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V naSich provoznich hydroanalytickych laboratorich byly do kvétna 2005 pouZivany ke stanoveni
mikroskopického obrazu resp. drobného biosestonu dvé velmi podobné metody: CSN 75 7711 [3] a
CSN 75 7712 (u této normy se jednalo jen o &l.4 vénovany stanoveni drobného biosestonu) [2].
Logickym krokem ke zjednoduSeni situace bylo slou¢eni obou norem, coz bylo uskutecnéno vydanim
revidované normy CSN 75 7712 Jakost vod — Biologicky rozbor — Stanoveni biosestonu [1], ktera
nahradila pavodni CSN 75 7712 a CSN 75 7711 [3] véetné obsahlého komentéare [4]. V tomto
prispévku se pokusime shrnout a zdavodnit vyznamnéjsi vécné zmeny, které revidovand norma
prinasi.

Zmény v revidované CSN 75 7712

Odbér vzorku. Ob¢ staré normy popisovaly provedeni odbéru vzorku. Odbéry se viak podrobné
zabyva tada specializovanych norem [6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13]. Proto byly z revidované CSN 75 7712
paséze tykajici se odbéru vypustény a nahrazeny pouze odkazem na uvedené odbéroveé normy.

Neutralizace GCinka dezinfekce. M&li se rozliSovat biologicky stav pritomnych mikroskopickych
organism, je nutné bezprostiredné po odbéru vzorka vod dezinfikovanych chlorem, neutralizovat jeho
acinky pomoci thiosiranu sodného (0,1 ml 1,8% roztoku na 100 ml vzorku), coZ je ve shodé s
poZadavky na vzorky pro stanoveni mikrobiologickych ukazatelt [14]. ProtoZe tento poZadavek v
CSN 75 7711 nebyl obsazen, byla dosavadni praxe provoznich laboratoii v tomto bodé nejednotna.

Upiesnéni parametri odstred’ovani. CSN 75 7711 uvédéla, Ze se vzorek odstied’'uje 5 minut pii 2000
ot&tkéch za minutu. Ve staré CSN 75 7712 byly parametry odstied’ovani stejné a navic byl doplnén
odkaz na piilohu TNV 75 5940 [5] se vztahem mezi poc¢tem otétek za minutu a polomérem rotoru. Za
standardni byl povaZzovan rotor s polomérem 0,08 m. Pro jiné poloméry rotoru je tieba dopocitat
odpovidajici pocet otécek. Priloha z citované TNV byla pievzata do revidované CSN 75 7712.

Jednotky pro vyjadieni vysledkt. V naSi vodohospodaiské praxi jsou vysledky kvantifikace
mikroskopickych rozbort tradi¢né uvadény v poctu jedinci, coz je vyhodné predevSim v rychlosti, se
kterou je stanoveni provedeno ve srovnani se stanovenim poctu bunék. Nelze vSak prehlizet, Ze pocet
jedinc m& v mnoha piipadech velmi nizkou vypovédni hodnotou. Proto je v revidované normé
vyjadrovani poétu mikroskopickych organismu v bunikach povaZzovano za rovnocenné s vyjadiovanim
v jedincich (organismech). PouZiti jednoho nebo druhého zptsobu zévisi na Gcelu, pro ktery se
stanoveni provadi. Napi. pro stanoveni saprobniho indexu biosestonu se uvadi abundance v poctu
jedinct, pro abundanci fytoplanktonu je vhodné davat piednost vyjédieni v poétu bunék, zvlaste jsou-
li ptitomny velké kolonie a cenobia nebo rizné dlouhd vidkna, pro kterd je vyjadieni v poctu jedinci
malo vypovidajici. V neékterych piipadech je vhodné mit k dispozici vysledky jak v poctu bungk, tak
jedinci (napt. pro zjist'ovani Ucinnosti Upravny vody). Pokud je ti¢elem rozboru spinéni |egislativniho
piedpisu, je vyjadieni vysledku spojeno s presné definovanou jednotkou. Napi. u vyhléSek pro pitnou
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nebo surovou vodu [15, 16] je evidence vysledki v jedincich/ml nutnosti, protoZe v nich neni jina
jednotka pifpustna’.

Uptesnéni terminu jedinec (organismus). V predchozich normach nebylo jednotné, co se presné mini
pojmem jedinec (organismus). V CSN 75 7711 byla nasledujici definice: , Jedinec - burika, kolonie,
cenobium, viakno ¢i jeho fragment”. V komentéti [4] nasledoval o doplnéni:

- U vléken je za jedince povaZovano viakno do 100 um délky. Pii prekroceni této délky se
vyjadiuji jedinci jako nasobky.

- U kolonii a cenobii je za zakladni mez povazovano 60 um (u okrouhlych tvari pramér, u
podiouhlych délka). Pri vétSich rozmérech se opét vyjadiuji jedinci jako nasobky. U vétSich
konzumenti (piedevSim kolonidlni ndlevnici a viinici) se pocita kazdy ¢len kolonie jako jeden
jedinec.

V CSN 75 7712 byl pojem jedinec definovan takto: , Za jedince se povazuje busika, cenobium, kolonie
a viakna do délky 100 um. U koloni&lnich nélevniki a virnikii se pocita kazdy jedinec zviase.” Oproti
CSN 75 7711 tedy chybéla velikostni mez 60 pm pro kolonie a cenobia. Nebylo v3ak jasné, zda se na
n¢ nevztahuje Z&dna velikostni mez nebo stejné jako pro vidkna mez 100 pm.

Revidovana CSN 75 7712 definici upresiuje: , Za jedince se povazuje samostatna buiika (nezalezi na
jei velikosti), déle cenobium nebo kolonie do velikosti 100 um a vidkna do délky 100 um. Cenobia,
kolonie a viakna prekracujici uvedené rozmery se wyjadruji jako jegich nasobky. U kolonialnich
nalevnikiz, virniki a drobnych mnohobunécnych Zivocichii se pocita kazdy jedinec 2vIas7." Steiné se
v&ak v praxi narazi na nejasné pripady, a proto bude problematika rozpracovana v pripravovaném
komentati.

Zahuténi na rizné objemy podle oZiveni vzorku. V CSN 75 7711 i ve staré CSN 75 7712 bylo
uvedeno, Ze objem odstiedéného vzorku po odliti supernatantu se upravi na 0,2 ml. Zahustit vzorek ve
Spicce zkumavky na jiny objem norma primo neumoziovala, i kdyZ v ptipadé vice oZivenych vod by
to byl vhodny zpisob, jak predgjit priliSnému nahusténi mikroskopickych organismi na miizZce
pocitaci komarky. Revidovana norma misto pavodnich 0,2 ml zavadi rozmezi 0,1 — 1 ml
s poznamkou, Ze pro pitnou vodu se zpravidla pouziva Gprava objemu na 0,2 ml.

Dale byla upravena hodnota, pii které neni nutné vzorek zahustovat. Pavodnich 10 000 jedinct/ml
bylo nahrazeno 50 000 jedinci/ml, coZ odpovida 500 jedinci na miiZzce komarky Cyrus .

Fixace Lugolovym roztokem podle Utermohla. CSN 75 7711 doporucovala v pripadé piftomnosti
sinic vodniho kvétu zpracovat soubézné sZzivym vzorkem vzorek fixovany Lugolovym roztokem
podie Utermohla. Starda CSN 75 7712 takovou moznost neuvadéla. Do revidované CSN 75 7712 jsme
poZadavek na pouZiti Lugolova roztoku v piipadé vyskytu sinic vodnich kvéta zaradili, i kdyZ to
nemusi byt vzdy 100% u¢inné (ptedevsim u kolonii Microcystis). Ve vétding piipada to vSak bude
dostatecné pro Gc¢el rozboru. Novinkou je pozadavek na fixaci vzorku pri vyznamném vyskytu
organismi snadno podléhgjicich destrukci (typicky ze skupin Cryptophyceae nebo Chrysophyceae), u
nichz je pocitani v Zzivém vzorku zatiZzeno velkou chybou.

Odstranéni vzorce pro odhad chyby stanoveni. Z normy byl odstranén problematicky vzorec pro odhad
chyby stanoveni. Hlavnim divodem bylo, Ze je v nékterych piipadech velmi nepiesny a navic jsou
problémy s definici pojmu jedinec pro tento vzorec (neni totozna s jedincem pro vyjadieni vysledki).
Proto jsme se rozhodli f€Sit tuto problematiku aZ v rdmci komentaie.

Vyuziti fluorescence pii vyskytu velmi drobnych organismt. Pogitani velmi drobnych organismi
v pocitaci komuarce Cyrus | (a vSech podobnych komuarkach) ve svétlém poli je obtizné a vzdy bude
zatizeno velkou chybou. V revidované normé je pro pogitani téchto organismi doporuceno pouZziti

! Pozadavky legislativniho piedpisu nemusi byt vzdy vhodné nastaveny. Neni vak predmétem metodické
normy, aby reSila pripadné nedostatky legislativnich piedpisi hodnoticich jakost vody.
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fluorescencniho mikroskopu, coz muzZe rozbor vyznamné usnadnit. | piesto je nutno povaZovat
stanoveni velmi drobnych organismi za orientagni.

Rozlieni biologického stavu (tj. odlideni Zivych organismia). V CSN 75 7711 byl popsan postup
k rozliSeni Zivych a mrtvych mikroskopickych organisma velmi stru¢né a nepresné. Navic se tykal jen
organismt obsahujicich chlorofyl. Revidovana norma uvadi, Ze pro organismy neobsahujici chlorofyl-
a je nutné vyuzit jinych znaki (pohyb, stav protoplastu). Pro rozliSeni biologického stavu na zakladé
fluorescence u fas jsou jednak specifikovany pouZité sady filtri (véetné konkrétnich piiklada pro
nekteré druhy mikroskopi) a dale je upresnén postup stanoveni:

- P¥i rozliSeni biologického stavu fluorescenci je nutné nejprve prerusit nebo utlumit
prochazejici svétlo.

- U vod s nizkym vyskytem organismu (tyka se vétSiny pitnych vod) je nutné ngjprve prohlizet
vzorek v komuarce v prochézejicim svétle a teprve pri ndlezu organismu zjistovat jeho
biologicky stav pomoci fluorescence®.

- Pouze pro hodné oZivené vzorky je mozné vyuzit zpasob uvedeny v CSN 75 7711, kdy jsou
nejprve spocitany organismy v prochazejicim svétle a potom je komurka znovu prohlédnuta
pomoci fluorescence.

Doplnéni 0 prvky QA/QC. Novinkou proti piedchozim normam je doplnéni o prilohu B, ktera se
zabyva zabezpecenim a tizenim jakosti hydrobiologickych rozbora. Jsou zde vyjmenovény razné
prvky interni a externi kontroly, bohuzel pro praktické pouZiti uvedeny misty v obecné roving. Je to
zpasobeno tim, Ze ,, soucasny stav znalosti neumozsiuje stanoveni jednoznacnych a zavaznych kritérii
zabezpecovani a rizeni jakosti hydrobiologickych rozbor:i* (citujeme prvni vétu piilohy B). Presto
nékteré konkréni , hydrobiologické' prvky interni kontroly jsou v priloze obsaZeny. Tykaji se
overovani objemu centrifugacnich zkumavek, otaéek odstredivky a ucinnosti UV lampy. O upiesnéni
dalSich uvedenych kritérii se pokusime v pripravovaném komentari.

Program na vypocet intervalia spolehlivosti.

Jeden z autori tohoto prispévku (P. Marvan) pripravil jednoduchy program, pomoci néhoz Ize snadno
piepocitat protokolarni data na pocéty organismi v jednotce objemu vody a k témto vysledkim navic
stanovit interval spolehlivosti. Program s miZe kazdy volné stahnout na internetové adrese
http://www.szu.cz/chzp/voda/ metody/bioseston.html.

K omentar

Diky zrueni CSN 75 7711 byla zruSena i platnost k ni se vztahujiciho komentére, i kdyZ fadu v ném
obsaZenych obecné¢ platnych informaci 1ze samozigimé pii hodnoceni rozboru vyuZivat i naddle. Pri
préci narevizi CSN 75 7712 bylo shledano, Ze fada bodii normy by potiebovala obsahlejsi doplneni a
vysvétleni. Bylo domluveno, Ze bude pripraveno nové znéni komentaie, které vsak na rozdil od
zruSené verze bude vice metodicky zaméieno. Prace na komentari zacaly na jare 2005 a jeho
dokonceni predpokladame v roce 2006.
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2 U vzorkd svyznamnym podilem velmi drobnych organismi to miZe zpasobit problémy v praxi, protoze ve
vyhléskéach pro jakost pitné a surové vody [15, 16] je slimitni hodnotou srovndvana suma v3ech piitomnych
mikroskopickych organismu (bez ohledu na jeich velikost).

% Ke snizeni pravdépodobnosti tniku Zivého objektu s chlorofylem-a |ze samozigmé doporugit opakovanou
kontrolu komirky ve fluorescenci.
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