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Ročńık 6
Experimentálńı bonus

Miĺı řešitelé, v letošńım ročńıku se pod́ıváme na biotesty. Stejně jako v letech
předchoźıch neńı samotná experimentálńı část př́ılǐs časově náročná, je ale
d̊uležité myslet na to, že bude chv́ıli trvat, než semena nakĺıč́ı (7 dńı) a poté
bude třeba źıskaná data zpracovat a vyhodnotit. Z tohoto d̊uvodu neńı vhodné
nechávat řešeńı úlohy na posledńı chv́ıli, naopak doporučuji si řešeńı dopředu
promyslet a naplánovat.

Monika Kuncová (e-mail: kuncovamoni@seznam.cz)

Zárodky problémů 50 bod̊u

Teoretická část 8,5 bod̊u

Zamysleli jste se někdy nad t́ım, jaké látky denně vyléváme do umyvadel či záchodu?
Nemohly by zp̊usobovat problémy v životńım prostřed́ı (dále ŽP)? Zachyt́ı čističky od-
padńıch vod veškeré potenciálńı škodliviny? Pojd’me si tyto otázky (a mnohé daľśı) po-
stupně zodpovědět.

Možná, že vás při čteńı úvodu zaujal pojem biotesty. Tyto testy byly vytvořené proto, aby
dávaly člověku lepš́ı přehled o (ne)bezpečnosti látek a jejich účinćıch na dané organismy.
Má to ale háček – v př́ırodě na organismy nep̊usob́ı látky jednotlivě, ale jako koktejl
(kombinace) mnoha deśıtek chemických substanćı, které maj́ı odlǐsné účinky na r̊uzné
druhy organismů. Efekt koktejlu látek se může měnit s druhem zastoupených látek i s
jejich koncentraćı, proto je nemožné otestovat účinky všech látek na ŽP.

Aby si přesto mohli lidé udělat hrubou představu, snaž́ı se co nejv́ıce přizp̊usobit podobu
test̊u podmı́nkám v př́ırodě. Zpravidla proto do testováńı zahrnuj́ı organismy ze všech
tř́ı trofických úrovńı (producenty, konzumenty a destruenty), aby ověřili, jak daná látka
(směs látek) p̊usob́ı na r̊uzné druhy organismů. Daľśım kritériem je délka trváńı expozice.
Biotesty můžeme rozdělit na akutńı, semiakutńı (semichronické) a chronické. Akutńı bio-
testy se zpravidla použ́ıvaj́ı na hodnoceńı letality a trvaj́ı v rozmeźı několika málo hodin či
dn̊u - obvykle 24 h, př́ıpadně 48 h až 96 h. Chronické biotesty trvaj́ı dny, týdny až měśıce
a hodnot́ı neletálńı efekty. Důležité je si také předem ujasnit počet zapojených druh̊u
(jde-li o biotesty jednodruhové či v́ıcedruhové) a na jaké úrovně biologických systémů bi-
otest ćıĺı. (buněčné a tkáňové kultury in vitro, terénńı experimenty, mikro/mezokosmos,
populace, intaktńı živý organismus, . . . ) Jinak budou designované testy mortality, r̊ustové
testy či reprodukčńı testy, také typ vzorku a matrice může výrazně ovlivnit výsledky a
jejich interpretaci. Proto je d̊uležité si vše předem pořádně promyslet, naplánovat a mı́t
jasno, co kdy a proč děláte.

Pro možnost porovnáńı účink̊u látek byly vytvořeny standardizované testy, jejichž výsledky
jsou objektivńı a reprodukovatelné (opakovatelné). Standardizaćı se zabývaj́ı mnohé or-
ganizace, např. ISO (International Standardization Organization), OECD (Organization
for Economic Cooperation Development) nebo ČSN (Česká státńı norma).

V letošńım experimentálńım bonusu se pod́ıváme na biotest s hořčićı b́ılou (Sinapis alba)
a na pěti vzorćıch si budeme demonstrovat reakci organismu vystaveného r̊uzným che-
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mickým látkám. Jedná se o biotest zjednodušený a upravený do domáćıch podmı́nek
vycházej́ıćı ze standardizovaného biotestu.

1. Najděte na stránkách OECD (Organization for Economic Cooperation Development)
č́ıslo a název směrnice, podle které si mysĺıte, že byl zpracován standardizovaný biotest,
ze kterého vznikl letošńı experimentálńı bonus. [0,5 b]

2. Zamyslete se a uved’te alespoň 2 výhody a 2 nevýhody standardizovaných biotest̊u. [2 b]

V př́ırodńıch vědách se vyčleňuj́ı dvě vědy, které se zabývaj́ı toxickými účinky látek,
toxikologie a ekotoxikologie. Tyto dva zdánlivě podobné pojmy lidé často zaměňuj́ı, je
ale d̊uležité si v nich udělat jasno. Záměna těchto dvou pojmů může zp̊usobit špatnou
interpretaci výsledk̊u, které se dále š́ı̌ŕı jako dezinformace, což může mı́t v extrémńıch
př́ıpadech až fatálńı následky.

3. Uved’te alespoň 5 konkrétńıch rozd́ıl̊u mezi toxikologíı a ekotoxikologíı. [2,5 b]

Při testováńı léčiv docháźı k nesčetnému testováńı vlivu př́ıpravku na lidské zdrav́ı. Přes
všechny snahy výzkumńık̊u se ale může stát, že nežádoućı účinky mohou udeřit tam,
kde by je nikdo nečekal. Jako př́ıklad si uved’me situaci s jistým léčivem, které se v 90.
letech v Asii použ́ıvalo pro zmı́rněńı bolesti hospodářských zv́ı̌rat, což mělo pozitivńı
dopad např. na produkci mléka. Pokud ale zv́ı̌re, ošetřované t́ımto př́ıpravkem, zahynulo
a farmář nezajistil jeho odklizeńı z pastviny, stalo se potravou pro supy. V d̊usledku
pož́ıráńı takové potravy se populace sup̊u sńıžila během 10 let z 300 000 na 1 000 jedinc̊u.

4. O jakou účinnou látku se jednalo a v jakých př́ıpravćıch (uved’te alespoň 1 př́ıklad) ji
můžeme naj́ıt? [0,5 b]

5. Podrobně popǐste, proč měla konzumace uhynulé zvěře ošetřované př́ıpravkem s touto
účinnou látkou tak neblahý vliv na populaci sup̊u. Vyberte z nab́ızených možnost́ı orgánových
toxicit tu, která odpov́ıdá nejv́ıce zasažené orgánové soustavě u sup̊u: hepatotoxicita; neu-
rotoxicita; nefrotoxicita; hemotoxicita; imunotoxicita. [1 b]

6. Najděte, nastudujte si a ve stručnosti popǐste libovolnou př́ıpadovou studii, kdy došlo po
zavedeńı testované látky do oběhu k zásahu do ekosystému, poklesu populace organismů
či defekt̊um plod̊u. [2 b]

Vı́ce teoretické části po experimentu . . .
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Experimentálńı část 31 bod̊u

Nyńı si již dostáváme k samotné experimentálńı části. Než začnete řešit, projděte si tipy
k řešeńı, měly by vám pomoci s př́ıpravou na experiment.

Tipy a triky od autorky:

∙ Mějte přehled

∘ Před samotným řešeńım si několikrát pročtěte zadáńı a ujistěte se, že v́ıte, co a
proč děláte.

∙ Doč́ıtejte zadáńı do konce

∘ Čtěte pozorně, at’ se zbytečně nepřipravujete o bod́ıky, byla by to škoda.

∙ V klidu a včas

∘ V rámci řešeńı se po vás, kromě založeńı a vyhodnoceńı experimentu, očekávaj́ı
výpočty koncentraćı a vhled do problematiky, nechte si proto na řešeńı potřebné
množstv́ı času. Výrazně nedoporučuji zač́ınat později než týden před deadlinem
(šibeničńı, leč teoreticky zvládnutelné), raději dř́ıve! Minimalizujete tak chyby z
nedostatku času či stresu.

∙ Uvádějte postupy

∘ U výpočtu koncentraćı se co nejv́ıc rozepisujte, v př́ıpadě chyby v postupu vám to
může vynést alespoň část bod̊u.

∙ Usnadněte si práci

∘ Doporučuji udělat celý pokus najednou, v př́ıpadě testováńı na v́ıcero fáźı (např. je-
den den/týden p̊ulku experimentu, druhý den/týden druhou p̊ulku) by bylo potřeba
si pokaždé namı́chat novou pozitivńı kontrolu (a uvést to v tabulce)!

∙ Spoč́ıtejte si to

∘ U výpočt̊u koncentrace a ředěńı se vyplat́ı strávit krátký čas vymyšleńım vhodné
strategie a pár jednoduchými operacemi s využit́ım malého množstv́ı média se do-
stat k výsledku než spotřebovat barely destilované vody.

∙ Nebojte se ozvat či být kreativńı

∘ Experiment je designován na domáćı podmı́nky, to ale neznamená, že nemůžete
poprosit např. učitele ve škole o laboratorńı pomůcky. Nemáte-li k nim př́ıstup, nic
se neděje, zapojte hlavu a využijte, co máte po ruce.

∙ Hĺıdejte si deadline

∘ Nezapomeňte odevzdat své řešeńı. Nevad́ı, nebude-li kompletńı či bezchybné, d̊uležité
je si to zkusit. ,

Přeji vám hodně zdaru, již ted’ se těš́ım na vaše řešeńı. ,
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Seznam potřebných pomůcek a materiálu

∙ Semı́nka hořčice b́ılé (Sinapis alba) – celá, nemořená

∘ Nemořená hořčice neńı kořeńı ze supermarketu, lze sehnat v zahradnických potřebách,
některých květinářstv́ıch, obchodech se zdravou výživou či na internetu pod hesly
hořčice k set́ı, hořčice ke kĺıčeńı či zelené hnojeńı.

∙ Filtračńı paṕır

∙ Petriho misky

∘ Jako alternativu můžete použ́ıt sterilńı v́ıčka od zavařovaćıch sklenic, které před
kultivaćı uzavřete potravinářskou fólíı.

∙ Permanentńı fix na popisováńı vzork̊u

∙ Lžička/pinzeta/párátko

∘ Slouž́ı k dostáńı semı́nek na filtračńı paṕır. Osvědčila se mi čajová lžička v kombinaci
s pinzetou/párátkem.

∙ Odměrné nádoby

∘ Nejlepš́ı by byly malé odměrné válce. Nemáte-li je k dispozici, použijte alternativy
dle možnost́ı (kapátka, skleničky s ryskami, . . . ).

∙ Nádoby na ředěńı vzork̊u

∙ Nádoba na odpad

∘ Dobře poslouž́ı např. keĺımek od jogurtu.

∙ Podkladový černý paṕır

∙ Prav́ıtko či milimetrový paṕır

∙ Destilovaná voda

∘ Dopředu si naplánujte a spoč́ıtejte potřebné množstv́ı dle možnost́ı ředěńı (citlivosti
odměrného nádob́ı). Nemělo by být potřeba využ́ıt v́ıce než 2 l destilované vody
včetně započ́ıtané rezervy, při chytrém ředěńı vám postač́ı i pouhého 0,5 l.

∙ Technický ĺıh

∘ V př́ıpadě nouze lze využ́ıt destiláty, nikoliv ale alkoholické nápoje neznámého
obsahu ethanolu!

∙ Tableta paralenu

∙ Jar či jiný detergent

∙ Vaše obĺıbená káva s kofeinem

∙ Chemikálie na otestováńı dle vlastńı volby
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Př́ıprava vzork̊u

Médium
Jako médium použijeme destilovanou vodu. Bude sloužit k nabobtnáńı semen a ředěńı
roztok̊u.

Negativńı kontrola (NK)
Negativńı kontrola slouž́ı jako ukazatel vývinu organismu bez použit́ı potenciálně škodlivých
látek. Ukazuje nám tedy, jak by se organismus vyv́ıjel za standardńıch podmı́nek. Použijeme
destilovanou vodu.

Pozitivńı kontrola (PK)
K ověřeńı negativńıho dopadu látky na organismy použijeme technický ĺıh (ethanol). PK
vytvoř́ıme celkově 3, jmenovitě p̊ujde o 1% roztok, 0,5% roztok a 0,25% roztok ethanolu.
V př́ıpadě použit́ı jiné látky s obsahem ethanolu to nezapomeňte uvést ve svém řešeńı,
tzn. vždy uvádějte základńı roztok, ze kterého poč́ıtáte koncentrace! Jako alternativu
můžete použ́ıt destiláty (doporučuji však technický ĺıh), nikoliv pivo!

Vzorek 1 – léčivo
Dopad léčiv na živé organismy si budeme demonstrovat na tabletce Paralenu. K po-
kusu využijeme vzorky o koncentraci 0,500 mg/L1, 0,250 mg/L a 0,125 mg/L. Součást́ı
řešeńı bude také výpočet koncentrace potřebné k źıskáńı těchto roztok̊u z tablety (můžete
vycházet i z poloviny tablety, podař́ı-li se vám ji přep̊ulit na stejné poloviny).

Vzorek 2 – detergent
Nejprve si vytvořte základńı roztok – 1 kapka detergentu ve 100 ml média. K samotnému
testováńı použijeme 1% roztok, 0,5% roztok a 0,25% roztok základńıho roztoku. Součást́ı
řešeńı bude opět výpočet koncentrace. Poč́ıtejte s danou teoretickou hmotnost́ı: 1 kapka =
0,047 g.

Vzorek 3 – kofein
Posledńım ze zadaných vzork̊u bude vzorek kofeinu. Základńım roztokem bude šálek vaš́ı
obĺıbené kávy. Vytvořte 1% roztok, 0,5% roztok a 0,25% roztok z kávy ke vzorkováńı. Pro
výpočet koncentrace kofeinu ve vzorćıch použijte informace na obalu kávy, nakupujete-li
v bezobalovém obchodě či na kávě neńı uveden obsah kofeinu, použijte přiloženou tabulku
(viz př́ıloha na konci) nebo jiné tabulky z internetu či literatury. Zdroj koncentrace pro
výpočet zdokumentujte (foto / print screen / odkaz).

Vzorek 4 – vlastńı výběr
Závěrečný vzorek bude ve vaš́ı režii. Zamyslete se nad chemikáliemi, které byste rádi otes-
tovali či nad látkami, které často použ́ıváte. Nebojte se popustit uzdu fantazii. Součást́ı
řešeńı bude mikroúvaha, proč jste si vybrali tuto látku (č́ım vás zaujala a jaký výsledek
(inhibice/stimulace) byste pravděpodobně očekávali) a výpočet ředěńı (koncentrace ne-
povinná). Možné př́ıklady pro inspiraci: kyselina citrónová, kyselina octová, jedlá soda,
vývar z těstovin, voda po malováńı temperami, močovina, odtoková voda z pračky, . . .

1Koncentrace odpov́ıdaj́ıćı 0,500 mg tablety rozpuštěné v litru destilované vody (chytře řed’te).

6
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Postup při zakládáńı pokusu

Pokud máte k dispozici dostatečné množstv́ı Petriho misek, použijte je. V opačném
př́ıpadě nab́ıźım alternativu ve formě v́ıček od zavařovaćıch sklenic (doporučený pr̊uměr
v́ıčka je 8 - 9 cm).
V rámci řešeńı bude bodovaný i postup - u každého vzorku nafot’te vzorek než jej ulož́ıte
ke kultivaci a poté při vyhodnocováńı (1 vzorek = 2 fotografie). Tyto fotografie vložte do
svého řešeńı k výpočtu koncentrace (u vlastńıho vzorku k ředěńı) daného vzorku.

Př́ıprava materiálu a sterilizace nádob́ı

∙ Petriho misky pečlivě umyjte, nechte uschnout
vnitřńı stranou dol̊u na savém materiálu, otřete
ethanolem a nechte jej odpařit.

∙ V př́ıpadě v́ıček od zavařovaćıch sklenic je
minimálně 30 minut povařte ve vodě (kovové
předměty nelze dávat do mikrovlnné trouby).

∙ U jiných alternativ postupujte dle materiálu – plastové či skleněné misky přes noc
ponořte do 10% roztoku Sava a poté opláchněte destilovanou vodou.

Namočeńı semı́nek v kultivačńım médiu

∙ Alespoň 20 minut před sázeńım na misky naložte
semı́nka do kultivačńıho média.

∙ Pro šetřeńı času doporučuji namočit semı́nka
před ředěńım roztok̊u.

Popsáńı misek a vložeńı filtračńıho paṕıru

∙ Na každou misku/v́ıčko napǐste datum založeńı
experimentu, název vzorku a jeho koncentraci
(např. 1. 12. 2021, léčivo, 0,500 mg/L).

∙ Pro přehlednost si sjednot’te značeńı.

∙ Do misek vložte nastř́ıhaná kolečka filtračńıho
paṕıru tak, aby pokrývala většinu plochy dna a
zároveň se nekrčila. (kolečka nastř́ıhejte o pár milimetr̊u v pr̊uměru menš́ı než je dno
misky/v́ıčka, ve kterém zakládáte experiment).

Př́ıprava roztok̊u

∙ Nařed’te si roztoky viz sekce Př́ıprava roztok̊u.

∙ Do každé misky/v́ıčka nalijte 5 ml př́ıslušného
roztoku.

∙ Dejte si pozor, aby se roztok v Petriho misce /
v́ıčku shodoval s popiskem na v́ıčku!
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Semı́nka

∙ Do každé misky vložte 10 semı́nek.

∙ Dávejte pozor na ředěńı!

∘ Při přendáváńı semı́nek do misek nej-
prve přeneste semı́nka na savý materiál
(paṕırovou utěrku, kapesńık, toaletńı paṕır)
a po krátkém odkapáńı jednotlivě přeneste na
misku.

∘ Pokud byste nalili semı́nka do připravených misek včetně kultivačńıho média,
docházelo by pak k nechtěnému ředěńı roztoku v miskách a t́ım byste si zkreslovali
výsledky experimentu.

Uzavřeńı misek a kultivace

∙ Zavřete Petriho misky / zapečet’te v́ıčka od
zavařovaćıch sklenic potravinovou fólíı a odneste
je na tmavé mı́sto s cca 20 °C (šupĺık, skř́ıň, kra-
bice, . . . ).

∙ V př́ıpadě menš́ıho počtu misek či použit́ı v́ıček
od sklenic je potřeba zakrýt misku/v́ıčko potra-
vinovou fólíı, aby nedocházelo k odparu roztoku.

Vyhodnoceńı

∙ Po sedmi dnech otevřete misky a změřte veli-
kost koř́ınk̊u od hypokotylu (prvńıho stonkového
článku mezi kořenem a dělohami) včetně po
kořenovou čepičku.

∙ Nemá-li vykĺıčené semı́nko hypokotyl, zapǐste
do tabulky hodnotu 0, nevykĺıč́ı-li, uved’te do
poĺıčka pomlčku a tuto hodnotu vyřad’te z výpočt̊u.

∙ Doplňte tabulky (pro každý vzorek a PK zvlášt’, celkem tedy 5 tabulek) a na jejich
základě odpovězte na následuj́ıćı doplňuj́ıćı otázky.

∘ % kontroly spoč́ıtejte jako pr̊uměr délky kořene vzorku podělený pr̊uměrem kontroly.

∘ % inhibice spoč́ıtejte jako odečet % kontroly od 100 %.

∘ Tabulka k vyplněńı se nacháźı v př́ıloze na konci experimentálńıho bonusu.
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Doplňuj́ıćı otázky 10,5 bod̊u

7. Která z vámi měřených látek je nejtoxičtěǰśı? Svou odpověd’ podložte argumenty a uved’te
jej́ı hodnoty NOEC a LOEC. Do které tř́ıdy toxicity spadá dle vás nejtoxičtěǰśı a nejméně
toxický vzorek? [3,5 b]

8. Zařadili byste experimentálńı část mezi toxikologický nebo ekotoxikologický biotest? Svou
odpověd’ zd̊uvodněte. [1 b]

9. Standardńı doba biotestu s hořčićı b́ılou bývá 72 h, př́ıpadně 96 h. Zamyslete se a po-
kuste se přij́ıt na vhodné zd̊uvodněńı, proč je expozičńı doba v letošńım experimentálńım
bonusu zhruba 2x deľśı. Může to mı́t nějaké výhody či nevýhody? [1 b]

Dostanou-li se farmaka do řek, nastává problém v ŽP. Jak se tam ale dostanou v dnešńım
světě plném norem, zákon̊u a reguĺı?

10. Jaké negativńı dopady mohou mı́t léčiva ve vodách na živé organismy? Uved’te alespoň
2 př́ıklady. Jak nejčastěji se tyto látky dostávaj́ı do vod? [2 b]

11. Dokáž́ı čističky odpadńıch vod zbavit vodu veškerých potenciálně škodlivých látek? Pokud
ne, jak je to možné? Vysvětlete. [2 b]

Čist́ırny odpadńıch vod (dále ČOV) mohou být mnoha typ̊u. Rozděluj́ı se dle velikosti
a zp̊usobu čǐstěńı. Nejčastěǰśım typem použ́ıvaných ČOV v ČR je mechanicko-biologická
čist́ırna, do povědomı́ se opět dostávaj́ı také kořenové čist́ırny.

12. Přáli byste si mı́t v bĺızkosti svého bydlǐstě raději mechanicko-biologickou ČOV nebo
kořenovou čist́ırnu? Svou odpověd’ zd̊uvodněte klady a zápory daných čističek. [1 b]

Děkuji, že jste plnili letošńı experimentálńı bonus. Byla bych ráda, kdybyste si z jeho
řešeńı odnesli hlavně vhled do problematiky ŽP a možná i nějaké soft-skills. ,
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Ročńık 6
Experimentálńı bonus

Př́ıloha 1: Př́ıklad tabulky pro vyplněńı vzorku

Negativńı kontrola Vzorky %𝑣/𝑣
Koncentrace - 1 0,5 0,25
Celkem semen 10 10 10 10
Počet nevykĺıčených semen

Délka kořen̊u [cm]

Pr̊uměrná délka kořen̊u [cm]
Procento kontroly 100
Procento inhibice

Př́ıloha 2: Tabulka pro výpočet koncentrace kofeinu v kávě

Př́ıprava Serv́ıruje se (ml) Kofein (v mg) Kofein ve 100 ml
Black Insomnia 44 137 312,1
Espresso 44 77 175
Filtrovaná káva 236 210 89
Turecká káva 59 50 84,7
Flat White (2 shoty) 200 154 77
Nescafe Dolce Gusto 236 106 44,9
Cappuccino (1 shot) 354 77 43,5
Caffè Americano (1 shot) 180 64 35,5
Caffè Latte (1 shot) 473 77 32,6
Instantńı káva 236 57 24
Bezkofeinová káva 236 5 2,1

Zdroj: www.vybornakava.cz
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