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Rocnik 6
Experimentélni bonus

Mili resitelé, v letoSnim roéniku se podivame na biotesty. Stejné jako v letech
predchozich neni samotna experimentalni cast priliS casové narocéna, je ale
dulezité myslet na to, ze bude chvili trvat, nez semena nakli¢i (7 dni) a poté
bude tieba ziskana data zpracovat a vyhodnotit. Z tohoto diivodu neni vhodné
nechavat reseni tilohy na posledni chvili, naopak doporucuji si feseni dopiedu
promyslet a naplanovat.

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

Zarodky problému
Teoreticka cast

Zamysleli jste se nékdy nad tim, jaké latky denné vylévame do umyvadel ¢i zachodu?
Nemohly by zptisobovat problémy v zivotnim prostedi (ddle ZP)? Zachyti cisticky od-
padnich vod veskeré potencidlni skodliviny? Pojd'me si tyto otdzky (a mnohé dalsi) po-
stupné zodpovédét.

Mozna, ze vas pti ¢teni ivodu zaujal pojem biotesty. Tyto testy byly vytvorené proto, aby
dédvaly clovéku lepsi piehled o (ne)bezpecnosti latek a jejich téincich na dané organismy.
Ma to ale hacek — v prirodé na organismy nepusobi latky jednotlive, ale jako koktejl
(kombinace) mnoha desitek chemickych substanci, které maji odlisné ucinky na ruzné
druhy organismu. Efekt koktejlu latek se muze ménit s druhem zastoupenych latek i s
jejich koncentraci, proto je nemozné otestovat Gcinky vsech latek na ZP.

Aby si presto mohli lidé udélat hrubou predstavu, snazi se co nejvice prizpusobit podobu
testu podminkam v piirodé. Zpravidla proto do testovani zahrnuji organismy ze vSech
tif trofickych trovni (producenty, konzumenty a destruenty), aby ovérili, jak dand latka
(smés latek) pusobi na ruzné druhy organismu. Dalsim kritériem je délka trvani expozice.
Biotesty muzeme rozdélit na akutni, semiakutni (semichronické) a chronické. Akutni bio-
testy se zpravidla pouzivaji na hodnoceni letality a trvaji v rozmezi nékolika malo hodin ¢i
dnu - obvykle 24 h, piipadné 48 h az 96 h. Chronické biotesty trvaji dny, tydny az mésice
a hodnoti neletalni efekty. Dulezité je si také predem ujasnit pocet zapojenych druhu
(jde-li o biotesty jednodruhové ¢i vicedruhové) a na jaké irovné biologickych systému bi-
otest cili. (bunécné a tkanové kultury in vitro, terénni experimenty, mikro/mezokosmos,
populace, intaktni zivy organismus, ... ) Jinak budou designované testy mortality, rustové
testy ¢i reprodukéni testy, také typ vzorku a matrice muze vyrazné ovlivnit vysledky a
jejich interpretaci. Proto je dulezité si vse predem poradné promyslet, naplanovat a mit
jasno, co kdy a proc délate.

Pro moznost porovnani ucinku latek byly vytvoreny standardizované testy, jejichz vysledky
jsou objektivni a reprodukovatelné (opakovatelné). Standardizaci se zabyvaji mnohé or-
ganizace, napt. ISO (International Standardization Organization), OECD (Organization
for Economic Cooperation Development) nebo CSN (Cesk4 statn{ norma).

V letosnim experimentdlnim bonusu se podivame na biotest s hoicici bilou (Sinapis alba)
a na peéti vzorcich si budeme demonstrovat reakci organismu vystaveného ruznym che-
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mickym latkdm. Jednd se o biotest zjednodusSeny a upraveny do domécich podminek
vychazejici ze standardizovaného biotestu.

. Najdéte na strankdch OECD (Organization for Economic Cooperation Development)
¢islo a nézev smérnice, podle které si myslite, ze byl zpracovan standardizovany biotest,
ze kterého vznikl letosni experimentalni bonus. [0,5 b]

. Zamyslete se a uved'te alespont 2 vyhody a 2 nevyhody standardizovanych biotestu. [2 b]

V prirodnich védach se vyclenuji dvé védy, které se zabyvaji toxickymi ucinky latek,
toxikologie a ekotoxikologie. Tyto dva zdanlivé podobné pojmy lidé casto zaménuji, je
ale dulezité si v nich udélat jasno. Zameéna téchto dvou pojmu muze zpusobit Spatnou
interpretaci vysledku, které se dale sifi jako dezinformace, coz muze mit v extrémnich
piipadech az fatalni nasledky.

. Uved'te alespon 5 konkrétnich rozdilii mezi toxikologii a ekotoxikologii. 2,5 b]

Pti testovani 1éciv dochazi k nescetnému testovani vlivu pripravku na lidské zdravi. Pres
vSechny snahy vyzkumniku se ale muze stat, ze nezadouci uc¢inky mohou udefit tam,
kde by je nikdo necekal. Jako piiklad si uvedme situaci s jistym lécivem, které se v 90.
letech v Asii pouzivalo pro zmirnéni bolesti hospodarskych zvirat, coz mélo pozitivni
dopad napft. na produkci mléka. Pokud ale zvite, oSetfované timto pripravkem, zahynulo
a farmar nezajistil jeho odklizeni z pastviny, stalo se potravou pro supy. V dusledku
pozirani takové potravy se populace supiu snizila béhem 10 let z 300 000 na 1 000 jedincu.

. O jakou uc¢innou latku se jednalo a v jakych pripraveich (uved'te alesporn 1 pifklad) ji
muzeme najit? [0,5 b]

. Podrobné popiste, pro¢ méla konzumace uhynulé zvére oSetfované pripravkem s touto
ucinnou latkou tak neblahy vliv na populaci supu. Vyberte z nabizenych moznosti organovych
toxicit tu, kterd odpovida nejvice zasazené organové soustavé u supu: hepatotoxicita; neu-
rotoxicita; nefrotoxicita; hemotoxicita; imunotoxicita. [1b]

. Najdéte, nastudujte si a ve strucnosti popiste libovolnou pripadovou studii, kdy doslo po
zavedeni testované latky do obéhu k zasahu do ekosystému, poklesu populace organismu
¢i defektum plodi. 2 b]

Vice teoretické cdsti po experimentu . . .
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Experimentalni ¢ast

Nyni si jiz dostavame k samotné experimentalni ¢asti. Nez zacnete tesit, projdéte si tipy
k feSeni, mély by vam pomoci s pfipravou na experiment.

Tipy a triky od autorky:
e Me¢jte prehled

o Pred samotnym feSenim si nékolikrdat proctéte zadani a ujistéte se, ze vite, co a
pro¢ délate.

e Docitejte zadani do konce
o Ctéte pozorné, at se zbyteéné nepiipravujete o bodiky, byla by to skoda.
e V klidu a vcas

o V ramci teSeni se po vas, kromé zalozeni a vyhodnoceni experimentu, ocekavaji
vypocty koncentraci a vhled do problematiky, nechte si proto na feseni potiebné
mnozstvi ¢asu. Vyrazné nedoporucuji zac¢inat pozdéji nez tyden pied deadlinem
(Sibenicni, le¢ teoreticky zvlddnutelné), radéji diive! Minimalizujete tak chyby z
nedostatku ¢asu ¢i stresu.

e Uvadeéjte postupy

o U vypoctu koncentraci se co nejvic rozepisujte, v pripadé chyby v postupu vam to
muze vynést alespon ¢ast bodu.

e Usnadnéte si praci

o Doporucuji udélat cely pokus najednou, v pripadé testovani na vicero fazi (napf. je-
den den/tyden pulku experimentu, druhy den/tyden druhou pulku) by bylo potieba
si pokazdé namichat novou pozitivni kontrolu (a uvést to v tabulce)!

e Spocitejte si to

o U vypoctu koncentrace a fedéni se vyplati stravit kratky ¢as vymyslenim vhodné
strategie a par jednoduchymi operacemi s vyuzitim malého mnozstvi média se do-
stat k vysledku nez spotiebovat barely destilované vody.

e Nebojte se ozvat ¢i byt kreativni

o Experiment je designovan na domaci podminky, to ale neznamena, ze nemuzete
poprosit napft. ucitele ve skole o laboratorni pomucky. Nemate-li k nim pristup, nic
se nedéje, zapojte hlavu a vyuzijte, co mate po ruce.

e Hlidejte si deadline

o Nezapomente odevzdat své feSeni. Nevadi, nebude-li kompletni ¢ bezchybné, dulezité
je si to zkusit. ©

“ e ’ ~ e ) ~ v 7 ~ ~ v z
Pteji vam hodné zdaru, jiz ted se tésim na vase TeSeni. ©



Rocnik 6
Experimentélni bonus

Seznam potiebnych pomucek a materialu

Seminka hoicice bilé (Sinapis alba) — celd, nemotend

o Nemotena hotcice neni kofeni ze supermarketu, 1ze sehnat v zahradnickych pottebach,
nekterych kvétinarstvich, obchodech se zdravou vyzivou ¢i na internetu pod hesly
hot¢ice k seti, hotcice ke kliceni ¢i zelené hnojeni.

Filtracni papir
Petriho misky

o Jako alternativu muzete pouzit sterilni vicka od zavatovacich sklenic, které pred
kultivaci uzaviete potravinarskou folii.

Permanentni fix na popisovani vzorku
Lzicka/pinzeta/paratko

o Slouzi k dostani seminek na filtra¢ni papir. Osvédéila se mi ¢ajova lzicka v kombinaci
s pinzetou/péaratkem.

Odmeérné nadoby

o Nejlepsi by byly malé odmérné valce. Nemate-li je k dispozici, pouzijte alternativy
dle moznosti (kapétka, sklenicky s ryskami, ...).

Nadoby na fedéni vzorku

Nadoba na odpad

o Dobie poslouzi napt. kelimek od jogurtu.
Podkladovy cerny papir

Pravitko ¢i milimetrovy papir

Destilované voda

o Dopredu si naplanujte a spocitejte potfebné mnozstvi dle moznosti redéni (citlivosti
odmeérného nadobi). Nemélo by byt potteba vyuzit vice nez 2 1 destilované vody
veéetné zapocitané rezervy, pti chytrém redéni vam postaci i pouhého 0,5 1.

Technicky 1lih

o V pripadé nouze lze vyuzit destilaty, nikoliv ale alkoholické napoje neznamého
obsahu ethanolu!

Tableta paralenu
Jar ¢i jiny detergent
Vase oblibend kéava s kofeinem

Chemikalie na otestovani dle vlastni volby
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Priprava vzorku

Médium
Jako médium pouzijeme destilovanou vodu. Bude slouzit k nabobtnani semen a tedéni
roztoki.

Negativni kontrola (NK)

Negativni kontrola slouzi jako ukazatel vyvinu organismu bez pouziti potencialné skodlivych
latek. Ukazuje nam tedy, jak by se organismus vyvijel za standardnich podminek. Pouzijeme
destilovanou vodu.

Pozitivni kontrola (PK)

K ovéteni negativniho dopadu latky na organismy pouzijeme technicky lih (ethanol). PK
vytvoiime celkové 3, jmenovité pujde o 1% roztok, 0,5% roztok a 0,25% roztok ethanolu.
V pripadé pouziti jiné latky s obsahem ethanolu to nezapomente uvést ve svém fesSeni,
tzn. vzdy uvadéjte zakladni roztok, ze kterého pocitate koncentrace! Jako alternativu
muzete pouzit destilaty (doporucuji vsak technicky lih), nikoliv pivo!

Vzorek 1 — lécivo

Dopad 1é¢iv na zivé organismy si budeme demonstrovat na tabletce Paralenu. K po-
kusu vyuzijeme vzorky o koncentraci 0,500 mg/I_[L 0,250 mg/L a 0,125 mg/L. Soucasti
feseni bude také vypocet koncentrace potiebné k ziskéni téchto roztoku z tablety (muzete
vychézet i z poloviny tablety, podafi-li se vam ji prepulit na stejné poloviny).

Vzorek 2 — detergent

Nejprve si vytvorte zakladni roztok — 1 kapka detergentu ve 100 ml média. K samotnému
testovani pouzijeme 1% roztok, 0,5% roztok a 0,25% roztok zékladniho roztoku. Soucdsti
feseni bude opét vypocet koncentrace. Pocitejte s danou teoretickou hmotnosti: 1 kapka =
0,047 g.

Vzorek 3 — kofein

Poslednim ze zadanych vzorku bude vzorek kofeinu. Zakladnim roztokem bude salek vasi
oblibené kévy. Vytvorte 1% roztok, 0,5% roztok a 0,25% roztok z kavy ke vzorkovéni. Pro
vypocet koncentrace kofeinu ve vzorcich pouzijte informace na obalu kavy, nakupujete-li
v bezobalovém obchodé ¢i na kdvé neni uveden obsah kofeinu, pouzijte ptilozenou tabulku
(viz piiloha na konci) nebo jiné tabulky z internetu ¢i literatury. Zdroj koncentrace pro
vypocet zdokumentujte (foto / print screen / odkaz).

Vzorek 4 — vlastni vybér

Zaveérecny vzorek bude ve vasi rezii. Zamyslete se nad chemikaliemi, které byste radi otes-
tovali ¢i nad latkami, které casto pouzivate. Nebojte se popustit uzdu fantazii. Soucasti
feseni bude mikrotvaha, pro¢ jste si vybrali tuto latku (¢im vas zaujala a jaky vysledek
(inhibice/stimulace) byste pravdépodobné ocekavali) a vypocet fedéni (koncentrace ne-
povinnd). Mozné piiklady pro inspiraci: kyselina citrénové, kyselina octova, jedld soda,
vyvar z téstovin, voda po malovani temperami, mocovina, odtokova voda z pracky, ...

'Koncentrace odpovidajici 0,500 mg tablety rozpusténé v litru destilované vody (chytte fed'te).
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Postup pri zakladani pokusu

Pokud mate k dispozici dostateéné mnozstvi Petriho misek, pouzijte je. V opacném
piipadé nabizim alternativu ve formé vicek od zavarovacich sklenic (doporuc¢eny prumeér
vicka je 8 - 9 cm).

V rémci feseni bude bodovany i postup - u kazdého vzorku nafofte vzorek neZ jej ulozite
ke kultivaci a poté pii vyhodnocovéni (1 vzorek = 2 fotografie). Tyto fotografie vlozte do
svého feseni k vypoctu koncentrace (u vlastniho vzorku k fedéni) daného vzorku.

Ptiprava materidlu a sterilizace nadobi

e Petriho misky peclivé umyjte, nechte uschnout
vnitini stranou dolt na savém materidlu, otfete
ethanolem a nechte jej odparit.

e V pripadé vicek od zavafovacich sklenic je
minimédlné 30 minut povaite ve vodé (kovové
predméty nelze davat do mikrovinné trouby).

e U jinych alternativ postupujte dle materidlu — plastové ¢i sklenéné misky pres noc
ponorte do 10% roztoku Sava a poté opldchnéte destilovanou vodou.

Namoceni seminek v kultivaénim médiu

e Alespon 20 minut pred sdzenim na misky nalozte
seminka do kultivaéniho média.

e Pro Setfeni casu doporucuji namocit seminka
pred fedénim roztok.

Popséani misek a vlozeni filtracniho papiru

e Na kazdou misku/vicko napiste datum zalozeni
experimentu, ndzev vzorku a jeho koncentraci

(napt. 1. 12. 2021, lécivo, 0,500 mg/L).

e Pro prehlednost si sjednotte znaceni.

e Do misek vlozte nastiihand kolecka filtracniho
papiru tak, aby pokryvala vétsinu plochy dna a
zéroven se nekréila. (kolecka nastiihejte o par milimetru v pruméru mensi nez je dno
misky /vicka, ve kterém zakladdte experiment).

Priprava roztoku
e Naied'te si roztoky viz sekce Pifprava roztokd.

e Do kazdé misky/vicka nalijte 5 ml pfislusného
roztoku.

e Dejte si pozor, aby se roztok v Petriho misce /
vicku shodoval s popiskem na vicku!
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Seminka
e Do kazdé misky vlozte 10 seminek.
e Davejte pozor na fedéni!

o Prii prendavani seminek do misek nej-
prve preneste seminka na savy materidl
(papirovou utérku, kapesnik, toaletni papir)
a po kratkém odkapani jednotlivé pfeneste na
misku.

o Pokud byste nalili seminka do pripravenych misek véetné kultivaéniho média,
dochéazelo by pak k nechténému fedéni roztoku v miskach a tim byste si zkreslovali
vysledky experimentu.

Uzavreni misek a kultivace

e Zaviete Petriho misky / zapecette vitka od
zavarovacich sklenic potravinovou félii a odneste
je na tmavé misto s cca 20 °C (Suplik, skiin, kra-
bice, ...).

e V piipadé mensiho poc¢tu misek ¢i pouziti vicek
od sklenic je potieba zakryt misku/vicko potra-
vinovou félii, aby nedochéazelo k odparu roztoku.

Vyhodnoceni

e Po sedmi dnech oteviete misky a zmérte veli-
kost kofinkt od hypokotylu (prvniho stonkového
¢lanku mezi kofenem a délohami) vcetné po
kotenovou c¢epicku.

e Nema-li vyklicené seminko hypokotyl, zapiste
do tabulky hodnotu 0, nevykli¢i-li, uved'te do
policka pomléku a tuto hodnotu vyfad'te z vypocti.

e Doplitte tabulky (pro kazdy vzorek a PK zvlast, celkem tedy 5 tabulek) a na jejich
zékladé odpovézte na nésledujici dopliujici otazky.

o % kontroly spocitejte jako prumeér délky kofene vzorku podéleny prumérem kontroly.
o % inhibice spocitejte jako odecet % kontroly od 100 %.

o Tabulka k vyplnéni se nachazi v priloze na konci experimentdlniho bonusu.
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Doplnujici otazky 10,5 bodit

. Kterd z vdmi méienych latek je nejtoxictéjsi? Svou odpovéd podlozte argumenty a uved'te

e s

toxicky vzorek? 3.5 D]

. Zaradili byste experimentalni ¢ast mezi toxikologicky nebo ekotoxikologicky biotest? Svou

odpoved zduvodnéte. [1 D]

. Standardni doba biotestu s hoicici bilou byva 72 h, pripadné 96 h. Zamyslete se a po-

kuste se ptijit na vhodné zduvodnéni, pro¢ je expozi¢ni doba v letosnim experimentalnim
bonusu zhruba 2x delsi. Muze to mit néjaké vyhody ¢i nevyhody? [1b]

Dostanou-li se farmaka do fek, nastava problém v ZP. Jak se tam ale dostanou v dnesnfm
svété plném norem, zakonu a reguli?

Jaké negativni dopady mohou mit 1é¢iva ve vodach na Zivé organismy? Uved'te alespon
2 priklady. Jak nejcastéji se tyto latky dostavaji do vod? 2 b]

11. Dokéazi ¢isticky odpadnich vod zbavit vodu veskerych potencialné skodlivych latek? Pokud

12.

ne, jak je to mozné? Vysvétlete. 2 b]

Cistirny odpadnich vod (ddle COV) mohou byt mnoha typt. Rozdélujf se dle velikosti
a zpusobu ¢isténi. Nejcastéjsim typem pouzivanych COV v CR je mechanicko-biologicka
¢istirna, do povédomi se opét dostavaji také kotrenové cistirny.

Piéli byste si mit v blizkosti svého bydlisté radéji mechanicko-biologickou COV nebo
kofenovou ¢istirnu? Svou odpovéd zduvodnéte klady a zapory danych ¢isticek. [1b]

Dékuji, ze jste plnili letosni experimentalni bonus. Byla bych rada, kdybyste si z jeho
feSeni odnesli hlavné vhled do problematiky ZP a mozna i néjaké soft-skills. ©



Priloha 1: Priklad tabulky pro vyplnéni vzorku
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Negativni kontrola

Vzorky %v /v

Koncentrace

0,5 0,25

Celkem semen

10

10

10 10

Pocet nevyklicenych semen

Délka kofenu [cm]

Prumérnd délka kofenu [cm]

Procento kontroly

100

Procento inhibice

Priloha 2: Tabulka pro vypocet koncentrace kofeinu v kaveée

Piiprava Serviruje se (ml) | Kofein (v mg) | Kofein ve 100 ml
Black Insomnia 44 137 312,1
Espresso 44 7 175
Filtrovana kava 236 210 89
Turecka kava 59 50 84,7
Flat White (2 shoty) 200 154 7
Nescafe Dolce Gusto 236 106 44.9
Cappuccino (1 shot) 354 7 43,5
Caffe Americano (1 shot) 180 64 35,5
Caffe Latte (1 shot) 473 7 32,6
Instantni kéva 236 o7 24
Bezkofeinova kava 236 5 2,1

Zdroj: www.vybornakava.cz
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https://www.vybornakava.cz/2020/obsah-kofeinu-v-kave/

