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Abstrakt

Sinice jsou jedny z nejstarSich zijicich organisml na planeté Zemi. Jsou schopny pfezivat za
nejriznéjsich podminek, prakticky ve vSech biotopech. Riist sinic je ovlivnén mnozstvim
zivin pfitomnych v jejich zivotnim prostfedi, pfevazn¢ dusiku a fosforu, a klimatickymi
poméry. Ve vétSim mnozstvi se zaCaly sinice rozSifovat v nékolika minulych desetiletich
vlivem lidské ¢innosti. Dusledkem nadmérného uzivani hnojiv a vymyvanim Zivin z puady je
nepfirozena eutrofizace vod a rozsifeni tzv. ,,vodniho kvétu®.

Ptitomnost sinic ve vodach se monitoruje za pomoci rozli¢nych analytickych metod. Vyskyt
sinic na vodnim dile Se¢ byl stanoven fluorimetrickou detekci obsahu barviva
c-fykocyaninu ve vzorcich pfirodnich vod a porovnan s obsahem chlorofylu-a v téchto

vzorcich.

Klicova slova: sinice, c-fykocyanin, chlorofyl-a, fluorimetrie

Abstract

Cyanobacteria are one of the oldest living organisms on the planet Earth. They are able to
survive in different conditions under various conditions, almost in all habitats. The growth of
cyanobacteria is affected by the amount of nutrients present in the environment, especially
nitrogen and phosphorus, and by the climatic conditions. In larger quantities cyanobacteria
began to spread in past few decades due to human activities. As a result of excessive use of
fertilizers and washing nutrients from the soil is human-caused eutrophication and expansion
of the so-called ,,water bloom*.

The presence of cyanobacteria in water is monitored using various analytical methods. The
occurrence of cyanobacteria on the water reservoir Se¢ was determined by fluorimetric
detection of pigment c-phycocyanin in samples of natural waters and compared with

chlorophyll a content in these samples.

Key words: cyanobacteria, c-phycocyanin, chlorophyll-a, fluorimetry
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2 Uvod
2.1 Sinice

Sinice je oznaceni pro fotosyntetizujici gramnegativni eubakterie o velikosti bun¢k vétSinou
1-10 um. Z tohoto slozitého popisu vyplyva také slozitost jejich zaClenéni pro védu. O
cyanobakterie se =zajimaji botanici, pak je nazyvaji cyanoprokaryofyta, ekologové,
toxikologové a mikrobiologové je nazyvaji cyanobakterie. Botanici se o n¢ zajimaji proto, ze
jde o skupinu nejstarSich organismu, které jsou schopny fotosyntetické asimilace stejné, jako
vyvojové mladsi eukaryotni fasy a rostliny. Jednotlivé taxony cyanobakterii tvoii bud’
jednobunééné, vlaknité nebo kolonidlni usporadani bunék. Kromé vegetativnich bun¢k se u
vlaknitych sinic vyskytuji heterocyty (slouzici k fixaci molekularniho dusiku) a artrospory

(akinety), které slouzi stejné jako spory bakterii k pfekonani neptiznivych podminek. (1)

2.1.1 Zarazeni do systému

Sinice se fadi do skupiny fas, jejich oddéleni ma dvé védecka jména, pii¢emz obé jsou platna.
Jejich star$i pojmenovani je sinné fasy, Cyanophyta (fasa, fecky Phykos), to vSak bylo roku
1930 nahrazeno nazvem sinice, Cyanobacteria, aby byl znatelné specifikovany rozdil mezi
prokaryotnimi sinicemi a eukaryotnimi fasami. Dle soucasného zatazeni tedy sinice patii do

impéria Prokarya, fiSe Bakterie (Bacteria) a oddéleni Sinice (Cyanobacteria). (2, 3)

2.1.2 Charakterizace sinic

Sinice jsou velmi drobné a jednoduché fotoautotrofni organismy. Fotosyntetizuji a maji tedy
schopnost kryt veskerou svou spotiebu energie na ucet energie solarni a syntetizovat zékladni
ziviny a latky pro vystavbu vlastniho téla z CO,, vody a minerdlnich latek.
Maji jednobunéénou, piipadné vlaknitou stélku, Ziji jednotlivé nebo i v koloniich. Pro svou
pevnou, Ctyfvstvou bunéfnou sténu jsou fazeny mezi gramnegativni bakterie. V jejich
protoplazm¢ se nachazi sloZit¢ vinutd kruhovd molekula DNA, ribozomy a dal$i bun&cné
struktury, jako jsou naptiklad specifické plynové vacky. Na rozdil od eukaryotnich bunék fas,
neobsahuji sinice chloroplasty, mitochondrie ani Golgiho aparat. Cytoplazma obsahuje
thylakoidy a fykobilisomy, v nichz jsou obsazeny fotosyntetické pigmenty, chlorofyly,
ptevazné chlorofyl-a, a-karoten i f-karoten a xantofyly, a fykobiliproteiny, c-fykocyanin,
allofykocyanin, c-fykoeritrin, a c-fykobilin. Latinsky nazev, cyanobacteria, podtrhuje jejich
asimilacni modré barvivo fykocyanin, jenz s dal§imi asimila¢nimi barvivy, ud€luje sinicim

charakteristické modrozelené (sinné) zbarveni stélek. (2, 3, 4)



Cyanobakterie produkuji Sirokou $kalu latek, kterymi mohou ovliviiovat své okoli. Patii sem
oligosacharidy, organické kyseliny, peptidy, hormony, enzymy, antibiotika, polysacharidy,
ale také pachy, pachut¢ a toxiny. Tii posledné jmenované skupiny latek se vyrazné projevuji

tehdy, chceme-li pouzivat vodu pro rekreacni a vodarenské tucely (1).

2.1.3 Evoluce sinic

Sinice jsou jedny z nejstarSich rostlin na svété, svéd¢i o tom primitivni stavba buiky
(nerozliSené v jadro, cytoplazmu a plastidy) a kosmopolitni rozsifeni na svéte, které je ovSem
zpusobeno jejich nenaroc¢nosti a snadnosti premisténi (3).

Nejstars$i znama mikrobidlni komunita pochazi ze zapadni Australie (Apex Chert), je stara
praveé 3,5 miliardy let. Mimo jiné organismy zde byla nalezena vldkna podobna sinicim fadu
Oscillatoriales. Zatimco uréeni nejstarSich zbytkd je nejisté, dobfe zachované sinice najdeme
V horninach z obdobi mezi 2 a 0,9 miliardami let. Prekambrické sinice jsou morfologicky
identické se soucasnymi. Obdobi mezi 2,5 a 0,6 miliardami let je oznaceno jako ,,v€k sinic*.
V tomto obdobi byly sinice dominujicimi fototrofy na Zemi a postupné, i kdyz velmi pomalu,
zvySovaly koncentraci kysliku v atmosféfe. (2)

Stromatolity, jedny z nejstarSich geologickych utvarti na Zemi, maji na svédomi sinice. Jedna
se o viceméng hiibovité utvary, které vznikaji usazovanim ptredevsim uhli¢itanu vapenatého v
pochvéch sinic. Dnes jsou to celkem ojedin€lé utvary, ale v prekambrickych horninach se
vyskytuji velice ¢asto. Povazuji se za misto vzniku nejstar§ich organismti produkujicich

kyslik, které tak zménily celkové slozeni atmosféry Zemé do dnesni podoby. (5)

2.1.4 Ekologie sinic

Vodni kvét je vysledkem premnozeni urCité skupiny sinic ve vodéach s nadbytkem dusikatych
a fosfore€nanovych zivin. V naSich zemépisnych podminkach se projevuje zejména v letnim
obdobi a vytvafi hygienické problémy na koupaliStich a ptehradach, které byly plvodné
ur¢eny jako zdroje pitné vody. Spolecenstvo vodniho kvétu tvoii rody Microcystis, Anabaena,
Aphanizomenon, Planktothrix aj. Jejich pobyt u hladiny umoziuji aerotopy, které jsou
vytvofeny u vSech druhti vodnich kvéth. Prvni naznaky vodniho kvétu se na hladin€ objevuji
koncem jara. Do té doby se sinice udrzuji na dn¢ nadrze a na hladiné se jejich pfitomnost
neprojevuje. Pozd¢ji se vynoiuji veétsi ¢i mensi oblacky vodniho kvétu, které vitr postupné
rozptyli po celé hladin€. V plném rozvoji vytvaii vodni kvét husty koberec u biehi a
v klidnych zélivech. Ve ve€ernich hodinach se ¢ast vodniho kvétu ponofi do vétSich hloubek,

pfisti den opét vyplave zpét na hladinu. Kromé toxind které sinice produkuji, dochazi pti



rozkladu biomasy k hnilobnym procesim spojenym s vycerpanim kysliku a s dalsi produkci
toxickych latek. Odstranéni vodniho kvétu je obtizné, zejména vzhledem ke schopnosti sinic
adaptovat se na zménéné podminky. Vodni kvéty postihuji nejen sladkovodni nadrze, ale také

pobfezni moiské vody (napi. Nodularia, Trichodesmium). (2)

2.1.5 Zemépisné rozsireni

Sinice jsou obecné rozsifeny vSude v piirodé. Rostou i na mistech, na nichz jsou Zivotni
podminky pro ostatni rostliny nepiijatelné (skaly, ledovce, horkd viidla atd.). Vynikaji
neobycejnou odolnosti vici nizkym teplotdm. Nekteré, a je pozoruhodné, Zze tim vynikaji
praveé termalni sinice, snaseji po nékolik tydna teplotu tekutého vzduchu -190°C. Rostou jako
prvni organismy na nové vytvorené neosidlené zemi, napt. na vulkanickych ostrovech, na
uméle obnazenych skalach v lomech atd. Vétsina sinic jsou sladkovodni organismy. Mnohem
méné jich zije v mofi, a to nejcastéji v prilivové zon€, na piistavnich stavbach, v brakické
vod¢ a v slanych mocalech. Dulezita tloha v ptirod¢ ptipadd sinicim ve vlhkych oblastech

svéta, zvlaste tropech, protoze zde intenzivné obohacuji vodu i pidu dusikem (3).
2.1.6 Morfologie Sinic

2.1.6.1 Bunécna sténa

Sinice patfi mezi gramnegativni bakterie. To znamen4, Ze jejich buitkky maji pevnou bunécnou
sténu, kterd svym sloZzenim znemoziuje barveni protoplastu podle K. Gramma. Bunétna sténa
je vicevrstevnd. Vné&j$i bunéCny obal tvofi slizova vrstva, sloZena z lipopolysacharidi
(glykokalyx). Lipopolysacharidova vrstva ma fibrilarni strukturu a byva vyvinuta v rizné
mife. U nékterych sinic tvofi napadny homogenni nebo vrstevnaty, nékdy zbarveny obal
bunky nazyvany pochva. Postupujeme-li bunéénou st€énou smérem k protoplastu, pak dalsi
sloZzkou je dvojice lipoproteinovych membran, vnéjsi a vnitini membrana. Pevna slozka
bunécné stény je uloZena mezi obéma membranami a je sloZena z peptidoglykanu, kde hlavni
slozkou je murein. Mureinovéa vrstva je pomérné tenka. MiZe byt enzymaticky odbourana
lyzozymem. Syntézu bunécné stény znemoziiuje podobné¢ jako u bakterii, penicilin.

V bunécné sténé jsou vytvofeny transportni kandly. Patfi k nim pasivni kanaly obsahujici
protein porin. Porinové kanaly umoziuji difizi ionti nebo malych molekul. Difazi pomalu
penetrujicich latek zajist'uji kanaly se specifickymi vazebnymi misty. Zvlastni druhy port,
pfipominajici plazmodesmy, byly pozorovany v pticnych ptehradkach nékterych vlaknitych

sinic (2).



2.1.6.2 Stavba protoplastu

V zivé bunce sinice, kterou pozorujeme ve svételném mikroskopu, muzeme rozlisit
povrchovou, vyraznéji zbarvenou chromatoplazmu, kde pievazuji fotosyntetické membrany
(thylakoidy). Ve svétlejsi stiedové oblasti, centroplazmé, prevlada cytoplazma, DNA,
ribozomy a dalsi plazmatické struktury. Centroplazma se Casto nazyva nukleoplazmaticka
oblast. Je v ni uloZena velka kruhova molekula DNA. Podrobné studium druhu Anabaena
variabilis ukazalo, ze molekula DNA je uspofadana v ¢etnych smyckach (doménach)
ptipevnénych K plazmatické membrané. Stejné€ jako u bakterii nejsou vlakna (chromonemy)
vzajemné spojena. Chybé&ji zde histoproteiny, které u eukaryotnich bunék zajistuji spojeni
chromonem v chromozomech. V buiice mtize byt nékolik molekul DNA, coz zavisi na stupni
ploidie, ktera je u sinic pomérné béznym jevem. V cytoplazmé sinic jsou to malé kruhové
molekuly DNA, plazmidy, které se uplatiiuji pti rekombina¢nim procesu.

Ribozomy sinic jsou mensi neZ u eukaryotnich bunck. Sestavaji z malé a velké subjednotky,

Z nichZ mala subjednotka obsahuje 16S RNA, zatimco velka subjednotka obsahuje 23S RNA
(2).

2.1.6.3 Fotosynteticky aparat

Hlavni strukturou fotosyntetického aparatu jsou thylakoidy, ploché méchyiky, jejichz stény
jsou tvoteny fotosyntetickou membranou uloZenou V periferické plazmé nebo prorustajici
celym protoplastem. Vnitini prostor thylakoidu obsahuje dulezité slozky fotosyntetického
aparatu oxygenniho typu fotosyntézy. V thylakoidu jsou umistény proteinové komplexy
fotosystému 1 a fotosystému II, kde se svételna energie méni v energii chemickou.
V komplexu fotosystému II probiha fotooxidace molekuly vody a déle zde dochazi k ptenosu
elektrondl na plastochinon. Fotosystém I pienasi elektrony na NADP® a navic se ucastni
cyklického toku elektrontl. P¥i vnitinim povrchu thylakoidi se redukuje NADP™ a vyéniva
komplex ATP-synthasy. Vodikové ionty a uvolnéné elektrony vstupuji dale do reakéniho
centra. Fotochemické reakéni centrum je srdcem fotosyntetického aparatu, je tvotfeno
proteinovym a pigmentovym komplexem a zajiStuje pienos energie V elektronovych
transportnich fetézcich. Povrch thylakoidi pokryvaji polokulovité fykobilizomy, které
ptredstavuji hlavni svétlosbérnou anténu fotosyntetického aparatu sinic. Ta umoziuje vyuzit

pro fotosyntézu svétlo riizné vinové délky. (2, 4)
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Obrazek 1 Strukturni uspofadani svétlosbérné antény fotosystému II pro ¢ervené fasy a sinice
(A) a kroky energetického transferu véetné separace naboje (fotochemicka reakce) v reakénim

centru fotosystému II (B) pro sinice. (6)

2.1.6.3.1 Typy fotosyntetického aparatu sinic

U sinice Gloeobacter violaeus thylakoidy chybi, fykobilizomy sedi na povrchu plazmatické
membrany, fotosyntetické pigmenty a subjednotky fotosyntetického aparatu jsou soucasti
plazmatické membrany. Primitivni stav ukazuje na vyvojovou piibuznost s purpurovymi
bakteriemi a chlorobakteriemi.

U valné vétsiny sinic jsou v bunce ¢etné thylakoidy, rovnobézné ulozené podél bunécné stény
nebo proristajici protoplastem. Jejich povrch pokryvaji fykobilizomy, které udrzuji stejnou
vzdalenost mezi thylakoidy. Fotosyntetické pigmenty a subjednotky fotosyntetického aparatu
jsou ulozeny v thylakoidech.

U sinic rodd Prochloron, Prochloroccoccus, Prochlorothrix a Acaryochloris fykobilizomy
chybi. Fotosyntetické pigmenty a subjednotky fotosyntetického aparatu jsou ulozeny
v thylakoidech. Na rozdil od prvnich dvou skupin jsou thylakoidy srostlé svou pochvou do
dvou nebo po ctyfech, podobné jako v chloroplastech zelenych tas. Tyto rody byly diive
fazeny do oddéleni Prochlorophyta. Fylogeneticky vyznamné je, ze vSechny znamé druhy

chlorofyli se vyskytuji u sinic.
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Fykobilizomy prvni a druhé skupiny obsahuji tfi druhy fykobiliproteinii. Jejich
chromoforovou skupinu tvofi modry allofykocyanin, modry fykocyanin, a cerveny
fykoerytrin. V thylakoidech je obsaZzen chlorofyl-a, které je u vétSiny sinic hlavnim
fotosyntetickym pigmentem. U tieti skupiny sinic jsou fotosyntetické pigmenty obsazeny

pouze v thylakoidech. (2)

2.1.6.3.2 Struktura fykobilisomu

Supramolekularni struktura fykobilisomu je zndzornéna na Obrazek 2. Fykobilisom sestava
z dieniové substruktury a povrchovych ty¢inek. Dfen je tvofena allofykocyaninem (af) (Amax =
650 nm), ktery je v pfimém kontaktu s membranou thylakoidu. Vngjsi strukturu tvoii Sest
komplexti ty€inek, které sméfuji paprscité¢ ve smeru od diené. TyCinky obsahuji fykocyanin
(fc) (Amax = 620 nm) a fykoerytrin (fe) (Amax = 656 nm). Pro sinice je charakteristicka rychla
reakce na zménu spektralniho slozeni svétla, popsand jako chromaticka adaptace. Pri
pokusech s monochromatickym svétlem ziskdme celou stupnici barevnych odstinti téhoz
kmene sinic vrozsahu od ocelové $edé pies modravou, zelenou, malachitové zelenou a
¢ervenavou. Pti chromatické adaptaci vyuzivaji sinice rtizné mechanismy, v nichz hlavni roli
hraji fykobilisomy. Zpravidla se jedna o zménu poctu fykocyaninovych a fykoeritrinovych

subjednotek, allofykocyaninova dfen se neméni. (2)

~

fe

~

fc

Obrazek 2 Struktura fykobilisomu sinice, supramolekularni stavba (af - allofykocyanin, fc -

fykocyanin, fe - fykoerytrin). (2)

2.1.6.4 Zasobni latky
U vétSiny sinic je hlavni zésobni latkou sinicovy Skrob, patfici mezi a-1,4-glukany. Svymi
vlastnostmi je shodny s glykogenem nékterych bakterii, hub a Zivocichii. Dusikatou zasobni

latku predstavuji cyanofycinova zrnka, tvofena aminokyselinami argininem a asparaginem.
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V buiikach se nachazeji také polyfosfatové granule (voluntin), obsahujici kondenzované
ortofosfore¢nany. Voluntin se v buiikdch hromadi v dobé piebytku fosforecnani v prostiedi a

vyuziva se v obdobi nedostatku. (2)

2.1.6.5 Fixace dusiku

Podobné¢ jako mnohé bakterie maji i mnohé sinice schopnost vazat plynny dusik a pomoci
enzymu nitrogendzy syntetizovat amonné slouceniny. Proces vyzaduje pfisn¢ anaerobni
podminky, protoze nitrogendza je inaktivovana v pfitomnosti kysliku. Fixace probihd
V heterocytech. Jsou to specializované buiiky, které se tvofi v prubéhu asi 24 hodin jako
reakce na nizky obsah dusikatych latek v prostiedi. Heterocyty zndme pouze u sinic fadu
Nostococales a Stigonematales. Heterocyty obsahuji tylakoidy, kde jsou funkéni pouze
komplexy fotosystému I, které na svétle neproduku;ji kyslik. Soucasné vstupuji do heterocytti
redukujici latky z vegetativnich bunék, které dale omezuji pfitomnost kysliku. V opacném
sméru do vegetativnich bun€k se pohybuji dusikaté slouceniny. Fixaci dusiku zndme i u
druhii, které nemaji heterocyty. Ty fesi problémy s kyslikem ¢asovym odd€lenim fotosyntézy

a fixace dusiku, ktera probiha v noci, kdy je fotosyntéza minimalni. (2)

2.1.6.6 Plynové méchyrky a aerotopy

Cetné planktonni sinice, zejména ty které tvoii vodni kvét, obsahuji v plazmé plynové
méchytky, které jsou zpravidla agregované do aerotopl. Aerotopy snizuji specifickou
hmotnost bunék a umoznuji vznaseni ve vode. Jednotlivé méchyiky jsou 70-75 nm Siroké a
casto az 1000 nm dlouhé, maji valcovity tvar se zahrocenymi konci. Sténa méchytku je
pomérné pevna a tvoii ji proteinové molekuly. Je propustna pro plyny rozpusténé ve vodé a
pravé tyto plyny méchyiky obsahuji. Plynové méchyiky jsou jedinou znamou plynem
naplnénou strukturou v zivych bunkach. Jsou velmi stabilni, praskaji pii tlaku 200-1000 Pa,

jejich pocet je regulovan bunéénymi mechanismy. (2)

2.1.6.7 Cyanotoxiny

Cyanotoxiny jsou biolologicky aktivni sekundarni metabolity. Podle G¢inku rozliSujeme dvé
hlavni skupiny toxinl: toxiny puUsobici smrtelné otravy (neurotoxiny, anatoxiny a
hepatotoxiny) a toxiny které smrtelné otravy neptisobi (Cytotoxiny). Do prvni skupiny patii
druhy rodu Microcystis, Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae, Planktothrix
rubescens, Trichodesmium. Rod Microcystis je nejvyznamnéjsim svétovym producentem

mikrocystinti, toxind patficich do skupiny extrémné toxickych latek produkovanych
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kontinualné sladkovodnimi sinicemi. Prozatim bylo objeveno jiz vice nez 70 riznych druhd
mikrocystinti. Mikrocystiny inhibuji eukaryotni protein serin/threonin fosfatdzu, coz ma za
nasledek nadmérnou fosforylaci cytoskeletarnich filamenti zptsobujici zavazné posSkozeni
jater. Problémy s otravou cyanotoxiny vznikaji pozitim vody obsahujici sinice nebo
kontaktem pii koupani. Castym nasledkem kontaktu s vodnim kvétem jsou kozni alergie,
zanéty spojivek a bronchitidy. Dlouhodoba expozice malému mnozstvi mikrocystini muize
vyvolat rakovinu jater. Jejich akutni toxicita se pohybuje mezi 50-800 g/kg télesné hmotnosti.

(2,7)

2.1.6.8 RozmnoZovani sinic

Jednobunééné a kolonialni sinice se rozmnozuji délenim bunék, vlaknité se rozmnozuji
hormogoniemi, nebo akinetami. VSeobecné je uznavano nepohlavni rozmnozovani, i kdyz
existuji neptimé dukazy o rekombinaci genti v parasexualnim procesu (1).

Bunky se déli zaSkrcovanim plazmatické membrany. Nové bunky se tvoii rozdélenim bunky
ve dvé ¢asti. Dcefiné produkty dorostou a nabudou tvaru matefské buiiky. ProtoZe buiiky sinic
jsou oblanéné, je deleni protoplastu matefské bunky vzdy spojeno s tvorbou pricné
membrany. Jednobunécné sinice se zaskrti v rovin€ déleni a v tom misté se utvoii krouzek
vnitini pfepazky, ktery se zvétSuje a po zplsobu clonky zcela uzavfe; tim se vytvoii pficna
sténa, kterd oddeli ob€ dcetiné buniky. U hormogonalnich sinic zcela chybi endogenni déleni
protoplastu. Maji-li sinice tlusté vnéjsi slizové membrany, déli se a vytvaii prepazku jen
vnitini, vlastni bunéénd membrana. Opétovanym délenim bunck vznikaji méchytkovité,
koncentricky uspofadané kolonie, napf. u rodu Gloeocapsa. Podobné u vlaknitych sinic,
jejichz bunky maji valcovity tvar, se utvoii uprostied valcové plochy membrany krouzek

prepazky, ktery roste dovnitt, uzavie se jako clonka a oddéli obé bunky (3).

2.1.7 Fotosyntetické pigmenty

Existuji tfi kategorie fotosyntetickych pigmentii. Chlorofyly (porfyriny), molekuly podobné
hemu, napi. v hemoglobinu a cytochromech. Fykobiliny, s otevienym tetrapyrolovym
fetézcem, podobné téZ ZluCovym barviviim biliverdinu, bilirubinu, sterkobilinu. Karotenoidy

(isoprenoidy), ptibuzné se steroidy. (4)
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Obrazek 3 Absorpcni spektra fotosyntetickych pigmentl. Tyto pigmenty pokryvaji prakticky

celé spektrum sluneéniho zafeni ve viditelné oblasti. (4)

2.1.7.1 Chlorofyly

vvvvvv

porfyrin. Porfyriny jsou tetrapyroly vzajemné spojené methinovymi mustky s bohatym
systémem konjugovanych dvojnych vazeb. VSechny chlorofyly maji obdobnou strukturu.
Kromé porfyrinu, ktery je vzdy zodpovédny za fotochemické vlastnosti, obsahuje molekula
chlorofylu jesté alkohol: nejcastéji fytylovy zbytek obsahujici 20 atomt uhliku. Je to
isoprenoid. Univerzalni rozsifeni chlorofylu-a u organismi s oxygennim typem fotosyntézy
vedlo ke spravnému nazoru, ze pouze chlorofyl-a je vlastnim transformatorem energie ve
fotosyntéze, ktery se bezprostfedné ucastni primarniho fotochemického déje, tj. premény
elektromagnetického zatfeni v energii chemickou. Molekuly chlorofyli absorbuji v oblasti
vinovych délek 415 az 440 nm a v Cervené oblasti spektra 640 az 700 nm. Absorbce v Cervené
oblasti spektra je vyznamna pro fotosyntézu, odpovida excitaci elektronti do 1. singletového

excitovaného stavu. (4)

2.1.7.2 Ostatni pigmenty

Ostatni pigmenty v thylakoidech maji pouze pomocnou funkci: zachycuji kvanta dopadajiciho
zateni a energii svého excitovaného stavu pienaseji na chlorofyl-a v reakénim centru. Proto se

nazyvaji pomocnd, akcesorickd nebo dopliikkova. Dopliuji, rozSifuji totiz spektrum
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fotosyntetického uclinného zafeni. Patfi sem dal§i typy chlorofylii, u sinic a ruduch
biliproteiny (fykobiliny), které rozsifi fotosynteticky ucinné zatfeni o modrou a cervenou

oblast, eventueln¢ karotenoidy, které doplni zafeni ve Zlutozelené Casti spektra. (4)

2.1.8 Adaptace na svételnou intenzitu

Fytoplankton reaguje na kolisani svétla v riznych dennich dobach. Jedna se o tzv. anténni
efekt, coz znamena distribuci pigmenti pies maximalni oblast zachyceni, které muze byt
dosazeno ve vyrazné zplostélych (zkraceni v jednom rozméru) nebo oslabenych tvarech
(zkraceni ve dvou rozmérech), to vyzaduje evoluéni cas. ZvySeni koncentrace
fotosyntetickych pigmentli na jednotku biomasy zvysSuje konkrétni moznosti buiiky pro
sklizen svétla a mlze byt G¢inna v ramci celého zivota jednotlived. V ptirodni populaci
fotoadaptivni Asterionella formosa, bylo zjisténo, Ze b&hem jednoho déleni bunck se
koncentrace chlorofylu-a na bunku mize zvysit koeficientem 1,8. Podobny nardst byl
pozorovan u Cryptomonas cf. ovata, a v populaci Planktothrix mougeotii byl prokazan
dokonce devitinasobny rozdil. Druhy s moznosti pfizplsobeni své vertikdlni pozice ve
vodnim sloupci (pomoci vztlaku nebo plavani) mohou aktivné vybrat tu Svou cast, ktera je
optimalni pro fotosyntézu. Dal§im prostiedkem ke zvySeni spektralni Sitky absorpce svétla
(chromaticka adaptace) je dosazeno zvySovanim koncentraci pomocnych pigmentl, zvlasté

fykobiliproteinti a xantofylu (8).
2.1.9 Vybrané vyznamné rody sinic

2.1.9.1 Rad Chroococales

[ 24

rustu (3). Kokalni typ stélky, neobsahuje heterocyty ani akinety (9).

Rod Microcystis

Jedna se o zastupce kokalnich sinic tvofici mikroskopické nebo makroskopické slizové
kolonie, které se jevi jako praskovity vodni kvét. Kolonie jsou zprvu kulovité nebo mirné
zplostélé, pozdéji nepravidelné, lalocnaté, dérované, s nepravidelné ulozenymi kulovitymi
buntkami v homogennim amorfnim bezbarvém slizu. Velikost bun€k se pohybuje v rozmezi
3 - 10 um v zavislosti na pfislusnosti k morfotypu. (10)

Nejcastéjsi soucast vodnich kvétd. Ve 20. letech byla v Jihoafrické republice u druhu M.
toxica poprvé popsana toxicita sinic. Nejcastéjsi zastupci u nas jsou M. aeruginosa, ktera ma

typické prolamované kolonie a uzky lem kolem okraje kolonie a M. wesenbergii, kterd ma
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pevny sliz a stfevovité Casti kolonie. M. ichthyoblabe ma nepravidelné kolonie, ¢asto

subkolonie a velmi malé bunky (5).

Obrazek 4 Microcystis aeruginosa (5)

2.1.9.2 Rad Oscillatories

Jsou to vlaknité sinice, liSici se od pleurokapsalnich sinic svou hormogondlni stavbou.
Znamena to, ze jejich bunky jsou sestaveny v jednoradé, ziidka viceradé vlakno a tvoii tzv.

trichom (3). Vlaknita nevétvena stélka, neobsahuje heterocyty ani akinety (9).

Rod Planktothrix
Jednotliva planktonni vlakna, tvofici vodni kvéty. Trichomy maji velmi patrné aerotopy, v
optickém mikroskopu jsou vidét jako spousta tmavych zrniek. Castymi druhy jsou P.

agardhii, ktera je zelena, a Cervena P. rubescens (5).

Obrazek 5 Planktothrix agardii (5)

17



Rod Spirulina
Husté spirdlni vldkna, jejichz bunéfné piepazky jsou mezi jednotlivymi buiikami ve
svételném mikroskopu prakticky nepozorovatelné. VétSina druhd je dosti halotolerantni -

vyskytuji se v mirn€ zasolenych vodach, vétsinou v narostech (napft. S. major) (5).

Obrazek 6 Spirulina sp. (5)

2.1.9.3 Rad Nostocales

Stélka vlaknita, nevétvena, nebo s nepravym vétvenim, obsahuje heterocyty i akinety (9).

Rod Anabaena

Velmi ¢asty rod, jehoz vétsi ¢ast druhti je planktonni a tvofi vyznamnou ¢ast vodniho kvétu,
druha cast je benticka. Zhruba kulovité buniky tvoii charakteristické fetizky s Castymi
heterocyty (metamerické vlakno). Planktonnich druhi je jen u nas 15 — 20, nékteré jsou mirné
toxické. Nejvic se vyskytovaly ve slabé hnojenych rybnicich, s rozvojem tézkého hnojeni
zmizely skoro v§echny kromé& A. lemmermanii. Planktonni typy vytvari bud’ rovna vldkna (A.
viguierii), nebo jsou Sroubovité stocené (A. crassa). Nejcastéjsim druhem je vyse
zmifiovana A. lemmermanii, jejiz vlakna se sdruzuji do nepravidelnych chomaci, akinety se
vyvijeji po obou stranach heterocytu a vladkna se smotaji tak, ze ty akinety tvoii shluk
uprostied. Bentické anabaeny nemaji na rozdil od planktonnich druhi aerotopy. U nas je

patrn€ nejbéznéjsi pudni druh A. subcylindrica (5)
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Obrazek 7 Anabaena circinalis (11)

Rod Nostoc

Velice Siroky rod o mnoha zastupcich. Vyznacuje se zejména tvorbou makroskopickych
kolonii. Vé&t§i ¢ast zastupcl rodu Zzije mimo vodni prostiedi: nejcastéjs$i zastupce, N.
commune, tvofi n€kolika centimetrové, tmavé zelené kolonie na suché piscité padé - na
okrajich cest, ve stepich a na polopoustich. Velké mnozstvi druhtt rodu Nostoc vstupuje do

symbiotickych vztaht (5).

2.1.9.4 Rad Stigonematales

Vlaknita stélka s pravym vétvenim, obsahuje heterocyty i akinety (9).

Rod Stigonema

Rozsahly rod (asi 40 druhtl), s té€zistém vyskytu v tropech. Bo¢ni vlakna vyristaji z hlavniho
vlakna do vSech stran. PiedevSim Zziji subaericky, v pid¢ nebo v narostech, ale ne v
planktonu. Jejich vldkna mohou byt bud’ uniseriatni (jednotadé) nebo polyseriatni (vice bun€k
vedle sebe). S. ocellatum je uniseriatni druh, ktery zije v narostech kyselych vod, S. informe je

polyseriatni a vyskytuje se na vlhkych skalach v horach (Krkonose, Tatry) (5).
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Obrazek 8 Stigonema ocellatum (5)
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2.2 Eutrofizace

Eutrofizace je soubor piirodnich a uméle vyvolanych procesii vedoucich ke zvySovani obsahu
anorganickych Zivin stojatych a tekoucich vod (12).

Termin eutrofizace, odvozeny od slova eutrophia feckého puvodu, o vyznamu ,dobie
ziveny“, popisuje stav jezer ¢i nadrzi Snadmérnym rastem Sinic a fas. Ackoli nékteré
produkty sinic i fas jsou nezbytné pro podpofeni potravinového fetézce vodniho ekosystému,
zvyseny rust Sinic a fas za eutrofnich podminek muize vést k tézZkému zhorSeni stavu vodniho

télesa. (13)

2.2.1 Priiny

Eutrofizace je pfirodni dé&j, jenz v disledku lidské Cinnosti pteséhl pfirozené meze. Ptirodni
eutrofizace je zpusobena uvolilovanim dusiku a fosforu, ptipadné silikati, z ptdy, sedimentl
a odumfelych vodnich organizmti. Uméla eutrofizace je zpiisobena intenzivni zeméde€lskou
vyrobou, nékterymi druhy primyslovych odpadnich vod, pouzivanim polyfosfore¢nanti v
pracich a cisticich prostfedcich a zvySenou produkci komundalnich odpadnich vod a odpadii
fekalniho charakteru (12).

Prvnim krokem K eutrofizaci vodniho télesa je pfisun rostlinnych Zivin z odtoku povodi, ¢i
kanalizace. Vodni téleso bohaté na Ziviny poté fotosyntézou vyprodukuje velké mnozstvi
rostlinné biomasy, spole¢né s mensim mnozstvim zivo€isné biomasy. Odumield biomasa se
shromazd’'uje na dné jezera, kde se Castecné rozklada, recykluje ziviny: oxid uhli¢ity, fosfor,
dusik a draslik. Pokud jezero neni pfili§ hluboké, rostliny zakofenéné na dné€ zacnou rist,
¢imz urychluji nahromad’ovani pevného materialu v kotlin€. Pfipadné mize vzniknout i
bazina, ze které se Casem vytvoii louka nebo les (13).

I kdyz je eutrofizace jako kazdy pfirodni jev zplisobena celym komplexem faktori, je obsah
fosforu uvadén jako limitni faktor (zejména ve srovnani s obsahem dusiku). To potvrzuje 1
vyzkum zavislosti trofie jezer na obsahu dusiku a fosforu. Urcujici pro rist fas byla vzdy
koncentrace fosforu (cp). V 1 kg polyfosforeénanti je obsazeno dostate¢né mnozstvi fosforu
pro vytvoreni 115 kg biomasy vodnich rostlin. Podle mnozstvi fosforu obsazeného ve vodach

Ize vody rozlisovat dle tabulky 1. (12)
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Tabulka 1 Typy vod dle obsazeného mnozstvi fosforu

Cp / p,g/l
Oligotrofni <10
Oligo-mesotrofni 10-20
Mesotrofni 20-50
Eutrofni 50 - 100
Hypertrofni > 100

2.2.2 Disledky

Prvotnim signalem pocinajici eutrofizace na vodnim biotopu je nartist planktonnich sinic,

fas a vodnich makrofyt. Dale dochazi ke zhorSovani hydrochemického a kyslikového rezimu,
ke vzniku a hromadéni jedovatych plynii, k neptiznivym kyslikovym pomériim u dna a ke
zmenS$eni produkéni plochy nadrzi zariistdnim. Biocendza fytoplanktonu je pomérné chuda,
zvySuje se zakal, a tudiz se snizuje pruhlednost vody, v jednotlivych vrstvach vody béhem
letni stratifikace jsou zaznamenany zna¢né zmény koncentrace kysliku a zvySeni koncentrace
zivin. V n¢kterych Gzivnych nadrzich mize dojit k masovému thynu ryb. V jarnim obdobi se
zde siln€ rozviji fytoplankton, ktery fotosyntetickou asimilaci doddva do vodnich vrstev
kyslik a z vody zpétné vycerpava oxid uhli¢ity. Tim se naruSuje uhli¢itanova rovnovaha, ktera
se projevi zvysenim pH az do oblasti 10. Se zvySenim pH se zvysuje i koncentrace amonnych
iontll a amoniaku, ktery je toxicky pro ryby. V letnim obdobi, kdy zac¢ind v nadrZi naristat
teplota vody, se zafind pomnoZovat zooplankton, ktery ma spasajici vliv na fytoplankton.
Zooplankton vyziracim tlakem zptisobi silnou redukci fytoplanktonu, koncentrace chlorofylu
ve vodnim sloupci zacne klesat. Jev se projevi snizenim zdkalu a zvySenim prithlednosti vody,

také koncentrace kysliku ve vod¢ klesa. U ryb se pak nasledné projevuje nekroza zaber (14).
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3 Materialy a metody

3.1 Charakterizace VD Sec

Ptehrada Se¢ byla vybudovéna v letech 1924 az 1935 na stiednim toku Chrudimky. Jejim
hlavnim ukolem bylo chranit izemi podél Chrudimky pied velkymi vodami a regulace
pritoku v obdobich sucha. Jeji vystavbou doslo skute¢né k podstatnému zlepseni priitokovych
poméril. Minimalni pritok byl zajistén do vyse 1,6 m®s a retenéni objem nadrze byl

dostate¢ny. V roce 1947 byla uvedena do provozu vodni elektrarna. (15)

3.1.1 Chrudimka

Reka Chrudimka ma pfi své celkové délce téméi 109 km vyskovy rozdil pramene a usti 470
m. Prameni v CHKO Zd4rské vrchy nedaleko obce Filipov cca 680 m.n.m.. Diive se fece
fikalo také Ohebka nebo Kamenice. Rozloha povodi je 858,5 km?. Vodni stavby postavené na
Chrudimce maji prevazné vodarensky vyznam. JSou vyuzivany také k rekreaci a na vyrobu
elektrické energie. Jsou to piehrady: Hamry, Se¢ (2 nddrze), Kfizanovice (2 nadrze). Nejvétsi
z nich je piehrada Se¢. Ta dokaze zadrzet az 22 mil. m? vody a vyska hraze je 42 m. Nejstarsi

je piehrada Hamry, ktera byla postavena v roce 1912.

3.1.2 Parametry vodniho dila, odbérova mista

Hlavni pfehradni hraz Sec¢
Typ: gravitacni, obloukova, zdéné z lomového kamene
Umisténi: v uzkém doli mezi skalnimi vychozy Oheb a Vildstejn

nedaleko mésta Se¢

Sitka v Grovni zékladd: 42'm

Sitka v korung: 6,8 m

Délka v korung: 165 m

Kota koruny hraze: 491,11 m. n. m.
Plocha povodi: 216,2 km?
Primérna vyska ro¢nich srazek: 793 mm
Primérny ro¢ni pratok: 2,41 m%s

Kota hladiny: 469,61 m.n.m.
Objem: 1,303 mil. m®
Zatopena plocha: 27,584 ha
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Obrazek 9 Piehrada Se¢ s vyznacenymi odbérovymi misty. (15)

Tabulka 2 Soufadnice odbérovych mist na VD Se¢

zkratka | GPS soufadnice

Odbéroveé misto 2 | Se€02 | N49°48.953’E015°39.780°

Odbéroveé misto 3 | Se€03 | N49°49.224°E015°38.834°

Odbérové misto 4 | Sec04 | N49°49.833’E015°38.550°

Odbérové misto 5 | Sec05 | N49°50.026°E015°39.109’

Odbérové misto 6 | Sec06 | N49°50.200’E015°39.150°

Odbéry vzorka byly provadény od 2. kvétna 2012 do 23. fijna 2012. Na odbérovém misté
Sec¢02 byl odebiran povrchovy vzorek oznaceny 2L a vzorek odebrany z hloubky u dna
nadrze 2H (cca 3 m), na mist€ Sec03 byl odebiran povrchovy vzorek 3L, na Sec¢04 byl
odebiran povrchovy vzorek 4L a vzorek z hloubky 4H (cca 12 m), na misté Sec05 byl
odebiran povrchovy vzorek 5L a na odbérovém misté Sec06 umisténém u hraze pichrady byl
odebiran povrchovy vzorek 6L, vzorek odebrany v poloviéni hloubce ode dna 6H (cca 13 m)
a hloubkovy vzorek odebrany u dna 6P (cca 25 m).

Odbérova mista byla oznacena statnim podnikem Povodi Labe. Na odbérovém misté Sec01
nebyly vzorky odebirany, jelikoz je toto odbérové misto umisténo na piitoku feky Chrudimky
a kvuli proudéni je odebirani vzorkli na pfitoku nevhodné pro stanoveni rozsifeni sinic Vv

nadrzi.
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3.2 Pouzité materialy

Standardy:

C-fycocyanin ze Spirulina sp., Sigma
Rozpoustédla:

Methanol HPLC, LAB-SCAN

3.3 Metody

3.3.1 Monitoring sinic

Vsechny sinice obsahuji chlorofyl-a. Mezi chlorofylem-a a abundanci sinic nelze hledat
pfimou zavislost, protoze koncentrace chlorofylu-a na jednotku biomasy je proménliva a
navic chlorofyl-a obsahuji i vSechny fototrofni fasy. Pfi interpretaci vysledl je vzdy nutné
tyto dva parametry srovnavat s védomim, Ze neukazuji na totéz. (16)

Utinnost rtiznych monitorovacich metod pii detekci zmén kvality vody v ¢ase, zavisi na
dosazitelnych intervalech odbéra vzorki, a na tom, jak konkrétni intervaly souvisi s rozsahem
docasnych zmén kvality vody. Nicméné frekvence vzorkovani vody je ziidkakdy
ptizpusobena aktualni zméné kvality vody ve sledované oblasti. Manualni vzorkovani je ¢asto
limitovano finan¢n¢, a ne optimalnim nacasovanim odbéri vzorkd. Toto omezeni
monitorovacich metod proto Casto urCuje schopnost metod odhadnout skute¢nou stfedni
hodnotu a rozptyl hodnot pro urcitou casovou periodu nebo ro¢ni obdobi. V diisledku ¢ehoz
odhadujeme, jak rizné vzorkovaci intervaly urcuji primér a smérodatnou odchylku v urcité
sledované oblasti pomoci vysokofrekvencnich dat z in situ automatizovanych monitorovacich
stanic. Méfeni fluorescence chlorofylu-a pro automatizované monitorovaci stanice jSOU
kalibrovany pomoci méfeni fluorescence fykocyaninu a chlorofylu-a analyzovaného z vzorki
vody v laboratofi. Vysledky se nésledn€ pouZziji pro odhad standardni chyby priméru a
smérodatné odchylky pro rizné velikosti vzorkli. Méfeni v meso-eutrofnich jezerech mirného
pasma vykazuji relativné vysoké statistické chyby pifi vzorkovani provadéném jednou
mésicné. Naopak tydenni odbéry pfinesly relativné malé vyhody v piesnosti ve srovnani s
¢trnactidennim vzorkovanim. Toho mize byt vyuZito pfi vyvoji vzorkovacich metod tGpravou
intervali vzorkovani tak, aby vyhovovaly aktualnim doasnym zménam ve sledované oblasti,

a také pro odhad uzite¢nosti jiz diive ziskanych dat. (17)
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3.3.2 Odbér vzorku vod

Spravny odbér vzorkli vod a kali je nezbytnou podminkou, aby vysledky odpovidaly
skute¢nému slozeni vod a kald. Je proto zapotiebi dodrzovat nekteré zasady, které jsou
shrnuty v normach CSN EN 5667 v &astech 1 az 21, tykajici se viech druhti vod, sedimenti a
kalt (18).

Pro odbéry vzorkii jsou standardn¢ pouzivany rtzné druhy odbérovych zafizeni (tzv.
odbéraky, samplery), piesny typ se voli podle druhu lokality, hloubky odbéru, objemu vzorku
a také podle nasledné zamyslené analytické metody. Nejjednodussim zplisobem odebrani
vzorkl je hladinovy odbér. Ten se muze provadeét, kromé prostého nabrani do nadoby, také za
pomoci teleskopické tyCe spojené s odbérovou nadobou. U stojatych vod (jezera, rybniky,
studny, apod.) vétSinou potfebujeme odbérak schopny odebrat vzorek z vétsi hloubky.
Nejcéastéji pouzivané odbéraky pracuji na principu dalkové ovladatelné pasti. Jednad se o
nadoby, které se do hloubky spoustéji oteviené a po impulzu (trhnuti lankem, ader zavazi,
pfevraceni, apod.) se zaviou a vzorek je vytazen k hlading.

Pro odbér hloubkovych vzorkt ptirodnich vod byl pouzit Van Dorniv odbérak. U néjz je
mozné analyzovat nejen fyzikaln¢ chemické parametry vody, ale také kvantitativné hodnotit

planktonni spoleCenstva.

3.3.3 Terénni stanoveni

At pouzijeme jakoukoliv metodu a zafizeni, musime vZdy pamatovat na reprezentativnost
vzorkovani. Vzorek vody odebrany k rozboru musi reprezentovat jakost vody v misté odbéru.
Typ vzorku (prosty ¢i smésny), druh (jednordzovy ¢i fadovy), misto (napt. nazev obce, levy ¢i
pravy bieh vodniho toku, GPS soufadnice) a bod odbéru (napft. stted proudnice, hloubka),
vcetné Cetnosti a asové i prostorové navaznosti odbéru, se fidi ucelem rozboru a mistnimi
podminkami. Pokud vzorkujeme vétSi vodni plochy, je dobré jednotlivé odbéry provést na
riznych mistech. VéEtSina sledovanych pozad’ovych parametri povrchovych vod (pH, teplota,
TOC a mnoho dal$ich) vykazuje vyrazné sezonni, ale 1 diurnalni vykyvy. Proto by vzorkovani
m¢élo probihat napi. v pfiblizné stejnou denni dobu, aby vysledné primérné hodnoty mohly
byt povazovany za reprezentativni.

DalSim dilezitym okamZikem pii odbéru v terénu je uskladnéni vzorku az do okamziku
kone¢né analyzy-rozboru. Je samoziejmosti, Ze uchovavaci nadoby (stejn¢ jako odberove)
musi byt Cist¢ a nesmi vzorek kontaminovat. Typ uchovavaci nddoby musi odpovidat

zamyslené analyze. Pti uskladiiovani vzorkt dbame piedevsim na teplotu a délku skladovani.
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U nékterych analyz je mozna fixace (konzervace) vzorku podle standardizovanych postupd.
Ukolem konzervace je zabranit zménam hodnot ukazatelit vody v odebraném vzorku v
casovém intervalu mezi jeho odbérem a zahajenim analyzy.

Velmi jednoduSe se v terénu stanovuje transparence (prithlednost) vody, metodou tzv.
Secchiho disku. Secchiho disk je kovova kruhovd deska dané velikosti, na které jsou
kontrastné¢ (Cernd-bila) odliSeny cCtyfi sektory. Desku spoustime ze clunu nebo ploSiny do
hloubky a sledujeme, kdy dojde ke zmizeni Cernobilych sektori (kdy uz nejsme schopni
poznat rozdil mezi Cernou a bilou). Vzdalenost na spoustécim lanku oznaime a zmétime.

Dana vzdalenost v metrech nebo centimetrech je pak hodnotou transparence vody.

3.3.4 Multiparametricka sonda

Bézn¢ se v terénni analytice stanovuji fyzikélné-chemické parametry vody jako pH,
konduktivita, oxida¢né-redukéni potencial, obsah kysliku, teplota a zakal vody. Tato méteni
provadime specidlnimi pfistroji s piipojenou sondou (s jednou nebo vice elektrodami,
senzory) na rizn¢ dlouhém kabelu, které pracuji na principu méteni elektrochemického napéti
na membrang. ProtoZe vétSina méfenych parametrd je zavisla na teploté, jsou piistroje ¢asto
vybaveny teplotnim ¢idlem, umoziujicim automatickou teplotni kompenzaci. Pro terénni
praci jsou uréeny pfistroje v pfenosném kapesnim, ptipadné tuzkovém provedeni (tyto maji
vétsinou také ¢astecné vodotésné provedenti).

Pro méfeni byla pouzita multiparametricka sonda YSI 6600 V2 (YellowSprings, Ohio USA).

3.3.5 Metody kvantifikace ras a sinic

Ke kvantifikaci biomasy fas a sinic se vyuziva metod mikroskopie, flow-cytometrie a analyzy
obrazu, vystupem téchto stanoveni je pocet bunék, ptipadné objem a hmotnost biomasy. Ke
stanoveni mnozstvi pigmentd se pouzivd metod spektrofotometrie, fluorimetrie a
chromatografickych metod. Pfi vybéru vhodné metody kvantifikace se uplatiiuje hledani
kompromisli V piesnosti a naro¢nosti dané metody. Kvili velkému mnoZstvi vzorkd se
provadi monitoring in situ pro detekci zmén ve spolecenstvu, zaroven se vyberou vzorky pro
mikroskopickou analyzu. Fluorimetrické stanoveni umoZzinuje rozliSeni a kvantifikaci hlavnich
spektralnich skupin, stanovuji se pigmenty chlorofyl-a, fykocyanin a fykoerytrin. Sinice se od
fas odliSuji na zakladé rozdilnych excitac¢nich a emisnich vlnovych délek pigmentl. Zatimco
sinice excituji pfi 600 nm a emituji v rozmezi 650 - 685 nm, fasy excituji v rozmezi 450 - 500
nm a emituji pfi 685 nm. Fluorimetrické stanoveni se provadi v laboratofi, nebo ptimo

V terénu ponornou sondou. Relativni mnoZstvi pigmentl je Castecné ovlivnéno vnéjSimi
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faktory, jako jsou svétlo, ziviny, teplota a stres, proto kolisa. Fluorimetrické stanoveni mtlize
byt limitovano rusivym vlivem zakalu, huminti, huminovych kyselin a organickych polutantt,
muze byt téz ovlivnéno velkym mnozstvim fytoplanktonu, pii némz dochazi k vzajemnému
stinéni a reabsorbci emitovaného svétla, velké kolonie (>1000 bun€k) navic neumoznuji
prinik svétla k bunkdm uvnitf. Fyziologicky stav bunék ma také ¢asteény vliv na intenzitu

fluorescence. Ptesto, je hlavni vyhodou fluorimetrie vysoka citlivost. (19)

3.3.6 Fluorescen¢ni spektrometrie

Fluorescen¢ni spektrometrie patii mezi optické metody, jejichz podstatou je interakce
elektromagnetického zéaieni se zkoumanou latkou. Pti fluorescencni spektrometrii dochéazi
K vyméné energie mezi zafenim a zkoumanou latkou, ktera spoéiva v emisi zafeni, fadi se
tedy mezi metody spektralni. Atomy jsou excitovany zafenim a poté se velmi rychle vraci do
zakladniho energetického stavu. Emitované fluorescencni zafeni je méteno a vyhodnocovano

méfenim velikosti svételného toku.

Fluorimetr
Zakladnimi soucastmi pfistroju pro spektralni analyzu jsou: zdroj zafeni, zafizeni pro umisténi

vzorku, disperzni soustava, detektor zafeni a vyhodnocovaci/zpracovavaci zatizeni. (20)

3 vzorekU —s .ll

! L=
2droi vinowy d r g ZPracovani
1 Zareni 2 seleklor 4 Z8fen” 2gngiazen

h 4

Obrazek 10 Principidlni uspotfadani zakladnich komponent spektralnich pfistroji pro
fluorescen¢ni spektrometrii. Fluorescenc¢ni zaieni se méti kolmo na smér budiciho, aby nebylo

intenzivnim budicim zafenim piekryto. (20)

Zdroj zafeni umoznuje excitaci vzorku, ktery pak emituje charakteristick¢ zateni. Ve
fluorescen¢nich spektrometrickych metodach jsou zakladnimi typy zdroji zafeni rozzhavené
tuhé latky emitujici spojité (polychromatické) spektrum zateni, elektricky vyboj v plynech a
parach kovi poskytujici dle konstrukce vybojky spojité nebo ¢arové spektrum zaieni. Méfeni

fluorescence se provadi kolmo na smér budiciho paprsku.
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Vlnovy selektor, monochromator, je zafazen az za vzorek pied detektor. Atomy absorbuji
zateni ve velice Uzkych pasmech vinovych délek a neexistuje monochromator, ktery by
z polychromatického zdroje vymezil tak tzké pasmo. Proto se v atomové fluorescencni
spektrometrii pouzivaji specialni zdroje, z nichZz vychazi zafeni obsahujici pfesné ty vlnové
délky, které stanovované atomy absorbuji. A jsou to piesné¢ ty vinové délky, které
stanovované atomy samy po excitaci emituji, tj. vinové délky odpovidajici emisnim ¢ardm
piislusného stanovovaného prvku. Ukolem monochromatoru je ztéch absorbovanych
vlnovych délek vybrat tu, ktera je pro detekci nejvyhodnéjsi, zpravidla vinovou délku
odpovidajici resonan¢nimu ptrechodu. (20)

Pii méfeni emisnich spekter fluorescence je excitaéni monochromator nastaven na pevnou
vlnovou délku budiciho zéfeni. Pfi méfeni excitaCnich spekter je pevné nastavena vinova
délka na emisnim monochromatoru.

Pro méfeni byl pouzit fluorimetr TECAN Infinite M200 (TECAN, Svycarsko).

3.3.7 Priprava pokusii pro fluorimetricka stanoveni

Hodnoty fluorescence lze podle pfedem nebo nésledné ziskané kalibracni kiivky snadno
prevést na konkrétni hodnoty chlorofylu-a (ten stanovime u nékolika vybranych vzorka
standardni metodou). Velkym problémem je to, ze klasické fluorimetry umoziuji okamzité
méfeni pouze s jednou excitacni a jednou emisni vlnovou délkou, coz je vzhledem k
riznorodosti fotosyntetickych pigmentii malo. Navic ve sladkych vodach byva velké
mnozstvi rozpusténych organickych latek, které vyznamné ptispivaji k celkové fluorescenci.
V prvnim piipadé bychom méfili fluorescenci chlorofylu-a (emise 685 nm) zprostiedkovanou
dalsimi piidatnymi pigmenty (chlorofyl-b, chlorofyl-c, karotenoidy - excitace v oblasti 460-
500 nm), ve druhém pak autofluorescenci fykocyaninu (excitace cca 610 nm, emise cca 650
nm). Z poméru téchto dvou hodnot pak Ize nepfimo urcit podil sinic na celkové biomase

fytoplanktonu. (21)

3.3.7.1 Priprava na méfeni kalibraéni piimky pro c-fykocyanin

0,4265 g krystalického c-fykocyaninu (Sigma) bylo kvantitativné pievedeno do 10,0
ml odmérné banky a nasledné¢ doplnéno 10 % roztokem methanolu na objem 10,0 ml. Z takto
pfipravené¢ho standardniho roztoku c-fykocyaninu byla pfipravena kalibracni fada osmi
roztokli o koncentracich 2000,0 pg/l, 1000,0 pug/l, 500,0 ug/l, 250,0 pg/l, 125,0 png/l, 62,5
ng/l, 31,3 pg/la 15,6 pg/l.
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Tyto kalibra¢ni roztoky byly napipetovany do otvorl fluorimetrické desticky (desticka
obsahuje 8 x 12 otvort, objem kazdého otvoru je 300 pl). Pipetovano bylo vzdy 3x 300 pl
z kazdého kalibra¢niho roztoku a desti¢ka se vlozila do fluorimetru TECAN Infinite M200.
V programu Magellan byly nastaveny tyto parametry metody:

Orbitélni protfepavani desticky po dobu 10 s amplitudou 1 mm a frekvenci 87,6 RPM

Excitacni vinova délka 595 nm

Sitka excitaéniho pasma 9 nm

Emisni vlnova délka 670 nm

Siika emisniho pasma 20 nm

Optimalni zesileni;

nasledn¢ se spustilo méfeni.

3.3.7.2 Centrifugace vzorki prirodnich vod

Z povrchového vzorku ptirodnich vod siln€ napadené¢ho vodnim kvétem byl centrifugaci
zakoncentrovan vodni kvét. Centrifugace byla provadéna pfi teploté 5°C v riznych ¢asovych
intervalech a pfi riznych otackach. 4000 RPM po dobu 5 minut se ukazalo jako zcela
neefektivni, proto byly otacky zvySeny na nejvyssi moznou hodnotu nastavitelnou na pouzité
centrifuze, tedy 5000 RPM, opét s Casovym intervalem 5 minut. Nadale byly ponechany
otacky 5000 RPM a doba centrifugace se postupné zvySovala po ¢asovych intervalech 5 minut
aZ na interval 30 minut.

Jako nejvhodnéj$i nastaveni, s ohledem na ucinnost centrifugace a Casovou ndro¢nost, byla
nasledné¢ vybrdna centrifugace sdobou trvani 15 minut, pfi otdckach 5000 RPM.
Centrifugovano bylo vZzdy 50 ml vzorku. Supernatant byl odlit a pelet byl odebran do
plastikové vialky a nasledn€é zamrazen v mraznicce. Takto zamrazeny vodni kvét byl nasledné
pouzivan jako standard pro pokusy, pii kterych se zkoumaly ruSivé vlivy ovliviujici

fluorescenci vzorku.

3.3.7.3 Priprava pokusi na stanoveni vlivu pfidani extrakéniho ¢inidla ke vzorku na

jeho fluorescencni vlastnosti

Byl sledovan vliv pfidani 10 % methanolu jako extrakéniho ¢inidla na fluorescenci vzorku.

Ze zmrazené¢ho centrifugou zakoncentrovaného vodniho kvétu, bylo odebrano 1,89 g
zmrazené¢ho peletu. Ten byl nésledné rozpuStén v 10 ml destilované vody a promichan.
Z tohoto zasobniho roztoku byly vytvofeny dvé koncentraéni tady. Ob¢ vznikly

odpipetovanim 5,00 ml zasobniho roztoku do plastikovych vialek. Obsah prvni vialky byl 10x
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fedén destilovanou vodou do druhé vialky, promichdn a 10x fedén do tfeti vialky, po
promichani obsahu tfeti vialky bylo opét provedeno 10x fedéni do ¢tvrté vialky. Do vSech
vialek druh¢ kalibracni fady bylo dodate¢né ptidano 500 pl 10 % methanolu. VSechny vialky
byly dikladné protfepany, promichany na vortex mixéru a ihned poté bylo z kazdé z nich
odpipetovano 5x 300 pl roztoku vzorku do fluorimetrické desticky, kterda byla nasledné
proméfena pii stejnych parametrech jako kalibra¢ni kiivka, pro moznost porovnéani a vypocet

ptresné koncentrace c-fykocyaninu v roztocich.

3.3.7.4 Priprava pokusi na stanoveni vlivu mraZeni a rozmrazovani na fluorescen¢ni

vlastnosti vzorku

Ze zmrazeného centrifugou zakoncentrovaného vodniho kvétu (viz kapitola 3.3.7.2), bylo
odebrano 5,00 g zmrazeného peletu. Nasledné byl rozpustén v 50 ml destilované vody.
Z tohoto zasobniho roztoku o neznamé koncentraci byly vytvofeny dvé koncentra¢ni tady,
kazda z nich vznikla odpipetovanim 10,00 ml, 5,00 ml, 2,50 ml a 1,25 ml zasobniho roztoku
do vialek a naslednym doplnénim destilovanou vodou na celkovy objem 10,00 ml. Prvni
koncentra¢ni fada byla ulozena do chladnicky, aby bylo zabranéno rozkladu barviv vlivem
osvétleni a teploty, druha koncentra¢ni fada byla zmrazena pomoci suchého ledu a poté znovu
rozmrazena za laboratorni teploty.

Z téchto dvou koncentraénich tad bylo, po dikladném prottepani vialek, odpipetovano 1800
ul roztoku vzorku do zkumavek a pfidano 200 ul 10 % roztoku methanolu, zkumavky byly
promichédny na vortex mixéru a z jednotlivych zkumavek bylo okamzité¢ po promichani
odpipetovano vzdy 5x 300 pl kazdého roztoku do fluorimetrické desticky. Desticka byla

promé&fena pii stejnych parametrech jako kalibracni kiivka.

3.3.7.5 Priprava stanoveni dalSich vlivii na fluorescenci vzorki

Byly zkoumany dalsi vlivy, které by mohly pozitivné ovlivnit métfeni fluorescence vzorkd.
Z odebraného povrchového vzorku piirodni vody bylo odpipetovano po 10,0 ml vzorku do 18
plastikovych vialek. Vzdy pro 3 vialky byly vytvofeny stejné podminky. Do vialek 1 - 15
bylo pfidano 1,1 ml 10 % roztoku methanolu, vialky 1 - 12 byly poté zmrazeny v suchém
ledu, zbylé vialky byly mezitim ponechany v chladni¢ce. Zmrazené vialky byly nasledné
rozmrazeny v susarn¢ pii teplot€¢ 30 °C po dobu 30 minut. Obsah vialek 1 - 6 byl mixovan
mixérem Ultra-Turrax po dobu 30 s. Vialky 1 - 3 a 7 - 9 byly na 10 minut vlozeny do

ultrazvukové lazn€. Ve vialkach 16 - 18 byl piivodni vzorek bez upravy.
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Z kazdé¢ vialky bylo odpipetovano 3x 300 ul roztoku do fluorimetrické desticky, ktera byla
promé&iena pii parametrech metody shodnych s parametry pouzitymi pii méfeni kalibracni

fady.

3.3.7.6 Priprava piirodnich vzorki pro fluorimetrickou determinaci obsahu
c-fykocyaninu

Odebrané ptirodni vzorky z nadrze Sec byly uskladnény v plastikovych vialkdch v mraznicce.

Po rozmrazeni za pokojové teploty byly vzorky dilkladné protfepany a z kazdé vialky bylo

odpipetovano 1800 ul do zkumavky, nasledné se ptidalo 200 pl 10 % roztoku methanolu.

Zkumavky se promichaly na vortex mixéru a z kazdé bylo okamzité pipetovano 5x 300 ul do

fluorimetrické desticky. Ta se proméfila pti parametrech metody shodnych s parametry

pouzitymi pfi méfeni kalibracni ptimky.

3.3.8 Statistické zpracovani dat

Vypoétené hodnoty koncentraci fykocyaninu (c) byly nejprve uspoiadany dle velikosti od
nejmensiho po nejveétsi a poté se vypocetlo rozpéti R tohoto souboru vysledku (n = 5) jako
rozdil mezi nejvétsi a nejmensi hodnotou tohoto souboru:

R = Cmax — Cmin = Cn — C1-

Poté¢ byla vypoctena kritéria Q1 a Qn na zakladé Deanova a Dixonova testu pro odlehlé

vysledky a srovnana s tabelovanou kritickou hodnotou kritéria Qx pro n = 5.

C— (1
_ Cp = Cp
Qn - R

Pro Q; > Qy byl vysledek x; vyloucen ze souboru jako odlehly a pro Q,, > Qy byl vysledek Xy
vyloucen jako odlehly podle Deanova a Dixonova testu. Poté byly na odlehlost znovu
testovany soubory vysledkd, znichz byly vyfazeny odlehlé vysledky a srovnana
s tabelovanou kritickou hodnotou kritéria Qx pro n = 4.

Stfedni hodnota souboru vysledkd byla odhadnuta pomoci medianu ¢, tedy hodnoty lezici
uprostied intervalu hodnot vysledki sefazenych podle velikosti.

Smérodatna odchylka s pro maly pocet stanoveni provedenych na jednom vzorku (n < 20)
byla vypoctena dle vzorce:

s=k,"R,

kde ki, je koeficient tabelovany pro jednotliva n.

Relativni smérodatné odchylka S, souboru dat byla vypoctena dle vzorce:
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S
Sr=z 100.
Interval spolehlivosti L; » na hladiné vyznamnosti 0,05, s koeficientem spolehlivosti 0,95, byl
vypocten ze vzorce:
Ly, =Ky "R,
kde K, je tabelovany koeficient pro dany poc¢et méfeni n a koeficient spolehlivosti 0,95. Pro
koeficient spolehlivosti 0,95 lezi vysledek s 95 % pravdépodobnosti v intervalu ohrani¢eném

intervalem spolehlivosti ¢ £ L, ,.

33



Vysledky a diskuze

3.4 Analyza obsahu c-fykocyaninu v prirodnich vzorcich

3.4.1 Kalibrace

Optimalni zesileni pro méfeni kalibra¢ni fady bylo 193 nasobné. Ze zavislosti praimérné

hodnoty fluorescence, vypoctené pro 3 méfeni, na koncentraci c-fykocyaninu ve vzorku, byla

vynesla kalibra¢ni ptimka (viz graf 1). VSechna nasledujici méfeni byla provadéna pii zesileni

193, pro moznost srovnani a vypoéteni koncentrace c-fykocyaninu z rovnice regrese.
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Graf 1 Kalibra¢ni zavislost fluorescence na koncentraci c-fykocyaninu v roztoku

3.4.2 Ovlivnéni fluorescenénich vlastnosti vzorku

3.4.2.1 Vliv pridani extrakéniho ¢inidla ke vzorku na jeho fluorescenc¢ni vlastnosti

Po ptfidani 10 % roztoku methanolu ke vzorkiim pfirodnich vod obsahujicich sinice,

vykazovaly vzorky primémé o 3 % niz8§i hodnoty fluorescence nez vzorky obsahujici

destilovanou vodu.
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10 % roztoku methanolu byl v dalSich pokusech pouzivan jako extrakéni Cinidlo, piestoze
jeho pfidani snizilo hodnotu fluorescence vzorku. Toto snizeni bylo povazovéno za

nevyznamné, proto bylo pii dalSich pokusech zanedbano.

3.4.2.2 VIiv mrazeni a rozmrazovani na fluorescenéni vlastnosti vzorku

Vyhodnocenim naméfenych hodnot fluorescence rozmrazenych vzorkli bylo zjisténo, Ze
naméfend hodnota fluorescence se v disledku zmrazeni vzorku snizuje vzdy o 5 %. Tento
koeficient byl nasledné¢ pripocitavan ke zméfenym hodnotam fluorescence vsech
rozmrazenych vzorkd, jelikoz pifirodni vzorky odebrané znadrze Se¢ nebylo mozné

analyzovat okamzité a po pfevozu se uchovavaly v mraznicce.

3.4.2.3 Stanoveni dalSich vlivi na fluorescenci vzorku

Primérné hodnoty fluorescence ve vialkach 13 - 15 a 16 - 18 odpovidaly méteni vlivu pfidani
10 % roztoku methanolu ke vzorku, hodnota fluorescence pivodniho vzorku byla mirné vyssi
nez naméfena hodnota fluorescence vzorku s pfidanym methanolem. Jako nejvhodngjsi se
ukazalo pfidani 10 % roztoku methanolu ke vzorku pfed zmrazenim. Metody pouziti 10 %
roztoku methanolu pfed zmraZenim s ndslednym rozmixovanim po rozmrazZeni a s pouzitim
ultrazvukové 1azné po rozmraZeni se ukazaly byt srovnatelné U¢inné. Metoda, pii které se po
rozmrazeni roztok rozmixoval a nasledné vlozil do ultrazvukové lazné, vykazovala vyssi
hodnoty fluorescence nez dvé predchozi vySe zminéné metody, ale zaroven nizsi hodnoty nez

metoda pii které se pted mrazenim piidal do vzorku methanol.
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Graf 2 Vliv riznych podminek pfipravy vzorku na jeho fluorescenci. Do vialek 1-3 bylo

napipetovano 1,1 ml 10 % roztoku methanolu, byly zamraZeny, nésledné rozmraZeny
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Vv susarné pti teploté 30 °C po dobu 30 min, rozmixovany mixérem Ultra-Turrax po dobu 30 s
a na 10 minut vloZzeny do ultrazvukové lazné. Do vialek 4-6 bylo napipetovano 1,1 ml 10 %
roztoku methanolu, byly zamrazeny, nasledn¢ rozmrazeny v suSarn¢ pii teploté 30 °C po dobu
30 min a rozmixovany mixérem Ultra-Turrax po dobu 30 s. Do vialek 7-9 bylo napipetovano
1,1 ml 10 % roztoku methanolu, byly zamrazeny, nasledné rozmrazeny v susarn¢ pii teploté
30 °C po dobu 30 min a na 10 minut vloZzeny do ultrazvukové lazn¢. Do vialek 10-12 bylo
napipetovano 1,1 ml 10 % roztoku methanolu, byly zamrazeny, nésledné¢ rozmrazeny
Vv susarné pii teploté 30 “C po dobu 30 min. Do vialek 13-15 bylo napipetovano 1,1 ml 10 %

roztoku methanolu. Ve vialkach 16 - 18 byl ptivodni vzorek bez upravy.

I pfes pozitivni vysledky ptidani 10 % roztoku methanolu ke vzorku pfed zmraZenim, byla u
nasledujicich pokust pouzivana metoda pfidani 10 % roztoku methanolu ke vzorku az po jeho
rozmrazeni, jelikoz ve vialkdch nebylo vzdy stejné mnozstvi vzorku, kvili ¢emuz neslo
presné odhadnout optimalni mnozstvi ptfiddvaného methanolu. Nadale proto, Ze nebyl
stanovovan dlouhodoby vliv mrazeni vzorki s obsahem methanolu na jejich fluorescenci,
zatimco vliv nizkych teplot na stabilitu fykocyaninu stanovil Sarada et al., podle né&jz se

stabilita fykocyaninu pii teploté -4°C neméni ani po delSich ¢asovych intervalech.
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Obrazek 11 Graf zavislosti absorbance vzorku na ¢ase, vyjadiujici stabilitu fykocyaninu pii
ruznych teplotach:
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(22)

3.4.3 Fluorimetricka determinace obsahu c-fykocyaninu v p¥irodnich vzorcich

Zmétené hodnoty fluorescence ptirodnich vzorkli odebiranych od kvétna do fijna 2012 byly
prepocitany na koncentraci c-fykocyaninu ve vzorcich. Vypoctené koncentrace byly
statisticky zpracovany a testovany na odlehlost hodnot. Po vyfazeni odlehlych hodnot na
zaklad¢ Deanova a Dixonova testu pro odlehlé vysledky, byly mediany koncentraci vyneseny
do grafu znazornujicitho pribéh zvySovani koncentrace c-fykocyaninu, a tedy i mnoZstvi
rozsifeni sinic, v nadrzi Se¢ v pribéhu kvétna az fijna 2012. Z ptilohy 1 je ziejmé, Ze
koncentrace c-fykocyaninu se vsezoné 2012 na vSech odbérovych mistech zvySovala
pozvolna, ovlivnéna nevhodnymi klimatickymi podminkami pro rdst sinic. Prudky narust

koncentrace c-fykocyaninu nastal na vétsSin€ odbérovych mist na pfelomu srpna a zafi.

Na odbérovém misté Sec02 vykazoval vzorek 2L nejvySsi koncentraci 4.9. 2012, zatimco
vzorek 2H vykazoval maximalni koncentraci jiz 1.8. 2012. Toto odbérové misto je umisténo
nejblize ptitoku, je tedy velmi ovlivnéno proudénim vodniho toku, které zpusobilo nizké

naméfené koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 2H.
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Dne 15.5. 2012 nebyly odebirany vzorky 2L a 2H, dale ve dnech 9.10. 2012 a 23.10. 2012

nebyl odebiran vzorek 2H, kvili nizkému stavu vody.

Tabulka 3 Vypoctené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 2L. Vysvétlivky

pouzitych symbolil viz kapitola 3.3.8.

2 s R Q s S Ly,
Datum ug/! ug/!l % ug/!
odbéru

2.5. 27 12 0,125 5 18 6
15.5. - - - - - -
29.5. 25 10 0,044 4 18 5
5.6. 37 24 0,263 10 27 12
13.6. 98 40 0,333 17 17 20
19.6. 67 18 0,301 8 11 9
26.6. 100 32 0,564 14 14 16
3.7. 101 14 0,110 6 6 7
10.7. 168 32 0,337 14 8 16
17.7. 173 23 0,499 10 6 12
24.7. 194 27 0,190 11 6 14
1.8. 153 6 0,100 3 2 5
6.8. 172 31 0,413 13 8 16
14.8. 242 53 0,260 22 9 27
21.8. 213 39 0,131 17 8 20
28.8. 501 280 0,141 119 24 143
4.9, 628 220 0,250 93 15 112
11.9. 251 71 0,179 30 12 36
18.9. 164 67 0,214 28 17 34
25.9. 55 17 0,064 7 13 9
9.10. 91 15 0,186 6 7 8
23.10. 39 10 0,155 4 11 5
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Tabulka 4 Vypoctené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 2H. Vysvétlivky
pouzitych symbolil viz kapitola 3.3.8.

2H ¢ R Q s S, Ly,
Datum ug/! ug/!l % ug/!
odbéru
2.5. 33 18 0,558 8 23 9
15.5. - - - - - -
29.5. 46 18 0,105 7 16 9
5.6. 45 16 0,336 7 15 8
13.6. 53 27 0,218 11 21 14
19.6. 51 15 0,315 6 13 8
26.6. 117 41 0,062 17 15 21
3.7. 86 12 0,618 5 6 6
10.7. 180 23 0,084 10 5 12
17.7. 202 47 0,067 20 10 24
24.7. 139 81 0,242 34 25 41
1.8. 206 85 0,188 36 18 a4
6.8. 151 76 0,228 32 21 39
14.8. 139 31 0,164 13 10 16
21.8. 155 89 0,251 38 24 45
28.8. 162 32 0,220 14 8 16
4.9, 141 155 0,191 65 46 79
11.9. 193 58 0,009 24 13 29
18.9. 69 56 0,160 24 34 29
25.9. 47 21 0,149 9 19 11
9.10. - - - - - -
23.10. - - - - - -
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Na odbérovém misté Sec03 byla zméfena maximalni koncentrace c-fykocyaninu dne 11.9.
2012, poté byl pozorovan nahly pokles koncentrace 18.9. 2012 a opétovny vzrust 25.9. 2012.
Tento pokles byl pozorovan na vSech odbérovych mistech a byl zpisoben zvySenym
mnozstvim destovych srazek a kolisanim teploty vzduchu. Nasledné opétovné zvysSeni
koncentraci c-fykocyaninu diky zlepsSeni klimatickych podminek na pfelomu zéii a fijna 2012
bylo opét nasledovano poklesem v dasledku nastupu podzimu a souvisejiciho ochlazeni

vzduchu.

Tabulka 5 Vypoctené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 3L. Vysvétlivky
pouzitych symbolil viz kapitola 3.3.8.

3L ¢ R Q s S, Ly,
Datum ug/! ug/!l % ug/!
odbéru
2.5. 28 10 0,547 4 14 5
15.5. 28 20 0,592 8 30 10
29.5. 26 14 0,327 6 22 7
5.6. 28 17 0,147 7 25 8
13.6. 42 4 0,564 1 4 2
19.6. 57 25 0,249 11 19 13
26.6. 80 6 0,000 3 3 3
3.7. 85 12 0,304 5 6 6
10.7. 142 80 0,088 34 24 41
17.7. 129 27 0,143 11 9 14
24.7. 133 69 0,431 29 22 35
1.8. 121 42 0,186 18 15 22
6.8. 126 67 0,530 29 23 34
16.8. 271 84 0,123 36 13 43
21.8. 131 32 0,086 13 10 16
28.8. 269 101 0,007 43 16 51
4.9, 321 82 0,083 35 11 42
11.9. 414 162 0,306 69 17 83
18.9. 149 98 0,012 41 28 50
25.9. 389 309 0,113 131 34 158
9.10. 239 85 0,129 36 15 44
23.10. 220 99 0,264 42 19 50
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U odbérového mista Sec04 byla zméfena nejvyssi koncentrace vzorku 4L dne 11.9. 2012 a
vzorku 4H 4.9. 2012 coz odpovida aktudlnim ptiznivym klimatickym podminkam na nadrzi

Sec (viz ptiloha 5).

Tabulka 6 Vypoétené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 4L. Vysvétlivky
pouzitych symbolil viz kapitola 3.3.8.

aL o R Q s S, L1 >
Datum ug/l ug/l % ug/l
odbéru
2.5. 29 2 0,541 1 4 2
15.5. 29 6 0,256 2 8 3
29.5. 24 16 0,073 7 28 8
5.6. 32 7 0,144 3 9 3
13.6. 34 12 0,264 5 16 6
19.6. 50 9 0,277 4 8 5
26.6. 49 15 0,181 6 13 8
3.7. 91 16 0,290 7 8 8
10.7. 72 9 0,259 4 5 5
17.7. 148 42 0,469 18 12 21
24.7. 90 36 0,293 15 17 18
1.8. 100 19 0,203 8 8 10
6.8. 94 28 0,091 12 13 14
14.8. 172 84 0,382 36 21 43
21.8. 87 25 0,241 10 12 13
28.8. 210 128 0,085 54 26 65
4.9. 228 76 0,025 32 14 39
11.9. 435 185 0,246 78 18 95
18.9. 101 76 0,058 32 32 39
25.9. 277 62 0,675 26 9 31
9.10. 191 85 0,039 36 19 43
23.10. 91 85 0,023 36 40 44
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Tabulka 7 Vypoctené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 4H. Vysvétlivky

pouzitych symbolil viz kapitola 3.3.8.

4H ¢ R Q s S, Ly,
Datum ug/! ug/!l % ug/!
odbéru
2.5. 28 5 0,160 2 8 3
15.5. 32 119 0,030 50 159 61
29.5. 30 4 0,000 2 6 2
5.6. 27 9 0,230 4 14 5
13.6. 30 17 0,436 7 24 9
19.6. 30 9 0,211 4 12 4
26.6. 33 12 0,072 5 15 6
3.7. 27 13 0,478 6 21 7
10.7. 38 13 0,051 5 14 6
17.7. 56 25 0,000 10 19 12
24.7. 34 15 0,034 6 19 8
1.8. 40 12 0,053 5 13 6
6.8. 87 66 0,045 28 32 33
14.8. 40 17 0,023 7 18 9
21.8. 37 15 0,168 6 17 7
28.8. 48 64 0,062 27 55 32
4.9, 643 287 0,175 121 19 146
11.9. 370 148 0,375 62 17 75
18.9. 150 97 0,344 41 28 50
25.9. 206 138 0,129 58 28 70
9.10. 159 195 0,060 83 52 100
23.10. 73 75 0,040 32 43 38
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Na odbérovém misté Sec05 byla u vzorku 5L naméfena nejvyssi hodnota koncentrace

c-fykocyaninu dne 4.9. 2012, stejné jako u vétSiny prirodnich vzorkd z povrchovych odbéra.

Tabulka 8 Vypoctené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich SL. Vysvétlivky
pouzitych symboll viz kapitola 3.3.8.

oL c R Q S S, L1,
Datum ug/! ug/! % ug/!
odbéru
2.5. 29 11 0,148 5 17 6
15.5. 27 6 0,485 3 10 3
29.5. 26 11 0,190 5 17 6
5.6. 33 11 0,597 5 15 6
13.6. 36 27 0,061 11 31 14
19.6. 56 6 0,506 3 5 5
26.6. 46 13 0,110 6 12 7
3.7. 53 14 0,190 6 11 7
10.7. 83 23 0,339 10 12 12
17.7. 138 26 0,168 11 8 13
24.7. 81 40 0,156 17 21 21
1.8. 101 24 0,304 10 10 12
6.8. 70 31 0,129 13 19 16
14.8. 185 76 0,338 32 17 39
21.8. 78 34 0,158 14 19 17
28.8. 253 78 0,288 33 13 40
4.9, 290 74 0,051 31 11 38
11.9. 269 63 0,347 27 10 32
18.9. 117 62 0,008 26 22 32
25.9. 180 234 0,032 99 55 119
9.10. 89 16 0,318 7 8 8
23.10. 93 42 0,310 18 19 21
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Odbérové misto Sec06 vykazovalo u vzorku 6L nejvyssi koncentraci dne 4.9. 2012, podobné
jako ostatni odbéry, zatimco u vzorkt 6H a 6P byla naméiena nejvyssi koncentrace
c-fykocyaninu az 25.9. 2012, coz mohlo byt zpisobeno promisenim vody v dasledku destt a

také pozvolnym klesanim sinic na vodni dno na konci sezony.

Tabulka 9 Vypoétené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 6L. Vysvétlivky
pouzitych symbolil viz kapitola 3.3.8.

6L ¢ R Q S S, Li>
Datum ug/! ug/l % ug/l
odbéru
2.5. 28 13 0,306 6 20 7
15.5. 25 6 0,160 3 10 3
29.5. 27 11 0,269 5 17 5
5.6. 29 14 0,300 6 21 7
13.6. 40 18 0,101 8 20 9
19.6. 36 8 0,190 3 10 4
26.6. 47 18 0,368 8 16 9
3.7. 60 9 0,400 4 6 5
10.7. 54 14 0,083 6 11 7
17.7. 135 28 0,363 12 9 14
24.7. 99 14 0,000 6 6 7
1.8. 91 33 0,123 14 15 17
6.8. 70 20 0,565 8 12 10
14.8. 108 23 0,062 10 9 12
21.8. 58 30 0,172 13 22 15
28.8. 180 105 0,066 44 25 53
4.9. 263 77 0,053 32 12 39
11.9. 224 38 0,090 16 7 19
18.9. 132 279 0,015 118 90 142
25.9. 142 27 0,000 11 8 14
9.10. 114 90 0,051 38 33 46
23.10. 60 16 0,081 7 11 8
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Tabulka 10 Vypoctené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 6H. Vysvétlivky
pouzitych symbolt viz kapitola 3.3.8.

6H ¢ R Q s S, Ly,
Datum ug/! ug/!l % ug/!
odbéru
2.5. 33 13 0,330 5 16 6
15.5. 31 12 0,557 5 16 6
29.5. 31 12 0,021 5 17 6
5.6. 26 10 0,377 4 17 5
13.6. 26 13 0,167 6 21 7
19.6. 21 16 0,046 7 31 8
26.6. 27 13 0,031 5 20 6
3.7. 34 15 0,207 6 19 8
10.7. 103 22 0,355 9 9 11
17.7. 35 19 0,178 8 23 10
24.7. 33 9 0,517 4 12 5
1.8. 34 13 0,407 6 17 7
6.8. 39 20 0,131 9 22 10
14.8. 38 5 0,000 2 6 3
21.8. 29 13 0,397 6 19 7
28.8. 42 10 0,371 4 10 5
4.9, 39 32 0,160 13 34 16
11.9. 65 22 0,452 9 14 11
18.9. 55 95 0,161 40 72 48
25.9. 146 118 0,008 50 34 60
9.10. 90 37 0,132 16 17 19
23.10. 34 24 0,191 10 30 12
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Tabulka 11 Vypoctené hodnoty koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich 6P. Vysvétlivky
pouzitych symbolil viz kapitola 3.3.8.

6p ¢ R Q s S, Ly,
Datum ug/! ug/!l % ug/!
odbéru
2.5. 29 16 0,351 7 22 8
15.5. 30 10 0,350 4 15 5
29.5. 36 2 0,273 1 3 2
5.6. 29 9 0,467 4 13 4
13.6. 29 11 0,497 5 16 6
19.6. 30 14 0,243 6 20 7
26.6. 28 6 0,102 3 10 3
3.7. 31 15 0,267 7 21 8
10.7. 37 4 0,018 2 4 2
17.7. 36 11 0,158 4 13 5
24.7. 31 13 0,247 5 17 6
1.8. 35 6 0,129 3 7 3
6.8. 43 12 0,282 5 12 6
14.8. 32 16 0,490 7 21 8
21.8. 31 3 0,109 1 5 3
28.8. 36 5 0,192 2 7 5
4.9, 43 71 0,162 30 70 36
11.9. 67 28 0,114 12 18 14
18.9. 53 70 0,031 30 56 36
25.9. 101 40 0,065 17 17 21
9.10. 101 62 0,193 26 26 32
23.10. 47 35 0,024 15 32 18

3.4.4 Srovnani zméfeného mnozstvni c-fykocyaninu s hodnotami namérenymi

Vv laboratofri statniho podniku Povodi Labe Hradec Kralové

3.4.4.1 Porovnani stanoveného mnoZstvi c-fykocyaninu s mnozZstvim chlorofylu-a v

prirodnich vzorcich

Porovnanim naméfenych hodnot koncentrace c-fykocyaninu ve vzorcich odebiranych na
nadrzi Se¢ od kvétna do fijna 2012 (ptiloha 1) s hodnotami koncentrace chlorofylu-a v téchto
vzorcich naméfenymi laboratofi statniho podniku Povodi Labe (pfiloha 2), byla zjisténa
vzajemna zavislost téchto dvou koncentraci. Hodnoty koncentrace chlorofylu-a, které ukazuji
jak na pfitomnost sinic, tak i fas, zacaly vzrlstat jiz v poloviné Cervence, které nasledné

poklesly v dusledku nizsich teplot a zvySeného mnozstvi destovych srazek (viz piiloha 5) a
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nasledné opét zaCaly vzrlstat ve stejném obdobi, ve kterém vzrlstala i koncentrace
c-fykocyaninu. Nejprve se tedy v nadrzi Se¢ v prubéhu ¢ervence 2012 zvySovalo mnozstvi fas
a teprve ve druhé poloviné srpna 2012 se zacaly rapidné mnozit sinice.

Hmotnostni pomér fykocyanin/chlorofyl pro A. cylindrica stanovil Lee et al. na 5,9:1 (23).
Tento pomér vSak nelze pouzit pro ostatni druhy sinic. V naSem piipadé 2z néj lze pouze
vycist, ze koncentrace fykocyaninu v sinicich je vyss$i nez koncentrace chlorofylu, coz také
odpovida porovnani grafu ¢asového pribe¢hu koncentrace c-fykocyaninu (piiloha 1) s grafem

casového pribéhu koncentrace chlorofylu-a (ptiloha 2).

3.4.4.2 Porovnani stanoveného mnozstvi c-fykocyaninu s vysledky stanoveni celkového

dusiku v pfirodnich vzorcich

Z grafu Casového prub&hu celkového dusiku v nadrzi Se¢ (piiloha 3), stanoveni celkového
dusiku bylo provedeno v laboratofi statniho podniku Povodi Labe Hradec Kralové, je ziejmé,
ze jeho hodnoty témét konstantn€ klesaly a ve druhé polovin€ zafi se zacaly ustalovat,
zatimco hodnoty koncentrace c-fykocyaninu pozvolna stoupaji a od druhé poloviny zaii se
postupné snizuji. Z toho vyplyva, ze mnozeni sinic neni zavislé na obsahu dusiku
rozpusténého ve vodé, v obdobi ubytku dusiku z vody tedy sinice do svych bunék fixovaly

vzdu$ny dusik.

3.4.4.3 Porovnani stanoveného mnozstvi c-fykocyaninu s vysledky stanoveni celkového

fosforu v pi¥irodnich vzorcich

Linie grafu Casového prubéhu celkového fosforu v nadrzi Se¢ (piiloha 4), stanoveni
celkoveho fosforu bylo provedeno v laboratofi statniho podniku Povodi Labe Hradec Kralové,
se téméf shoduje s grafem ¢asového prubehu koncentrace c-fykocyaninu (pfiloha 1). Nejvyssi
hodnoty celkového fosforu v nadrzi bylo dosazeno tyden pied naméfenim maximalni
koncentrace c-fykocyaninu v nadrzi. Tento pfirtstek zivin zpusobil rozvoj vodniho kvétu v

nadrzi Sec.
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4 Zavér

V ptirod¢ se vyskytuje mnoho druht sinic, je pravdépodobné, ze nckteré druhy prozatim
nebyly objeveny. Nejéastéji se ve vodach vyskytuji sinice rodu Microcystis, které také Casto
tvoii vodni kvét. Vroce 2012 byly na vodnim dile Se¢ prevladajici sinice z rodu
Woronichinia a Microcystis.

Sledovani vodniho kvétu bylo provedeno meéfenim rtiznych parametrd vody in situ a
laboratornim stanoveni c-fykocyaninu Mnozstvi c-fykocyaninu v ptirodnich vodach se
stanovuje multiparametrickou sodnou se zabudovanym fluorimetrem, nebo v laboratofi.
Metodika upravy odebranych piirodnich vzorki pro stanoveni koncentrace c-fykocyaninu
byla testovana pfi riznych vstupnich podminkach. Byla vybrana nejvhodnéjsi metoda upravy,
pii které se v dusledku skladovani piili§ nesnizoval obsah c-fykocyaninu ve vzorcich, coz
byla metoda, pii které se odebrané pfirodni vzorky zamrazily, a po rozmrazeni byl ptidan
10 % methanol.

Koncentrace c-fykocyaninu v pfirodnich vzorcich byla stanovena fluorimetricky. Nasledné
byla porovnana s hodnotami koncentrace chlorofylu-a, celkového dusiku a celkového fosforu,
které byly naméteny akreditovanou laboratoii Povodi Labe Hradec Kralové.

Byla pozorovana neptima zavislost obsahu c-fykocyaninu na obsahu chlorofylu-a ve vzorcich
ptirodnich vod, jelikoz c-fykocyanin je obsazen pouze v buiikach sinic, zatimco chlorofyl-a je
obsazen v bunkach sinic i fas, tedy nardst koncentrace chlorofylu-a pfimo nesouvisi
S nartistem sinic v nadrzi. Byla potvrzena zavislost vyskytu sinic na obsahu fosforu ve vodé.
Zavislost vyskytu sinic na obsahu dusiku ve vodé nebyla potvrzena.

Vyzkum bude probihat i v roce 2013 a nasledné budou porovnany namétené hodnoty s

vysledky méteni z roku 2012.
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chlorofyl A (ug/l)
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Ptiloha 2 Casovy pribéh koncentraci chlorofylu-a v nadrzi Se¢ (kvéten - fijen 2012) (15)

Dusik celkovy (mgll)

0,5
o} T T T T T T
214 115 315 20.6 10.7 30.7 19.8 8.9 28.9 18.10
datum
~8—1l —8—2H —8—3L —8—4L —e—4H 5L ~®—6L —@=6H —@=6P

Piiloha 3 Casovy priibéh stanoveni celkového dusiku v nadrzi Se¢ (kvéten - ¥jen 2012) (15)
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Piiloha 4 Casovy pribéh stanoveni celkového fosforu v nadrzi Se¢ (kvéten - ¥jen 2012) (15)
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Piiloha 5 Casovy priibéh teplot vzduchu a destovych srazek v okoli nadrze Se¢ (kvéten -

Hjen 2012) (15)
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