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Abstrakt  

PFAS (z angl. perfluoroalkyl and polyfluoroalkyl substances) jsou syntetické 

perfluorované a polyfluorované alkylové sloučeniny. Existuje až několik tisíc sloučenin PFAS 

a vyskytují ve všech biosférách Země. Tyto látky vzbuzují obavy, jelikož byla u nich prokázaná 

toxicita, a to již před řadou let. I přes tato fakta jsou skoro všechny PFAS stále na trhu. 

V této práci byla hodnocena toxicita u tří látek, které jsou zakázané PFOS 

(perfluorooktansulfonátová kyselina, z angl. Perfluorooctanesulfonic acid), PFOA 

(perfluorooktanová kyselina, z angl. Perfluorooctanoic acid) a PFHxS  (perfluorhexansulfonová 

kyselina, z angl. Perfluorohexanesulfonic acid) a u dvou látek, které jsou stále na trhu GenX 

(HFPO-DA, hexafluorpropylenoxid-dimer kyselina, z angl. Hexafluoropropylene oxide dimer 

acid) a PFHxA  (undekanfluorhexanová kyselina, z angl. Undecanfluorohexanoic acid). Toxické 

účinky těchto látek byly testovány na řase Pseudokirchneriella subcapitata pomocí testu inhibice 

růstu a FDA testu. Tyto testy byly vybrány z důvodu toho, aby bylo zjištěno, zda test FDA lze 

k testování toxicity PFAS na P. subcapita používat jako alternativní test inhibice růstu.  

 U standardizovaného testu inhibice růstu byl měřen fluorescenční signál chlorofylu 

(biomasa-chlorofyl) a u testu s FDA byl sledován fluorescenční signál barviva fluorescein 

diacetát (FDA, viabilita-FDA). Získané hodnoty z měření fluorescenčních signálů byly vztaženy 

k hodnotám kontroly. 

 Na základě těchto testů a statistického zhodnocení byla prokázána toxicita u všech 

sledovaných látek. Dle obou testů měla PFOS největší negativní účinky na P. subcapitata 

a nejmenší měly PFHxA a PFHxS, u kterých byly naměřené hodnoty nejvíce podobné hodnotám 

kontroly. Během sledování toxicity u všech látek došlo k zajímavému zjištění a sice 

k signifikantním rozdílům mezi výsledky obou testů. Například u PFOA test inhibice růstu 

zaznamenal zvýšení počtu buněk, ale FDA test ukázal opačný efekt. Výsledky naznačují, 

že důvodem tohoto jevu bylo narušení funkce intracelulárních esteráz buněk řas, které jsou 

k funkci FDA pro označení živých buněk nezbytné. Tudíž u těchto látek FDA test neodpovídal 

vždy skutečnému obsahu živých buněk, ale odpovídal snížení metabolické aktivity.   

Díky této diplomové práci byla zjištěna další data vypovídající o toxicitě PFAS 

na P. subcapitata a zároveň bylo otevřeno téma k dalšímu výzkumu, jakým způsobem PFAS 

ovlivňují funkci intracelulárních esteráz.  

 Klíčová slova: PFOS, PFOA, GenX, PFHxA, PHHxS, řasy 

 

 



 

 

Abstract 

 PFAS (perfluoroalkyl and polyfluoroalkyl substances) are synthetic perfluorinated 

and polyfluorinated alkyl compounds. There are up to several thousand PFAS compounds and 

they are found in every biosphere of the Earth. These substances are of concern as they have 

been shown to be toxic for many years. Despite these facts, almost all PFAS are still on the 

market. 

 In this paper, toxicity was assessed for three substances that are banned PFOS 

(Perfluorooctanesulfonic acid), PFOA (Perfluorooctanoic acid) and PFHxS 

(Perfluorohexanesulfonic acid) and for two substances that are still on the market GenX  

(HFPO-DA, Hexafluoropropylene oxide dimer acid) and PFHxA (Undecanfluorohexanoic acid). 

The toxicity of these substances was tested in the alga Pseudokirchneriella subcapitata using the 

growth inhibition test and the FDA test. These tests were chosen to determine whether the FDA 

test could be used as an alternative growth inhibition test to test the toxicity of PFAS on 

P. subcapita.  

 In the standardized growth inhibition assay, the chlorophyll fluorescence signal (biomass-

chlorophyll) was measured, and in the FDA assay, the fluorescence signal of the fluorescein 

diacetate dye (FDA, viability-FDA) was monitored. The obtained values from the fluorescence 

signal measurements were referenced to the control values. 

 On the basis of these tests and statistical evaluation, toxicity was demonstrated for all 

substances tested. According to both tests, PFOS had the greatest negative effects on 

P. subcapitata and PFHxA and PFHxS had the least negative effects, with measured values most 

similar to those of the control. During the toxicity monitoring of all substances, an interesting 

finding was that there were significant differences between the results of the two tests. For 

example, for PFOA, the growth inhibition test showed an increase in cell number, but the FDA 

test showed the opposite effect. The results suggest that the reason for this phenomenon was due 

to the disruption of the function of the intracellular esterases of algal cells, which are essential 

to the FDA function of labeling living cells. Thus, for these substances, the FDA test did not 

always correspond to the actual content of living cells, but corresponded to a reduction in 

metabolic activity.   

Through this thesis work, additional data was found that was indicative of the toxicity of PFAS 

on P. subcapitata and also opened up the topic for further research on how PFAS affect the 

function of intracellular esterases. 

Key words: PFOS, PFOA, GenX, PFHxA, PHHxS, algae 
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1 Úvod  

Perfluorované a polyfluorované alkylové látky (PFAS, z angl. perfluoroalkyl and 

polyfluoroalkyl substances) jsou synteticky vyrobené organické polutanty. Jedná se o jedny 

z nejhorších látek, které si kdy lidská společnost mohla vytvořit, jelikož se v přírodě žádným 

způsobem nerozkládají. Proto jsou také známé pod názvem „věčné chemikálie“, což vypovídá 

o jejich perzistenci a kumulaci. PFAS se šíří napříč celou planetou a je možné je detekovat 

dokonce i na Antarktidě (Gao et al., 2020).  

Tyto látky jsou také silně bioakumulující a existují data, která potvrzují jejich výskyt 

v mateřském mléce a krvi člověka (Göckener et al., 2020; Macheka-Tendenguwo et al., 2018). 

PFAS se začaly vyrábět v druhé polovině 20. století kvůli hydrofobním a lipofobním 

vlastnostem, které našly uplatnění v mnoha odvětvích. PFAS se staly hlavní součástí výroby 

teflonu a následně byly používány v textilním a obalovém průmyslu.  

 Od začátku 21. století jsou k dispozici podložená fakta o toxických účincích jak na 

rostlinách, tak živočiších, a i přesto je většina těchto látek stále na trhu. 

 Tato diplomová práce má za cíl poskytnout poznatky o toxicitě na řasách, konkrétně na 

řase Pseudokirchneriella subcapitata (synonymum: Raphidocelis subcapitata). Řasy zastupují 

celkově rostlinnou říši, a pokud je u řas prokázána toxicita, s velkou pravděpodobností budou 

PFAS toxické i pro vyšší rostliny. Zároveň jsou řasy na začátku trofického řetězce a mohou se 

tak PFAS kumulovat do vyšších trofických úrovní.  

 K zjištění toxického vlivu PFAS na řasu byl použit test růstové inhibice a FDA 

(fluorescein diacetát) test. Tyto testy byly vybrány z důvodu toho, aby se zjistilo, zda FDA test 

lze k testování toxicity PFAS na P. subcapita používat jako standardizovaný test inhibice růstu.  

K testování byly vybrány látky PFOS (perfluorooktansulfonátová kyselina, z angl. 

Perfluorooctanesulfonic acid), PFOA (perfluorooktanová kyselina, z angl. Perfluorooctanoic 

acid), PFHxS (perfluorhexansulfonová kyselina, z angl. Perfluorohexanesulfonic acid), GenX 

(HFPO-DA, hexafluorpropylenoxid-dimer kyselina, z angl. Hexafluoropropylene oxide dimer 

acid)  a PFHxA (undekanfluorhexanová kyselina, z angl. Undecanfluorohexanoic acid). Důvod 

tohoto výběru bylo porovnání zakázaných látek (PFOS, PFOA, PFHxS) s látkami povolenými 

(GenX, PFHxA).   

V teoretické části bylo záměrem seznámit čtenáře s PFAS, kde jsou popsány jejich 

základní chemické vlastnosti, historie a jaké mají dopady na životní prostředí. V této části jsou 

také uvedeny informace týkající se regulací PFAS na mezinárodní úrovni. Dále byly popsány 

ekotoxikologické testy, zejména testování toxických chemických látek na nižších rostlinách.  
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Praktická část se zabývá testováním toxických účinků PFAS na řase P. subcapitata kmen 

č. 433. Nejprve jsou popsané postupy, které bylo před samotným testováním toxicity nezbytné 

učinit. Tím je na mysli kultivace řas, růstová křivka, testování fluorescenčních barviv, testování 

adsorpce PFAS na povrch 96 jamkové destičky apod. Až poté jsou popsány metody k zjištění 

toxického vlivu PFAS na řasu. Na závěr byly všechny zjištěné výsledky interpretovány 

a vyexportovány do sloupcových grafů se statistickým vyhodnocením. Všechny získané 

výsledky byly také diskutovány s jinými studiemi týkajících se testování toxicity PFAS. 

Nedílnou součástí této diplomové práce bylo celkově zefektivnit metodiku testování. Tím je 

myšleno snížit spotřebu chemických látek a materiálů a zvýšit počet dat získaných v jednu dobu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

2 Perfluorované a polyfluorované alkylové látky (PFAS) 

2.1 Základní charakteristika látek PFAS 

PFAS jsou látky, které byly v druhé polovině minulého století synteticky vytvořené 

(Sinclair et al., 2020). Podle Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj (OECD, z angl. 

Organization for Economic Cooperation and Development) se uznává téměř 5000 sloučenin 

PFAS (Lein, 2023).  

PFAS látky se seskupují do dvou hlavních širokých kategorií, a to na nepolymerní 

a polymerní molekuly. Nepolymerní PFAS se ještě dělí na dvě skupiny perfluoralkylové 

a polyfluoralkylové látky. Nepolymerní perfluoralkylové látky mají hydrofobní uhlíkový 

řetězec, který je zcela fluorován s výjimkou terminálního konce, kde je vázán sulfonát (SO3
-), 

fosfát (OPO3
-) anebo karboxylát (COO-). Tato skupina je ještě rozdělena do dalších podskupin, 

kde můžeme nalézt jedny z nejznámějších perfluorovaných kyselin, jako jsou například  

PFOS a PFOA.  

Skupina zahrnující nepolymerní polyfluoralkylové látky je charakterizována molekulami, 

kde atomy uhlíku jsou částečně fluorovány a vázány na atomy kyslíku nebo vodíku. Jedním 

z příkladů jsou fluortelomer alkoholy (Panieri et al., 2022).  

Polymerní PFAS zahrnují fluorpolymery, kde všechny atomy vodíku uhlíkového řetězce 

jsou nahrazeny atomy fluoru. Dále zahrnují fluorované polymery s postranním řetězcem, jako 

jsou například fluorované akrylátové polymery a nakonec perfluorpolyethery, což jsou látky, 

v jejichž hlavním řetězci jsou obsaženy atomy kyslíku. 

PFAS můžeme také klasifikovat podle délky uhlíkového řetězce, který se pohybuje 

v rozmezí C4-C17.  Krátké řetězce mají méně jak 5 uhlíků a dlouhé více jak 5 uhlíků (Panieri et 

al., 2022). 

Právě silná vazba mezi fluorem a uhlíkem stojí za stabilitou PFAS. Látky PFAS jsou také 

hydrofobní a oleofobní. Kvůli těmto vlastnostem jsou PFAS prakticky nedegradovatelné, a tedy 

v životním prostředí perzistentní (Al Amin et al., 2020). Právě proto můžeme znát tyto látky 

i pod názvem „Věčné chemikálie“ (Samora, 2023). Tyto látky jsou bohužel v životním prostředí 

všudypřítomné, a to hlavně kvůli častému používání v průmyslu. Příklady využití PFAS jsou 

v odolnosti vůči vodě u outdoorového oblečení, koberců a kůže. V odolnosti proti mastnotě mají 

využití v potravinářském průmyslu. Dále se aplikují do leštidel na podlahy, lyžařských vosků, 

insekticidních přípravků. Nakonec najdou i své zastoupení pro galvanické pokovování, 

elektronické leptací lázně, letecké hydraulické kapaliny a hasicí pěny (Renner, 2001). V poslední 

době jsou PFAS celosvětově velmi diskutovaným tématem, jelikož byl u nich prokázaný toxický 

vliv na živočichy včetně člověka (Sinclair et al., 2020). 
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Tabulka 1: Dělení PFAS do základních kategorií dle (Mueller R., 2020; Panieri et al., 2022) 

 

 

 

 

 

Obrázek 1: vlevo Molekulární struktura PFOA (perfluorooktanová kyselina),  PFOS (perfluorooktansulfonová kyselina) (Panieri 

et al., 2022), PFHxS (perfluorhexansulfonová kyselina ) (Z. Zhao et al., 2022), vpravo PFHxA (pentadecafluoroktanová kyselina) 

a HFPO-DA též GenX (hexafluorpropylenoxid-dimer kyselina) (Peng et al., 2024)  
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2.2 Historie PFAS 

PFAS látky se začaly komerčně využívat ve 40. letech 20 století. Nejčastěji byly používány 

při výrobě nepřilnavého kuchyňského nádobí, ke zpracování textilního materiálu, ve vojenském 

průmyslu a také v protipožárních  

prostředcích (Gaber et al., 2023). 

První záznamy velkovýroby PFAS jsou ze dvou velkých amerických společností 3M 

Comporation a E.l. du Pont de Nemours and Company (DuPont), které jsou výrobci teflonu. Obě 

firmy už měly od roku 1976 povědomí o toxických účincích per- a polyfluorovaných alkylových 

látek, a i přesto je dál používaly během výroby a tuto informaci tajily ještě další desetiletí před 

veřejností. Během výroby se vypouštěly PFAS do okolních řek ve státě Západní Virginie, kde 

společnosti působily, a tak se postupně šířily do všech sfér životního prostředí. 

V roce 1998 byla na společnost DuPont podána žaloba za vypuštění až 7 000 tun kalu 

s obsahem PFOA do řeky Ohio, která protéká pozemkem žalobce. Kvůli tomuto činu přišel 

žalobce o veškerý svůj dobytek, který pil vodu z kontaminované řeky. Dále byly opatřeny důkazy 

proti společnostem 3M a DuPont, za již zmíněné povědomí o toxických účincích per- a 

polyfluorovaných látek bez informovanosti veřejnosti (Gaber et al., 2023).  

Na základě těchto faktů podala Agentura pro ochranu životního prostředí (EPA, z angl. 

Environmental Protection Agency) žalobu na DuPont za porušení Zákona o kontrole toxických 

látek §8(e) (EPA, 1991). 

Za nezveřejnění toxických účinků týkajících se PFOA dostala DuPont pokutu ve výši 10,25 

milionů USD a 6,2 milionů USD na doplňkové ekologické projekty vztahující se k životnímu 

(Gaber et al., 2023). 

 Mezi lety 2004-2005 se ve městě Parkersburg v Západní Virginii uskutečnila první 

hromadná žaloba pod názvem „Leach vs. E.l. du Pont de Nemours & Co“, které se zúčastnilo 

80 000 členů. Dne 28. února 2005 se výše zmíněná společnost DuPont vyrovnala s hromadnou 

žalobou částkou v hodnotě 70 milionů USD, z nichž 20 mil USD bylo uplatněno pro další 

projekty týkající se komunitního zdraví, vzdělávání a s výhledem na následující zaplacení 

epidemiologické studie. Dohoda také vyžadovala od obžalovaných nainstalování 

nejmodernějších technologií pro čištění PFAS v šesti vodárenských čtvrtích a soukromých 

studních ve městě Parkersburg (Konwinski & Ope, 2022). Aby bylo možné podávat i 

individuální žádosti o újmě na zdraví kvůli expozici PFOA, bylo potřeba realizovat 

epidemiologickou studii. Soudem bylo nařízeno společnosti DuPont tuto studii proplatit, a tak 

byl zřízen vědecký panel C8, který podchycoval a realizoval celkový výzkum. Tato studie trvala 

od roku 2004 do roku 2012, kdy během let 2005-2006 bylo odebráno 69 000 vzorků od obyvatel 

Ohio Valley. Dalších 6 let trvala analýza vzorků v laboratořích. Panel v roce 2012 prokázal 
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souvislost mezi přítomností PFOA v organismu a vysokým cholesterolem, rakovinou ledvin a 

varlat, s vysokým krevním tlakem během těhotenství, ulcerózní kolitidou a onemocněním štítné 

žlázy (Steenland et al., 2020). 

Díky této studii byla 3 500 obyvatelům se zdravotními následky přiznána částka v 

hodnotě 670,7 milionů USD (Gaber et al., 2023). 

 

2.3 Dopady PFAS na životní prostředí  

2.3.1 PFAS v životním prostředí 

PFAS se vyskytují ve všech sférách Země. Dokonce již existují data o jejich výskytu na 

Antarktidě (Casal et al., 2017; Gao et al., 2020). PFAS jsou známé tím, že jsou velmi 

bioakumulativní, a proto se vyskytují prakticky ve všech živých organismech. Výjimkou není 

ani lidská populace, u které jsou PFAS detekovány v krvi a mateřském mléce (Göckener et al., 

2020; Macheka-Tendenguwo et al., 2018). V nedávné studii od Nguyen a kol. byla dokonce 

poprvé indikována expozice PFAS v lidské populaci Papuy-Nové Guineje ( Nguyen et al., 2023). 

2.3.2 Expozice v živočišné říši 

PFAS vstupují do životního prostředí především z průmyslových výrob. Vyskytují se 

v povrchových, tak v podzemních vodách, v půdě a také v ovzduší, kdy se následně kumulují do 

bioty. K expozici PFAS u živočichů 1. řádu (býložravci) dochází přes potravní řetězec, 

 a to požitím vody a rostlinné stravy (Adu et al., 2023). U vodních organismů dochází také 

k expozici PFAS samotným přechodem z okolní vody čili i skrze kůži, žábry apod. (Smith et al., 

2016). U živočichů 2. řádu (masožravci, všežravci) pak dochází k expozici i přes požití 

býložravců (Sunderland et al., 2019).  

První zpráva, která informovala o přítomnosti PFAS u celosvětově volně žijících zvířat, 

byla vydaná v roce 2001(Giesy & Kannan, 2001).  

2.3.3 Toxické účinky v živočišné říši  

Z mnoha odborných studií vyplývá, že PFAS mají toxický vliv na živočichy. U živočichů 

způsobuje expozice PFAS oxidační stres, mění aktivitu GSH (glutathionu), GST (glutathion S-

transferázy), SOD (superoxidu dismutázy) a způsobuje peroxidace lipidů. Dále způsobuje 

poškození DNA, jako například fragmentaci DNA řetězců (Ma et al., 2022).  

Z testování toxického účinku látky GenX na potkanech se projevil významný vliv u 

samic, kterým se snížil obsah hormonů štítné žlázy a lipidů v mateřském mléce. Také se u nich 

zvýšila hmotnost jater během gravidity. Během experimentu se rovněž prokázala nižší tělesná 

hmotnost u samic a nižší hmotnost samičích reprodukčních tkání (Conley et al., 2019).  
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Ve studii od Seacat a kol. se testoval na opicích (Macaca fasicularis) toxický účinek 

PFOS. Byla zjištěna akumulace látky převážně v játrech, kde také narušuje jejich celkovou 

funkci. Dále snižuje koncentraci cholesterolu v krvi, zvyšuje hmotnost jater, ale celkovou 

tělesnou hmotnost snižuje (Seacat et al., 2002).  

Existují také experimentální studie, jejichž výsledky naznačují, že PFAS mohou mít vliv 

na řídnutí ptačích vaječných skořápek a celkově snížení úspěšnosti líhnutí u volně žijících ptáků 

(Groffen et al., 2019).  

Nakonec epidemiologické studie potvrdily negativní účinky PFAS na lidské tělo. 

Dochází ke změně funkcí štítné žlázy a imunity, k onemocnění jater a ledvin, dysregulaci lipidů 

a inzulínu, neplodnosti a rakovině (Fenton et al., 2021). 

2.3.4 Expozice v rostlinné říši 

Cesty expozice do rostlin vedou převážně skrze kořeny a foliární absorpcí z atmosféry 

(Collins & Finnegan, 2010). Na tkáňové úrovni jsou tedy PFAS transportovány do kořenové 

kůry. Následně přecházejí látky na buněčnou úroveň, kde se akumulují v buněčných 

membránách, organelách kořenových buněk a v mezibuněčném prostoru (P. Li et al., 2020). 

Celkově polutanty, a tedy i PFAS, vstupují do rostlin zejména pomocí tzv. pasivního 

transportu skrze kořeny. Jedná se o samovolný přenos látek bez spotřeby chemické energie 

prostřednictvím kanálů a přenašečových proteinů. V kořenech, které jsou vystaveny 

kontaminovanému půdnímu prostředí, se zpočátku velmi rychle zvyšuje koncentrace polutantů, 

která se postupně ustálí a příjem látek je takřka konstantní. U pasivního transportu záleží i na 

tvaru, délce a celkové ploše kořene (Jarošová, 2009). Kromě pasivního přenosu může někdy 

docházet i k aktivnímu přenosu. Díky přítomným transportním proteinům a iontovým kanálkům 

v membránách kořenových buněk se aktivně pumpují živiny z prostředí do buněk rostlin proti 

jejich koncentračnímu gradientu. Je dokázáno, že přes tento mechanismus se také některé 

molekuly PFAS dostávají do těl rostlin. Po příjmu PFAS do kořenů vstupují do xylému a jsou 

transportovány do výhonků (Adu et al., 2023). 

Existují různé faktory, které ovlivňují expozici PFAS u rostlin. Jedním z nich je délka 

uhlíkového řetězce dané molekuly PFAS. Čím kratší je řetězec, tím je predisponovanější 

k příjmu a akumulaci rostlinami. Dále záleží na obsahu proteinů a lipidů v kořenech rostlin. 

Proteiny napomáhají k transportu PFAS do rostlin (Wang et al., 2020). Oproti tomu lipidy spíše 

příjem PFAS do rostlin inhibují (Wen et al., 2016). Dalším faktorem je teplota, kdy se zvyšující 

teplotou se zvyšuje příjem PFAS. Je to dáno tím, že celkově při vyšších teplotách (např. 30 °C) 

mají rostliny vyšší účinnost ve fotosyntéze, transpiraci, tak i v rychlejší difúzi živin. V jedné 

studii byl testován vliv teploty při příjmu PFCA (perfluorkarboxylové kyseliny, z angl. 
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Perfluoroalkyl carboxylic acids) pšenicí setou (Triticum aesitivum) a bylo zjištěno, že při vyšších 

teplotách se zvýšila koncentrace PFCA (H. Zhao et al., 2016). Posledním důležitým faktorem 

pro příjem PFAS rostlinami je organický uhlík v půdě (SOC), který snižuje biologickou 

dostupnost PFAS pro rostliny. Se zvyšujícím se obsahem SOC se zvyšuje adsopce PFAS 

na půdní částice a snižuje se tak koncentrace PFAS ve vodě půdních pórů  (Adu et al., 2023). 

Ačkoliv již existují studie, které se zabývají příjmem a transportem PFAS do rostlin, stále jsou 

velké mezery ve znalostech ohledně tohoto výzkumu (Wang et al., 2020).  

2.3.5 Toxické účinky na rostlinnou říši  

PFAS mají toxické účinky i na rostliny, což může negativně ovlivnit celkový ekosystém 

a jeho potravní řetězec. Tyto látky mohou způsobovat zpomalení rychlosti klíčení semen, změnu 

délky kořenů, inhibici růstu do výšky, snížení počtu listů, a tedy celkové snížení množství 

biomasy. U rostlin dochází k narušení jejich fyziologie, biochemických procesů a k změně 

genetické informace (Adu et al., 2023).  

Toxické účinky samozřejmě závisí na koncentraci PFAS. Například u pšenice seté 

(T. aestivum) se obsah chlorofylu snižuje při vysoké koncentraci PFOS (200 mg/l), ale při nižší 

koncentraci (5 mg/l) se obsah zvyšuje (Qu et al., 2010). Pokud je tedy pšenice v kontaktu s nižší 

koncentrací PFAS (v řádu ng/l až 5 mg/l) může docházet i k stimulaci jejího růstu. Naopak 

kontakt s vysokými koncentracemi (≥ 100 mg/l) způsobuje inhibici růstu (Zhou et al., 2016). 

Toxické účinky PFAS se na rostlinách projevují v koncentracích spíše až na úrovni g/l, což se 

naštěstí perfluorované látky v takové koncentraci v životním prostředí nevyskytují (Brusseau et 

al., 2020).  

Toxické účinky PFAS se mohou u rostlin lišit, a tedy záleží na druhu rostlin, koncentraci 

a době expozice danou PFAS (Sharma et al., 2020). Dle Pietrini a kol. například bazalka pravá 

(Ocimum basilicum) při expozici PFAS nevykazovala významné změny jak na morfologické, 

tak biochemické úrovni (Pietrini et al., 2024).  

2.3.5.1 Toxické účinky na úrovni rostlinné buňky 

PFAS mají toxické účinky nejen na morfologii těla rostlin, ale i na morfologii rostlinné 

buňky. PFAS jsou schopné deformovat tvar buňky, narušují strukturu mitochondrií, vnitřní kristy 

mitochondrií a také devastují buněčné stěny, což má za následek propustnost buňky (Tang et al., 

2020).  

Při expozici polutantů mají rostliny přirozenou funkci detoxikace, při které dochází 

ke zvyšování hladiny oxidačního stresu, díky němuž vznikají reaktivní formy kyslíku (ROS), 

jako je superoxid, peroxid vodíku nebo hydroxylový radikál (Huang et al., 2021). Rostliny 

se oxidačnímu stresu brání antioxidačními enzymy. Mezi nejdůležitějšími z nich patří kataláza 
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(CAT), glutathion peroxidáza (GPx), glutathion reduktáza (GR) a SOD (Matoušková et al., 

2014). I tyto enzymy jsou ovlivňovány PFAS a může tak docházet k snížení jejich aktivity 

(Huang et al., 2021). Když se v rostlinné buňce zvýší oxidační stres a sníží aktivita 

antioxidačních enzymů, dochází k poškození také rostlinných složek jako jsou proteiny, buněčná 

stěna i genetická informace (Karamat et al., 2024; Wielsøe et al., 2015).  

PFAS mají vliv i na obsah chlorofylu v rostlinách. Záleží ale na koncentraci, které jsou 

rostliny vystavené. V jedné ze studií od Omagamre a kolektivu zaznamenali u sóji luštinaté 

(Glycine max.) zvýšení obsahu chlorofylu při vystavení se PFBA (perfluorbutanová kyselina, 

z angl. Perfluorobutanoic acid) o koncentraci ≤ 100 ng/l. U vyšších koncentrací 100 µg/l až 1 

mg/l už byl naopak detekován pokles obsahu chlorofylu (Omagamre et al., 2022). Expozice 

PFAS také ovlivňuje proteiny, které jsou zapojeny do fotosyntézy. Dle (Li et al., 2021) bylo 

zjištěno, že při expozici PFOA a GenX nad 100 ng/l se změnil obsah fotosyntetických proteinů 

u řasy Chlorella pyrenoidosa. U Proteinů Lhca1, Lhcb4 a Lhcb5 se výrazně snížil jejich obsah, 

a to způsobovalo řase neschopnost zachytávat světlo. Na druhé straně byl rovněž u GenX 

prokázaný vliv na proteiny D1, CP43 a CP47, u kterých podporoval jejich syntézu a transport 

elektronů (Li et al., 2022; Li et al., 2021). 

Tyto věčné chemikálie tedy ovlivňují fotosyntetický systém, který je závislý na obsahu 

chlorofylu a proteinů v rostlinách. Také ale ovlivňují i fixaci uhlíku, syntézu adenosintrifosfátu 

(ATP), cyklus trikarboxylových kyselin (TCA) a metabolismus sacharidů (Ebinezer et al., 2022;  

Li et al., 2020).  

PFAS u některých druhů rostlin také ovlivňují produkci metabolitů. Například u salátu 

setého (Lactuca sativa) byla prokázaná snížená produkce aminokyselin, lipidů a mastných 

kyselin. Naopak u purinových nukleosidů se produkce zvýšila (Li et al., 2022). Biosyntéza 

polyfenolu (antioxidant podílející se na segregaci nebo inhibici ROS a aktivaci antioxidačních 

enzymů v rostlinách) byla zvýšena v listech salátu setého (de Araújo et al., 2021). 

 Dle studie od Guoa kol. u PFAS způsobují i poruchy přenosu signálu a inhibují obsah 

fytohormonů (Guo et al., 2020). 

PFAS také způsobují narušení exprese mnoha genů v rostlinách. Ke změnám dochází 

hlavně u genů transportních, u genů reagující na nedostatek železa a u genů souvisejících 

s oxidativním stresem (Tang et al., 2020). PFAS jsou také schopny ovlivnit funkci genů, které se 

zapojují do biosyntézy amidů a peptidů, cytoamidů a cukrů (Adu et al., 2023). 

 

2.4 Regulace PFAS v Evropské unii 

Vzhledem k perzistentním a toxickým účinkům PFAS se začínají tyto látky postupně 

regulovat, jak v Evropské unii (EU), tak globálně. První zmínka o regulaci PFAS byla v roce 
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2009 v mezinárodní Stockholmské úmluvě o perzistentních organických polutantech. Právní 

předpisy o chemických látkách v EU zajišťuje Evropská agentura pro chemické látky (ECHA), 

která byla založena v roce 2007. Tato agentura je zodpovědná za směrnici REACH, jejíž zkratka 

nese hlavní pilíře, a to registrace, hodnocení, autorizace a chemické restrikce (Brabcova et al., 

2022). 

2.4.1 Globálně regulované PFAS 

Díky mezinárodní Stockholmské úmluvě jsou PFAS regulovány po celém světě. První 

regulace nastala již ve zmíněném roce 2009, kdy byla vyloučena z používání látka PFOS a její 

deriváty (S.-4/17 UNEP, 2009). Další PFAS, která je díky úmluvě eliminována, je PFOA a její 

soli (S.-9/12 UNEP, 2019). Od roku 2020 už je podle nařízení EU o perzistentních organických 

polutantech (POPs) tato látka úplně zakázána (Annex I.(EU), 2020). Stockholmská úmluva dále 

zahrnuje od roku 2022 PFHxS a její deriváty. Následně byla tato látka přidána do nařízení EU o 

POPs, které vyšlo v platnost 28. srpna 2023 (S.-4/17 UNEP, 2009)(SC-10/13, 2022). 

Je samozřejmostí, že se dále zvažují další PFAS, které by se měly regulovat, a to například 

PFCA C9-C21 s dlouhým řetězcem (UNEP, 2022). 

2.4.2 Restrikce REACH 

Chemická politika EU omezila od roku 2023 PFCA C9-C14 a jejich soli a prekurzory 

(Nařízení komise (EU), 2021). Další nařízení Evropské komise, které bylo schváleno 19.9. 2024 

omezuje distribuci PFHxA a její deriváty od roku 2026 (Nařízení komise (EU), 2024). Evropské 

státy jako Německo, Dánsko, Nizozemsko, Švédsko a Norsko navrhují další omezení, které by 

pokrývalo širokou škálu PFAS. Tento návrh byl předložen v roce 2023 agentuře ECHA, kdy ho 

momentálně vědecké výbory hodnotí (ECHA, 2023). 

Dalším představeným návrhem od ECHA je omezení celkového používání PFAS 

v hasicích pěnách, jelikož nejsou zahrnuty v univerzálním omezení PFAS navrženém pěti 

vnitrostátními orgány. V blízké době by měl být tento návrh ratifikován (ECHA, 2022).  

2.4.3 Látky PFAS vzbuzující velmi velké obavy podle nařízení REACH  

Nařízení REACH má pod sebou seznam látek, které vzbuzují mimořádné obavy 

o dopadech na životní prostředí. Tento seznam je známý pod zkratkou SVHC z angl. „Substances 

of very high concern“. Zda látky patří na seznam SVHC, je identifikováno dle jejich perzistence, 

mobility a toxických účinků na živé organismy a rostliny. 

V letech 2019, 2020 a 2023, byly určeny 3 skupiny PFAS, které vyvolávají velmi velké obavy 

pro životní prostředí.  
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Jedná se o skupiny:  

• kyselina perfluoroheptanová (PFHpA, z angl. Perfluoroheptanoic acid) a její soli 

• kyselina perfluorobutansulfonová (PFBS, z angl. Perfluorobutane sulfonic acid) a její 

soli 

• kyselina 2,3,3,3-tetrafluor-2-(heptafluoropropoxy) propionová, 

její soli a její acylhalogenidy (GenX, (HFPO-DA)) 

U těchto látek byla prokázána karcinogenita, mutagenita, reprotoxicita, perzistentní 

a bioakumulativní vlastnost (ECHA, 2019; Soloneski & Larramendy, 2016) 

2.4.4 Hodnocení látek podle nařízení REACH 

Od roku 2014 prověřovala Evropská komise údaje o PFAS, které jsou obsažené 

v registrační databázi Evropské agentury pro chemické látky. Na základě prověřených údajů 

se začaly koordinovat a regulovat skupiny PFAS. Kvůli velkému počtu, který činí více 

jak 10 000 PFAS na trhu EU, bylo zatím realizovatelné regulovat skupiny PFAS s nejvyšší 

naléhavostí. Jelikož je velice časově náročné postupně regulovat látku po látce, Evropská komise 

se zavazuje k postupnému vyřazení všech PFAS. Výjimky jejich používání budou pouze 

v sektorech, kde jsou nenahraditelné a pro společnost důležité (ECHA, 2023). 

2.4.5 Limity PFAS v pitné vodě  

Vzhledem k toxickým účinkům těchto látek se začaly sledovat jejich koncentrace v pitné 

vodě a zavedly se limity, u kterých se považuje voda za zdravotně nezávadnou. Dle Světové 

zdravotnické organizace (WHO) je doporučeným limitem pro PFOA a PFOS 100 ng/l a pro 

celkové PFAS 500 ng/l v pitné vodě. Jedná se o takové limity, které jsou ještě přijatelné vůči 

lidskému zdraví a lze jich spolehlivě dosáhnout (Southerland & Birnbaum, 2023). Na základě 

tohoto doporučení zavedla v roce 2021 EU ve Směrnici o jakosti vody určené k lidské spotřebě 

limity PFAS, které také činí 500 ng/l. Dalším záměrem této směrnice je do roku 2024 vypracovat 

technické pokyny k monitorování a četnosti odběrů vzorků PFAS. Nakonec do roku 2026 mají 

členské státy EU přijmout veškerá nezbytná opatření k udržení požadovaných limitů (Evropský 

parlament a Rada Evropské unie, 2020). 

  Na základě studie od Dvořákové byly zjištěny hodnoty PFAS v pitné vodě v ČR.  

Celková koncentrace PFAS u nás v pitné vodě dosahují průměrně 23,9 ng/l. Tento výsledek tedy 

znamená, že se koncentrace PFAS ve vodě u nás pohybuje velmi nízko pod evropským limitem 

a zdravotní riziko je opravdu velmi nízké (Dvorakova et al., 2023). 
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3 Ekotoxikologické testy s využitím řas 

Ekotoxikologie se skládá ze dvou termínů, a to z ekologie a toxikologie. Ekologie je obor 

zabývající se interakcemi mezi organismy a jejich prostředním na všech úrovních, a tedy 

od individuálního organismu až po ekosystém. (Underwood et al., 2000). 

  Toxikologie je věda, která zkoumá účinky chemických látek na různých typech 

organismů. Věnuje se biochemickým a fyziologickým procesům způsobeným danou chemickou 

látkou, expozici a celkově chemickým látkám a jejich zařazení do chemických tříd.  (Chapman, 

2002). 

 Cílem vědního oboru ekotoxikologie je tedy porozumět a predikovat environmentální 

dopady chemických látek na celkový ekosystém za reálných podmínek (Chapman, 2002). 

Ekotoxikologické testy hodnotí toxicitu jedné sloučeniny nebo komplexní směsi. Díky těmto 

testům můžeme zjistit účinky různých kombinací sloučenin a jejich biologickou dostupnost 

v životním prostředí (Cleuvers, 2003). Také se vyhodnocují účinky metabolitů a produktů 

rozkladu, protože některé sloučeniny se po příjmu organismy nebo rostlinami metabolizují 

na látky, které jsou toxické nebo toxičtější než původní výchozí látka (Albert & Bloem, 2023). 

Ekotoxikologické testy se provádí v laboratoři (in vitro). Jejich cílem je zjistit vztah mezi dávkou 

chemické látky a odpovědí daného organismu za laboratorních podmínek. Testy probíhají i ve 

složitějších terénních ekosystémech (in situ), které jsou určeny pro přesnější stanovení dopadu 

testované chemické látky (Chapman, 1995).  

Ekotoxikologické testy se hlavně používají ke stanovení akutní toxicity chemických látek 

a směsí v životním prostředí (Kašpar, 2015). Dále se díky nim stanovují limity chemických látek 

v pitných, podzemních, povrchových a odpadních vodách, při kterých ještě nedochází 

k toxickým účinkům.  Posuzují se například také rizika u průmyslových odpadů a kalů, jaká je 

jejich kategorie a jak nebezpečné jsou pro životní prostředí (Mantis et al., 2005; Wolska et al., 

2007) V neposlední řadě se posuzují rizika chemických látek (například pesticidů) v půdách 

(Albert & Bloem, 2023).  

Dále se práce bude věnovat rozdělení a druhům ekotoxikologických testů. Podkapitola 

o testování toxicity chemických látek na bezcévných rostlinách bude více do detailu, protože  

právě tento typ testování byl použit v praktické části k zjištění akutní toxicity PFAS u řasy  

P. subcapitata. 

3.1  Ekotoxikologické (bio)testy 

V oboru ekotoxikologie se k určování toxicity chemických látek pro organismus 

používají takzvané bio-testy. Tyto testy nám prokazují u chemických znečišťujících látek jejich 



23 

 

biologickou dostupnost a jejich poškozování na celulární, orgánové i organismální úrovni 

u testovaného organismu (EPA, 1994).  

Bio-testy se rozdělují podle určitých charakteristik a jednou z nich je typ matrice, 

kterému je organismus vystaven. Testovanou matricí může být voda, půda, vzduch, sediment 

nebo odpad.  V matrici se měří koncentrace polutantu a jeho účinky na organismy, které mohou 

být letální, subletální nebo nepříznivé (Valavanidis, 2015).  

Další charakteristikou testů je doba expozice chemické znečišťující látky. Jedná 

se to testy akutní, subakutní a chronické toxicity (Chinedu et al., 2015).  

Akutní testy se vyznačují vystavením se vysoké dávce za krátkou dobou, která se 

pohybuje od 24 po 96 hodin. (Abdollahi, 2014). U tohoto typu testu se zjišťuje mortalita a změny 

v chovaní u testovaných jedinců (Chinedu et al., 2015). Nejčastěji se u akutních testů zjišťuje 

hodnota LD50 (Lethal dose 50 %) nebo LC50 (Lethal concentration 50 %), což se jedná o takovou 

dávku nebo koncentraci látky, kdy zemře právě 50 % jedinců z testované skupiny jedinců 

(Valavanidis, 2015). Dále se analyzuje hodnota LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) 

a NOEC (No Observed Effect Concentration). LOEC je nejnižší koncentrace, při které už jsou 

pozorovány negativní účinky, a NOEC je taková koncentrace, při které ještě nejsou pozorovány 

žádné účinky na sledovaný druh (EPA, 1994).  

Subakutní testy se prakticky od akutních testů neodlišují, pouze délkou expozice, která 

se pohybuje od jednoho týdne až po měsíc (Chinedu et al., 2015; Deng et al., 2013).  

Testy chronické toxicity jsou charakterizovány opakovaným podáváním nízké dávky 

chemické látky po významnou část života testovanému organismu. Záleží na průměrné délce 

života organismu a po jaké době už jsou detekovatelné toxické účinky. Pokud se testuje 

reprodukční toxicita, záleží také na reprodukčních cyklech. Během testů chronické toxicity se 

stanovuje infertilita, karcinogenita, mutagenita a teratogenita (Abdollahi, 2014).  

Toxikologické testy se také dělí dle trofické úrovně na producenty, konzumenty 

a dekompozitory. Díky testování všech těchto úrovní se získá celkový obraz o potenciálních 

toxických účincích v celém ekosystému (Kienle et al., 2013). Na základě těchto trofických 

úrovní se testy mohou ještě detailněji rozdělit, a to podle druhu testovaného organismu. Jedná 

se o testy bakteriální, testy na nižších a vyšších rostlinách, testy na bezobratlých organismech 

a na obratlovcích (EPA, 1994; Grande et al., 2007). 

3.1.1 Mezinárodní organizace a jejich normy v ekotoxikologickém testování 

Od 80. a 90. let 20. století se začaly postupně vyvíjet národní a mezinárodní organizace, 

zejména v USA, evropských zemích a Japonsku, které se zaměřují na regulaci testování 
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toxických látek v prostředí. Tyto organizace stanovují metody a pokyny pro ekotoxikologické 

testování, které využívají různé sektory, jako například vědecké ústavy a analytická zařízení.  

 Kvůli přibývajícím toxickým látkám v životním prostředí začalo docházet čím dál tím 

více k environmentálním problémům. Na základě toho byla v roce 1995 založena Mezinárodní 

organizace pro správné nakládání s chemikáliemi (IOMC- Inter-Organization Programme for the 

Sound Management of Chemicals), jejíž misí je zvyšovat bezpečnost před chemickými látkami. 

Realizování a založení IOMC se zúčastnily mezinárodní organizace FAO (Food and Agriculture 

Organization of United Nations), UNEP (United Nations Environment Programme), UNIDO 

(United Nations Industrial Develompment Organization), ILO (International Labour 

Organization), UNDP (United Nations of Development Programme), UNITAR (United Nations 

Institute of Training and Research), WHO (World Health Organization), Světová banka a OECD 

(Organisation for Economic Co-operation and Development. Hlavním mechanismem IOMC 

je zodpovědné, usnadněné a bezpečné nakládání s chemikáliemi na mezinárodních událostech 

(Scholz et al., 2013) 

OECD zastupuje 34 průmyslových zemí v Evropě, Asii, Severní a Jižní Americe. Posláním 

této organizace je diskutovat, regulovat, řešit a koordinovat spolu s politickým sektorem 

mezinárodní problémy týkající se obchodu, životního prostředí, bezpečnosti spotřebitelů 

a pracovníků v zařízeních (Valavanidis, 2015). 

V 80. letech OECD začala propagovat testovací pokyny (Sbírka mezinárodně schválených 

a přijatých metod pro testování ekotoxicity), které může používat průmysl a nezávislé laboratoře 

k určování bezpečnosti chemických látek a chemických přípravků, včetně pesticidů 

a průmyslových chemikálií. Tento přehled je základním pilířem pro testování toxikologie 

a ekotoxikologie na mezinárodní úrovni. Obsahem této sbírky jsou stručné popisy principů 

a praktické aspekty nejdůležitějších zkušebních pokynů pro testování toxicity na vodních 

a suchozemských organismech (Valavanidis, 2015; Scholz et al., 2013). 

EPA byla založena v roce 1970 ve Spojených státech amerických. Jejím heslem je „chránit 

lidské zdraví a životní prostředí“. Hlavní úlohou EPA je implementovat a prosazovat národní 

zákony v životním prostředí. Dále je sledovat informace o životním prostředí a zásadní 

environmentální ukazatele. V neposlední řádě se EPA podílí i na základních aplikovaných 

výzkumech z hlediska toxikologie a prostředí (Union of Concerned Scientists, 2008).  

Ze začátku ekotoxikologického testování si každá vyspělá země vyvíjela vlastní postup 

pro testování toxicity a začal tak vznikat zmatek v regulacích mezinárodního obchodu 

s chemikáliemi a v testovacích metodách. V posledních dvou dekádách se však všechny vzniklé 

metody pro testování toxicity zharmonizovaly na základě ukazatelů OECD norem. 
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Právě EPA ještě s dalšími vládními agenturami spolupracuje s OECD, které vytvářejí 

standardní pokyny pro testování, minimalizují použití laboratorních pokusných zvířat, ulehčují 

práci výrobcům chemikálií a snižují spotřebu zdrojů potřebné pro vědecké účely. Standardní 

testy toxicity také umožňují a usnadňují spolupráci mezi všemi zeměmi (Valavanidis, 2015).  

Příklady ekotoxikologických testů dle OECD norem:  

• Test No. 201. Growth Inhibition Test in Alga and Cyanobacteria (OECD, 2006)  

• Test No. 202. Daphnia sp. Acute Immobilisation Test (OECD, 2004) 

• Test No. 203 Fish, Acute Toxicity Test (OECD, 2019) 

• Test No. 237 Honey bee (Apis mellifera) Larval Toxicity Test, Single Exposure (OECD, 

2013b) 

• Test No. 208 Terrestrial Plants, Growth Test (OECD, 2006a) 

• Test No. 231. Amphibian metamorphosis assay (OECD, 2009)  

• Test No. 236. Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (OECD, 2013a) 

 

3.2 Testování toxicity na nižších rostlinách 

V předchozí podkapitole bylo popsané rozdělení (bio) testů dle různých charakteristik 

a mezinárodních standardizovaných metod pro testování toxicity chemických látek. Pro 

posouzení toxického účinku chemických látek na organismy se aplikují testy na nižších 

rostlinách, kdy se jedná hlavně o řasy. Nejčastěji používanou řasou je Desmodesmus subspicatus 

nebo P. subcapitata (The British Standards Institution, 2012). Dle Anexe 2 z Testu číslo 201 se 

tyto řasy lehce kultivují v různých mediích a jejich kmeny lze snadno sehnat ze sbírek kultur 

autotrofních organismů. Dále se buňky těchto řas vyskytují solitérně, a tudíž je možné měřit 

jejich hustotu pomocí automatického počítadla buněk nebo mikroskopu (OECD, 2006).  

Na řasách se nejčastěji testuje inhibice fotosyntézy, růstová inhibice, obsah chlorofylu, obsah 

proteinů a aminokyselin, akumulace chemické látky v řase, citlivost na toxiny, stanovení ROS 

a exprese genů (Li et al., 2021; Liu et al., 2022; Mitchell et al., 2011). 

Test inhibice fotosyntézy (Photosyntetic Inhibition Test) 

Tento test využívá k detekci toxicity měření fluorescence chlorofylu v buňkách řas. 

Pokud je testovaná látka pro řasu toxická, mění se parametry fotosyntetické fluorescence. 

Používaným parametrem pro zhodnocení fytosyntetické fluorescence je tak zvaný kvantový 

výtěžek fotosystému II (Fv/Fm), kdy Fm nám značí maximální možnou fluorescenci a Fv variabilní 

fluorescenci, což je rozdíl mezi maximální a minimální fluorescencí (Gu et al., 2022; Kitajima 

& Butler, 1975). Dalším měřeným parametrem je primární index absorpce světla PIABS, který je 
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citlivý na různé typy stresu a používá se zejména pro srovnání primárních fotochemických reakcí 

(Martinazzo et al., 2012). To znamená, že při snižování fluorescence chlorofylu dochází u rostlin 

i k oxidativnímu stresu, který je také měřitelný.   

U tohoto testu mohou někdy vznikat i problémy s nedostatečnou citlivostí pro detekci 

komplexní toxicity polutantů ve vodě, a tudíž lze tento test použít jen na některé druhy látek (Gu 

et al., 2022). 

Test inhibice růstu řas (Algal Growth Inhibition Test) 

Během tohoto testu se řasa vystaví chemické látce o různých koncentracích po určitou 

dobu a za definovaných podmínek. Růst řas se porovnává s kontrolou, kterou je řasa v růstovém 

mediu bez testované chemické látky.  

Roztoky testované látky se aplikují do baněk a přidávají se živiny spolu s inokulem řas. 

Takto připravené roztoky se inkubují při konstantní teplotě s nepřetržitým světlem po dobu 72 

hodin. Poté se porovnává počet buněk v roztocích testované látky s počtem buněk v kontrolním 

roztoku. Počet buněk na mililitr lze změřit elektronickým počítadlem buněk nebo 

hemocytometrem. Pokud dochází u řas k inhibici jejich růstu, pak můžeme tuto látku považovat 

za toxickou.  Místo baněk lze použít i 24 nebo 96 jamkové mikrodestičky, kde se objemy roztoků 

pohybují v mikrolitrech. Na základě toho je snížená spotřeba chemických látek a použitého 

materiálu. Testování je efektivnější i díky tomu, že lze v mikrodestičkách měřit i více koncentrací 

zkoušené látky v jeden okamžik (Environmental Protection Series, 2007). 

Test bio akumulace (Bioaccumulation Test) 

Pojem bioakumulace definuje přijímaní, skladování a kumulování anorganických 

a organických látek v tělech organismů z jejich prostředí (Braunbeck et al., 1998) Při testování 

bioakumulace se měří nárůsty koncentrace cizorodých látek v organismech v důsledku expozice 

prostředí (Stein, 2012). Biosorpční kapacita řas je ovlivněna fyzikálně-chemickými faktory, 

zejména teplotou, druhem a koncentrací exponované látky, pH a hmotností biomasy řas (Pace et 

al., 2024). U tohoto typu testu se zjišťuje bioakumulační faktor (BAF), který se počítá jako poměr 

koncentrace cizorodé látky v organismu ku její koncentraci v prostředí (Weisbrod et al., 2009).  

Test viability řas (Viability Test) 

U testování životaschopnosti buněk se používají metody mikroskopie, cytometrie 

a průtoková cytometrie. Díky těmto metodám můžeme rozdělit a rozeznat živé a mrtvé buňky 

(Kummrow et al., 2013; Wang et al., 2023a).  
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Mikroskopická analýza je spojená s barvením buněk, kdy se používají fluorescenční 

barviva jako fluorescein diacetát, tak reaktivní jako trypanová modř nebo neutralní červeň (Liu 

et al., 2019). Mikroskopie je všestrannější technikou pro testování viability jednotlivých buněk, 

zejména adherentně rostoucích. Průtoková cytometrie však nabízí vysokorychlostní kvantitativní 

multiparametrovou analýzu buněk v suspenzi (Kummrow et al., 2013). 

Během průtokové cytometrie je svedena suspenze buněk do tenkého proudu, který je 

ozařován laserem. Průchodem buňky dochází k rozptylu světla a k emisi fluorescenčního záření. 

Tyto světelné signály jsou snímány detektory a následně jsou převedeny do počítače, kde jsou 

analyzovány. U průtokové cytometrie se používají fluorescenční činidla, jako jsou barviva pro 

životaschopnost, fluorescenčně konjugované protilátky, iontová indikátorová barviva apod. 

(McKinnon, 2018)  

V cytometrických metodách se sleduje životaschopnost buněk pomocí fluorescenčních 

barviv, která buď obarvují živé nebo mrtvé buňky. Pro spolehlivost tohoto způsobu testování je 

důležité vybrat vhodné barvivo a postup barvení, aby intenzita fluorescence obarvených buněk 

byla vysoká. Tyto testy obvykle probíhají ve více jamkových destičkách. Tento typ testu je použit 

v praktické části pro zjištění životaschopnosti buněk P. Subcapitata ( Wang et al., 2023a). 

Test exprese genů (Gene Expression Assay) 

Testování genové exprese analyzuje jednotlivé geny, skupiny genů nebo celý genom 

v buňce či v tkáni (Kirby et al., 2007). Genom obsahuje velké množství genů, které mají mnoho 

různých drah. Každá toxická látka může ovlivňovat jinou dráhu a jiným způsobem. Na základě 

informací z tohoto typu testování můžeme určit mnoho účinků testované látky, ať už se jedná o 

změnu syntézy proteinů nebo například funkce enzymů apod.  (Kirby et al., 2007; Snell et al., 

2003). Příkladem metody pro testovaní genové exprese je qPCR nebo Microarrays. Kvantitativní 

polymerázová řetězová reakce, též známá pod zkratkou qPCR, je metoda, při které se 

kvantifikují transkripty mRNA (ribonukleová kyselina, z angl. messenger Ribonucleic acis) 

vybraného genu (Derveaux et al., 2010; Volland et al., 2016). Microarrays je jedna z nejnovějších 

technologií v testování genové exprese. Tento typ testu umožňuje sledovat paralelně tisíce genů 

(Brazma & Vilo, 2000). 
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4 Cíl práce a hypotézy  

Hlavním cílem této diplomové práce bylo zminiatiruzovat a zoptimalizovat metodiku 

testování toxického vlivu PFAS, konkrétně PFOS, PFOA, GenX, PFHxA, PFHxS na řase 

P. subcapitata. Záměrem bylo tedy zefektivnit spotřebu chemických látek a materiálu a aby oba 

toxikologické testy byly proveditelné v 96 jamkové mikrodestičce. Nejen, že díky tomu je možné 

snížit spotřebu chemických látek, ale také lze změřit několik paralel o různých koncentracích 

PFAS najednou.  

 Dalším cílem bylo zjistit, zda lze sledovat viabilitu i pomocí fluorescenčního barviva 

a zda by byl daný test srovnatelný se standardizovaným testem růstové inhibice. Pro zjištění 

viability byla nejprve stanovena růstová křivka a korelace mezi počtem buněk a změřenou 

fluorescencí chlorofylu. Dále bylo nezbytné vybrat vhodné fluorescenční barvivo, na základě 

jehož fluorescence by bylo možné rozeznat živé a mrtvé buňky a zároveň mělo dostatečný 

fluorescenční signál. 

V této práci bylo také záměrem celkově poukázat na důležitost testování toxicity PFAS na 

nižších rostlinách, protože jsou citlivé na znečišťující látky a reprezentují celou rostlinou říši 

(Hsieh et al., 2006). Pokud jsou PFAS toxické pro rostliny, pak ohrožují celý ekosystém a je na 

místě tyto látky co nejvíce regulovat.  

 

Hypotézy: 

PFAS inhibují růst řasy P. subcapitata.  

FDA test je rovněž použitelný jako standardizovaný test inhibice růstu k zjištění toxického vlivu 

PFAS na P. subcapitata. 

Testy pro zjištění toxicity PFAS na P. subcapitata je možné miniatiruzovat a optimalizovat. 
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5 Materiály a metodika 

Jednobuněčná řasa P. subcapitata kmen č. 433 (synonymum: R. subcapitata) 

 

5.1 Chemikálie 

Příprava BBM média

NaNo3    dusičnan sodný   VWR chemicals, Belgie 

CaCl2 * 2H2O   chlorid vápenatý dihydrát  Sigma-Aldrich, Německo 

MgSO4 * 7H2O síran hořečnatý   Lach-Ner s.r.o., Česko 

K2HPO4   hydrofosforečnan draselný  Lach-Ner s.r.o., Česko  

KH2PO4   dihydrofosforečnan draselný  Lach-Ner s.r.o., Česko 

NaCl    chlorid sodný    Carl Roth, Německo 

Roztok EDTA:  

NaFeO2   železitan sodný    Sigma-Aldrich, Německo 

KOH    hydroxid draselný   Penta, Česko 

Trace Metals Solution:  

ZnSO4 * 7H2O  síran zinečnatý heptahydrát  Sigma-Aldrich, Německo 

MnCl2 * 4H2O  chlorid manganatý tetrahydrát  Erba Lachema, Česko 

Na2MoO4 * 2H2O  molybdenan sodný dihydrát  HiChem spol s.r.o., Česko 

CuSO4 * 5H2O  síran měďnatý heptahydrát  Penta, Česko 

Co(NO3)2 * 6H2O  dusičnan kobelnatý hexahydrát HiChem, Česko 

Acidified Iron Solution: 

FeSO4 * 7H2O   síran železnatý heptahydrát  Lach-Ner s.r.o., Česko  

H2SO4 95 %   kyselina sírová   VWR chemicals, Francie 
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Příprava standardů PFAS 

PFOS   perfluorooktansulfonátová kyselina SynQuest Labs., Inc., USA 

PFOA    perfluorooktanová kyselina  Merc spol. s.r.o., Česko 

GenX                        hexafluorpropylenoxid-dimer kyselina SynQuest Labs., Inc., USA

PFHxA   pentadecafluoroktanová kyselina SynQuest Labs., Inc., USA 

PFHxS   perfluorhexansulfonová kyselina SynQuest Labs., Inc., USA 

MetOH  metanol    Lach-Ner s.r.o., Česko 

 

Tabulka 2: Souhrn certifikovaných sloučenin PFAS použité v této studii 

Fluorescenční barviva 

CFDA-AM   karboxyfluorecein diacetát acetoxymethylester Sigma-Aldrich, Německo 

FDA   fluorescein diacetát   Sigma-Aldrich, Německo

PI    propidium jodid  Sigma-Aldrich, Německo

5.2 Přístroje a pomůcky 

Přístroje 

Analytická váha AE 240      Mettler Toledo GmbH, Německo 

Centrifuga EBA 20       Hettich Zentrifugen, Německo 

Mini centrifuga      Phoenix, Česko 

Magnetická míchačka VELP      Scientifica Srl, Itálie 

Vortex MX-S, DLAB      Scientific Inc., USA 

Mikroskop        Optika, Itálie 

Laboratorní třepačka LT3     Verkon, Česko 

Buněčný inkubator       Lovibond, Německo 

Thermoblok        Bioer, Japonsko 

Očkovací box HBB 2448      Holten Laminar Air, Indie 

Laboratorní ultrazvuková vana K-12    Kraintek, Česko 

Název Zkratka Vzorec Číslo CAS
Molární 

hmotnost (g/mol)

Perfluorooktansulfonová  

kyselina
PFOS C8F17KO3S 2795-39-3 538.22

Perfluorooktanová kyselina PFOA C8HF15O2 335-67-1 414.07

Perfluorhexanová kyselina PFHxA C6HF11O2 307-24-4 314.05

Perfluorhexansulfonová 

kyselina
PFHxS C6F13O3S 3871-99-6 438.20

Hexafluorpropylenoxid-

dimer kyselina

HFPO-DA 

(GenX)
C6HF11O3 13,252-13-6 330.05
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Multifunkční modulární reader Infinite 200Pro  Tecan, Rakousko 

Kapalinový chromatograf Shimadzu Nexera X2 HPLC Shimadzu, Japonsko 

systém spojený s trojitým kvadrupólovým hmotnostním  

spektrometrem Sciex 4500 

Laboratorní pomůcky 

Kádinky 

Lahve s modrým šroubovacím uzávěrem, čirá 100 ml, 500 ml, 1000 ml 

Laboratorní lžičky 

Laboratorní vaničky 

Navažovací lodička 

Pipetovací špičky D200, D1000,     Diamond Tipack, Gilson, Francie 

Pipetovací špičky 10 ul Neptune    Schoeller Pharma Praha, Česko 

Automatická pipeta P100, P200, P1000, P10   Gilson, Francie 

Multikanálová-automatická pipeta P300   Gilson, Francie 

Pipetovací přístroj pro skleněné a plastové pipety  

od 1 do 100 ml       Gilson, Francie 

Mikrotitrační destičky 96 jamek Thermoscientific 130188 Thermo Fisher Scientific, Korea 

Mikrotitrační destičky 24 jamek zjistit Cellstar  Dialab spol. s.r.o., Česko  

Mikrozkumavky 1,5 ml     Biologix, Čína 

Mikrozkumavky 5 ml      Avantor, USA 

Centrifugační zkumavky 15 ml    JET Biofil, Čína 

Bürkerova počítací komůrka     Marienfeld, Německo 

Alobal 

Krabička s uzávěrem pro inkubaci ve tmě 

 

5.3 Kultivace řas P. subcapitata kmen č.433 

Aby bylo možné začít s praktickou částí, bylo potřeba zvolit vhodnou řasu k testování 

toxických účinků PFAS. Byla zvolena P. subcapitata, jelikož je to řasa, která se hojně používá 

k testování toxicity dle mezinárodních norem a je citlivá na perzistentní látky, jako jsou právě 

PFAS (Hsieh et al., 2006; Nguyen et al., 2024; OECD, 2006). 

Inokulum řasy P. subcapitata kmen č.433 bylo pořízeno v Centru ALGATECH, které 

spadá pod Mikrobiologický ústav AV ČR, v.v.i.  

Ke kultivaci bylo vybráno BBM médium (Bold´s Basal medium), které je bohaté na živiny 

a převážně se používá ke kultivaci mikrořas. Významně ovlivňuje rychlost klíčení a růst různých 
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druhů řas (Agrawal & Sarma, 1982). Médium typicky zahrnuje základní makro a mikroprvky, 

organické sloučeniny a vitamíny, které jsou klíčové k vývoji buněk (Sudheer et al., 2022). 

Médium bylo připravené podle článku Bold Basal Medium Recipe (2019) , vysterilizováno 

autoklávováním (teplota 121 °C, tlak 101,3 kPa, 20 min) a poté uskladněno v temném prostředí 

při 4 °C.   

Udržování kultury  

Za sterilních podmínek bylo do sterilní 100 ml Erlenmeyerovy baňky aplikován 1 ml 

inokula řas (kmen č. 433) a 9 ml BBM. Takto připravená suspenze byla inkubována při 22 ± 1 °C 

pod světlem o intenzitě 4000 lux na kontinuální třepačce LT3 s intenzitou 8 (Environment 

Canada EPS 1/RM/25, 2007). Podmínky inkubace byly převzaty z OECD normy 201 (OECD, 

2006)). Po 7 dnech byly řasy přepasážovány (1 ml narostlé suspenze buněk a 9 ml BBM média), 

aby byl zajištěn jejich nepřetržitý růst.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Obrázek 2: Kultivace řas 
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Obrázek 3: Očkovací box Holten Laminar Air HBB 2448 

 

5.4 Růstová křivka 

Experiment toxicity PFAS je možný provádět v exponenciální fázi růstu (rychlost růstu řas 

je stálá). Tato fáze se dá zjistit pomocí růstové křivky.  

Nejprve byla spočítána koncentrace řas v suspenzi pomocí Bürkerovy tabulky pod mikroskopem 

(zvětšení 10× 0,25). Na základě zjištěné koncentrace byla z této suspenze za sterilních podmínek 

připravena suspenze buněk o koncentraci 10 000 buněk/ml v objemu 20 ml BBM do 

Erlenmeyerovy baňky. Koncentrace buněk řas byla zvolena dle diplomové práce od Hájkové 

(Hajková, 2010). Baňka byla inkubována při 22 ± 1 °C pod světlem o intenzitě 4000 lux na 

kontinuální třepačce LT3 s intenzitou 8 po dobu 10 dnů (Environment Canada EPS 1/RM/25, 

2007). V čase nula a následně každých 24 hodin bylo odebíráno 0,5 ml suspenze pro měření 

optické density (OD). Měření probíhalo v 96 jamkové mikrodestičce,  která byla poté vložena 

do multifunkčního modulárního readeru a byla změřena absorbance při vlnové délce 680 nm. 

Hodnoty absorbance byly zlogaritmovány a vynásobeny číslem 1000, aby hodnoty nevycházely 

v mínusu, a ze změřených hodnot byl vytvořen graf růstové křivky. Lineární část křivky byla 

proložena přímkou lineární regrese, kde směrnice přímky odpovídá růstové rychlosti. 

Následně bylo zjištěno, zda se růstová rychlost liší, pokud řasy porostou ve třech různých 

nádobách. Byl sledován růst v baňce, v 24 a 96 jamkových mikrodestičkách.  

Za sterilních podmínek byly připraveny dvě suspenze buněk o koncentracích 

10 000 buněk/ml a 50 000 buněk/ml v objemu 20 ml BBM. Na základě výsledků (6.1.) 
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z předchozího měření růstové křivky bylo rozhodnuto pokračovat s koncentrací 10 000 buněk/ml 

a zároveň otestovat koncentraci 50 000 buněk/ml, což je nejvyšší doporučená koncentrace pro 

řasu P. subcapitata dle OECD normy č. 201 (OECD, 2006). Z těchto dvou suspenzí byly 

zaočkovány řasy do dvou Erlenmeyerových baněk (c= 10 000 buněk/ml a 50 000 buněk/ml) po 

10 ml. Suspenze byly rovněž aplikovány do 24 jamkové mikrodestičky (do každé jamky 1 ml 

suspenze, do krajních jamek 1 ml BBM) a 96 jamkové mikrodestičky (do 6 jamek 200 ml 

suspenze a 200 ml BBM). Pokud byly některé jamky prázdné, byly doplněny vodou, aby bylo 

zabráněno nadměrnému odpařování z testovaných jamek. Všechny nádoby byly inkubovány při 

22 ± 1 °C pod světlem o intenzitě 4000 lux na kontinuální třepačce LT3 s intenzitou 8 

(Environment Canada EPS 1/RM/25, 2007). 

OD byla změřena v čase t = 0 při vlnové délce 680 nm a následně každých 20 až 24 hodin 

po dobu jednoho týdne. Doba měření byla zkrácena na základě hodnot z předchozího testu, kdy 

8-10 den už exponenciální růst klesal. Změřené hodnoty absorbance byly vyhodnoceny stejným 

způsobem jako u předchozího testu.  

5.5 Zjištění korelace mezi počtem buněk a změřenou fluorescencí chlorofylu 

K testování toxicity PFAS na řase P. subcapitata. je nutné sledovat růst biomasy. Sledovat 

nárůst lze pomocí počítání buněk v počítací komůrce nebo pomocí automatického počítadla 

buněk . Zároveň lze použít i fluorescenční signál chlorofylu, pokud se prokáže korelace mezi 

signálem chlorofylu a počtem buněk (OECD, 2006). Poslední zmíněná metoda je rychlá, 

jednoduchá, ekonomická a nejvhodnější pro použití v mikrotitrační destičce. Proto byla v této 

práci použita. Pro určení počtu buněk pomocí intenzity fluorescenčního signálu chlorofylu bylo 

potřeba zjistit, jaký signál odpovídá danému počtu buněk. Díky tomu je následně možné rozlišit, 

zda řasy při expozici PFAS rostou nebo ne.  

Nejprve byla pomocí Bürkerovy počítací komůrky spočítána suspenze buněk, ze které byla 

připravena suspenze o koncentraci 10 milionů buněk/ml o objemu 1,2 ml. Z této suspenze byla 

vytvořena ředící řada o daných koncentracích viz Tabulka 3. Každá koncentrace udává jasný 

počet buněk v jamce. Z takto připravených zkumavek bylo aplikováno 40 µl suspenze + 160 µl 

BBM do jamek 96 jamkové mikrodestičky. V jedné jamce bylo celkově 200 µl a každá 

koncentrace buněk byla změřena v 6 opakování na jamku. Jako kontrola blank sloužilo 200 µl 

čistého BBM. Po napipetování roztoků do destičky byla změřena fluorescence chlorofylu na 

přístroji Tecan Infinite Pro reader (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).  Celý tento experiment byl 

proveden třikrát. Z průměrů získaných hodnot byl vytvořen Graf 5 (viz Výsledky). Z hodnot byl 

spočítán korelační koeficient.  
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Tabulka 3: Počet buněk v jamce na základě koncentrace buněk/ml a ředění s BBM 

 

 

5.6 Testování použití dalších fluorescenčních barviv k určení viability 

 Sledování nárůstu viability pomocí signálu chlorofylu nedokáže spolehlivě detekovat 

počty buněk nižší než zhruba 1500 (viz výsledky 6.2.).  Otázkou bylo, zda by bylo možné počty 

buněk nižší než 1500 detekovat jinak. A zároveň zda by bylo možné detekovat, jestli nízké 

hodnoty signálu chlorofylu jsou způsobeny inhibovanými buňkami, nebo zda jsou buňky již 

mrtvé. 

Procentuální obsah živých buněk řas je možné sledovat pomocí fluorometrických metod, 

které nám diferencují živé a mrtvé buňky pomocí fluorescenčních barviv (Yewalkar et al., 2019). 

V této podkapitole je testováno nejvhodnější fluorescenční barvivo pro měření životaschopnosti 

P. subcapitata. Byla otestována tři barviva. V každém testu s fluorescenčním barvivem bylo 

potřeba nejdříve zjistit, zda dané barvivo buňky označuje, v jaké koncentraci se má použít a jaký 

počet buněk je potřeba pro dostatečný fluorescenční signál.  

5.6.1 Propidium jodid (PI) 

Tento typ barviva neprochází skrz neporušenou buněčnou membránu kvůli své polární 

povaze. Ve chvíli, kdy buňka zemře, tak se i její membrána naruší a PI je schopen vstoupit do 

buňky, kde se interkaluje mezi páry bází nukleových kyselin a tím dojde k emisi fluorescenčního 

záření. PI tedy označuje buňky, které jsou mrtvé (Rioboo et al., 2009; Xiao et al., 2011). 

 

Postup testu s PI 

Nejprve byly spočítány buňky P. subcapitata v suspenzi, ze které byla následně 

připravena suspenze o koncentraci 1 milion buněk/ml (počet buněk alespoň 4 miliony). Tato 

suspenze byla rozdělena do dvou zkumavek, které byly označeny na „mrtvé“ a „živé“. 

Zkumavky s označením „mrtvé“ byly inkubovány na 30 min do termobloku při teplotě 100 °C, 

aby došlo k usmrcení buněk. 

 Byly připraveny dva roztoky s barvivem PI o koncentracích 20 µg/ml a 6 µg/ml ve 2 ml 

a byly uloženy do tmy (Hu et al., 2020; Yewalkar et al., 2019).  

 Ze zkumavek „živé“ a „mrtvé“ (c = 1 milion buněk/ml) byla vytvořena ředící řada 

o koncentracích 500 000, 50 000, 5000 a 500 buněk/ml (Tabulka 4). Takto připravené suspenze 

Koncentrace 

buněk/ml
10000000 5000000 250000 1250000 625000 312500 156250 78125 39063 19531 9766

Počet buněk v 

jamce
400000 200000 100000 50000 25000 12500 6250 3125 1563 781 391
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byly napipetovány do 96 jamkové mikrodestičky Thermoscientific 130188 do každé jamky po 

100 µl a následně byly přidány roztoky PI, do každé jamky 100 µl. Konečnými koncentracemi 

PI roztoku v jamkách byly 10 µg/ml, 3 µg/ml. Do dvou řad destičky bylo do každé jamky přidáno 

100 µl suspenze o daných koncentracích + 100 µl BBM, což sloužilo jako negativní kontrola. 

Mikrodestička byla poté inkubována 30 min ve tmě při pokojové teplotě. Poté byla změřena 

fluorescence propidium jodidu (excitace: 535 nm, emise: 615 nm) a fluorescence chlorofylu 

(excitace: 430 nm, emise: 670 nm). Signál fluorescence chlorofylu byl měřen kvůli kontrole 

správného naředění buněk řas a zda samotný PI neovlivňuje fluorescenční signál chlorofylu. Test 

byl 3× zopakován, všechny kombinace koncentrací buněk a PI byly měřeny v duplikátu. 

Tabulka 4: Ředící řada koncentrací suspenze řas 

 

5.6.2 Karboxyfluorescein diacetát acetoxymethylester (CFDA-AM) 

Karboxyfluorescein diacetát (CFDA) je nepolární a nefluorescenční látka, která volně 

vstupuje do buněk, kde je hydrolyzována intracelulárními esterázami na fluorescenční 

fluorescein. CFDA barví živé buňky, protože oproti mrtvým buňkám vykazují metabolickou 

aktivitu, a tudíž i funkci esteráz (Jochem, 1999; Pinillos & Cuevas, 2008). CFDA má silné 

negativní náboje, což mu umožňuje se dobře udržet v buňce.  CFDA má také deriváty a jedním 

z nich, který se hojně využívá, je CFDA-AM. Tento derivát je elektricky neutrální a je možné ho 

ve fluorometrických metodách aplikovat v nižších koncentracích než samotný CFDA 

(Gorokhova et al., 2012). 

 

Potup testu CFDA-AM 

Na začátku testu byly spočítány buňky v suspenzi P. subcapitata, ze které byly následně 

připraveny 3 ml suspenze o koncentraci 1 milion buněk/ml. Z takto připravené suspenze byla 

napipetována ředící řada o koncentracích 500 000, 50 000, 5000 a 500 buněk/ml do zkumavek 

(Tabulka 4). Následně byly tyto koncentrace aplikovány do 96 jamkové mikrodestičky 

Thermoscientific 130188 (do každé jamky 100 µl).  

Barvivo CFDA-AM bylo naředěno do dvou 3ml zásobních roztoků o koncentracích 40 µM 

a 8 µM, které byly poté aplikovány do mikrodestičky v objemu 100 µl na jamku. Výsledná 

koncentrace CFDA-AM v jamce byla 20 µM, resp. 4 µM (Debenest et al., 2010; Machado & 

Soares, 2013). 

Jako negativní kontrola byla 100 µl suspenze řas o daných koncentracích + 100 µl BBM. Takto 

připravená mikrodestička byla na 30 minut při pokojové teplotě inkubována ve tmě. Na konci 

Koncentrace 

buněk/ml
1 mil/ml 500 000/ml 50 000/ml 5 000/ml 500/ml

Počet buněk v 

jamce
100 000 50 000 5 000 500 50
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testu byl změřen fluorescenční signál CFDA-AM (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) a chlorofylu 

(excitace: 430 nm, emise: 670 nm). Fluorescenční signál chlorofylu byl měřen ze stejných 

důvodů jako u předchozího testování barviva PI. Test byl 3× zopakován, všechny kombinace 

koncentrací buněk a CFDA-AM byly měřeny v duplikátu. 

5.6.3 Fluorescein diacetát (FDA) 

FDA je fluorochrom s lipofilní povahou, který funguje na stejném principu jako CFDA. 

FDA je vhodné barvivo pro hodnocení metabolických aktivit buněk řas, protože má vysokou 

penetrabilitu, vynikající citlivost a efektivně barví jak prokaryotické, tak eukaryotické buňy řas. 

(Brookes et al., 2000). Účinnost FDA se může u jednotlivých druhů řas lišit, proto je nezbytné 

individuálně tuto látku otestovat (Yewalkar et al., 2019).  

  

 

Obrázek 4: Molekulární struktura FDA (fluorescein diacetát)  

 

Postup testu FDA 

Nejprve byly spočítány buňky v suspenzi P. subcapitata, ze které byla následně 

připravena suspenze o koncentraci 1 milion buněk/ml v 3 ml. Barvivo bylo naředěné do tří 

zkumavek o koncentracích 20 µM, 40 µM, 80 µM ve 3 ml a byly uloženy do tmy (Debenest et 

al., 2010; Machado & Soares, 2013). Jejich následná koncentrace v jamkách pak bude 10 µM, 

20 µM a 40 µM, jelikož polovina roztoku v jamce bude suspenze buněk a druhá roztok FDA. 

Z připravené zkumavky se suspenzí buněk o koncentraci 1 milion buněk/ml byla 

vytvořena ředící řada o koncentracích viz Tabulka 4 v předchozí kapitole. Takto připravené 

roztoky byly napipetovány do 96 jamkové mikrodestičky Thermoscientific 130188 (do každé 

jamky 100 µl). K buňkám byl přidán roztok barviva (do každé jamky 100 µl). Jako negativní 

kontrola byla 100 µl suspenze řas o daných koncentracích + 100 µl BBM.  Takto připravená 

destička byla inkubována ve tmě po dobu 30 min za pokojové teploty. Poté byla změřena 

fluorescence FDA (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) a chlorofylu (excitace: 430 nm, emise: 

670 nm). Fluorescenční signál chlorofylu byl měřen ze stejných důvodů jako u předchozích testů 

barviv. 
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Tento test byl zopakován 2× a všechny koncentrace buněk byly měřeny v duplikátu.  

Výsledky tohoto testu ukazují, že FDA vykazuje dostatečný signál k měření viability  

P. subcapitata (viz výsledky 6.3.3.). Dále bylo potřebné zjistit, zda je FDA dostatečně selektivní 

a lze na základě jeho fluorescenčního signálu odlišit živé buňky.  

V dalším testu byla připravena suspenze o koncentraci 50 tisíc buněk/ml ve 4 ml. Tato 

koncentrace buněk řas byla zvolena na základě výsledků z předchozího experimentu, kdy byl 

signál FDA při koncentraci 50000 buněk/ml dostatečný pro kvantifikaci. Zároveň se dle 

standardizovaného testu č. 201 jedná se o nejvyšší možnou použitelnou koncentraci buněk pro 

P. subcapitata (OECD, 2006). Z této suspenze byly odebrány 2 ml do zkumavek s označením 

„mrtvé“ a byly vloženy na 15 min do termobloku o teplotě 100 °C, aby došlo k usmrcení buněk.  

Poté byly smíchány živé a mrtvé buňky do zkumavek na 100 %, 80 %, 60 %, 40 %, 20 % 

a 0 %, kdy 100 % znamená pouze živé buňky, 80 % znamená 80 % živých buněk + 20 % mrtvých 

buněk apod. Zkumavka s označením 0 % obsahovala pouze mrtvé buňky (Tabulka 5).  

 

 

Následně byl připraven roztok FDA v objemu 3 ml o koncentraci 40 µM a uchován 

ve tmě. Koncentrace 40 µM, která odpovídá koncentraci 20 µM v jamce, byla zvolena na základě 

výsledků předchozího experimentu. 

 Připravené roztoky o různých poměrech živých a mrtvých buněk byly aplikovány do 96 

jamkové mikrodestičky Thermoscientific 130188 (do každé jamky 100 µl). Do dvou řádků 

mikrodestičky byl k suspenzi přidán roztok FDA (do každé jamky 100 µl). Na základě tohoto 

ředění byla konečná koncentrace FDA v jamce 20 µM.  Do dalších dvou řádků bylo do jamek 

přidáno čisté BBM (do každé jamky 100 µl), které sloužilo jako negativní kontrola.  Kontrola 

blank FDA (roztok FDA + BBM v jamce o objemu 200 µl) byla pro jamky se suspenzí s FDA. 

Kontrola blank BBM (samotné BBM v jamce o objemu 200 µl) byla pro jamky se suspenzí 

s BBM. Mikrodestička byla inkubována ve tmě na 30 min při pokojové teplotě. Po půl hodině 

byla změřena fluorescence FDA a chlorofylu (obojí excitace: 485 nm, emise: 520 nm).  Test byl 

2× zopakován a všechny koncentrace buněk v poměru živých a mrtvých byly měřeny 

v duplikátu, aby byla prokázána jeho validita. 

 

5.7 Testování adsorpce PFAS na povrch jamek 96 jamkové mikrodestičky 

Před testováním toxicity PFAS na řasách bylo potřeba zjistit, zda se použité PFAS 

adsorbují na stěny polystyrenových jamek použité 96 jamkové destičky. Je důležité znát, zda 

Koncentrace 

řas
50000 

buněk/ml

50000 

buněk/ml

50000 

buněk/ml

50000 

buněk/ml

50000 

buněk/ml

50000 

buněk/ml

Obsah živých 

buněk
100% 80% 60% 40% 20% 0%

Tabulka 5: Smíchání živých a mrtvých buněk, 100 % živých buněk, 0 % mrtvých buněk 

 buněk 
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koncentrace PFAS bude v jamce po celou dobu experimentu stejná, nebo se sníží právě kvůli 

adsorpci. Proto byla adsorpce PFAS otestována podle následujícího postupu. 

 

Postup testování adsorpce: 

Nejprve byly naředěny zásobní roztoky (PFOA, GenX, PFOS) o koncentracích 

10 000 µg/ml a 1000 µg/ml. Tyto roztoky byly použity k naředění roztoků (0,1 µg/ml; 1 µg/ml 

a 50 µg/ml), které byly aplikovány do 96 jamkové mikrodestičky Thermoscientific 130188 

po 100 µl do jamky (každá koncentrace měla 5 paralel). K ředění bylo použito BBM (do jamky 

100 µl). 

Po napipetování byla mikrodestička inkubována při pokojové teplotě 3 dny. Mezitím byly 

připraveny standardní roztoky, které sloužily jako porovnání s koncentracemi roztoků, které byly 

3 dny inkubovány v mikrodestičce. Ke stanovení koncentrací sloužila kalibrační řada PFOA, 

GenX a PFOS o koncentracích 0,1; 0,5; 1, 5, 10, 25, 50, 100, 150 a 200 ng/ml.  

Po 3 dnech byly roztoky z jamek destičky naředěny, a to z 0,1 µg/ml na 10 ng/ml, z 1 µg/ml 

na 100 ng/ml a z 50 µg/ml na 200 ng/ml. Roztoky byly naředěny na tyto koncentrace, jelikož 

přístroj, ve kterém byly PFAS následně detekovány, má rozsah měření koncentrací pouze 

v hodnotách 1–200 ng/ml.  

PFOA, GenX a PFOS byly analyzovány vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií 

s tandemovou hmotnostní detekcí (Kapalinový chromatograf Shimadzu Nexera X2 HPLC 

systém spojený s trojitým kvadrupólovým hmotnostním spektrometrem Sciex 4500). K separaci 

byla použita kolona Angilent EclipsePlus C18 (3x 50 mm; 1,8 μm). V detekci PFAS byly použity 

dvě mobilní fáze (A:5 mM octan amonný v mili-Q vodě, B:100 % MetOH). Gradientová eluce 

byla upravena následovně: 

Tabulka 6: Hodnoty gradientové eluce pro detekci PFAS 

 

5.8 Testování toxického vlivu PFAS na P. subcapitata kmen č.433 

Před tímto experimentem byly nejprve připraveny standardní roztoky látek PFOA, GenX, 

PFOS, PFHxA a PFHxS o koncentracích 100 000 µg/ml, 75 000 µg/ml, 50 000 µg/ml, 

25 000 µg/ml, 10 000 µg/ml, 5 000 µg/ml, 1000 µg/ml a 100 µg/ml rozpuštěné v čistém 

metanolu. 

čas (min) % fáze B

0,01 20

0,5 20

4 60

15 100

22 100

25 20
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První den bylo do 100 ml sterilní baňky zaočkováno 10 000 buněk/ml v 10 ml BBM, která 

pak byla umístěna do inkubátoru na 4 dny při 22 ± 1 °C pod světlem o intenzitě 4000 lux 

na kontinuální třepačce LT3 s intenzitou 8.  Po čtyřech dnech, kdy už řasy byly v exponenciální 

fázi růstu, byly spočítány buňky v suspenzi, ze které byla následně připravena suspenze 

o koncentraci 20 000 buněk/ml v 20 ml. Poté byly naředěny roztoky daných testovaných PFAS 

ze standardů o koncentracích 200 µg/ml, 150 µg/ml, 100 µg/ml, 50 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml, 

2 µg/ml a 0,1 µg/ml v BBM do mikrozkumavek tak, aby koncentrace rozpouštědla (v našem 

případě metanolu) nepřesáhla 0,2 % objemu roztoku. 

Pro testování byla také připravena pozitivní, negativní a solvent kontrola. Pozitivní 

kontrolu představoval roztok 20 µm/l dichlorfenolu v BBM + suspenze buněk 20 000 buněk/ml. 

Dichlorfenol je používán dle norem a pro řasy je extrémně toxický. Negativní kontrolou byl 

roztok suspenze buněk + BBM, který nám ukazuje, zda při daných podmínkách řasy v BBM 

mediu rostou. Jako solvent kontrola byl roztok 0,2 % MetOH (látky PFAS jsou v něm 

rozpuštěné) v BBM + suspenze buněk. Díky solvent kontrole lze zjistit, zda samotné 

rozpouštědlo nemá vliv na řasy. 

Takto připravené roztoky byly napipetovány do 96 jamkové mikrodestičky Thermo 

Scientific 130188. Nejprve byla do destičky napipetována suspenze řas v objemu 100 µl a poté 

k nim byly aplikovány roztoky testované látky o daných koncentracích také v objemu 100 µl. 

Konečná koncentrace řas v jamce byla 10 000 buněk/ml čili 2000 buněk v jamce. Výslednými 

koncentracemi PFAS v destičce byly 100 µg/ml, 75 µg/ml, 50 µg/ml, 25 µg/ml, 10 µg/ml, 

5 µg/ml, 1 µg/ml a 0,1 µg/ml. Do jamek pozitivní kontroly bylo aplikováno 100 µl roztoku 

dichlorfenolu (20 µg/ml) + 100 µl suspenze a do jamek negativní kontroly  

100 µl suspenze + 100 µl BBM. Jamky solvent kontroly obsahovaly 100 µl 0,2 % MetOH 

rozpuštěného v BBM +100 µl suspenze. Prázdné jamky byly doplněny 200 µl BBM. 

Následně byla mikrodestička vložena do multifunkčního modulárního readeru Infinite 

200Pro, kde byl změřen počáteční fluorescenční signál chlorofylu (excitace: 430 nm, emise: 670 

nm). Poté byla mikrodestička inkubována při 22 ± 1 °C pod světlem o intenzitě 4000 lux na 

kontinuální třepačce LT3 s intenzitou 8 po dobu 72 hodin. 

Po uplynutí 72 hodin byl znovu změřen fluorescenční signál chlorofylu (excitace: 430 nm, 

emise: 670 nm).  

K testování viability pomocí FDA byl připraven roztok FDA o koncentraci 400 µM 

a objemu 1,5 ml (60 µl 10 mM FDA + 1440 µl BBM) (viz 6.3.3.). Do všech jamek bylo přidáno 

10 µl FDA roztoku, i do jamek pouze s BBM. Tyto jamky sloužily jako blank kontrola. Konečná 

koncentrace FDA v jamce činila 20 µM. Roztoky v jamkách byly promíchány a následně 

inkubovány ve tmě po dobu 30 minut. Po uplynutí této doby byla změřena fluorescence FDA 
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(excitace: 485 nm, emise: 520 nm). Všechny změřené hodnoty fluorescenčního signálu (relativní 

jednotky fluorescence- RFU, z angl. relative fluorescence units)  byly zprůměrovány a byla 

spočítána jejich směrodatná odchylka (SD). Z RFU chlorofylu (biomasa-chlorofyl) byl spočítán 

procentuální obsah biomasy řas v jamkách s koncentracemi PFAS ku solvent kontrole a z RFU 

FDA (viabilita-FDA) byl spočítán procentuální obsah živých buněk. Hodnoty procentuálního 

obsahu biomasa-chlorofyl a viabilita-FDA byly spolu s koncentracemi PFAS (µg/ml) vyneseny 

do sloupcových grafů, které byly vytvořeny v programu Microsoft Excel (MS Office 365). 

Každá látka (PFOA, PFOS, GenX, PFHxA, PFHxS) byla změřena v 6 opakování na jamku a 

celý experiment byl s každou látkou  

zopakován 3×, tudíž se od každé změřené koncentrace PFAS získalo 18 paralel. 

Také byla provedena statistická analýza pomocí třícestné analýzy rozptylu (ANOVA), 

zahrnující faktory polutantu, ošetření (přidání určité koncentrace polutantu či solvent kontroly) 

a typu toxikologického testu (FDA test a test inhibice růstu). Pro ověření předpokladů analýzy 

rozptylu byly použity Shapirův-Wilkův test pro ověření normality a Levenův test shody rozptylů. 

K identifikaci nejnižších koncentrací pozorovaného účinku (LOEC) byla provedena 

mnohonásobná porovnání vůči solvent kontrole pomocí Dunnettova testu. Tento test umožnil 

analyzovat každou úroveň faktoru ošetření vůči solvent kontrole samostatně pro jednotlivé 

polutanty a testy. Dále byl v rámci této analýzy testován rozdíl mezi výsledky dvou 

toxikologických testů pro jednotlivé interakce faktorů polutant a ošetření. Pro kontrolu chyby 

1. druhu při vícenásobném testování byla použita Bonferroniho korekce. Statistická analýza byla 

provedena v softwaru R (verze 4.4.1).  
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6 Výsledky a diskuse 

6.1 Testování růstové křivky 

Jak už bylo zmíněno v metodické části, bylo potřeba před samotným testováním toxicity 

polutantů na řasách zjistit jejich fázi exponenciálního růstu, kdy rychlost růstu je stálá.  

Z grafu lze vypozorovat, že 4.-7. den se růstová rychlost ustálila a po 7. dni začala rychlost 

klesat. Tudíž testování toxicity PFAS na P. subcapitata by mělo probíhat 4.-7. den jejího růstu 

 

Graf 1: Růstová křivka proložená křivkou lineární regrese v exponenciální fázi růstu P. subcapitata kmen č. 433 (10 000 

buněk/ml), baňka 1. test, absorbance změřena při vlnové délce 680 nm 

Následně bylo zjištěno, zda se bude lišit růstová rychlost, pokud řasy porostou ve třech různých 

nádobách. Byl sledován růst v baňce (10 ml suspenze) , v 24 (1 ml suspenze v jamce a 96 ( 200 

µl suspenze v jamce) jamkových mikrodestičkách.  

Růstová rychlost koncentrace buněk 10 000 buněk/ml u baňky a 96 jamkové destičky vyšla 

podobně, u 24 jamkové byla rychlost vyšší. Tímto pokusem byla potvrzena možnost inkubovat  

řasy i v 96 jamkové mikrodestičce, čímž se ušetří na spotřebě chemikálií.  

  

 

 

 



43 

 

  

 

 

 

 

 

 

Graf 2: Růstová křivka proložená přímkou lineární regrese v exponenciální fázi růstu P. subcapitata kmen č. 433 (10 000 

buněk/ml), 96 jamková mikrodestička, absorbance změřena při vlnové délce 680 nm 

Graf 3: Růstová křivka proložená přímkou lineární regrese v exponenciální fázi P. subcapitata kmen č. 433 (10 000 buněk/ml), 

24 jamková mikrodestička, absorbance změřena při vlnové délce 680 nm 
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Graf 4: Růstová křivka proložená přímkou lineární regrese v exponenciální fázi P. subcapitata kmen č. 433 (10 000 buněk/ml), 

baňka 2. test, absorbance změřena při vlnové délce 680 nm 

 

U koncentrace 50 000 buněk/ml byly velké rozdíly v růstových rychlostech mezi nádobami 

(baňka, 24 a 96 jamková destička), a proto bylo rozhodnuto s touto koncentrací nepokračovat. 

 

6.2 Korelace mezi počtem buněk a změřenou fluorescencí chlorofylu 

Hodnoty průměrů fluorescenčního signálu chlorofylu byly vyneseny na osu y a počty 

buněk řas na osu x do Grafu 5. Lze pozorovat lineární závislost fluorescenčního signálu na počtu 

buněk. Díky zjištění lineární závislosti je možné použít hodnoty signálu chlorofylu ke sledování 

biomasy.  

Jak lze vidět v Tabulce 7, fluorescenční signál chlorofylu byl už dostatečně vysoký při 

počtu 1562 buněk v jamce 96 jamkové mikrodestičky. Na základě toho bylo rozhodnuto 

aplikovat 2 000 buněk v 200 µl do jamky (c =10 000 buněk/ml) při testování toxicity PFAS. 

 

 

 

 

 

 



45 

 

Tabulka 7: Počet buněk v jamce na základě koncentrace buněk/ml a ředění s BBM, průměry hodnot fluorescenčních signálů 

(RFU, relative fluorescence units) změřeny u daných počtů buněk v jamce 

 

 

 

6.3 Výsledky z testování fluorescenčních barviv 

6.3.1 Propidium jodid (PI) 

Na Grafu 6 lze pozorovat, že fluorescenční signál PI (10 µg/ml, 3 µg/ml) nebyl u živých 

ani mrtvých buněk detekován, oproti fluorescenčnímu signálu chlorofylu, jehož intenzita byla 

u živých buněk vysoká. Pokud by barvivo PI fungovalo, byl by jeho fluorescenční signál 

pozorovatelný u mrtvých buněk. Na základě tohoto testu bylo rozhodnuto, že PI není vhodné 

barvivo pro další testování.  

 

Graf 5: Závislost fluorescenčního signálu chlorofylu (RFU) změřeného při vlnových délkách excitace: 430 nm, emise: 670 nm 

na počtu buněk P. subcapitata. Chybové úsečky představují směrodatnou odchylku z 6 nezávislých paralel. 

Koncentrace 

buněk/ml
10000000 5000000 250000 1250000 625000 312500 156250 78125 39063 19531 9766

Počet buněk v 

jamce
400000 200000 100000 50000 25000 12500 6250 3125 1563 781 391

 Průměr RFU 2054,5 1076,75 555,625 277,5 144,25 80,875 41,25 22,75 14,375 9,5 7,25

Směrodatná 

odchylka
192,4034 80,144 34,801 15,62 17 4,856 1,802 0,763 1,527 0,577 0,289
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Například ve studii od Hu a kol., barvení buněk řas pomocí PI při testování toxicity PFOA 

fungovalo, jelikož PI poskytoval fluorescenční signál o mrtvých buňkách (Hu et al., 2020). 

Oproti této diplomové práci ale použili jinou řasu (C. pyrenoidosa) a jiné kultivační médium. 

V další studii, kde také použili PI k barvení mrtvých buněk řas, použili také jiné druhy řas 

(C. pyrenoidosa, Synechococcus 7002) a jiné kultivační medium (Yewalkar et al., 2019).   

 

Graf 6: Výsledky testování fluorescenčního signálu PI o koncentracích 10 µg/ml a 3 µg/ml (excitace: 535 nm, emise: 615 nm) 

u živých (Ž) a mrtvých (M) buněk o daných koncentracích a porovnání s fluorescenčním signálem chlorofylu (excitace: 430 nm, 

emise: 670 nm). Chybové úsečky představují směrodatnou odchylku z 6 nezávislých paralel. Pro kontrolu, zda samotný PI 

neovlivňuje signál chlorofylu, je změřen i fluorescenční signál chlorofylu v přítomnosti PI. Negativní kontrola: suspenze buněk 

o daných koncentracích s BBM. 
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6.3.2 Karboxyfluorescein diacetát acetoxymethylester (CFDA-AM) 

Naměřené hodnoty (viz kapitola 5.6.2.) fluorescenčního signálu CFDA-AM byly 

vyneseny do Grafu 7, ve kterém lze pozorovat, že RFU CFDA-AM byl nedostatečný, protože 

v koncentracích nižších než 500 000 buněk/ml dosahoval nízkých hodnot signálu.   V následných 

experimentech, kde se budou počty buněk pohybovat v řádech deseti tisíců buněk/ml, by nebylo 

použitelné. Z této podstaty je barvivo CFDA-AM k testování viability P. subcapitata 

nevyhovující. 

6.3.3 Fluorescein diacetát (FDA) 

Z testování fluorescenčního signálu FDA bylo zjištěno, že při koncentracích 20 µM  

a 40 µM měl FDA dostatečně vysoký signál na to, aby bylo možné změřit počet živých buněk 

(Graf 8). K následujícímu testování vhodnosti použití FDA pro sledování toxicity PFAS byla 

vybrána koncentrace 20 µM. Z Grafu 8 lze také vypozorovat, že fluorescenční signál 

u koncentrace 50 000 buněk/ml byl dostatečně vysoký pro detekci živých buněk. To bylo 

důležité zjištění, jelikož při takové koncentraci se buňky řas pohybovaly během testování toxicity 

Graf 7: Výsledky testování fluorescenčního signálu CFDA-AM o koncentracích 20 µM a 4 µM (excitace: excitace: 485 nm, 

emise: 535 nm) u daných koncentrací buněk řas a porovnání s fluorescenčním signálem chlorofylu (excitace: 430 nm, emise: 

670 nm). Chybové úsečky představují směrodatnou odchylku z 6 nezávislých paralel. Pro kontrolu, zda samotný CFDA-AM 

neovlivňuje signál chlorofylu, je změřen i fluorescenční signál chlorofylu v přítomnosti CFDA-AM. Negativní kontrola: suspenze 

buněk o daných koncentracích s BBM. 
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PFAS. Dále bylo zjištěno, že oproti samotnému fluorescenčnímu signálu chlorofylu je 

fluorescenční signál FDA mnohem citlivější. 

 

Graf 9: Výsledky testování fluorescenčního signálu FDA (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) o koncentracích 10 µM, 20 µM 

a 40 µM při koncentraci 5 000 buněk/ml a porovnání s fluorescenčním signálem chlorofylu ( excitace: 430 nm, emise: 670 nm). 

Chybové úsečky představují směrodatnou odchylku ze 4 nezávislých paralel. Pro kontrolu, zda samotný FDA neovlivňuje signál 

chlorofylu, je změřen i fluorescenční signál chlorofylu v přítomnosti FDA. Negativní kontrola: suspenze buněk o daných 

koncentracích s BBM. Přiblížení hodnot fluorescenčních signálů při koncentraci 5 000 buněk/ml z předchozího Grafu 8. 

Graf 8: Výsledky testování fluorescenčního signálu FDA (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) o koncentracích 10 µM, 20 µM 

a 40 µM při daných koncentracích buněk řas a porovnání s fluorescenčním signálem chlorofylu ( excitace: 430 nm, emise: 670 

nm). Chybové úsečky představují směrodatnou odchylku ze 4 nezávislých paralel. Pro kontrolu, zda samotný FDA neovlivňuje 

signál chlorofylu, je změřen i fluorescenční signál chlorofylu v přítomnosti FDA. Negativní kontrola: suspenze buněk o daných 

koncentracích s BBM. 
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Z testování, zda FDA dostatečně odlišuje živé buňky od mrtvých na základě jeho 

fluorescenčního signálu, byl ze získaných hodnot vytvořen Graf 10, ze kterého lze vyvodit, že 

RFU je u 100 % živých buněk dostatečně vysoký, a tudíž odlišitelný od signálu mrtvých buněk, 

který je nulový. Fluorescenční signál chlorofylu je při těchto vlnových délkách emise a excitace 

také nulový, a tudíž bylo potvrzeno, že fluorescenční signál FDA není ovlivněn fluorescencí 

chlorofylu. 

Již existují studie o použití barviva FDA. V některých studiích byla testována celková 

viabilita řas (Wang et al.,2023a; Yewalkar et al., 2019) a v některých pouze sledovali esterázovou 

aktivitu (Machado, 2013). V této práci bylo použito k sledování aktivity esteráz FDA jako 

ukazatel viability. Test FDA ještě nikdy nebyl použit ke sledování toxicity PFAS u řas.  

 

6.4 Výsledky z testování adsorpce PFAS na povrch jamek 96 jamkové 

mikrodestičky 

Ze změřených hodnot bylo zjištěno, že GenX a PFOA se na stěnu destiček neadsorbují 

vůbec čili jejich koncentrace v jamce byla i po 3 dnech inkubace stejná. U roztoku PFOS došlo 

ke změnám. Při koncentraci 0,1 µg/ml se veškerá látka PFOS naadsorbovala na stěnu destičky. 

U koncentrace 1 µg/ml se adsorbovalo 22,9 % PFOS a u koncentrace 50 µg/ml zůstala 

koncentrace v jamce stejná.  

Adsorpce PFHxA a PFHxS nebyla testována, protože jejich uhlíkový řetězec je jen o dva 

uhlíky kratší oproti PFOS a PFOA, a proto předpokládáme, že jejich sorpce je podobná. 

 

Graf 10: Testování fluorescenčního signálu FDA (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) u živých a mrtvých buněk a jejich porovnání. 

Testování fluorescenčního signálu chlorofylu měřeného při stejných vlnových délkách jako FDA. Chybové úsečky představují 

směrodatnou odchylku ze 4 nezávislých paralel 
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6.5 Testování toxického vlivu PFAS pomocí testů růstové inhibice a FDA testu 

na P. subcapitata. 

Test třícestné analýzy rozptylu (ANOVA)  vyhodnotil, že faktory polutant (druh testované 

PFAS) a ošetření (koncentrace testované látky a solvent kontrola) mají statisticky významný vliv 

na biomasu řas (biomasa-chlorofyl) a viabilitu (viabilita-FDA).(hladina významnosti α = 1 %). 

Rovněž byla identifikována statisticky významná interakce mezi faktory toxikologický test, 

polutant a ošetření. Tyto výsledky naznačují, že jednotlivé polutanty vykazují rozdílný průběh 

toxicity u studovaného organismu mezi sebou. Výsledky z mnohonásobného porovnání jsou 

popsány v následujících podkapitolách. 

6.5.1 Testování toxicity PFOS 

Vytvořené grafy vyobrazují výsledky z testu inhibice růstu a FDA testu, které byly 

použity u všech testovaných PFAS. V Grafu 11 je vyobrazen vliv PFOS na buňky řas a lze 

konstatovat, že PFOS má stimulační i toxický vliv na P. subcapitata. Fluorescenční signál FDA 

představuje procentuální viabilitu čili obsah živých buněk (viabilita-FDA), fluorescenční signál 

chlorofylu představuje procentuální biomasu řas (biomasa-chlorofyl) po 72 h expozici PFOS 

v porovnání se solvent kontrolou.   

 Dle testu mnohonásobného porovnávání (Dunnettův test) je vliv PFOS na řasu statisticky 

signifikantní vzhledem k solvent kontrole. Nejnižší koncentrace, u které je již detekován účinek 

(LOEC) během testování růstu, je 1 µg/ml (Tabulka-8). Při této koncentraci dochází vzhledem 

k solvent kontrole ke stimulaci růstu o 39,5 %. LOEC, u kterého dochází k inhibici růstu je 

50 µg/ml. Čím vyšší je pak koncentrace PFOS, tím vyšší je inhibice růstu. 

U FDA testu je detekován LOEC od 10 µg/ml (Tabulka-9). Oba tyto testy potvrdily toxický vliv 

PFOS na P. subcapitata.  

V rámci sledování toxicity byla také vyhodnocena EC50, kdy daná koncentrace má 

toxický vliv na 50 % testovaných jedinců. U testu inhibice růstu (biomasa-chlorofyl) byla 

EC50= 5,7 µg/ml a u FDA testu (viabilita-FDA) EC50= 4,6 µg/ml. Pomocí třícestné analýzy 

rozptylu byl také zjištěn rozdíl výsledků mezi oběma testy. U koncentrací 1-10 µg/ml byl ale 

potvrzen signifikantní rozdíl výsledků mezi použitými testy (Tabulka-10). Hodnoty 

fluorescenčního signálu chlorofylu, které udávají počet buněk ukazují, že oproti solvent kontrole 

došlo k nárůstu počtu buněk čili k stimulaci růstu. Výsledky z FDA testu ale mají opačný trend. 

Jako vysvětlení se nabízí, že PFOS narušuje funkci esteráz, které jsou esenciální k hydrolýze 

FDA, aby z něho vznikl fluorescenční fluorescein. Pokud jsou tedy esterázy narušeny, nelze 

pomocí FDA spolehlivě rozeznat živé buňky. Proto FDA test nevykazuje takové výsledky, které 
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by odpovídaly danému procentuálnímu obsahu živých buněk, ale odpovídá narušení metabolické 

aktivity.  

 
Graf 11: Vliv PFOS na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescenční signál FDA (oranžová barva) (excitace: 485 nm, emise: 

535 nm) představuje procentuální viabilitu FDA a fluorescenční signál chlorofylu (zelená barva) představuje procentuální obsah 

biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztažené k solvent kontrole. Chybové úsečky představují směrodatnou odchylku z 18 

nezávislých paralel.  Solvent kontrola: suspenze buněk s 0,1 % MetOH. pozitivní kontrola: dichlorfenol (10 µm/l) v suspenzi 

buněk,  negativní kontrola: suspenze buněk s BBM médiem. Hvězdičky označují LOEC pozitivního a negativního efektu: viabilita-

FDA (neg. efekt- modrá, pozit. efekt-červená), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- černá, pozit. efekt.-zelená)   

 

Tabulka 8: Test inhibice růstu. Hodnoty LOEC (nejnižší koncentrace, při které je pozorován statisticky významný účinek) získané 

z Dunnettova testu 
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Tabulka 10: Koncentrace jednotlivých látek, při nichž byl zaznamenán rozdíl odpovědí mezi dvěma studovanými testy 

 

 

Například ve studii od Wang a jeho kol.  bylo tvrzeno, že barvivo FDA lze použít pro detekci 

živých buněk. Na základě předchozích výsledků v této diplomové práci je toto tvrzení 

rozporováno ( Wang et al., 2023b). 

V nedávné studii od Pietropoli a kol. byly srovnávány toxické účinky PFAS u Daphnia 

magna a P. subcapitata. U D. magma byly sledovány toxické účinky pomocí testu OECD 202 

(OECD, 2004) a u P. subcapitata byl použit test ke sledování toxicity OCSPP 850.4500 Algal 

toxicity (EPA, 2012). V tomto výzkumu byla zjištěna významně vyšší toxicita PFOS u řasy 

v porovnání s D. magna. U řasy byla změřena koncentrace EC50, která činila 29,11 µg/ml, což je 

vyšší hodnota oproti našemu EC50. U D. magna byla EC50=67,82 µg/ml (Pietropoli et al., 2024). 

V další studii, kde byly pozorovány toxické účinky PFOS na růstovou inhibici u P. subcapitata 

a D. magna byly hodnoty EC50 P. subcapitata = 48,2 µg/ml a EC50 D. magna = 130 µg/ml (Boudreau et 

al., 2003). Ve studii od Rosal, kde byl také použit test růstové inhibice (OECD, 2006), byl 

pozorován toxický účinek PFOS na P. subcapitata a EC50 byla 48,2 µg/ml (Rosal et al., 2010). 

Mojiri a kol.  zkoumal toxické účinky PFOS pomocí stejného testu jako v předchozích studiích 

na Chlorella vulgaris a Scenedesmus obliquus. Již při koncentracích 1-10,0 µg/ml byla u řas 

snížena viabilita (Mojiri et al., 2023). 

Tabulka 9: FDA test. Hodnoty LOEC (nejnižší koncentrace, při které je pozorován statisticky významný účinek) získané z 

Dunnettova testu 

Polutant Vyšší odezva u FDA testu
Vyšší odezva u testu 

inhibice růstu

PFOS 50, 75 μg/ml 1 - 10 μg/ml 

PFOA 10 - 100 μg/ml

GenX 10 - 100 μg/ml

PFHxA 10 - 100 μg/ml

PFHxS 10 - 100 μg/ml
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Získané výsledky toxicity PFOS v této diplomové práci, tak výsledky z ostatních 

citovaných studií, demonstrují vysokou toxicitu PFOS pro jednobuněčné řasy. Jelikož řasy 

zaujímají klíčovou roli v trofických řetězcích, mohlo by jejich vyhynutí způsobit poškození 

sladkovodních ekosystémů (Pietropoli et al., 2024). Proto je relevantní, aby se koncentrace PFOS 

v těchto ekosystémech nezvyšovala. Momentálně se koncentrace PFOS v povrchových vodách 

pohybují v ng/l (ppt), což jsou oproti testovaným koncentracím velmi nízké. Samozřejmě se ale 

koncentrace liší vzhledem k různým oblastem. Ve studii, kde sledovali koncentraci PFOS 

v povrchových a podzemních vodách v Chorvatsku, detekovali PFOS při koncentracích 

 4,57 ± 0,21 ng/ml (Radetić et al., 2024). Studie od Zhang a kol. se zabývala monitorováním 

PFAS v čínských povrchových vodách, kde průměrná koncentrace oproti chorvatským vodám 

byla o dost vyšší. Nejvíce znečištěnou řekou byla Xiaoqing, kde hodnoty PFAS dosahovaly 

až 25, 4 ng/ml (Zhang et al., 2023). 

 

6.5.2 Testování toxicity PFOA 

Dle statistického zhodnocení je toxický vliv PFOA v porovnání se solvent kontrolou 

na řasu signifikantní. U testu inhibice růstu byla pomocí Dunnettova testu zjištěna 

LOEC = 5 µg/ml (Tabulka-8) s pozitivním efektem. V Grafu 12 lze pozorovat, že u koncentrací 

> 5 µg/ml dochází k stimulaci růstu řas. U koncentrací 50 µg/ml, 75 µg/ml a 100 µg/ml je 

dokonce procentuální obsah biomasy oproti solvent kontrole o cca 50 % vyšší, což značí nárůst 

počtu buněk. FDA test naopak vykazoval u vyšších koncentrací PFOA inhibiční účinky  

(LOEC= 25 µg/ml) (Tabulka-9).  

Rozdílné výsledky mezi testy, byly u sledování toxicity PFOA ještě značnější než při 

testování PFOS. Tyto rozdíly ve výsledcích jednotlivých testů byly statisticky potvrzeny 

prostřednictvím analýzy rozptylu (ANOVA). U koncentrace 50 µg/ml byl rozdíl mezi hodnotami 

biomasa-chlorofyl a viabilita-FDA 80 % a u koncentrací 75 µg/ml a 100 µg/ml byl až 90 % 

(Tabulka-10). Tudíž na základě tohoto testování je znovu potvrzeno, že FDA test nevykazuje 

obsah živých buněk, ale u kolika % buněk řas došlo ke snížení esterázové aktivity. 
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Graf 12: Vliv PFOA na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescenční signál FDA (oranžová barva) (excitace: 485 nm, 

emise: 535 nm) představuje procentuální viabilitu FDA a fluorescenční signál chlorofylu (zelená barva) představuje procentuální 

obsah biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztažené k solvent kontrole. Chybové úsečky představují směrodatnou 

odchylku z 18 nezávislých paralel.  Solvent kontrola: suspenze buněk s 0,1 % MetOH, pozitivní kontrola: dichlorfenol (10 µm/l) 

v suspenzi buněk,  negativní kontrola: suspenze buněk s BBM médiem. Hvězdičky označují LOEC pozitivního a negativního 

efektu: viabilita-FDA (neg. efekt- modrá, pozit. efekt-červená), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- černá, pozit. efekt.-zelená)   

Esterázy hrají významnou roli v metabolických procesech. Podílejí se zejména na 

degradaci proteinů a metabolismu lipidů, kde hydrolyzují estery karboxylových kyselin 

s dlouhým a krátkým řetězcem (Hermetter et al., 2001; Lockridge et al., 2018).  

Ve studii od Machado a Soares, kde testovali toxický účinek mědi na P. subcapitata, 

nebylo barvivo FDA použito k rozeznání živých buněk, ale k zjištění esterázové aktivity řasy. 

Při vyšších koncentracích mědi se esterázová aktivita u řasy snížila, a tedy se i snížil 

fluorescenční signál FDA (Machado, 2013).  Přitom závěry ve studiích od Yewalkar a kol. 

a Wang a kol. říkají, že lze pomocí barviva FDA rozeznat živé buňky (Wang et al., 2023b; 

Yewalkar et al., 2019) Pokud se ale snižuje esterázová aktivita, nemůže FDA správně rozeznat 

živé buňky. Proto jak studie od Machado a Soares, tak tato diplomová práce dokazuje, že FDA 

test lze použít pouze k testování metabolické aktivity. 

U vyšších koncentrací PFOA pravděpodobně dochází u buněk řas ke snížení esterázové 

aktivity, ale zároveň lze dle fluorescenčního signálu chlorofylu pozorovat, že buňky rostou.  

Odpovědí, proč buňky rostou i přes toxický vliv PFOA, může být takzvaná horméza. 

Jedná se biologický jev, kdy některé toxické látky mohou při nízkých koncentracích mít pozitivní 

účinky na organismy. Například se může jednat o příznivé působení stresu vznikající odezvou 

na toxické látky (Mattson, 2008).  
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6.5.3 Testování toxicity GenX (HFPO-DA) 

Pomocí testu ANOVA a Dunnettova testu byl zjištěn statisticky významný toxický vliv 

GenX na P. subcapitata. vzhledem k solvent kontrole. Nejnižší koncentrace GenX, při které byl 

již detekován pozitivní efekt u testování inhibice růstu, byla 5 µg/ml (Tabulka-8) a u FDA testu 

byl signifikantní negativní efekt LOEC= 75 µg/ml (Tabulka-9).  

Fluorescenční signál chlorofylu ukazuje zvýšený procentuální obsah biomasy, naopak 

fluorescenční signál FDA ukazuje opačný efekt. Tudíž buňky jsou stále živé, ale i zde můžeme 

předpokládat, že je u nich snížena esterázová aktivita, zejména u vyšších koncentrací 50 µg/ml,

 75 µg/ml a 100 µg/ml.   

Dle FDA testu lze předpokládat, že se u koncentrace 100 µg/ml snížila esterázová aktivita 

až o 32 %. Naproti tomu u testu inhibice růstu se obsah biomasy řas zvýšil o 30 %. Analýza 

rozptylu prokázala, že rozdíly ve výsledcích testů jsou statisticky významné při koncentracích 

10 μg/ml a vyšších (Tabulka-10). Při vyšších koncentrací GenX docházelo k nárůstu tohoto 

rozdílu. 

 

Graf 13: Vliv GenX na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescenční signál FDA (oranžová barva) (excitace: 485 nm, emise: 

535 nm) představuje procentuální viabilitu FDA a fluorescenční signál chlorofylu (zelená barva) představuje procentuální obsah 

biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztažené k solvent kontrole. Chybové úsečky představují směrodatnou odchylku 

z 18 nezávislých paralel.  Solvent kontrola: suspenze buněk s 0,1 % MetOH, pozitivní kontrola: dichlorfenol (10 µm/l) v suspenzi 

buněk,  negativní kontrola: suspenze buněk s BBM médiem. Hvězdičky označují LOEC pozitivního a negativního efektu: viabilita-

FDA (neg. efekt- modrá, pozit. efekt-červená), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- černá, pozit. efekt.-zelená)   

Látka Gen-X byla vyvinuta společností DuPont v roce 2009, aby nahradila na trhu látku 

PFOA, u které byla zakázána distribuce (Heidari et al., 2021). Zda je ale GenX vůči životnímu 

prostředí šetrnější oproti PFOA mnoho studií vyvrací. Například v jednom výzkumu byly 
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testovány toxické účinky PFOA a GenX na C. pyrenoidosa. U řasy byla měřena inhibice růstu 

a obsah fotosyntetických pigmentů při expozici s látkami o koncentracích 100 ng/ml 

a 100 µg/ml. Po 12 dnech expozice PFOA (100 µg/ml) a GenX (100 µg/ml) byla buněčná hustota 

snížena o 15 % a 14,4 %.  PFOA a GenX také redukovaly obsah fotosyntetických pigmentů Chla 

a Chlb.  

U obou látek byl tedy prokázaný toxický vliv na C. pyrenoidosa (Y. Li et al., 2021c). Ve studii 

od Pietropoli a kol. byl také testovaný toxický vliv GenX na P. subcapitata. pomocí Akutního 

testu toxicity- OCSPP 850.4500, kdy hodnota EC50 GenX činila 996,2 µg/ml (Pietropoli et al., 

2024).  

 GenX je na seznamu SVHC, ale zatím pro něho neplatí žádné evropské restrikce i přesto, 

že jeho toxický vliv je obdobný jako u PFAS, které již zakázané jsou (ECHA, 2024).  

6.5.4 Testování toxicity PFHxA 

Předchozí studie, které testovaly toxicitu PFAS, se zaměřovaly především na sloučeniny 

s dlouhým uhlíkovým řetězcem (PFOS, PFOA), přičemž sloučeniny s krátkým uhlíkovým 

řetězcem, jako například PFHxA, se v životním prostředí také kumulují a údajů o jejich toxicitě 

je zatím málo (Reynaldo Patiño et al., 2023). Proto byly v této diplomové práci testovány 

i PFHxA a PFHxS.  

 V Grafu 14 lze pozorovat, že PFHxA stimulovala u řasy růst. Výsledky z testu inhibice 

růstu byly u všech koncentrací kromě 0,1 µg/ml statisticky významné v porovnání se solvent 

kontrolou a ukázaly stimulační růst buněk. Nejnižší hodnota, u které byl již detekován pozitivní 

účinek, byla tedy 1 µg/ml. U koncentrace 50 µg/ml se zvýšil počet buněk o 46 % v porovnání se 

solvent kontrolou.  

U FDA testu byl statisticky významný rozdíl hodnot v porovnání se solvent kontrolou 

u koncentrací 1, 5, 75 a 100 µg/ml, tudíž se snížila esterázová aktivita.  V Grafu 14 si můžeme 

všimnout, že u koncentrací 0,1; 10, 25 a 50 µg/ml je fluorescenční signál FDA blízko k signálu 

solvent kontroly. V těchto koncentracích také dochází již k zmiňovanému stimulačnímu růstu. 

Dle těchto výsledků jsou tyto koncentrace PFHxA pro P. subcapitata netoxické. Toto pozorování 

bylo následně potvrzeno analýzou rozptylu s použitím Bonferroniho korekce, která prokázala, 

že rozdíly vzhledem k solvent kontrole nejsou statisticky významné (α = 5 %). 
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Graf 14: Vliv PFHxA na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescenční signál FDA (oranžová barva) (excitace: 485 nm, 

emise: 535 nm) představuje procentuální viabilitu FDA a fluorescenční signál chlorofylu (zelená barva) představuje procentuální 

obsah biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztažené k solvent kontrole. Chybové úsečky představují směrodatnou 

odchylku z 18 nezávislých paralel.  Solvent kontrola: suspenze buněk s 0,1 % MetOH, pozitivní kontrola: dichlorfenol (10 µm/l) 

v suspenzi buněk,  negativní kontrola: suspenze buněk s BBM médiem. Hvězdičky označují LOEC pozitivního a negativního 

efektu: viabilita-FDA (neg. efekt- modrá, pozit. efekt-červená), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- černá, pozit. efekt.-zelená)   

Neinhibiční účinky PFHxA na růst řas potvrzuje také studie od Liu, kde zkoumali toxické účinky 

PFHxA na S. obliquus. Také ale zjistili účinek na buněčnou membránu, u které se zvýšila 

permeabilita, což může celkově ohrozit funkci a integritu buňky (Liu et al., 2008). 

Toxické účinky PFHxA byly rovněž zaznamenány ve studii od Latala a kol., kde sledovali 

toxicitu PFHxA dle pokynů Evropského výboru pro normalizaci u třech druhů řas C. vulgaris, 

Skeletonema marinoi a Geitlerinema amphibium. Při sledování růstové inhibice měla PFHxA 

toxický vliv na všechny druhy řas. Nejvíce citlivá vůči PFHxA byla modrozelená řasa G. 

amphibium (Latała et al., 2009). V již zmíněné studii od Pietropoli a kol. byla také sledována 

toxicita PFHxA u P. subcapitata, kde bylo EC50= 883 µg/ml, tudíž PFHxA měla toxický vliv na 

řasu až při vysokých koncentracích. 

 Produkce PFHxA je stále povolena, ale dne 19.9. 2024 bylo schváleno nařízení od 

Evropské komise týkající se její regulace. Od 10.10. 2026 se PFHxA nebude moct uvádět na trh 

a používat v koncentracích ≥ 25 ng/ml v textilním, papírenském, obuvnickém a kosmetickém 

průmyslu a ve směsích pro širokou veřejnost. Od 10.4. 2026 bude zakázané použití PFHxA  

o koncentraci ≥ 25 ng/ml v hasících pěnách (Nařízení komise (EU), 2024). 
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6.5.5 Testování toxicity PFHxS 

Pomocí statistického zhodnocení třícestnou analýzou rozptylu a mnohonásobným 

porovnáním byl zjištěn toxický signifikantní vliv rovněž u látky PFHxS na P. subcapitata. 

Nejnižší koncentrace, u které byl zaznamenaný pozitivní efekt na růst řasy, je 5 µg/ml (Tabulka-

8). V případě sledování vlivu PFHxS pomocí FDA testu, byl detekován LOEC u koncentrace 

1 µg/ml také s pozitivním efektem (Tabulka-9).  

V porovnání se solvent kontrolou jsou fluorescenční signály chlorofylu u řas v kontaktu 

s PFHxS vyšší. Například při koncentraci 25 µg/ml je signál chlorofylu až o 39,7 % vyšší.  

Naopak hodnoty získané FDA testem jsou velmi blízko ke 100 % čili k solvent kontrole. To také 

potvrzuje Dunnettův test, kdy je v FDA testu signifikantní hodnota pouze u koncentrace 1 µg/ml 

s mírným nárůstem viability (viabilita-FDA) přibližně o 20 %. V případě i této látky byl také 

zjištěn rozdíl mezi signály FDA a chlorofylu (Tabulka). Největší diference výsledků mezi testy 

je při koncentraci 25 µg/ml o 50 %, což lze i dobře vidět v Grafu 15. 

Jelikož PFHxS má nejmenší efekt na aktivitu intracelulárních esteráz lze konstatovat, že 

PFHxS je oproti ostatním testovaným látkám nejméně toxický.   

Graf 15: Vliv PFHxS na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescenční signál FDA (oranžová barva) (excitace: 485 nm, 

emise: 535 nm) představuje procentuální viabilitu FDA a fluorescenční signál chlorofylu (zelená barva) představuje procentuální 

obsah biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztažené k solvent kontrole. Chybové úsečky představují směrodatnou 

odchylku z 18 nezávislých paralel.  Solvent kontrola: suspenze buněk s 0,1 % MetOH, pozitivní kontrola: dichlorfenol (10 µm/l) 

v suspenzi buněk,  negativní kontrola: suspenze buněk s BBM médiem. Hvězdičky označují LOEC pozitivního a negativního 

efektu: viabilita-FDA (neg. efekt- modrá, pozit. efekt-červená), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- černá, pozit. efekt.-zelená)   
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Studie, které se zabývaly PFHxS, sledovaly toxické účinky především na vodních organismech 

a lidském organismu, avšak na řasách jen velmi málo.  

 Jedna ale z mála studií, která se také zabývá toxicitou PFHxS vůči řasám, je disertační 

práce od Ihenyen. Její studie si kladla za cíl porovnat vliv PFOS a PFHxS na dvou druzích řas 

Chlorella sorokiniana a Prymnesium parvum. U C. sorokiniana nebyl diagnostikován významný 

vliv PFHxS na její růst, ale byl snížen obsah chlorofylu při koncentraci 100 µg/ml a sníženém 

množství živin. Expozice PFHxS také vyvolala významné zvýšení hladiny ROS, což vede 

k oxidativnímu stresu. U řasy P. parvum. byla potvrzena vyšší toxicita PFOS než PFHxS 

(Ihenyen, 2023).  

 PFHxS byla alternativou PFOS, protože má kratší uhlíkový řetězec a na základě tohoto 

faktu byla PFHxS považována za méně nebezpečnou vůči životnímu prostředí (Ihenyen, 2023). 

 Na základě výzkumů, které dosvědčily toxicitu PFHxS, byla nakonec také přidána na 

seznam POPs Stockholmské úmluvy, a tedy došlo k její regulaci (S.-10/13 UNEP, 2023). 
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7 Závěr 

V této diplomové práci byla sledována toxicita PFOS, PFOA, GenX, PFHxA a PFHxS 

vůči řase P. subcapitata pomocí dvou testů, a to pomocí standardizovaného testu inhibice růstu 

a testu využívající FDA. Celková metodika testování byla úspěšně optimalizována 

a miniaturizována. Testování toxicity probíhalo v 96 jamkové destičce, což bylo pozitivní nejen 

pro nižší spotřebu všech použitých chemikálií, ale také pro rychlé a efektivní měření několika 

paralel najednou. U každé sledované látky bylo změřeno 18 paralel od každé testované 

koncentrace. 

Test inhibice růstu se používá k testování toxických látek na řasách dle norem (OECD, 

2006), ale testování viability pomocí barviva FDA není v normách zakotveno. Test FDA ještě 

nikdy nebyl použit k testování toxických účinků PFAS na řasách, a proto tato práce přináší z 

tohoto hlediska nové poznatky. 

Během sledování toxicity PFAS bylo zjištěno, že FDA test nevypovídal o viabilitě,  jelikož 

PFAS narušily funkci esteráz u P. subcapitata , a ty jsou pro detekci barviva FDA 

nepostradatelné. To znamená, že ale lze pomocí tohoto testu sledovat esterázovou aktivitu, která 

byla látkami PFAS ovlivněna.  

Ze získaných výsledků byly prokázány největší toxické účinky PFOS na P. subcapitata. 

Nejmenší toxický vliv vykazovaly PFHxA a PFHxS. 

Na základě těchto poznatků je možné na závěr konstatovat, že dle testu inhibice růstu 

měla pouze PFOS inhibiční účinky. Ostatní sledované látky vykazovaly u P. subcapitata 

stimulaci růstu. FDA test není stejně použitelný pro testování toxicity na P. subcapitata jako 

standardizovaný test inhibice růstu, nicméně tímto testem byly zaznamenány subletální toxické 

účinky. Tímto zjištěním se otevírá další téma sledování účinků PFAS na intracelulární esterázy.  
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