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Chlorofyl-a

> ve vodnim prostredi pritomen v rasach, sinicich, ale i v
makrofytecﬁ

> Udaj o jeho koncentraci se vyuziva jako mira pro
mnozstvi pritomného fytoplanktonu

> rlzné metody stanoveni

— spektrofotometricky po extrakci (réiznymi Cinidly - etanol,
aceton, metanol)

— spektrofotometricky in vivo (navrh nové EN normy)
— in-situ fluorescencni sondy
— HPLC

> v provozni praxi predevéim CSN ISO 10260 — Jakost
vod — MéfFeni biochemickych ukazatell -
Spektrofotometricke stanoveni koncentrace chlorofylu-a

— rutinné v nekolika desitkach laboratori (podniky povodi,
zdravotni ustavy, nektere vodarny a jine provozni laboratore)

Statni
zdravotni
ustav




chiorofyl-a (pg/l)

chiorofyl-a (pug/1)

—
o

0

Vysledky MPZ 2007 - 2009

2007

120 4

100 +

0 I|||| || |||| |||||

601 623 463 903 5490 729 627 641 631 616 611 619 843 625 600 837 608

& 8

(=]

kod Gcastnika

2008

4
+
+ :
l}
+
+
A v - - - v v v v v v v v 4

946 631 1002 977 727 834 95 837 943 619 596 96 812
kéd ucastnika

chiorofyl-a (pug/1)

chlorofyl-a (pg/1)

20
18
16
14
12

o N & O

160
140
120
100

8

20

2009 - nizsi

4
+
+
+
t
‘
'
LB BN B B B B EN.R.BR.B.R.B..._».

412 11101106 592 160 183 1112 586 1109 165 189 205 1107 482 823
kod Gcastnika

2009 - vyssi

i

412 11101106 592 160 183 1112 586 1109 165 189 205 1107 482 823
kod ucastnika



Postup

> filtrace (obvykle 0,1 - 2 litry vzorku)

— sklenéna vlakna, zachyt nad 1um

» extrakce v 90% etanolu

— filtr roztrepat

— vodni lazen pri 75°C po dobu 5 min (varianta B)
> vycisteni extraktu

— centrifugace nebo filtrace
> meéreni pri 665 a 750 nm

> meéreni pri 665 a 750 nm po okyseleni HCI
(korekce na feopigmenty)

> vypocet (vysledky v ug/l) dle znamych
vlastnosti chlorofylu-a

Vhodnou volbou objemu vzorku, etanolu a optické

statml, dréhy kyvety lze mérit chl-a v riznych
Zdravi /J v s s s
dstav koncentracnich urovnich




Snad aspon trochu zajimava odbocka
Odbeér — problem heterogenity

> stanoveni chlorofylu-a podle CSN ISO
10260 se snaze vyporada (ve srovnani s
mikroskopickou kvantifikaci) s velkymi
organismy typu kolonialnich sinic, ALE...
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0-30cm chlorofyl-a
213 g/l

0-30cm chlorofyl-a
42 ug/l

Vodni kvét Microcystis ichthyoblabe v srpnu 2008 na Hostivati. Cisla ukazui
rozdily v koncentraci chlorofylu-a standardné odebraného z profilu 0-30 cm.




Jak muze ovlivnit nahodny zachyt
1 kolonie vysledek?

> mereni chlorofylu-a v koloniich sinic na
dvou prazskych koupalistich ve volne
prirodé (Hostivar a Seberak 2008 - 2010)

>V roce 2010 rozsireno i na dalsi
organismy
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Kolonie Microcystis aeruginosa odebrané 7.10.2009 na Seberéku. Cisla u kolonii
znamenaji koncentraci chlorofylu-a. Priimér bilého vicka je 4 cm.



Aphanizomenon flos-aguae




Aphanizomenon flos-aguae (Seberadk 24.8.2010) - 350 ug chl-a v kolonii -
koncentrace v nadrzi byla 5 ug/I.
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lokalita problémovy organismus 1 kolonie, voda 2 | vzorkovnice

rostlina, fragment s 1 Castici

Hostivar, Microcystis ichthyoblabe | az 38ug

2008 150 pg/I 169 ug/I

Seberak, Microcystis ichthyoblabe | aZ 350 ug

2008 v kolonii 221 pg/l 396 pg/l

Seberak, Microcystis aeruginosa az 200 ug

2009 v kolonii 158 pg/I 258 g/l

Seberak, Aphanizomenon flos- az 350 ug

2010 aguae v kolonii 5 g/l 180 pg/l

Seberak, okrehek primérné 1,2 pg

2010 23 ug/l 23,6 ug/l

Seberak, fragmenty ras 8,1ug na 6,3 cm

2010 Hydrodictyon dlouhy fragment 7,7 ug/ 11,8 pg/!




Otazky

— Jak
byc

byc

MPZ 2010 - dotaznik

— Setkali jste se nékdy pri stanoveni chlorofylu-a
s tim, ze ve vzorku plavaly kusy vlaknitych
zelenych ras nebo vodnich makrofyt (napr.
okrehku)?

byste takovy vzorek zpracovali (nevSimali
nom si toho; zminene organismy bychom ze

vzorku pred zpracovanim odstranili; stanoveni

hom provedli s nimi, ale poznamenali bychom

to ¢
Odpoveédi

Statni i o
zdravotni organismu bylo

ustav

o protokolu; a jiné)?
(pouzitelnych 7)

— 5x nesetkali, 2x setkali

— 2x odstranili, 2x nechali, 2x zpracovali s i bez a
1x by se rozhodli podle toho, kolik by tam téch



A ted’ uz opravdu do laboratore...
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Voda ve filtrech

> norma uvadi, Ze se filtr vysusi sanim, aletosi @ 6 /'
kazdy mUze predstavovat jinak

typ filtru WHATMAN GF/B | WHATMAN GF/C
i prdmeér 47mm pridmeér 47mm
hmotnost vody ve filtru 1,33 ¢ 0,56 g
fi 10 ml

procento | i 11,8 % 53 9

zbytkové —

Vody na pri 20 ml 62 % 5 7 04

celkovém extraktu ' )

objemu pfi 25 ml . ]

extraktu extraktu 3,1 % 2,2 %

> zbytkova voda ve filtru znamena podhodnoceni vysledku
(netyka se extrakcni varianty A)
sl > podhodnocuiji vsSichni (vzdy néjaka voda zlstane)

zdravotni

el > nizSi koncentrace etanolu v extr. Cinidle nez 90%
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Nedokonala extrakce
(nezamysleny experiment pri zacviku
NOVE pracovnice)

O 1. méreni
W opakovani

=
—
U1

0,1

=
o
U




Statni
zdravotni
ustav

Skladovani extraktu
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cas skladovani extraktu v hodinach
m4°C, tma m22°C, tma [122°C, svetlo




Extrakce — vliv extrakcni nadoby
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C. Doba extrakce v plastovych
,falkonkach"™ (priklad zelené rasy)

49,0 48,2
B chlorofyl-a
1 feopigmenty
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15 min 5 min; druhy den
délka extrakce v lazni

W Budou se stejné chovat i jiné organismy (napf.
zdravotni Velke kolonle SII’]IC)?

ustav




> Absorbance by méla byt v
intervalu od 0,01 do 0,8

> Pomeérne casto je v ramci MPZ
uvadéna absorbance >0,8

> Nékterée laboratore pravidelne
uvadeéji hodnoty nizsi nez 0,1,
coz je sice pripustné, ale
zvysuje se vliv nahodné

fluktuace
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Okyselovani extraktu

> Zkouseno na extraktu s absorbanci pri 665
nm 0,125 / 1 cm optickeé drahy kyvety

—o— 2l HCI na 10ml extraktu
-=--4ul HCl na 10ml extraktu
—= - 6l HCl na 10ml extraktu
—o- - 8ul HCl na 10ml extraktu
—— 10ul HCl na 10ml extraktu
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Statni cas od okyseleni (min)
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> Z metodickych predpisl neni jasné, jak
provest odbéry pro stanoveni chlorofylu-a (a
pro mikroskopii) v pripade vyskytu ojedinélych
velkych kolonii sinic, fragment{ vlaknitych ras,
okrehku, ani jak s takovymi vzorky nakladat v
laboratori

> Domnivame se, ze ze zkoumanych faktord
ovliviujicich mezilaboratorni variabilitu je
nejvyznamnéjsi promeénlivy obsah vody ve
filtrech a nedostatecné provedena extrakce
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Projekt TA CR

> Projekt Technologické agentury CR
~,Nove metodické pristupy pro kontrolu a
hodnoceni povrchovych vod ke koupani®

— optimalizace mikrobiologickych metod,
stanoveni sinic (a fytoplanktonu obecné) a
metod hodnoceni (analyza rizik, QMRA, ...)

— doba reseni 2011-2013
— VUV TGM, SZU, Consygen
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Kazda metoda ma své mouchy
( a je jich vzdycky vic, nez si myslime)
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Prezentovano s podporou projektu Technologlcke agentury CR ,Nové metodické pristupy pro |
kontrolu a hodnoceni povrchovych vod ke koupani“; evidencni ¢. TA01020675
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