrazinu, ktery je algistaticky. Na rozdil od rtstové rychlosti, byla flow cytometrie schopna
rozli$it mezi algicidnimi a algistatickymi toxikanty [20] GALA A GIESY 1990.

Zhodnoceni a pouzitelnost alternativ rasovych testu toxicity

Testy toxicity vyuzivajici fasy maji nezastupitelné misto v ekotoxikologickém testovani.
Jejich specificnost je také v tom, Ze bchem doby expozice (3-4 dny ) je toxickému vlivu
vystaveno 4-5 generaci populace, takze se v ptipadé fas Castéji hovoti o subchronickém testu
nez o testu akutni toxicity.

Pro monitoring zivotniho prostfedi je vhodné&jsi vyuZzit miniaturizované fasové testy, nebot’
maji vypoveédni hodnotu identickou s tzv. konvencnimi testy a navic maji podstatné vyssi
produktivitu, ktera je vhodna pro velkoplo$ny monitoring.

Rasové testy trofie a toxicity by mély byt pouZivany piedevsim pro testovani latek, které se
dostanou do vody, monitoring povrchovych, podzemnich a odpadnich vod a vodnich
ekosystému. Je vSak malo pochopitelné, kdyzZ jsou tyto testy pouzivany na testovani vzorkt
pudy, kde mame mozZnost vyuzit testil toxicity s terestrickymi producenty.

Literatura

[1TRADETSKI, C. M., J. F. FERARD (1995). “A Semistatic Microplate-Based Phytotoxicity Test.” Environmental
Toxicology and Chemistry Vol 14(Iss 2): pp 299-302

[2] ROJICKOVA-PADRTOVA R.: Algal assays. PhD. Thesis. MU Brno, 1999.
DVORAKOVA, D: RASOVE TESTY TOXICITY. VSVF, BRNO, 1999

[3] DVORAKOVA D. (1999) Rasové testy toxicity. Doktorska disertaéni prace, VSVF Brno, 89s.
[4]CYRUS, Z.(1954): Otazky biologického ¢isténi odpadnich vod. Péce o Cistotu vod 3:161-169.

[5] DVORAKOVA, D., R. ROJICKOVA-PADRTOVA, MARSALEK B. (1999). “Is the Replacement of Scenedesmus
quadricauda L. by Selenastrum cornutum L. in Toxicity Tests Reasonable?” Pol. Arch. Hydrobiol. 46(3-4): 345-
352.

[6] ROJICKOVA-PADRTOVA, R. AND B. MARSALEK (1999). “Selection and Sensitivity Comparisons of Algal
Species for Toxicity Testing.” Chemosphere Vol 38(Iss 14): pp 3329-3338.

[7]. SHIRAIWA, M., GOYAL, A. et TOLBERT, N.E. (1993): Alkalization of the medium by unicellular green
algae during uptake of dissolved inorganic carbon. - Plant Cell Physiol. 34:649-657.

[8]. LUKAVSKY,J., MARSALEK,B. & FREMROVA,L. (1995): Mikrometoda stanoveni toxicity a trofického
potencialu fasovym testem. - Odvétvova technickd norma vodniho hospodaftstvi TNV 757741, 15pp.

[9] LUKAVSKY, J. AND B. MARSALEK (1997). “The Evaluation of Toxicity by a Biosensor with Immobilized

Algae.” Algological Studies 85: 147-155.



[9] C. BLAISE, R. LEGAULT, N. BERMINGHAM, R. VAN COILLIE AND P. VASSEUR(1986).: A simple microplate
algal assay technique for aquatic toxicity assessment. Tox. Assess. 1, 261-281

[10] C. BLAISE(1993).: Practical laboratory application with microalgae for hazard assessment of
aquatic contaminants. In: M. Richardson (Ed.) Ecotoxicology monitoring, VCH Basel, p. 384

[11] D. ST-LAURENT, C. BLAISE, P. MACQUARRIW, R. SCROGGINS AND B. TROTTIER (1992).: Comparative
assessment of herbicide phytotoxicity to Selenastrum capricornutum using microplate and flask
bioassay procedures. Environ. Toxicol. Water Qual. 7, 35-48

[12] C. THELLEN, C. BLAISE, Z. RoYy AND C. HICKEY(1989).: Round robin testing with the Selenastrum
capricornutum microplate toxicity assay. Hydrobiologia 188/189, 259-268

[13] B. G. REHNBERG, D. A. ScHULTZ AND R. L. RASCHKE(1982).: Limitations of electronic particle
counting in reference to algal assays. J. WPCF 54, 181-186

[14] C. BUTTERWICK, S. |. HEANEY AND J. F. TALLING(1982).: A comparison of eight methods for
estimating the biomass and growth of planktonic algae. Br. phycol. 17, 69-79

[15] J. W. PoskuTA: (1991). Toxicity of heavy metals to growth, photosynthesis and respiration of
Chlorella pyrenoidosa cells grown either in air or 1% CO,. Photosynthetica 25, 181-188

[16] C.W. HICKEY, C. BLAISE AND G. COSTAN: (1991) Microtesting appraisal of ATP and cell recovery
toxicity end points after acute exposure of Selenastrum capricornutum to selected chemicals. Environ.
Toxicol. Wat. Qual. 6, 383-403.

[17] J. LuKAVSKY AND B. MARSALEK: (1996) The evaluation of toxicity by biosensor with immobilized
alga Selenastrum capricornutum. Algol. Stud. 89, 234-239,

[18] G. SAMSON AND R. Porovic: (1988). Use of algal fluorescence dor determination of phytotoxicity
of heavy metals and pesticides as environmental pollutants. Ecotox. Environ. Saf. 16, 272-278

[19] N. NYHOLM AND B. M. DAMGAARD: (1990). A comparison of the algal growth inhibition toxicity test
method with the short term **C-assimilation test. Chemosphere 21, 671-679

[20] W. R. GALA AND J. P. GIESY(1994): Flow cytometric determination of the photoinduced toxicity of
anthracene to the green alga Selenastrum capricornutum. Environ. Toxicol. Chem. 13, 831-840.

[21] D. ST-LAURENT AND C. BLAISE: (1995), Validation of a microplate-based algal lethality test
developed with the help of flow cytometry. In: M. Richardson (Ed.) Environmental Toxicology
Assessment, Taylor & Francis, London, UK pp. 137-155.

[22] D. L. BERGLUND AND S. EVERSMAN (1988).: Flow cytometric measurement of pollutant stresses on
algal cells. Cytometry 9, 150-155

[23] F. GILBERT, F. GALGANI AND Y. CADIOU (1992): Rapid assessment of metabolic activity in marine
microalgae: application in ecotoxicological tests and evaluation of water quality. Mar. Biol. 112, 199-
205.

[24] F. GALGANI, Y. CADIOU AND F. GILBERT (1992).: Simultaneous and oterative weighted regression
analysis of toxicity tests using a microplate reader. Ecotox. Environ. Saf. 23, 1-7



	Kultivační nádoby 
	   Vyhodnocování testu -  Měření růstu 
	Řasa
	Pořadí toxicity
	Sc. quadricauda (Turp.) Breb
	Sc.subspicatus Lepail./Cambr.276-20
	Scenedesmus sp.
	Raphidocelis subcapitata Skulb./1959/1
	R.capitata Skulberg/1959/1
	Chlorella vulgaris
	Cd>Cu>Hg>Zn>Pb

	Chl. protothecoides Kruger  [ pH 6.5]
	Chl. saccharophila Krug.)Migula

	Chlorella sp.
	Stichococcus bacillaris Naeg. [pH 6.5]
	Dunaliella tertiolecta 
	Cu>Hg>Pb>Cd


	Cladophora glomerata L(Kutz.)[pH 5.5]
	Cr>Pb>Cu>Cd>Ni>Co>Zn

	Cl. glomerata L(Kutz [pH 8.5]
	Cr>Pb>Zn>Cu>Cd>Ni>Co

	Phaeodactylum tricornutum Bohl.
	Hg>Cu>Pb>Cd
	Metodika řasového mikrobiotestu 
	Zhodnocení  a použitelnost alternativ  řasových  testů toxicity 






