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Uvod

Sedimenty jsou heterogenni polyfazovy systém obsa-
hujici anorganickou i organickou hmotu, vodu a rizné
plyny. Ve své podstaté jsou smési tuhych castic usazuji-
cich se na dné vodnich téles. Na jejich povrch se mohou
riznym zpusobem vazat latky obsazené ve vod¢. Mobilita,
biodostupnost a biologické ucinky téchto latek zavisi prave
na zpisobu této vazby.

Sedimenty predstavuji vyznamny indikator znecisténi
vodnich  ekosystémi.  Obsah  toxickych  prvku
v sedimentech vodnich tokd a nadrzi odrazi celkovou kon-
taminaci dané lokality lépe nez okamzitd koncentrace zne-
gistujicich latek ve vods'. Proto piedstavuji sedimenty
vyznamny indikdtor zne€iSténi vodnich ekosystémi.

Pti studiu znecisténi sedimentl je mozno pouzit dva
pfistupy. Pristup chemicky, kdy se stanovuje chemické
slozeni a koncentrace latek vyskytujicich se v analy-
zovaném vzorku. Pfistup ekotoxikologicky, kdy se stano-
vuje tginek na biologické systémy?. Oba dva p¥istupy maji
svd pro a proti. Pfi chemické analyze nelze postihnout
pritomnost vSech latek pfitomnych ve smési a jejich vza-
jemné interakce, ekotoxikologicky pfistup naopak nepoda-
va informaci, ktera latka byla pti¢inou pozorovaného to-
xického ucinku. Dal§im uskalim ekotoxikologického pii-
stupu je volba zpusobu pfipravy testovaného vzorku, ne-
bot’ ne vSechny testy lze provadét pfimo se sedimentem,
tedy bez ptedchozi extrakce.
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Zplsob extrakce a pouZité extrakéni Cinidlo urcuji,
které latky obsazené v sedimentu prejdou do extraktu.
V extraktu ziskaném pomoci polérniho rozpoustédla lze
ocekavat vyssi obsah latek polarnich a naopak u rozpous-
tédla nepolarniho vyssi obsah latek nepolarnich. Proto je
volba extrakéniho c¢inidla velmi vyznamnym faktorem
ovliviiujicim koneéné vysledky ekotoxikologickych testil.
Zejména u vzorkll neznamé povahy je vhodné volit para-
lelni extrakci riznymi extrakénimi ¢inidly.

K nejcastéji pouzivanym zpusobim extrakce sedi-
mentl patfi prosty vodny vyluh a extrakce organickym
rozpou§tédlem®. Voda je typickym polarnim rozpousté-
dlem. Dobfe se v ni rozpoustéji latky polarni, v jejichz
molekulach je naboj rozlozen nepravidelné. Patii mezi né
vétSina anorganickych soli, karboxylové kyseliny, alkoho-
ly a velka ¢ast cukri.

Z organickych rozpoustédel patii k nejpouzivanéjsim
dichlormethan (DCM) a jeho smési s dal$imi rozpoustédly
(hexan, methanol a aceton). DCM patfi mezi nepolarni
rozpoustédla. Dobfe se v ném rozpoustéji latky nepolarni,
v jejichz molekulach je naboj rozlozen rovnomérné. Patii
mezi né¢ vétSina uhlovodikd, tuky a vosky a nékteré anor-
ganické latky (napf. jod).

Mnoho z organickych rozpoustédel pouZivanych pro
extrakce vSak vykazuje zavazné toxické Gcinky pro testo-
vaci organismy (napf. DCM, methanol a aceton).
V takovém piipad¢ jsou extrakty prevadény do jinych roz-
poustédel, kterd kombinuji schopnost rozpoustét velké
mnozstvi chemickych latek a nizkou toxicitu pro testovaci
organismy. Jednim z nich je i dimethylsulfoxid (DMSO),
ktery zaroven patii k nejcastéji pouzivanym. DMSO se
jevi jako vhodné rozpoustédlo na zaklad¢é vysledkid test
vyuzivajicich rizné organismy™*®.

Pii vybéru zplisobu extrakce je tfeba zohlednit pova-
hu testovaného vzorku. Vzhledem k tomu, ze vlastni zpu-
sob extrakce milize vyznamné ovlivnit vysledky ekotoxiko-
logickych testi a redlnost jejich odpovédi vzhledem
k ptivodnimu vzorku, byla nase pozorovani zaméfena pra-
v¢ na tuto fazi piipravy vzorku.

Interpretace vysledku testd s extrakty na celé ekosys-
témy je sice problematicka, nebot’ nelze piesné postihnout
interakce probihajici mezi latkami, sedimentem a organis-
my zijicimi v sedimentu a na sedimentu (biodostupnost
versus extrahovatelnost latek), pfesto je pro nas cennou
informaci o stavu naseho zivotniho prostiedi.

V predlozené studii jsou srovnavany: vodny vyluh,
ktery je dlouhodobé pouzivan pro testovani tuhych odpada
a dva extrakty do DCM. Extrakce do DCM byla provedena
Soxhletovou extrakci a sonifikaci. Obé metody patfi mezi
nejcastéji pouzivané extrakéni postupy.
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Experimentalni ¢ast
Odbér, uprava a zpracovani sedimentu

Sediment byl odebiran z feky Klenice (CR). Klenice
je levostrannym pritokem feky Jizery, do které usti
v Mladé Boleslavi. Hlavnimi zdroji znecisténi v povodi
teky Klenice jsou lidska sidla a splachy ze zemédélskych
ploch a pozemnich komunikaci.

Vzorek byl odebréan v blizkosti obce Repov, pfiblizné
4 km nad tstim do Jizery. Jednalo se o jemnozrnny sedi-
ment s malym podilem hrubych piskovych zrn (pfiblizné
20 hm.%).

K odbéru sedimentu byl pouzit Bridge-Eckmaniv
drapak. Odebrany byly pfiblizn¢ 2 kg zvodnélého vzorku.
Vzorek byl zabalen, individualné oznacen a ulozen v chla-
dicim boxu (4 °C) az do doby jeho zpracovani v laboratofi.
Vzorek byl vysuSen lyofilizaci. Nasledn¢ byl mechanicky
homogenizovan a piesat pres sito s priimérem ok 2 mm.

Extrakce sedimentu

Pro extrakci sedimentll byly vybrany tfi nejcastéji
pouzivané zpiisoby”.

Kazdy zplsob extrakce byl proveden v péti nezévis-
Iych opakovanich. S kazdym ziskanym extraktem bylo
nakladano jako se samostatnym vzorkem.

Priprava vodného vyluhu

Vodny vyluh byl ptipraven vytiepanim 100 g lyofili-
zovaného sedimentu s 1000 ml destilované vody po dobu
24 hodin. Ziskany vodny vyluh byl ptefiltrovan pies papi-
rovy filtr o priméru port 5 pm.

Extrakce do DCM

Vyhodou organického extraktu je snadna pfiprava
koncentrovanych vzorkd (dle povahy obsazenych latek
jednotky az desitky gramii v mililitru). To umoznuje ziska-
ni informace i o pfitomnosti toxickych a genotoxickych
latek, jejichz koncentrace je pod mezi detekce analytic-
kych pfistrojt.

Extrakce na Soxhletoveé extraktoru

50 g lyofilizovaného sedimentu bylo po dobu 8h
extrahovano 250 ml DCM v Soxhletové extraktoru. Ziska-
ny extrakt byl zahuStén na pfiblizné 5 ml, nasledné odpa-
fen a preveden do DMSO.

Extrakce sonifikaci

50 g suchého sedimentu bylo po dobu 30 min extra-
hovano 50 ml DCM v ultrazvukové 1azni. Ziskany extrakt
byl dekantovéan a uchovan. Extrakce byla opakovana Ctyfi-
krat. Ziskany extrakt byl zahusStén na piiblizné 5 ml, na-
sledné odpafen a pfeveden do DMSO.

Ekotoxikologické testy

Vliv zplisobu extrakce na vysledky biotestd byl hod-
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nocen pomoci tii vybranych testll (Akutni imobiliza¢ni test
na vodnich korySich (hrotnatka velkd — Daphnia magna),
Test inhibice rustu kotene hoicice bilé (Sinapis alba)
a SOS-chromotest. Tyto testy jsou béZn€ pouZzivany pro
hodnoceni toxickych a genotoxickych vlastnosti vzorka
zivotniho prostiedi a patii k celosvétove nejcastéji pouzi-
vanym.

Vsechny testy byly provedeny s nefedénym vodnym
vyluhem i DCM extrakty. Testovana koncentrace DCM
extraktti byla shodna s koncentraci nefedéného vodného
vyluhu, aby bylo mozno srovnavat u¢inky extraktt ziska-
nych rliznym zplisobem extrakce.

Kazdy test byl proveden ve tfech nezavislych opako-
vanich pro kazdy pfipraveny extrakt. Ziskané vysledky
byly statisticky vyhodnoceny. V testech, kde byla provede-
na prediprava testovaného vzorku za pouziti DMSO, byly
soub&zné nasazovany 2 kontroly: i) za pouziti fedici vody
bez ptidavku testované latky, ii) za pouziti roztoku fedici
vody a DMSO v maximalni koncentraci, ktera byla pouZzita
pfi pfipravé testového roztoku. Odezva testovacich orga-
nismil na testovany vzorek byla vztahovana k odpovidajici
negativni kontrole a dale byl v zav€ru testu srovnavan
stav organismil v obou kontrolach, aby bylo mozné posou-
dit, do jaké miry byly pokusné organismy ovlivnény sa-
motnym rozpoustédlem.

Akutni imobilizacni test na vodnich korysich (hrotnatka
velka — Daphnia magna)

Akutni imobilizacni test na D. magna byl proveden
dle normy OECD 202 (cit.”). Zjistovana byla mortalita
a imobilizace jedincli D. magna. V kazdém opakovani
bylo nasazeno 10 jedinci D. magna.

K testim byli pouZiti korysi laboratorniho chovu,
jejichz citlivost byla provéfena testem se standardni latkou
K,Cr,07 p.a. Zjisténa hodnota 24h-EC50 pro K,Cr,0; =
1,13 mg "' spada do povoleného limitu (0,6-1,7 mg1™")*
pro tento test a standardni latku.

Test inhibice rustu korene horcice bilé (Sinapis alba)

Test inhibice rustu kofene S. alba byl proveden dle
Metodického pokynu Ministerstva Zzivotniho prostiedi
(MZP) z roku 2007 (cit.%). Byla zjistovana inhibice kli¢eni
semen a rlstu primarniho kofene. V kazdém opakovani
bylo nasazeno 30 semen S. alba. Nevyklicené semeno bylo
v souladu s pokyny Metodického pokynu MZP zroku
2007 (cit.”) zapogitano do vypodtu pramémé délky primar-
niho kofene jako nulova hodnota.

SOS-chromotest

Jedna se o bakterialni test genotoxicity, zaloZzeny na
detekci produkce -galaktosidasy v dasledku spusténi SOS
reparaéniho systému bakterialni bunky. K aktivaci SOS
reparacniho sytému dochézi v ptipadé€ poskozeni DNA.

Principem SOS-chromotestu'™!! je kolorimetricka
detekce zmény enzymatické aktivity v disledku vlivu tes-
tovaného vzorku na testovaci organismus. Test byl prove-
den dle metodiky popsané v praci Xu a spol. 1989 (cit.'?).
Pro kazdy ztestovanych vzorkd byl vypocitan indukéni
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faktor (IF). Pfekroci-li hodnota IF hodnotu 1,5, je testova-

ny vzorek povazovan za vyznamné genotoxicky'*'".
Testovacim organismem je geneticky modifikovana

bakterie (Escherichia coli K12 PQ37), na kterou se vzta-

huje prislusna legislativa CR (cit."*'*).
Statistické vyhodnoceni
Rozdily ve wvysledcich, které byly ziskany

v ekotoxikologickych testech (Akutni imobiliza¢ni test na
D. magna, Test inhibice rustu kofene S. alba a SOS-
chromotest), pii pouziti jednotlivych zptsobii extrakce,
byly z hlediska statistick¢ vyznamnosti testovany pomoci
neparametrického Kruskal-Wallisova testu. Ke statistic-
k}'lmlsanal}'/zém byl pouzit program STATISTICA 8.0
(cit.”™).

Vysledky a diskuse

Vysledky ziskané v ekotoxikologickych testech pfi
pouziti jednotlivych zplsobu extrakce jsou shrnuty v tab. |
ve formé priméri ze tff opakovani a smérodatné odchylky
(vSechny zpisoby extrakce byly provedeny v péti nezavis-
lych opakovanich).

Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

V akutnim imobiliza¢nim testu na D. magna doslo
k 100% mortalité pfipadné imobilizaci testovacich jedinct
ve vodném vyluhu i v obou DCM extraktech, a tudiz mezi
nimi nebyl zji§tén statisticky rozdil. Mortalita a imobiliza-
ce testovacich organismt v negativnich kontrolach (v pru-
méru 0 a 3,3 %) splnila podminky validace pouZzitého tes-
tu. Odpoved’ testovacich organismi na testované vzorky se
prikazné lisila od odpovédi na negativni kontroly (N =
51, df = 4, H = 50, P<0,001). Vliv vlastniho extrak¢niho
postupu na vysledky vybranych testt byl zanedbatelny.

V testu inhibice rustu kofene S. alba nebyl prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi ucinky testovaného vzor-
ku ziskaného jednotlivymi zpiisoby extrakce (N = 51, df =
4, H = 36, P<0,001) (obr. 1). Rozdily primérné délky ko-
fenil v jednotlivych testech v porovnani s pfislusnou nega-
tivni kontrolou nepiesédhly 30 %, a proto byly vysledky
ziskané v tomto testu posouzeny jako negativni. (Zptsob
hodnoceni vychézi z Metodického pokynu MZP zroku
2007 (cit.”) pro hodnoceni ekotoxicity odpadii, kde rozdily
vrustu kofene vtestovaném vyluhu ve srovnani
s kontrolou do 30 % se povaZuji za negativni).

V SOS-chromotestu pfi pouziti vodného vyluhu nebyl
zjistén rozdil v odezvé u pokusnych a kontrolnich organis-
mu, tzn., ze vysledek tohoto testu byl negativni. Naproti
tomu byly prokdzany vyznamné statistické rozdily Gcinku

Ptehled hodnot ziskanych ve vybranych ekotoxikologickych testech?

Ekotoxikologicky Zpisob extrakce Kontrola
test vodny vyluh DCM soxhlet. ~ DCM sonifikace H,0 DMSO
extrakce
Akutni imobili- 100 (0) 100 (0) 100 (0) 0(0) 3,33 (5,77)
zacni test m D. i 100 (0) 100 (0) 100 (0)
magna — uhynuli
a imobilizovani 100 (0) 100 (0) 100 (0)
jedinci [%] 100 (0) 100 (0) 100 (0)
100 (0) 100 (0) 100 (0)

Test inhibice 14,89 (5,93) -5,38 (8,18) -10,24 (11,31) 0 (0) 0(0)
ristu kofene S. 1521 (3,52) 10,17 (6,43) ~10,06 (5,03)
alba — inhibice
Kliceni a riistu 13,23 (6,25) -9,07 (7,39) ~13,82 (7,67)
primarniho kofte- 9,19 (2,22) —13,77 (1,52) —8,76 (11,05)
ne [%] 14,42 (9,35) ~26,17 (4,60) ~16,05 (2,99)
SOS-chromotest 1,02 (0,01) 1,62 (0,11) 1,94 (0,09) 1,01 (0,02) 1,03 (0,04)
— hodnota IF 1,01 (0,01) 1,62 (0,05) 2,06 (0,18)

1,01 (0,01) 1,55 (0,13) 1,86 (0,32)

1,03 (0,01) 1,63 (0,08) 1,95 (0,20)

1,02 (0,01) 1,63 (0,05) 2,00 (0,16)

*V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty ziskané ze t¥i opakovani testu pro kazdy testovany extrakt. V zavorkach je uvedena smérodat-
na odchylka vypocteného aritmetického prumeéru. Inhibice/stimulace kliceni a riistu primarniho kotene S. alba byla vypocitana porovna-
nim primérné délky primarniho kofene v testovaném vzorku s délkou primarniho kofene piislusné kontroly. Kladné hodnoty znamenaji
inhibi¢ni G¢inek testovaného vyluhu v porovnani s kontrolou, zaporné hodnoty znamenaji stimula¢ni u¢inek v porovnani s kontrolou.
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Obr. 1. Vysledky statistického vyhodnoceni vlivu zptisobu extrakce sedimentu na vysledky Testu inhibice riistu primarniho koie-

ne S. alba (Kruskal-Wallis test: N =51, df =4, H =36, P<0,001)

DCM extrakti ziskanych Soxhletovou extrakci a extraktu
ziskaného sonifikaci (N = 51, df = 4, H = 43,5, P<0,001).
Utinky DCM extraktii ziskanych ob&ma zpiisoby se ligily
vzajemné a liSily se i od vysledkdl s vodnym vyluhem
(obr. 2).

Jak se tedy ukazuje, rozdilné ekotoxikologické testy a
rozdilné zpusoby extrakce testované matrice prinaseji dia-
metralné rozdilné vysledky. Zatimco pii pouziti testu na
hoicici bilé byly ziskany negativni vysledky u vSech zpu-
sobu extrakce, v testu na Daphnia magna byly vysledky
vSech extraktll pozitivni. Pii posuzovani genotoxickych
ucinktt SOS-chromotestem byly ziskany pozitivni vysled-
ky s nepolarnim extraktem a negativni vysledek s vodnym
vyluhem. Tento fakt svéd¢i o tom, Ze k posuzovani ekoto-
xikologickych vlastnosti urcité matrice musi byt pouZity
ruzné zpusoby extrakce, ale i rizné typy ekotoxikologic-
kych testil. V opacném piipad¢ existuje riziko, ze piipadné
nezadouci ucinky latek obsazenych v sedimentu nebudou
,-odhaleny* a hodnoceni bude provedeno na zaklad¢ fales-
né negativnich vysledkd.

V publikovanych studiich zabyvajicich se vlivem
zpusobu extrakce na vysledky Amesova testu (bakterialni
test genotoxicity pouzivajici bakterii Salmonella typhimu-
rium) pouzili autofi rizna rozpoustédla a jejich smési
(napt. smes voda/ether, methanol, toluen, DCM a destilo-
vanou vodu)'® . Autofi jedné z uvedenych studii'® prova-
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déli testy na sedimentech z feky Tama (Japonsko) a uvade-
ji, ze polarni extrakty ztéchto sedimentl vykazovaly
v Amesove testu vy$si genotoxicky ucinek nez extrakty
nepolarni (smés voda/ether > ethyl acetat > methanol ~ n-
hexan). Naproti tomu studie provedena na sedimentech
z némecké Casti feky Labe dokazuje vyssi genotoxicky
ucinek v Amesové testu u nepolarnich extraktd (toluen)
nez u extraktd do methanolu a mnohem vys$i nez u vodné-
ho vyluhu'®.

Nekonzistentnost téchto vysledkll naznacuje, ze pou-
ziti pouze jednoho typu rozpoustédla (polarni x nepolarni)
neni vhodné pro objektivni postihnuti G¢inkl testovanych
sedimentl. Nezname-li povahu znecisténi zkoumané loka-
lity, jevi se jako vhodnéjsi pouZiti extrakce polarnimi
i nepolarnimi rozpoustédly, ptipadné jejich smési. Vzdy
vSak musime respektovat pozadavky zvoleného ekotoxiko-
logického testu, jenZ ma byt pouzit pro hodnoceni ekotoxi-
kologickych t¢inkt testovaného sedimentu.

Zavéry

1) Ziskané vysledky potvrzuji, Ze pfi posuzovani to-
xickych a genotoxickych vlastnosti sedimenti je nutné
volit riizné zplisoby extrakce tak, aby doSlo k uvolnéni co
mozna nejuplnéjsi Skaly latek ptitomnych v sedimentu.
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Obr. 2. Vysledky statistického vyhodnoceni vlivu zpiisobu extrakce sedimentu na vysledky SOS-chromotestu (Kruskal- Wallis test:

N =51, df = 4, H = 43,5, P<0,001)

Dale je tieba pripravené extrakty podrobit ekotoxikologic-
kym testim, pfi kterych jsou pouzity rozdilné testovaci
organismy.

2) Zpusoby extrakce sedimentu popsané v piedlozené
praci se jevi jako vhodné pro testy toxicity na D. magna,
S. alba 1 v SOS-chromotestu, nebot’ chemické latky pouZi-
vané pii predipravé vzorku nejsou toxické pro pokusné
organismy (dokladovano chovanim organismil
v kontrolach s rozpoustédly bez testované latky).

3) Pii hodnoceni sedimentil je zapotiebi pouZzivat vice
zpusobl jejich extrakce (vodny vyluh i DCM extrakty,
pfipadné jinou kombinaci polarnich a nepoldrnich roz-
poustédel), nebot’ do vodného vyluhu se uvoliuji prevazné
latky ve vodé rozpustné (polarni), které mohou mit jiné
ucinky nez vyluhované nepolarni latky. Vodny vyluh sice
vhodné simuluje redlnou expozici vodnich organismi lat-
kam obsazenym v sedimentu, na druhé strané se ukazal
jako ne pfili§ vhodnym pro SOS-chromotest. Je tomu tak
v disledku znamé skutecnosti, ze vétSina latek poskozuji-
cich DNA je lipofilni povahy, a jsou tedy sndze extrahova-
telné nepolarnimi rozpoustédly.
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Seznam pouzitych zkratek

DCM dichlormethan
DMSO  dimethylsulfoxid
IF induk¢ni faktor
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Laboratorni pfistroje a postupy

P. Berankova, T. Randak, J. Kolarova, J. Macho-
va, and S. Polakova ( University of South Bohemia, Ceské
Budejovice, Faculty of Fishery and Protection of Waters,
South Bohemian Research Center of Aquaculture and Bio-
diversity of Hydrocenoses, Vodriany): Influence of Meth-
ods of River Sediment Extraction on the Results of
Selected Ecotoxicological Tests

River sediments are contaminated with a wide range
of substances from the water environment. Such contami-
nants may be buried for a long time and then gradually
released into the environment. For this reason, attention
must be paid to their load. Ecotoxicological tests are usu-
ally used to assess toxic and genotoxic effects of sedi-
ments; the sediment extracts are adjusted for these purpos-
es. The aim of this article is to assess the effect of three
common methods of sediment extraction on results of
three selected standardized ecotoxicological tests. The
samples were prepared by shaking with water, Soxhlet
extraction with dichloromethane (DCM) or extraction with
DCM under sonication. Toxicity was tested using the acute
immobilisation test on water flees (Daphnia magna) and
the test based on inhibition of growth of the Sinapsis alba
root. The SOS-chromotest was used as a genotoxicity test.
The experiments performed show that the selected method
of extraction can significantly influence the results of eco-
toxicological tests.



