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Abstrakt

S nafistem pdétu obyvatel na Zemi se stale vice zZekiskych ploch ocita
v oblastech, které jsou zasaZeny odpadnimi latkankro posouzeni dopadu jejich
piitomnosti na zZivotni proidi je proto dlezité stanovit jejich toxicitu. Cilem této prace
je zhodnoceni vlivu vybranych ianttézkych kowa (CoSQ, CuSQ, CdSQ, ZnSQ
a K;Cr,O7) na phabeh fotosyntézy u modelovych zastupeelenychias Scenedesmus
quadricauda) prostednictvim sledovani dynamiky uvmvani kysliku do roztoku Zivného
média. Experimenty jednotlivymi sléeninami probihaly § pH 7, teplo¢ 25°C a stle
450 pmol m? s K méteni byla pouZita sestava Algareact vyvinuta fiomBVT
Technologies. K validaci metody bylo pouZito sravha istovymi Kivkami Scenedesmus
quadricauda pfi raiznych pH. Metoda ngfeni rozpu&ného kysliku v médiu je vhodna
k méteni bezprosedniho dinku chemickych slotenin na fotosyntetickou aktivitu
zkoumaného organismu. Metoda je omezena tekutosteného roztoku.Nejvice
ovlivnilo namgftené mnozstvi kysliku rozp@ggho v médiu CdSQr koncentraci 0,1 M.

Kli ¢ova slova:Scenedesmus quadricauda, zelenarasatézké kovy, kyslik



Abstract

With the world population growth, more and morei@gtural areas fall into
regions affected by waste products. Therefors iniportant to determine their impact on
environment toxicity. The aim of this thesis isdwaluate the effect of selected ions of
heavy metals (CoSQO CuSQ, CdSQ, zZnSQ and KCr,0O;) on the process of
photosynthesis in a selected green algae spefteiselesmus quadricauda) by means of
monitoring of dynamics of oxygen release into dolutof nutrient medium. The
experiments with individual compounds proceedegHty7, temperature 25°C and light
450 umol m?s. Algareact device developed by the company B¥¢hhologies was used for
measuring. Comparison with growth cun&snedesmus quadricauda by different pH was
used for the validation of the method. The methbthe measurement of dissolved oxygen in
medium is suitable for the measuremeninuhediate impact of chemical compounds on
photosynthetic activity of examined organism. Thetmod is restricted by the fluidity of
measured solution. The lowest quantity of oxygesolved inmedium was measured by
CdSQ in concentration 0,1 M.

Key words: Scenedesmus quadricauda, green alga, heavy metals, oxygen
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1. Uvod

Rasy, sinice a autotrofni organismy ob&se dnes stavaji jednou z moZnosti
feSeni energetické a potravinoveé &iknosti. Do vyzkumu jsou investovany zné
prostedky z véejnych i neveéejnych financi.

Druhy z rodi jako je Chlorella, Scenedesmus, Trachydiscus a mnohé dalsi jsou
¢asto zmiovany v odbornych i popularigaich publikacich v souvislosti s Gvahami
0 vyroke substratu prepalovani, biomasy jako nahrady kvasitelného satuspyro vyrobu
bioplynu, o tvorks mikrobialnich spolé&enstev Siroce vyuzitelnych pro trvale udrzitelné
biologické hospodatvi aj.

Zakladni otadzkou k rozhodnuti, nakolik jsou tytostyesclidné je, zda jsme
schopni pochopit a vyuzit fotosyntézu. Ta je zakiadakci, ktera umaije Zivot na Zemi
ve forne, v jaké jej znameZjednoduSed# Izeftici, Ze fotosyntéza je zakladem zaigistvi
a zvladneme-li ji v udrzitelném stavu, bude vystadki udrzitelné zeguglstvi, tedy
produkce potravin v mnozstvi dostatém pro neplytvajici subjekty. To plati i pro zdroj
energie, o0 nichZ se dnes mluvi jako o alternativatrojich.

S naistem pdétu obyvatel na Zemi se stale vice zektskych ploch ocita
v oblastech, které jsou zasaZzeny odpadnimi latkafgise dostavaji hla¥nvlivem ®zhy,
praimyslovécinnosti, zenddélstvi a dalSicktinnosti do ovzdusi, gquly i vody. Ve vysledku
vSak v naprosté&sine skorti ve vod, kam se dostanou @iupfimo spadem ze vzduchu
nebo jsou tam pozy vyplaveny z midy. Pro posouzeni dopadu jejich fitpmnosti
na zivotni prostedi je dilezité stanovit jejich vliv na probihajici fotosgtitké reakce.

Prednmétem této diplomové prace je snah#ispit k pochopeni prvnich reakci
fotosyntézy autotrofniho mikroorganismu, je — lilienén soli, obec& znamou jako
toxickou. Vyrok Paracelsa znamy jako ,davka&la z latky jed" platny nejenom pro
farmacii, dava tusit, Ze cesta &mwjici k maximalg produkujicim mikrobialnim
spol&enstim bude dlouha.Zakladnim kamenem Kk nim je populace autotrofnich
organisni produkujici kyslik. Navazujici populace jsou tyené kyslik patebuji k dalSi
produkci, kterou podporuji dalgieny spolé€enstva ke konmému vysledku Zadanému
¢lovekem. Tedy energii a potravZ tohoto dvodu se ve své praci na rozdil od naprosté
vétSiny praci zabyvajici se toxicitou latek pasové kultury hodnocenou pomodstové
kiivky béhem kultivace za stanovenych podminek zabyvam recadettieni produkce

fotosyntetického  kysliku a moznymi  zdroji jeji mtilace a inhibice.



2. Cil

Cilem prace je zhodnoceni vlivu vybranych ioritzkych kowi na pfib¢h
fotosyntézy u modelovych zastdpc zelenych fas Scenedesmus quadricauda)
prostednictvim sledovani dynamiky uvmvani kysliku do roztoku Zivného média.



3. Literarni prehled

3.1Rasy

Rasy pati do imperia EukaryaEgkaryota), fise Rostliny Plantae), podise
Zelené rostliny Yiridiplantae), odctleni Zeleneasy (Chlorophyta) (Kalina et al., 2005).

Rasy pati mezi eukaryotické organismylejich buika obsahuje chloroplasty.
Ty pak obsahuji chlorofyl ,a* a ,b“ a dalSi fagnteticke pigmenty jakoB- karoten,
violaxantin, anteraxantin a neoxantin, zeaxantinlugein, ve kterych probihaji
fotosynteticke procesy (Kalina et al., 200¥)mitochondriich probih& aerobni respirace.
V endoplazmatickém retikulu se #qroteiny a lipidy a v Golgiho aparatu se tytckijat
dale getvaeji , skladuji nebo se odtud transportuji do dhlgesti buiky. Ve vakuolach
se ukladaji ziviny a nebezfrgé@ nebo nepéebné nebo latky.Povrch buky tvori s&na,
kterd slouzi kudrzeni tvaru tky a jako ochrana ipd posSkozenim. Jeji hlavni

komponentou je celuléza (Campbell et al., 2008).

3.1.1Rod Scenedesmus

Dnes je rodScenedesmus fazen doceledi Scenedesmaceae (Hegewald, 19975 je

nejwtsi zraduChlorococcales, dle Hegewald & Silva (1988) obsahuje vice neZ01&hi.

Jedna se o0 jedny z népwjSich fas vodniho fytoplanktonu. Lze je najit
ve sladkych i slanych vodach, ale i mnoha dalgi¢iodnich biotopech. Morfologicky
jsou velice variabilniCasto v zavislosti na prasdi (Trainor, 1998).

Bunky existuji bu’ samostath nebo v cenobiich (skupina veélrspojenych
burék) viz. obr. 1. Ta jsou twena bitkami rovnolEzné uspdadanymi podle svych
delSich os (Fott, 1967) .

10



Obr. 1 Kultura sloZend z dvou é&yiburgénych cenobiiScenedesmus quadricauda
(Anonym, 2012 - 5)

3.2. Fotosyntéza u eukaryotnich bugk

Rasy maji fotosystém téthshodny s C3 rostlinami ( Hall, 1999).

Fotosyntéza probiha u eukaryotnich &urv chloroplastech (obr. 2). &srji,
v chloroplastu Fitomnych tylakoidech.
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Obr. 2 Chloroplast (Anonym, 2012 -2)

(1) mezimembranovy prostor (2) vimit membrana (3) vrtbiho prostor, ktery je vypém
vodnym roztokem neboli stromou, (4) stroma, (7ukhltylakoidi - grana.
(8) stromélnimi tylakoidy. (5) dutina tylakoidwana lumen

(6) membrany tylakoid (10) ribozomm, ( 11) DNA plastidu, ( 12) tukok@pénky

Tylakoidy jsou v chloroplastu organizovany dvojimpagobem. Bd se jedna
o shluky neboli grana, do kterych jsou tylakoidahloweny nebo se vyskytuji
samostatéi V tomto gipad se jedna o tzv. stromalni tylakoidy, jejichz ycgbovrch je
omyvan stromou. Po&n mezi stromalnimi a granalnimi tylakoidy zavisi padminkach
béhem vyvoje chloroplastu. Zvid¥yznamné je sitlo (Prochazka et al., 1998).

Samotna fotosyntéza probiha v tylakoidnich memluatagébr. 3 a 4). Membrany
sousedici s jinou tylakoidni membranou se nazyst@fnané. Ty, které jsou omyvany
stromou, jsou ne&snané. Vzajemnse liSi v obsahu pigmentoproteinovych komplex

Jedna fotosynteticka jednotka se sklada zhruB&Q& molekul chlorofylu. 99 %
Z nich jsou tzv. antény, jejichz funkci je pouzestkshirna absorbce arpdavani
zachycené energie to realich center (Prochazka et al., 1998).
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NADP reductase
Photosystem |
Ferredoxin Photosystem Il Oxygen-evolving complex
Obr. 3 Rozmiskni fotosystému v tylakoidu (Anonym, 2012 - 3).
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Obr. 4 Uspaadani hlavnich slozek fotosystému v tylakoidni mgmbpodle

Lawlora (1993) (Prochazka et al., 1998).

1 - pigmentoproteinovy komplex antény, 2 - bilkevD1, 3 — bilkovina D2,

4 — cytochrom &9 5 — stlosbérnd anténa, 6 — bilkovina ({M 10000), 7 — stabilizujici
membranova bilkovina ( M= 22000), 8 — Rieskeho centrum Fe-S, 9 — cytochbgfn
s polypeptidy, 10 — st¥loskérny pigmentoproteinovy komplex PSI, 11 — bilkovina

s navazanym feredoxinem, 18 — feredoxin, 19 — favtein ( Fp), 20 — membranova

jednotka spahovaciho faktoru G§-Z, D — tyrozin na bilkovieiD1 a D2.
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3.2. Pronikani latek do eukaryotni buiky

Latky prechazejici z wjSiho prostedi do bua¢ného, musi fekonat rozhrani
buiky, polopropustnou cytoplazmatickou membranu, naapu také plazmalema. Latky

se ffes ni dostavaji hiipasivié nebo aktive.

3.2.1. Pasivni transport:

Je vyhodny z hlediska energetickych naklad

Zde hraji roli dva jevy difuze a osmoZaifuze je jev, kdy se latka z prasdi,
kde m& vySSi koncentraci, fiStlo prostedi s niZ8i koncentraci tak dlouho, az se jeji
koncentrace v obou prdstiich vyrovna. Osmozaje specifickym projevem difuze,fip
némzZ se vyrovna koncentrace latek, které jsouiedtaé v rozpousdle na fizné
koncentrace a jsou od&ény polopropustnou membranou, kterd je progupro
rozpoustdlo (Prochazka et al., 1998).

3.2.2. Aktivni transport

Latka se i ném vaze na bilkovinnyignase, ktery je pro ni uzfisoben. Ten ji na
druhé straé vypusti viz. obr. 5. Jedna se o druh transpaéainy na energii, hika
ale miZe ovliviiovat rychlost i sir transportu. Vyhodou je, Zetke fungovat i proti

koncentranimu spadu.
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Tinternal signall

Obr. 5 Mechanismus transportu idnpies plazmalemmu. ( A) protonova pumpa,
( B) iontovy kanal, ( C) fenase, ( D) sgazené proteiny pro percepci a transdukci.
(Richter, 2004 - 1)

Systém | a systém Il

V buréénych membranach jsou dva typyepaSeéa bilkovinného charakteru.
Pro kazdy iont jsou specifické v zavislosti na kemcacich. B (< 1 mmol.IY), se
uplatiuje tzv. systém | s vysokou afinitou k iént a fi koncentracich(> 1mmot), tzv.

systém Il

V cytoplazmatické membrérjsou g nizkych koncentracich ioftv ¢innosti jen
mechanismy systému $ystému Il funguje i vysokych koncentracich ioint kdy je
systém | odpojeny. lonty se transportuji difuzegp plazmalemu a ndsifunguje
v tonoplastu. Redpoklada se, Zze mechanismy jednoho systému fungugdneé

a druhého systéemu v druhé memigréRichter, 2004 — 1) viz. obr. 6.
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4 — aktivnl
—= pfljem

Obr. 6 Funkce systému | a ll. (Richter, 2004 — 1)

Zivad buika méa snahu udrZet si pémmezi syntézou organickych kyselin
a uvohovanim H z buiky a tim i o udrzeni jeji elektroneutralifRegulace pH v hice je
proto Fmo spojena s metabolismenti kterém se bdi produkuje nebo spisbovava H.
Produkty metabolismu obsahujici C, H, O a N mdjlwnegativni naboj, karboxylové
skupiny gevladaji nad NB Prebytek karboxylovych skupin musi ika vyrovnat
anorganickymi kationty, aby byla zachovana eleldtdralita. Ta je potebnda, protoze
vétSina enzym cytoplazmy ma optimum pro svou aktivitéi ppH mezi 6 -7 Ve vakuole
je pH nizsi ( 5-6)Enzymy v cytoplazrm jsou velmi citlivé, proto je kontrola pH v bce
zakladni podminkou metabolismu

Zda bude vysreno H nebo OH zavisi na tom, jaky iont do ni vstupuje.
Pii vstupu NQ nebo SG se z biiky uvoliuje OH a i vstupu NH* H*.

V pribéhu dychani biky pH cytoplazmy klesa Kii uvoliovani H, ktery
se dostavA z mitochondrii do cytoplazmy nebo d@jSi#mo prostedi Zarovei

se antiportem transportuje dourit’. Turgor se zvy3uje a pH cytoplazmy roste.

Draslik K prijaty vyménou za H se bud” mze (astnit neutralizace kyselin
nebo se nwze ukladat ve vakuol®rganické kyseliny jsou syntetizovany, dokud phabi
vyména vygsnsného protonu za K anebo nez se produkty této syntézkevedou

do vakuoly

16



Metabolismus vysila signaly podle 2ny pH v buice. Ty pak vedou k produkci
H* nebo OH.

Proton (H) miZe znovu vstupovat do bky podle jejich pozadavkna neutralizaci
skupin OH . Jedna se o tzv. recirkulaci. Qbhty tuto schopnost nemaji
(Richter, 2004 — 1).

3.3. Zpisob pfijmu kovia Fasami

Jednobuiné fasy [Fjimaji latky skrz butcnou sénu pasivié nebo aktive.
Pasivni pijem se oznéuje terminem biosorpce, aktivni jako bioakumulabayvs et al.,
2003). K biosorpci dochazi tas de¥ma zmisoby: tvorbou komplex a tak zvanou
iontovou vynénou. Termin iontova vydma neni pesny, protoze mechanismy iontovych
vazeb souvisi s fyzikou (Van der Waalsovy silyghemii (iontové a kovalentni vazby).
Jedna se tedy spiSe o sorpci (Davis et al., 2008mplexy vznikaji reakci kationtu
s aniontem a vznikla vazbatige mit charakter kovalentni nebo elektrostaticky.celé
buiky se na biosorpci podili nejvice &ina stna. To je dano jeji elektrostatickou
piitaZlivosti a schopnosti tvorby komptexDavis et al., 2003). Butina stna hraje roli
do té miry, Zetfasy, které ji netvd vibec nebo jen vasti svého vyvojového cyklu,
nepati mezi dobré sorbenty kév (Lee, 1999). Buitné sény obsahuji slozky, které se
v zavislosti na dalSich faktorech mezi kter&ipaagiklad pH, davka, fitomnost vysoce
afinitnich latek schopnych vazat kovy z piestii na bus¢ném povrchu, efektivita systému
piijmu a uskladani kovu v buice, giznivy pomér povrchu organismu k jeho objemu
podileji na schopnosti vazat kovy. Mezi nejvyzng$in komponenty pat skupiny
karboxylova, hydroxylova a thiolova, tipemz karboxylova je povaZovana
za nejvyznaméSi (Fourest & Volesky, 1996). Mira jejich uplaim vSak zavisi
na dalSich okolnostech.rd®tlevSim pH. Najklad @i zvySeni pH (cca do hodnoty 10)
karboxylova skupina neni schopna vykazat maximeltivitu a sorpci zajiduji ve WtsSim
pomeru thiolové skupiny. B dalSim zvySeni pH (nad hodnotu 10) vykazuje agiaky
nejvyssi aktivitu hydroxylova skupina (Davis et, &003). Dle Rajmani et al. (2007) je
schopnostas adsorbovat a metabolizovat stopové prdetre toxickych kovi dana diky:

17



piitomnosti vysoce afinitnich latek schopnych vazawyk z prostedi na bu&ném
povrchu

efektivnimu systémuifpmu a uskladani kovu v buice

piiznivému pondru povrchu organismu k jeho objemu

Kromeé pH zavisi pijem také na vlastnostech priesti, (nap. hodnota) a davce, které jsou

organismy vystaveny (Gupta et al., 2005).

3.4. Risobeni €Zkych kovii na bunéény metabolismus

TéZké kovy mohou v zavislosti na dalSich faktorecthmalém mnoZstvi vyrazn
ovlivnit bunéény metabolismus nasledujicimitgoby:
ireverzibilnim naiistem propustnosti plazmalemy, vedoucim k Unikuebojych roztok, jako

jsou nap. osmotika (zejména draslik) do phesti

redukci intenzity fotosyntetického elektronovéhamsportu a fotosyntetické fixace uhliku,
inhibici spoteby kysliku pi respiraci,

narusenim procé@iijmu Zivin,

inhibici enzym v disledku substituce esencialnich inkbwi,

inhibici syntézy proteiin,

abnormalnim morfologickym vyvinem a ultrastruktuniéhi zmgnami

omezenim pohyblivosti a ztratowbkt,

degradaci fotosyntetickych pigméngépojenou s redukciistu vedouci v krajnichifpadech
ke smrti butky (Zawel, 2011)
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3.5. RAisobeni €zkych kovii na fotosystém

Pri pokusech provashych in vitro na izolovanych chloroplastech néjdakoidnich
membranach, kde nebyloagobeni &zkych kowi ovlivnéno propustnosti budnych sén
a dalSimi okolnostmi bylo zji&ho, ze &zké kovy zasahuji fotosystém v mistech uvedenych
na obrazku 7.

R

t Cu, Hg, Ni
Cd, Cu, Cr
Hg, Zn Cu, Pb, Zn

Obr. 7 Mista pisobeni #kterych kowi na fotosystém (Krupa, 1995).
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4. Material a metody

4.1. RasaScenedesmus

Rasa Scenedesmus quadricauda (obr.8) byla ziskana ze shirky

Mikrobiologického Ustavu v Eboni a udrzovana na Ustavu fyzikalni biologie odéské

univerzity na Novych Hradech.

Obr. 8 Osmiburéné cenobiuntcenedesmus quadricauda v elektronovém mikroskopu.
(foto autor).

4.1. Postup [FeciSténi a izolace buréné kultury Fasy ze smisené kultury

K pokusim na utitém druhurasy je ji teba nejprve izolovat argvést ji datisté
kultury pouzitelné v laboratd
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Izolace musi probihat vzdy za podminek, kdy daga schopna mnozit. SmiSena
kultura byla umisina v laboratti do podminek, kde se mohtasa mnoZzit a ponechana 2
az 3 tydny v klidu. Red zapoetim izolace byla prohlédnuta voda ze vzorku. Kslg ni
vyskytoval cilovy druifasy, byla voda n&na na 3% agar s médiem v Petriho misce a ve
vhodnych podminkach se nechalfsstr Po vytvéeni zeleného povlaku byl tento z co
nejmensi plochy seSkrabanckovaci klickou a mikroskopicky potvrzenaftippmnost
Zadanérasy. Ztoho mista vzorku byl odebran¢bpo nejmensi vzorek, ktery byl &p
naten na co nejtSi plochu agaru v Petriho misce a ponechan, aleyrdatl. Postup byl
opakovan tak dlouho, dokud se na misce nevyshkyfjen Zadany drufasy.

Pokud byla kultura po dvojim nebo trojim feati na Petriho misku statiésta.
Byla prevedena z do sbirky. Toto bylo provedeno matim @kovaci klickou na Sikmy
agar s pislusnym meédiem ve zkumavce.

Shirka se uchovava v uzawnych zkumavkach ve stojanku za teploty 22°C,
v pritmi tak, aby rostla co nejpomaleji.

4.2. Kultivacerasy

Po celou dobu kultivace bylo vyuzivano médium po8ienmera a Setlika.

Pro gipravu média se pouZzivaji zasobni roztoky ve slozen

1. zasobni roztok KNO3 - 202,1 g.
Chelatonat Fe+ -1,85 g.
CaCl2 - 1,554¢.

2. zasobni roztok
MgS04.7H20 - 98,8 g.

3. zasobni roztok
KH2PO4 - 344q.

4. zasobni roztok - Mikroelementy
H3BO3 - 3,086 g.
MnS04.4H2S504 -1,18 g.
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CoS04.7H20 - 1/44.
CuSO4.5H20 - 1,24¢.
ZnS04.7H20 -1,43g.

5. z&asobni roztok
(NH4)6M07024.4H20 - 1,84 g.

Do destilované vody byloffdlano na 1 litr média 10 ml zasobniho roztokd, 2
a 3. Ze zasobnich roztbkd a 5 byl pidan vzdy 1 ml. Nakonec bylo po sterilizaci

upraveno pomoci 1 M KOH pH na 6,9.

Piiprava kultivaéniho média

Lahev byla napléna vodou tak, aby byl pofidani zasobnich roztoku objem
média 1 litr. Pak byla uzéena a ozngena. Nakonec bylafipoZena indikatorova paska.
Ta se pouziva jako kontrola podminek sterilizacga dostaténou dobu Ize povazovat
sterilizaci autoklavovanim po dobu 20 mintitteplo& 124°C. Po vychladnuti média bylo
v laminarnim boxu upraveno pH 1M roztokem KOHi d&lSi manipulaci s médiem byla
vzdy dodrzena zasada, Ze veSkera manipulace i®otev lahvi se provadi jen
v laminarnim boxu aipnalévani se hrdlo lahve nesmi dotykat nadob, tdojkh medium

nalévame. Tim se zalige piipadné kontaminaci médiasou.

Vlastni kultivace fas

Samotna kultivacgas pro pokusy probihala ve specialni labdratd-B JCU
v Novych Hradech. V mistnosti byla pomoci klimatieaidrzovana teplota 22°C.

Ze Sikmého agaru byla kultura po seSkrabarkowaci klckou a umisina
do tekutého média, kde byla dalésfpvavana v kultivenim stole v Erlenmeyerovych
bankach o obsahu 100 ml naphych 50 ml média. Kultury byly stale promichavany
frekvenci 150 rpm. Ostleni bylo shora pomoci #igek rovnongrné rozloZzenych
nad plochou stolu. Stla svitila nepetrzit.  V mist, kde byla tepana kultura, byla
intenzita oswtleni 20 umol. Kultivace probihala vzdy tak dloutad nansiena hodnota

optické density ( dale jen OD)igsahla hodnotu 4,8.

22



4.3. Pouzity gristroj a aparatura

Pro méfeni obsahu rozpu$iého kysliku v médiu byla pouzita aparatura

Algareact, vyvinuta firmou BVT Technologies.

__—Michadlo (ST1.S)

) _—Kyslikova elektroda (OE)

_~—Nadobka TC5

192,5

Obr. 9 Analyzator fistuias —fez aparaturou. (Anonym, 2012 — 4)
Aparatura se sklada z cely s dvojitym plé&st Ten je pizpasoben pro pipojeni

zdroje média, které udrzuje teplotu nastavenouegpdidminek pokusu. Cela je zespodu
oswtlena halogenovou zarovkou undisbu v reflektoru. Mezi celou a reflektorem je

23



pohybliva planZeta s otvory se zavitem pro ugeviswtelnych filtrdi. To umo#uje menit

kvalitu s\tla i jeho intenzitu viz. obr. 9 a obr. 10.

Obr. 10 Sestava Algareact (Anonym, 2012 — 4)

Uvnitt cely je umisina elektroda OE1. Michadlem ve tvaru komolého lauje
na ni hnana #tend kultura. Elektroda ma membranu selektpropustnou pro kyslik.
Vnittek elektrody je tvien platinovym dratkem zalitym ve skle. Ten dosahuj
az k membrah Konec dratku je volny. Kolem je ve spirdle naxdareferetini elektroda
ze stibrného dratku. Elektroda anébiem pokus provadnych viadu dni nerni své

nastaveni viz. obr. 11.
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Dlouhodobé stabilita elektrody
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Obr. 11 Stabilita elektrody OE 1. (Anonym, 2012 — 6)

Po spu&ni Algareactu byla vzdy zapnuta regulace tepldgra byla
provad¢na pomoci externiho kryostatu o vykonu 2 kW. Teral chladici médium
do dvojitého plast cely. Cela byla zespodu @lena halogenovou Zarovkou. Intenzita
a barva s#tla byla regulovana pomoci filtr pifipevrénych do pohyblivé planZety
pod celou. Na ipstroji byl nastaven islusny filtr a zadany podminky, za kterych pokus
probihal. Vtomto fpac byl pristroj nastaven tak, Ze byl vzorek po vlozeni
1200 s ve trén Pak 2400 s ostlen s\wtlem o intenzié cca 450 umol. Po této déke opt
zhaslo s¥tlo a vzorek astal na 1200 sve tn Pak byl znovu osilen na 2400 s.
Pridavani jakychkoliv latek ke vzorku a Uprava pH dylzdy provadno ped
nadavkovaninfasové kultury do cely za stalého michani. Davkow&orku i dalSich

latek jsem provéad pomoci nastavitelné pipety od firem Biohit ndbpendorf.

4.3.1. Kalibrace pristroje

Pred zapdetim pokud bylo vZzdy kontrolovano jeho nastaveni. Cela apay
byla po zapnuti napéma 10 ml destilované vody. Poté, co dosahla taplot
piednastavenych 25°C, bylo spirid michani a zaznam. Po 5 minutach byl zaznam
zastaven a ipétena hodnota kysliku rozpgggho ve vod. Pokud byla v rozmezi 8,2 —
8,3 mg/l, nebylo nastaveni dale upravovano. Bylarrimo uvedené rozmezi, bykigtroj

znovu nakalibrovan.
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Pti kalibraci byla cela naptma 10 ml destilované vody a po dosazeni
piednastavené teploty bylo spifd michani. Hodnota na vystupu elektrody byla
sledovana na graftidiciho software. Jakmilefikka prestala klesat nebo stoupat, bylo
meieni ukordeno a pistoupeno k samotné kalibraci. Na jejim¢atku bylo spugno
michani a zaznam. Po c¢adh minutach bylo z michané n&plmdsato 8 ml a dolito 10
ml nasyceného roztoku i&iitanu sodného. Tim byl odstiamvesSkery rozpushy kyslik.
Jakmile hodnota na vystupu kyslikové elektrodgspala klesat, bylo &eni zastaveno,
uloZzeno a vysledek zpracovan pomoci softwdistmpje. Tak byla ziskana kalildra

konstanta.

4.3.2. Riprava vzorku pro pokus

Kultura v Erlenmayeroybaice byla vzdy oteena v laminarnimu boxu a byl z ni
odebran vzorek ke z#eni optické density ( dale jen ODyjigirojem Densilameter |lI,
ktery udava hodnoty v jednotkach Mac Farland. \Ragtni experiment byla uZzita kultura
0 OD mezi 4,8 —5,2.

4.4. Metoda stanoveni rozpugného kysliku

Metoda je zaloZzena nagbeni mnozstvi kysliku rozpu$teho v médiu, které je
ukazatelem fotosyntetické aktivity. Vzorek proysbmoci otéejiciho se konického
michadla na membranu kyslikové elektrody. Datd pou fedavana do pdtace ve
vzorkovacich intervalech, kde jsou dale zpracovavdémogramem v realnéntase.
Vyhodou metody je jeji rychlost. Z kultury nenitfeiba Ehem pokusu odebirat vzorky
ani do ni jinak zasahovat. Pomoci posuvné plarmdstyené sadou vgmnych sételnych
filtr G 1ze nastavit i intenzitu a barvu @keni. Halogenova Zarovka, ktera slouzi jako zdroj
oswtleni, neni regulovana. Nemi tudiz teplotu ani intenzitu &tka. Teplotu, za které
pokus probiha, udrzuje termostatiegnosti 0,1 °C.

Pokusy byly provéaghy se slogeninami KCr,O;, CdSQ, CuSQ, CoSQ
azZnSQ pridavanymi &sné pied zapoetim neieni do odmteného mnoZstvfasové
kultury v koncentracich 0,1 M, 0,01 M a 0,001 M.

Po owieni cistoty kultury v mikroskopu a jeji optické densitypristroji

Densilameter Ill, byla OD kultury v Erlenmayeédbaice upravena ded:nim médiem
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na hodnotu mezi 4,8 a 5,2, pokudiégahovala. Kdyz byla hodnota OD pod 4,8, nebyla
kultura pouzita. U vzotk pro pokusy s koncentraci 0,1 M byla OD ponech&an&0 %
vySSi, protoZze mnozstvi roztokuézkym kovem zwtSovalo objem vzorku o 1/10.

Kultura z Erlenmayerovy &y byla napipetovana do kadinky o velikosti 50 ml,
kde k ni bylo pidano odpovidajici mnozstvi 0,5 M nebo 1 M roztakousené slateniny
tak, aby vysledn& koncentrace dosahla 0,1 , 0,6 D01 M. V pipadt, Ze bylo nutno
upravovat pH, bylo toto provedeno roztokem 10 %3P® nebo 3 M KOH. U
koncentrace 0,1 M bylo k jiz p@ba k vyrovnani pH nezanedbatelné mnoZzstvi roztoku
KOH. Vyrovnani pH bylo tedy provedeno poprvé rmnku, ktery odpovidal vzorku se
kterym se provado meieni, ale bylo vyzkouSeno, kolik roztoku jeehia k Gpray
na pozadované pH. Pak bylo mnoZstvi kultury odaeolbjem zmensSeno.

Upraveny vzorek byl ihned umést do cely Algareactu nastaveného popsanym
zpisobem a spudto mefeni. Po jeho skaeni byl vysledek uloZen do textového souboru

a nasledav software pistroje exportovan do formatu .xls.

4.5. Validace metody pomociiustovych kiivek

K ovéreni, zda Ize k #feni rozpudtného kysliku fistoupit jako k metog ktera
ukazuje na skut@mou biologickou aktivitu‘asy, bylo provedeno porovnaniistovymi
kiivkami pii  pH 5, 6, 7, 8 a 9, které gatmezi jednu z nejpouzivsich metod.
Pt stejnych hodnotach pak bylo v Algareactu ¢femo mnozZstvi kysliku rozpu$teho
v médiu.

K nasazeni pokusu byla pouzita stejna kulturajaé&t@édium, jako fd pokusech
s mefenim kysliku. V kultée bylo upraveno pH na hodnotu, kter4 byla pouzita
pii konkrétnim pokusu. Pak bylo upraveno na stejnodnbtu pH média. V @kerow
komirce bylo spoéitano mnozstvi butk v kultufe. Z vysledku bylo vyp#&itano mnoZstvi,
které je patebné pidat do média, aby @et burgk dosahl 30000 na 1 ml. Naslednyl
vzorek v mnozstvi 1,5 ml napipetovan do desky g@nkami o objemu 1,8 ml
a ponechan na stejném ¢8g a (¥ stejné teplat jako kultura gstovana k pokusn.

Bunky byly patitany vzdy po 48, 120 a 168 hodinach.
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4.6. Vyhodnoceni néireni

Méieni sestavalo ze dvodste po solk nasledujicich period. Kazda o délce
3600 s. Perioda Zmala vzdy temnou fazi, ktera trvala 1200 s. Patozgsvitil zdroj s¥tla
na 2400 s. Kazdé &eni bylo tikrat opakovano. Vzdy byl pouzit novy vzorek.
Z opakovani byl vytvien aritmeticky pkmér a ten pouzit pro dalsi vyhodnocovani.

V kazdé period ( tomto gipact ve dvou) byla nalezena ve éwiné fazi
maximalni hodnota, kterou produkce kysliku dosal@d. ni byla od&ena hodnota
minimalni z temnostni faze periodyii Replo€ 25°C se jednalo vZdy o hodnotu blizkou
8,2 mg/l. Jedna se dgipzené nasyceni vody kyslikenti pgto teplok.

U kazdého rateni bylo v rozmezi 1000 az 1200 s nalezeno mim. Pokud
byla hodnocena druha&elna perioda, bylo minimum nalezeno v rozmez0B&z 4800
s a toto od&tano od vysledk ziskanych ve druhé &elné fazi.

V kazdé s¥telné fazi byla vzdy nalezena maximalni hodnotadani odéteno
prisluSné minimum

Z hodnot gislusné s#telné faze byl vypéitdn paimér a od ®&j byla ode€teno
piislusné minimum.

VSechny hodnoty po odini minima z kazdé periody byly ¢eny. Nejprve
zvla¥ pro 1. periodu a 2. periodu, pak bylydindnoty.

Praimérna produkce kysliku v jednom diieni ve s¥telné fazi vznikla sgenim

vSech hodnot kysliku po o&teni minima a tato hodnota byla ¥eha jejich potem.
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5. Vysledky

Validace metody

3000000

2500000

2000000

—e—pH5

Pocet bun ék PH 6
1500000 pH 7
——pH8

1000000 —*—pH9

500000

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Cas v hodinach

Obr. 12 Ristova Kivka Scenedesmus quadricauda pii riznych pH.

pH5 pH6 pH7 pH8 pH9

Obr. 13 Pimérna produkce kyslikuScenedesmus quadricauda v jednom réieni ve
swtelné fazi pi raznych pH

29



Paradi vzorki pii obou pouZitych metodach bylo stejné viz. obr.al23. Cim
vysSi bylo narrené mnozstvi rozpuSiého kysliku v jednom #&tieni, tim &tSi byl i rast

kultury pi rastovych Kivkach. Timto zpsobem byla metoda validovana.

Vyhodnoceni jednotlivych sledovanych latek fi riznych koncentracich

CuS0O4

13

12
= 11
£
= 10 0,01 M CuSO4 pH 7
O | 0,001 M CuSO4 pH 7
g 97 X pH7
_g 1
g 8]

7 “

6 : : : : : : :
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Obr. 14 Porovnani obsahu kysliku rozpgsého v médiu $ riznych koncentracich
CuSQ pri pH 7.

U obou koncentraci je proti kontrole patrnacpia tvaru kivky. Nejvice se tvar
meéni u koncentrace 0,01 M v prvni perodz. obr. 14.
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O Maximalni hodnota v

35 1.periodé
’ B Maximalni hodnota v
g 23] 2.periodé
g 2
> — OPramérna hodnota v 1.
o 51 periodé

OPramérna hodnota ve 2.

051 I | periodé
0

0,01 M CuSO4 pH 0,001 M CuSO4 pH7 Il Rnzdil mavimv1 awva 2|
7 pH 7

Obr. 15 Sledované charakteristikyikek O, rozpuséného v médiu u sl@eniny CuSQ
pti pH 7

NevysSich maxim doséhl vzorek v obou periodagtpd 7. Nejvyssi pimérna
hodnota bylau 0,01 M CuQ@ prvni period viz. obr. 15.

12000

10000 A

8000 -

O 1.svételna perioda
6000 | W 2. svételna perioda
O Soucet obou period

02 v mg/litr

4000 -

2000 -

0,01 M CuSO4 pH7 0,001 M CuSO4 pH 7 pH7

Obr. 16 Souwet vSech meni ve swtelnych fazich po od¢eni g@irozené hladiny

rozpuséného kysliku.

Nejvétsi byl sodet u vSech eni a pimérna produkce kysliku v jednom
méieni u 0,01 M CuSQviz. obr. 16.

31



Priimérna produkce kysliku v jednom méreni ve svételné fazi

2,5

=
3}

[N

02 v mg/litr

o
3
\

0,01 M CuSO4 pH7 0,001 M CuSO4 pH 7 pH7

Obr. 17 Praimérné produkce kysliku v jednomdtieni ve sételné fazi.

NejvysSi ptimérnd produkce kysliku v jednom é&teni byla u 0,01 M CuSO
viz. obr. 17.

Ucinek CuSQ je patrny jak na tvaruilvky v prabéhu meteni, tak na mnozstvi
rozpuséného kysliku. NejvyrazfjSi projev byl u 0,01 M CuSO Meieni 0,1 M CuSQ@
nebylo vyhodnoceno, protoze latka vtak vysoké kotraci po Upray pH ucpavala

membranu a nebylo mozné ziskat hodnotitelna data.
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CoS0O4
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Obr.18 Porovnani obsahu kysliku rozptr#ho v médiu $ riznych koncentracich
CoSQ pii pH 7.

Nejvice nenila kiivka swij tvar u koncentrace 0,1 M v prvni&elné period.
Ve druhé pak u koncentraci 0,1M a 0,01 M viz. 4iar.

O Maximalni hodnota v 1.periodé
4
3,5 B Maximalni hodnota v 2.periodé
3 =
% 2,5 11 [ OPrdmérna hodnota v 1. periodé
IS
g 1,51 O Pramérna hodnota ve 2. periodé
1
0,51 B Rozdil maxim v 1. a ve 2. periodé
0
CoSO4 pH 7 CoSOa pH 7 Cosoapr7 B Egrziggéprﬂmémych hodnot v 1. a ve 2.

Obr. 19 Sledované charakteristikyikek rozpus&ného Q u slokeniny CoSQ
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NevysSich maxim dosahl vzorek v obou periodéagtpd 7. Stejg u tomu bylo

i u pramérnych hodnot viz. obr. 19.
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Obr. 20 Souwet vSech rnsteni ve s¥ételnych fazich po odgeni girozené hladiny

rozpuséného kysliku.

NejvétSi  sodet vSech ré‘eni byl u kontroly, nasledovala koncentrace 0,1 M

U ni byl i nej&tSi rozdil mezi obma periodami viz. obr. 20

25

02 v mg/litr
[N
o

[uy

o
[}

0,1 M CoSO4 pH 7 0,01 M CoSO4 pH 7 0,001 M CoSO4 pH 7 pH7

Obr.21 Pramérna produkce kysliku v jednoméiieni ve swtelné fazi.
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NejvyssSi pimeérna produkce kysliku vjednom éeni byla u kontroly.

Po kontrole nasledovala nejvySSi koncentrace GoS@ ni 0,01 M CoSg® Nejnizsi
hodnoty bylo dosazeno u 0,001 M CaSAx. obr. 21.

CdS0O4

14

40,1 M CdSO4 pH 7
M 0,01 M CdSO4 pH 7

0,001 M CdSO4 pH 7
X Kontrola pH7

Hodnota O2 [mg/l]
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
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Obr. 22 Porovnani obsahu kysliku rozptstho v médiu $ riaznych koncentracich
CdSQ, pri pH 7.

NejvyrazrEji se znenil tvar kiivky u koncentrace 0,1 M viz. obr. 22.
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4
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3
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04 O Rozdil primérnych hodnot v 1. a ve

0,LM CdSO4 0,01 M CdSO4 0,001 M CdSO4 Kontrola pH7 2. periodé
pH7 pH 7 pH7
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Obr. 23 Sledované charakteristikyikek rozpustného Q u slodeniny CdSQ

NejvySSiho maxima dosahl v prvni perodizorek v koncentraci 0,01 M.
Ve druhé bylo maximum nejvySe v kontrole. U kamtcace 0,01M byl i nejtSi rozdil

maxim mezi prvni a druhou periodou viz. obr. 23.
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7 pH7 pH7

Obr. 24 Souwet vSech nieni ve swtelnych fazich po odgeni girozené hladiny

rozpuséného kysliku.

NejvySSi sovet vSech hodnot &teni byl u koncentrace 0,01 M. Ta zarbvekla

~

i nejvysSi rozdil mezi atmna periodami viz. obr. 24.
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Obr. 25 Primérna produkce kysliku v jednoméieni ve setelné fazi.
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viz. obr. 25.

PrestoZze vzorek v koncentraci 0,01 M dosahl nejisdnaxima i pimérné
hodnoty v prvni periot] primérna produkce kysliku v jednomdiieni byla ténst shodna
s kontrolou. Ve vS8ech ukazatelich bylo r&@mo nejnizSi mnoZstvi rozpdeho kysliku
u vzorku v koncentraci 0,1 M.
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Obr. 26 Porovnani obsahu kysliku rozpgsého v médiu $ riznych koncentracich
K2Cr207 pf‘l pH 7

Nejvice se zmnil tvar kiivky u koncentrace 0,1 M v prvni periad Ve druhé
period se ténsi shodr nejvice liSily od kontroly vzorky v koncentraci,J0M a 0,01 M
viz. obr. 26.

4
3,5 O Maximélni hodnota v 1.periodé
3 NP R
—I _ B Maximalni hodnota v 2.periodé
= 25 1
g’ 5 1 OPramérna hodnota v 1. periodé
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S 151 O Pramérna hodnota ve 2. periodé
l 4
B Rozdil maxim v 1. a ve 2. periodé
0,5
o H O Rozdil primérnych hodnot v 1. a ve
01M 0,01 M 0,000M  Kontrola pH7 2. periodé
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Obr. 27 Sledované charakteristikyikek rozpu&ného Q u slodeniny KCr,0O5.
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U koncentrace 0,1 M ¥Cr,O; byla v prvni period nejwtsi pimérna produkce

kysliku. Ve druhé vSak byla t&nshodna s koncentraci 0,01 M, kterélanprimérnou
hodnotu nejnizsi. Nejmensi rozdil maxim v obouqmami byl u 0,001 M KCr,O7 viz.

obr. 27.
12000
10000
= 8000 O 1.perioda
= H 2.perioda
f‘ 6000 O Soucet obou period
O 4000
2000
0
0,1 M K2Cr207 0,01 M K2Cr207 0,001 M K2Cr207  Kontrola pH7
pH7 pH 7 pH 7
Obr. 28 Souwet vSech nsteni ve sételnych fazich po odgeni girozené hladiny

rozpustneho kysliku.

NejvétSi byl sodet u vSech rireni z obou period u kontroly. Nejvyssi hodnota

v prvni perio@d byla nangiena u koncentrace 0,1 M viz. obr. 28.

0,1 M K2Cr207 pH 7 0,01 MK2Cr207 pH7 0,001 M K2Cr207 pH 7 Kontrola pH7

Obr.

29 Prameérna produkce kysliku v jednoméiieni ve swtelné fazi
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0,01 M KyCr,O7 viz. obr. 29.

ZnS0O4

13

40,1 M ZnSO4 pH 7
M 0,01 M ZnSO4 pH 7

0,001 M ZnSO4 pH 7
X Kontrola pH7

Hodnota O2 [mg/l]

6 \ \ \ \ \
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Cas [s]

Obr. 30 Porovnani obsahu kysliku rozptstho v médiu  riaznych koncentracich
ZnSQ, pripH 7

Nejvyrazréji se oproti kontrole zrnil tvar kiivky u koncentrace 0,1 M v prvni
periodca u 0,1 a 0,01 M ve druhé perodiz. obr. 30.

4,5

4 ] O Maximalni hodnota v 1.periodé
3,5

3 B Maximalni hodnota v 2.periodé
2,5 OPrimérna hodnota v 1. periodé

2 4
15 | O Primérna hodnota ve 2. periodé

1 B Rozdil maxim v 1. a ve 2. periodé
0,5 A1

04 : O Rozdil primérnych hodnot v 1. a ve

0,1M ZnSO4 0,01 MZnSO4 0,001 M ZnSO4  Kontrola pH7 2. periodé
pH7 pH7 pH7

Obr. 31 Sledované charakteristikyikek rozpu&ného Q u slodeniny ZnSQ.
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U koncentrace 0,01 M bylo v prvni pertodnaximum vySe neZ u kontroly.
Ve druhé perio&bylo naopak nejnize ze vSe¢hkoncentraci viz. obr. 31.

12000

10000

O 1.perioda
B 2.perioda
O Soucet obou period

8000

6000

mg/I

4000

2000

0,1 M ZnSO4 pH 0,01 M ZnSO4 pH 0,001 M ZnSO4 Kontrola pH7
7 7 pH7

Obr. 32 Souwet vSech rsteni ve s¥ételnych fazich po odgeni girozené hladiny
rozpusténeho kysliku.

Souset vdech nseni v prvni period byl nejvyse u koncentrace 0,001 M. Zadny
vzorek v sottu obou period nagkraiil hodnotu, které dosahla kontrola viz. obR. 3

0,1 M ZnSO4 pH 7 0,01 M ZnSO4 pH 7 0,001 M ZnSO4 pH 7 Kontrola pH7

Obr. 33 Primérna produkce kysliku v jednomdtieni ve sételné fazi

Praimérna hodnota v jednomdteni byla nejnize u koncentrace 0,01 M
viz. obr. 33.
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U vSech koncentraci ZnSO4 se projevila jeliidopinost na mnozstvi 02
rozpuséném v roztoku. Nejvyrazyjsi projev byl u koncentrace 0,01 M ZnSO4, kddoby

maximum Vv prvni periotinejvySe vSech porovnavanych vzaorfNaopak ve druhé bylo
nejnize, stejéijako paimer.

Porovnani latek podle koncentraci

0,1 M

13

40,1 M CdSO4 pH 7
M0,1 M CoSO4 pH 7
0,1 M K2Cr207 pH 7
0,1 M ZnSO4 pH 7
X Kontrola pH7

Hodnota O2 [mg/l]

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Cas [s]

Obr. 34 Porovnani obsahu kysliku rozptr#ého v médiu $ koncentracich 0,1 M u
sledovanych slatenin @i pH 7.

U vSech vzork se oproti kontrole projevila zna tvaru kvky. Ani jedna

z kiivek nema ani v prvni ani ve druhé petigmbak, ktery se objevuje u kontroly
viz. obr. 34.
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Obr. 35 Sledované charakteristiky rozptid¢ho Q u koncentrace 0,1 M.

Nejvétsi rozdil pamérnych hodnot i maxim byl u ¥Cr,O;. Ani jeden

z porovnavanych vzotk nedosadhl maximalni hodnoty jako kontrola. Ve chSe

e

12000
10000

8000 1 |_ |— r O 1.perioda
6000 [ | |H2.perioda

O Soucet obou period

02 mgl/litr

4000 -

2000 A | |
0 - \ \ \

01M  01MCoSO4 01M  0,1M ZnSO4 Kontrola pH7
CdSO4 pH 7 pH 7 K2Cr207 pH pH 7
7

Obr. 36 Souwet vSech mieni v jednotlivych fazich po odeni girozené hladiny

rozpuséného kysliku.

Ani jeden ze vzork nedosahl u s@tu period hodnot kontroly. V prvni periéd

byl vSak souet vysSi u KCr,O; viz. obr. 36.
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0,1 M CdSO4pH 0,1 M CoSO4pH 0,1 MK2Cr207 0,1 M ZnSO4 pH Kontrola pH7
7 7 pH 7 7

Obr. 37 Primérna produkce kysliku v jednoméieni ve setelné fazi.

s

U 0,1 M koncentrace sefigani sledovanych latek na mnozstvi rozguého

kysliku projevilo nejvice u CdSO Nejmérg u CoSQ,
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Obr. 38 Porovnani obsahu kysliku rozptrtho v médiu $ koncentracich 0,01 M u
sledovanych slatenin @i pH 7.

Nejvice se tvarikvky v prvni perio@d zmenil u CuSQ, kde Kivka postrada peak
typicky pro kontrolu a ostatni srovnavané vzorkg dfuhé periotl byla znéna nejetsi
u ZnSQ a K;Cr,O; viz. obr. 38.
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4 4
= 3,5 1 B Maximalni hodnota v 2.periodé
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0,5
0+ B Rozdil maxim v 1. a ve 2. periodé
A A A A A A
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QQ\ QQ\ QQ\ QQ\ . ‘52\ O Rozdil primérmych hodnot v 1. a ve
> > > A & > _
(go (go 2 q,o $ @O 2. periodé
& o NS @) & S
9 ¢ C S & AS
Q Q Q - N
& Q& Q& N\ N
Q Q« Q Q"Q\' Q\

Obr. 39 Sledované charakteristiky rozpédtho Q u koncentrace 0,01 M.

Oproti kontrole bylo maximum v prvni peri®dvyssi nez u kontroly €dSQ
a ZnSQviz. obr. 39.
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Obr. 40 Souwet vSech mieni v jednotlivych fazich po odeni girozené hladiny
rozpuséného kysliku.

NejvétSi byl sodet vSech rireni v obou periodach u Cug®ejnizsi u KCr,0O;
viz. obr. 40.

2,5
2 4
£ 1,5 1
g
>
y 1
0,5
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0,01 M CdS0O4 0,01 M CoS0O4 0,01 M CuSO4 0,01 M Kontrola pH7 0,01 M ZnSO4
pH 7 pH 7 pH 7 K2Cr207 pH 7 pH 7

Obr. 41 Pramérné produkce kysliku v jednométieni ve sételné fazi.

N 1

Praimérna produkce kysliku v jednom &tteni byla nejvysSi u CuSQOkde byla
vySSi nez kontrola. Téghshodna s kontrolou byla hodnota u CdS@e. obr. 41.
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Obr. 42 Porovnani obsahu kysliku rozptriho v médiu $ koncentracich 0,001 M u
sledovanych slatenin @i pH 7.

V prvni period se nejvice zinil tvar kiivky u CdSQ a 2ZnSQ kdy se
nevytvdil peak tak, jako u ostatnich vzdirk u kontroly viz. obr. 42.
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CdSO4 CoSO4 CuSO4 K2Cr207 pH7  ZnSO4 - periode
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Obr. 43 Sledované charakteristiky rozp&rd¢ho Q u koncentrace 0,001 M.

NejvysSi  maximalni hodnoty v prvni i ve druhé peki dosahla kontrola.
Nejniz§i maximum v prvni perigdbylo nangdieno u CdSQ@Q Ve druhé u CuS£viz. obr.
43.
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Obr. 44 Souet vSech nmieni v jednotlivych fazich po odeni irozené hladiny

rozpuséného kysliku.

Pouze sotet v prvni period u ZnSQ je vysSi nez u kontroly. Jinak dosahovala

N1

nejvyssich hodnot vzdy kontrola viz. obr. 44.
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Obr. 45 Praimérna produkce kysliku v jednoméiieni ve swtelné fazi.

U ZnSQ se blizila kontrole i

U vSech ostatnich latek byla niZSi a gkeniny se liSily jen malo viz. obr. 45.
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6. Diskuse

Pouziti metody n&ieni kysliku rozpughého v médiu je omezeno tekutosti
meifeného roztoku. Toto se projevilo u 0,1 M CuySKiy je po Upra¥ pH koncentrace
latek v roztoku jiz tak vysoka, Ze ucpava membrafektrody a nelze tudiz dosahnout
relevantniho vysledku.

Vyhodou pouZzité metody je jeji rychlost, ziskdvaidaj v realném case
a relativie malé mnozstvi pouzitého vzorku. K bezproblémovéndieni postai kolem
10 ml. U kultur, u kterych bylo zénéno pouze pH lze jiz po 2 hodinachéieni obsahu
rozpuséného kysliku zjistit optimalni pH. Toto se projevi v porovnani ststovou
kiivkou. Pouzity kmerBcenedesmus quadricauda ma dle vysledk provedenych pokiis
Zivotni optimum kolem pH 9 viz. obr. 12 a obr. 1FXestoze bylist kultury g tomto
pH nejvyssi, pro experimenty bylo pouzito pH 7,tpé® se nejviceijblizuje pH vod
v CR.

Pridani vSech sledovanyclkZzkych kowi k métenému vzorku se projevilo na
mnozstvi rozpughého kysliku v médiu. i#®lani 0,01 M CdS@a 0,01 M ZnSQ@ se
projevilo v prvni period zvySenim maximalni hodnoty rozp&rgého kysliku. V druhé
periodd maximum jiz nefesahovalo maximum u kontroly. Stiméa efekt se tedy
projevoval jen Bhem prvni hodiny poffani.

Lukavsky (2001) popisuje stimuiai efekt Zn pi koncentracich 0,1 M a 0,01 M
na Scenedesmus quadricauda u pokusi provadnych metodoutstovych Kivek. U mnou
testovanych koncentraci se projevil pouze u 0,0Zn8Q,. Zinek tedy nize pisobit na
metabolismus hiky jinde nez ve fotosyntetickém aparatu. Lukavgj01l) déle ve své
praci uvadi nasledujici padi toxicity kowi Cd > Co > Cr > Cu > Pb > Ni > Zn > Al > Fe.
Ne se vSemi kovy z téttady bylo experimentovano, avSak u 0,1 M CgS®ylo
nantieno nejnizsi mnozstvi rozpwdeho kysliku ze vSech sledovanych latek ve vSech
koncentracich. Dale se iaali latek minilo podle toho, sjakou koncentraci bylo
experimentovano.

Lukavsky (2001) ve své praci popsatenedesmus quadricauda jako fasu
relativne odolnou wici pusobeni &Zkych kovi. To se Bhem experimerit potvrdilo.
Zvlase u koncentraci slaenin 0,001 M byl rozdil v gmérné hodnat kysliku na jedno
meieni maximala kolem 0,5 mg/litr. To je mén nez rozdil nagteny i zméné pH ze 6

na’.
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Vliv latek nafasu je dan nejen citlivosti jejiho fotosyntetické&paratu, ale také
schopnosti absorbovat latku, jejidinky jsou zkoumany. Center (1996) uvadi, Zze pokud
latka dofasy nepronikne, dinek se neprojevi. &které latky obsazené v médiu, jako je
EDTA a dalSi, mohou vazat kovy a sniZzovat talcleflostupnost. To se pak projevi i na jejich
toxicite.

Méieni rozpu&ného kysliku v médiu vypovida podabnako fluorescence jen
o aktivite¢ fotosyntetického aparatu. Nepostihuje kyslik, ktgistane v biice. Néiké také nic
0 mechanismech, kterymi g@sa vyrovnava siigobenim dzkych kowi ani jinych toxickych
latek.
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7.Zaver

Pri pokusech se sl@eninami &zkych kowi na kultude Scenedesmus quadricauda
se ukdzalo wteni rozpudiného kysliku v médiu jako moznad cesta, jakfim
bezprostedni  &inek slogenin na fotosyntetickou aktivitu zkoumaného orgamis
Metoda je omezena tekutostti@ného roztoku. iPpiekrateni ukité meze zéne roztok
ucpavat membranu.

Vyhodou pouzité metody je jeji rychlost, ziskdvaidaj v realném case
a relativi¢ malé mnozstvi pouzitého vzorku. U kultur, u ibr bylo znénéno pouze pH
Ize jiz po 2 hodinach #iieni obsahu kysliku rozpuésieho v meédiu zjistit optimalni pH.

Metoda je vhodnda i pro studium dlouhodditho pisobeni na fotosynteticky
aparat. Lze fesré urtit, kdy a jakou ndrou je uvohovani kysliku do média ovliwmo.

Rasa Scenedesmus quadricauda ma i provadni tohoto typu pokus své
vyhody, jako je snadna kultivace a typicka morfado@le i své nevyhody, mezi které fpat
jeji relativni odolnost &i pisobeni &Zkych kov.

Pridani vSech testovanych stammin €zkych kowi ( CuSQ, CoSQ, CdSQ,
ZnSQ, a K,Cr,0O;) do vzorku zpsobilo znénu obsahu kysliku rozpu$tého v médiu.
NejvyrazrejSi pokles narienych hodnot byl zjish u 0,1 M CdS@ Fxi kultivaci
pii pH 7 v médiu podle Simmera a Setlika je B fasa nejcitli¥jsi ze vSech testovanych
koncentraci u vSech srovnavanych gemin.

Paadi latek podle stugnnhibice produkce kysliku bylo nasledujici:

Pro koncentraci 0,1 M

CdS0O4 > K2Cr207 > ZnS04 > CoS0O4 > kontrola.

Pro koncentraci 0,01 M

K2Cr207 > ZnS0O4 > CoS0O4 > kontrola > CdSO4 > CuS0O4

Pro koncentraci 0,001M

K2Cr207 > CoS0O4 > CdS04, CuS0O4 ( rozdil mezinoh latkami je nepatrny) > ZnSO4
> kontrola

NejvyrazrejSi byly rozdily gi ptidani sledovanych sl@éenin ke vzorku
v koncentraci 0,01 M. Nejmérse projevovaly u koncentrace 0,001 M.

U testovanych slaienin v koncentraci 0,001 M a menSich by bylo vhoziradit

citlivgjSi fasugi jiny autotrofni organismus a prodlouzit délku psk.
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