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Anotace

Tato bakalafska prace popisuje zakladni informace o sinicich a jejich toxinech,
enviromentalnich faktorech rozvoje vodniho kvétu a shrnuje dosavadni poznatky o vyskytu
sekundarniho metabolitu neurotoxinu B-N-methylamino-L-alaninu. Soucasti této prace
je navrh projektu monitoringu neurotoxinu f-N-methylamino-L-alaninu v rybniénich vodach

a vodnich nadrzich.
Annotation

This bachelor thesis describes common information about cyanobacteria and cyanotoxins,
environmental drivers of cyanobacterial blooms and summaries present knowledges of the
occurrence of their secondary metabolite neurotoxin B-N-methylamin-L-alanin. The thesis
includes a project proposal regarding monitoring of neurotoxin B-N-methylamin-L-alanin

in fishponds and water reservoirs.
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1 Shrnuti projektu

Neproteinogenni aminokyselina B-N-methylamino-L-alanin (BMAA) je neurotoxicka latka
produkovana ve sladkovodnich, moiskych i1 suchozemskych ekosystémech vétsinou
sinicovych druhd, ale rovnéz rozsivkami a obrnénkami. Tento neurotoxin byva spojovan
s vyskytem nékterych neurodegenerativnich onemocnéni u ¢lovéka, jako je napf.
amyotrofickd lateralni skler6za (ALS), Alzheimerova nemoc nebo Parkinsonova nemoc.
Vzhledem K antropogenni eutrofizaci povrchovych vod dochdzi k vyznamné expanzi
sinicovych kvétd v letnich mésicich a je zde tudiz potencidlni riziko zvySeného vyskytu
a koncentrace tohoto neurotoxinu ve sladkovodnich vodach spolu s dal§imi sinicovymi toxiny
(microcystin, anatoxin, saxitoxin atd.). Na zakladé¢ publikovanych dat lze usuzovat
na bioakumulaci neurotoxinu BMAA v potravnim fetézci vodnich organismd. Vzhledem
k vyskytu BMAA jak ve vodé, tak v potravé ¢loveéka, je dilezité vénovat pozornost detekcei,

kvantifikaci a monitoringu tohoto neurotoxinu pro zajisténi vefejného zdravi.

Cilem této bakalaiské prace je navrh projektu efektivniho monitoringu neurotoxinu BMAA
v rybni¢nich vodach a vyznamnych vodnich nadrzich v lokalit¢ jizni Cechy, shrnuti
soucasnych poznatkli o vyskytu neurotoxinu BMAA a popis zdravotnich rizik neurotoxinu
BMAA na ¢loveka a vodni organismy. Bude popsana analytickd metoda HPLC/MS pouzivana

pro stanoveni koncentrace rozpusténého BMAA ve vodé.

Tento projekt muze byt soucasti metodiky pro véasnou detekci rozpusténého neurotoxinu
BMAA v povrchovych vodach a ptispét budoucim studiim informacemi ohledné vyskytu
neurotoxinu BMAA v povrchovych vodach. Navrh monitoringu neurotoxinu BMAA je tedy

zasadni pro ochranu zdrojl pitné vody a vefejného zdravi lidi.



2 Literarni reSerse

21  Uvod

B-N-methylamino-L-alanin, dale uz jen BMAA, je sekundarni metabolit produkovany
pravdépodobné vétSinou sinicovych druhii v sladkovodnich, moiskych a suchozemskych
ekosystémech (Cox et al. 2003). Dale jeho mozny vyskyt a produkci prokazaly studie
v rozsivkach (Jiang et al. 2014a) a obrnénkach (Lage et al. 2014). BMAA byl poprvé objeven
VvV roce 1967 na zapad¢ Tichého ocednu na ostrové Guam, kde byl izolovan ze semen cykast
rodu Cycas micronesica (Vega a Bell 1967). Nejdiive se ale predpokladalo, Ze se jedna
o rostlinny toxin produkovany samotnymi cykasy (Whiting 1963). Pozdé&ji vsak bylo
prokazano, ze BMAA je syntetizovan sinicemi rodu Nostoc zijicimi symbioticky s rostlinou
Vv kofenech cykast (endosymbidza), odkud se nasledné¢ BMAA dokaze hromadit v semenech

a dal$ich ¢astech této rostliny (Cox et al. 2003).

Neurotoxin BMAA je na zdkladé mnoha studii povazovan za spousté¢ nékolika
neurodegenerativnich onemocnéni, konkrétn¢ amyotroficka lateralni skleréza (ALS),
Alzheimerova nemoc (AD) nebo Parkinsonova nemoc (PD). Tato hypotéza vychazela
Z pozorovani vysokého vyskytu téchto neurodegenerativnich onemocnéni praveé na ostroveé
Guam, kde se tento neurotoxin nachazel v potravé mistnich lidi (Spencer et al. 1987; Cox
a Sacks 2002; Cox et al. 2003; Pablo et al. 2009; Banack et al. 2010b).

Z chemického hlediska se jedna o neproteinogenni polarni bazickou aminokyselinu
(Faassen et al. 2016) pattici do skupiny sinicovych neurotoxint jako jsou anatoxin, saxitocin
a jiné (Ardoz et al. 2010).

Vzhledem k obohacovani povrchovych vod zivinami a pfiznivym teplotnim podminkam
zapti¢inénym globalnim oteplovanim, dochazi v poslednich desetiletich k ¢ast&jsim vyskytim
sinicovych kvéti. Nasledné to mize vést k vySsimu vyskytu latek, které jsou produkovéany
sinicemi a tedy i neurotoxinu BMAA v povrchovych vodach a vétsimu riziku ohrozeni
vodnich organismu a vefejného zdravi (Paerl a Paul 2012; Brookes a Carey 2011; Elliott 2012;
Schindler et al. 2008).

Cilem této reSerSe je popsat zakladni informace o sinicich a hlavnich enviromentalnich
faktorech, které vedou k rozvoji vodniho kvétu v povrchovych vodach, shrnuti soucasnych

veédeckych poznatkli o vyskytu neurotoxinu BMAA a popsani moznych zdravotnich rizik



BMAA na ¢lovéka a vodni organismy. Pozornost je vénovana zhodnoceni vlivu ménicich
se enviromentalnich podminek a parametri prostiedi na mnozstvi, rozvoj a dominanci sinic
Vv eutrofnich vodach. Chceme ovérit a dolozit predpoklad, Ze neurotoxin BMAA se vyskytuje

V sinicich a rovné€z v eutrofnich vodach s dominanci sinic.

2.2  Sinice

Sinice (cyanobacteria, angl. blue-green algae) jsou starodavné, 3,5 miliardy let staré,
prokaryotické mikroorganismy rozsitené po celém svéte (Whitton 2012). Kvantitativné patii
3 x 10% g C (Garcia-Pichel et al. 2009). Jsou zodpovédné za vytvoreni kyslikaté atmosféry
planety Zemé pted 2200-2400 miliony let prostfednictvim fotosyntézy, pii které dochdzi
k produkci kysliku. Patii mezi hlavni ¢initele biochemickych cyklt uhliku, dusiku, a dalSich
prvki. Sinice jsou primarnimi kolonizatory, maji fotosynteticky zpasob rastu, nékteré maji
schopnost fixovat atmosféricky dusik (Huisman et al. 2018). V podminkach nadmérného
vyskytu bohatych zdroju zivin maji sinice schopnost ukladat zakladni Ziviny (fosfor, dusik,
zelezo a stopové prvky), coz jim umoziuje nasledné rust i vV podminkach s limitujicim
mnozstvim zivin (Oliver et al. 2012; Paerl a Paul 2012; Carey et al. 2012). B&éhem evoluce
se dokazaly adaptovat, aby odolaly a ptezily extrémni vlivy prostiedi, jako je vysoka salinita,
vysoké a nizké teploty, pferusované vysychani a intenzivni sluneéni zafeni. Sinice tvoii zaklad
mnoha vodnich a suchozemskych potravnich fetézcii a nachazeji stale vyssi uplatnéni

Vv biotechnologiich, od vyroby biohnojiv az po syntézu potencialnich 1ékt (Whitton 2012).

Ve vodnim prostiedi se sinice mohou vyskytovat suspendované v rozptylené formé nebo jako
agregaty ve vod¢, na vodni hlading, v sedimentech na dné nebo ulpivajici na horninach,
sedimentech a rostlinach na biehu mofi, jezer a tek (Whitton 2012). Jsou rozsifené
od polarnich (Quesada a Vincent 2012) az po tropické oblasti severni a jizni polokoule (Mowe
etal. 2007). Populace sinic v téchto mistech mohou utvaret sinicové kvéty, povlaky a biofilmy

nebo aZ husté narosty sinic.

Dnes obecné vime, Ze vlivem lidské ¢innosti doslo ke zvySeni trofickych podminek neboli

eutrofizaci vodnich téles, zpisobené obzvlasté vysSim mnozstvim zivin ve vod¢, zejména

Mrwe

zatizenim zdroji z domacnosti, dale pak ze zemédé€lskych, rybaiskych a primyslovych zdrojt,



zvySenou erozi v povodi vodnich ploch a zvysenymi odbéry vody. Masivni nartst kvéti sinic
je do zna¢né miry ovlivnén a podpofen ptiznivymi teplotnimi podminkami, pronikanim svétla
do vodniho sloupce, pfiznivym pH vody, dobou zdrzeni vody v jezetfe nebo prutokem vody
korytem teky (Giani et al. 2020; Huisman et al. 2018; Lampert a Sommer 2007; Schindler
et al. 2008; Schindler 2006).

Masové populace sinic mohou nepiiznivé ovliviiovat dostupnost, estetickou kvalitu, zdravi
a bezpecnost, a také hodnotu vodnich zdroju pro pouziti ¢lovékem. Mezi lidské potieby
a vodni aktivity, které mohou byt nepfiznivé ovlivnény, patii dodavky pitné vody, napajeni
hospodaiskych zvitat, zavlazovani plodin, akvakultura, primyslové zpracovani, rekreace

a turismus (Brookes a Carey 2011; Elliott 2012; Giani et al. 2020; Wagner a Adrian 2009).

2.2.1 Ekologie sinic

Sinice jsou s nadsazkou vSudypiitomné organismy, kolonizujici mnoho rtiznych ekosystému
po celém svéteé a za vSech klimatickych podminek (Whitton 2012). Vytvaieji symbioticka
partnerstvi s Sirokou skalou eukaryotickych hostitell jako jsou tieba lisejniky, kofeny cykast,
koraly, rozsivky a obrnénky. Poskytuji hostiteli fixovany dusik a tim umoziuji hostitelim rast
na mistech s omezenym obsahem dusiku. Sinice diky hostitelim mohou zit v relativné

chranéném prostiedi bez predace a extrémnich zmén podminek (Adams et al. 2012).

Morfologie sinic zahrnuje jednobunécné, kolonialni a mnohobunééné vlaknité formy.
Jednotlivé buiky jsou obvykle mikroskopické, ale vétsi formy jako slizové kolonie
(napt. Microcystis), bentické narosty (napt. Phormidium) nebo vlaknit¢é formy

(napt. Aphanizomenon) jsou snadno viditelné i pouhym okem (Meriluoto et al. 2017).

Sinice vyuZivaji svételnou energii k syntéze organické hmoty z mineralnich Zivin a CO2
pomoci fotosyntézy stejné jako tfasy a vyssi rostliny. Voda je béhem fotosyntézy donorem
elektronti a dochazi k produkei kysliku (Huisman et al. 2018). VSechny druhy sinic syntetizuji
zeleny pigment chlorofyl a. Sinice jsou schopné rist i za Spatnych svételnych podminek diky
svym ptidavnym pigmentim, tzv. fykobilina. Tyto fykobiliny jsou celkem tfi, dva z nich jsou
modré pigmenty (fykocyanin a allofykocyanin) a jeden cerveny (fykoerythrin). Zna¢na
citlivost téchto pigmentli umoziuje sinicim fotosyntetizovat i pii velmi nizké hladiné€ osvétleni
— hluboko pod hladinou vody, v pudé¢, uvniti kament a Vv jeskynich. Na druhou stranu

nadnasiva schopnost sinic diky plynovym méchyikiim (aerotoptim), které maji uvnitt bunék,
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Jim umoznuje plavat ve vodnim sloupci a setrvavat v horni nékolikacentimetrové vrstvé
vodniho sloupce, kde je nejvétsi svétlo (napt. Microcystis) (Oliver et al. 2012; Paerl a Paul
2012). V povrchové vrstvé vod jsou sinice vystavény vysoké intenzité svétla a ultrafialovému
(UV) zafeni. Ochrannymi mechanismy fungujicimi diky pifitomnosti karotenoidovych barviv
a sekundarniho metabolitu scytoneminu mohou zabranit ptipadné fotoinhibici nebo poskozeni
UV zarenim (Castenholz a Garcia-Pichel 2012). Dale nékteré¢ druhy sinic tvoti klidové bunky
akinety, které¢ jim slouzi k pieziti nepfiznivych podminek (zmény intenzity svétla, zivin,

teploty a potencialniho vysuseni) (Carey et al. 2012).

Nékteré druhy sinic  (napt. rody Dolichospermum, Aphanizomenon, Nodularia
a Cylindrospermopsis) mohou fixovat dusik (N2), coz jim umoznuje pfistup do rozsahlé
zasoby atmosférického dusiku (Huisman et al. 2018). Fixace dusiku probiha za neucasti
kysliku, tedy v anaerobnim prostiedi. Pro diazotrofické sinice je dulezité, aby byl proces
fixace dusiku oddélen od produkce fotosyntetického kysliku za i¢elem zabranéni ireverzibilni
inaktivace enzymového komplexu fixace dusiku kyslikem. K prostorovému oddéleni maji
sinice specializované buiiky, tzv. heterocyty. Fixace dusiku je energeticky nékladny proces
a mnoho sinic potla¢uje fixaci dusiku, pokud jsou K dispozici jiné formy dusiku, jako
je amonium a nitrat (dusi¢nany). Schopnost diazotrofickych sinic fixovat dusik poskytuje
ve vodach s nizkym obsahem dusiku kompeti¢ni vyhodu nad sinicemi, které nemaji heterocyty
a dal$im eukaryotickym fytoplanktonem, pokud jsou k dispozici jiné ziviny jako fosfor
¢i zelezo (Oliver et al. 2012).

Eutrofizace vodnich téles vedla k naristu mnozstvi sinic po celém svété. Vzhledem k tomu,
Ze mnoho potencidlné toxickych druhi sinic tvofi vodni kvét, jsou pro adekvatni monitoring
zapotiebi nezbytné informace o parametrech prostiedi, které vedou k rozvoji a dominanci sinic
v eutrofnich vodach (Schindler et al. 2008; Meriluoto et al. 2017)

2.2.2 Enviromentalni podminky vedouci k rozvoji sinic

Diky porozuméni eutrofizaci je dnes vSeobecné znamo, ze mnoho fyzikalné-chemickych
a biologickych faktorGi a procesti méd vliv na populacni dynamiku sinic a také na jejich

vertikalni a horizontalni distribuci ve vodach.

Pozorovany nérust kvétl sinic v mnoha vodnich ekosystémech souvisi s rostouci koncentraci

zivin, zejména dusiku a fosforu (Elliott 2012; Giani et al. 2020), vyssimi teplotami vody diky



globalnimu oteplovani (Carey et al. 2012), zménami v tepelné stratifikaci a stabilit¢ vodniho
sloupce (Wagner a Adrian 2009; Paerl a Paul 2012). Dalsim faktorem je mnozstvi a nacasovani
srazek a jejich ucinek na hydrologické cykly a odtoky, které mohou zménit pfisun Zivin
do povodi, dobu zdrzeni vody a kolisani hladiny vody (Romo et al. 2013; Brookes a Carey

2011). Spole¢né tyto zmény Casto vytvaieji vhodné podminky pro rust a dominanci sinic.

V mirném podnebi se kvéty sinic obvykle vyskytuji v letnim obdobi, kdy teplota vody je nad
20 °C (Giani et al. 2020). Na rozdil od tropickych jezer, kde vyskyt vodniho kvétu uz existuje
i celoro¢né, jsou jezera v mirném podnebi chranény pted sinicovymi kvéty poklesem teplot
béhem zimy. Oteplovani povrchovych vod zesiluje vertikdlni stratifikaci ve sladkovodnich
1 motiskych ekosystémech. Sezénni oteplovani také prodluzuje obdobi stratifikace.
Ve sladkovodnich systémech se stratifikace obvykle odehravd diive na jafe, stratifikace

se udrzuje po celé 1éto a destratifikace probiha pozdéji na podzim (Paerl a Paul 2012).

Dale bylo prokazano, Ze optimalni teplota pro dosazeni maximalni rychlosti rustu
je u prokaryotickych sinic vy$si nez u jinych fas (Nalley et al. 2018), coz naznacuje jednu
z dalSich kompeti¢nich vyhod jak pfekonat ostatni druhy fytoplanktonu. Tepelna stratifikace
Vv eutrofnich vodach mtize také vést k uvolnéni fosforu ze sedimentu za anoxickych podminek
V hypolimnionu a neptimo tak ovlivnit dynamiku populaci sinic (Meriluoto et al. 2017;
Lampert a Sommer 2007; Carey et al. 2012). Zejména studie (Giani et al. 2020) ukazuje

synergicky ucinek teploty vody a celkového fosforu (TP) ve vodé na rychlost ristu kvéti sinic.

Lidskou ¢innosti, zejména intenzivnim zemédé€lstvim od Sedesatych let dvacatého stoleti,
se dramaticky zvysily vstupy dusiku a fosforu do vodnich ekosystému a zapficinily vyraznéjsi
rozvoj vodniho kvétu a tfas (Schindler 2006). Nasledné byla zavedena opatieni, ktera mé¢la
snizit ptisun té€chto zivin do vodnich ekosystémi. Obecné je u¢innéjsi pro ovlivnéni rozvoje
vodniho kvétu snizovani vstupti fosforu nez snizovani vstupii dusiku, proto dusikata hnojiva
ptedc¢ila pouzivani fosfore¢nych hnojiv. V dasledku toho dnes stoupa pomér dusiku k fosforu
Vv mnoha jezerech, fekéach a pobieznich vodach, coz miize vést ke zménam v druhovém slozeni
zastoupenych sinic. Zejména se mize zvysit vyskyt sinic nefixujicich dusik, jako

je Microcystis spp. a Planktothrix spp., na tkor sinic fixujicich dusik (Huisman et al. 2018).

Predpoklada se, ze globalni oteplovani ovliviiuje nékteré faktory Zivotniho prostiedi, které
maji vliv na tvorbu vodniho kvétu. Klicovym faktorem globalniho oteplovani je rostouci
koncentrace oxidu uhli¢itého (CO2) v atmosféte, ktery je emitovan naptiklad spalovanim

fosilnich paliv a biomasy nebo produkci oceli. Rostouci koncentrace atmosférického oxidu



uhli¢itého (CO2) zvysuje koncentraci CO2 v povrchovych vodach pokrytych kvéty sinic,
coz zintenzivni vyvoj sinicovych kvétd. Vysoké teploty napomahaji stabilnéjsi teplotni
stratifikaci. Zména klimatu také zvySuje variabilitu pocasi, intenzivnéj$i boufe a srazky,
zpusobujici vEtsi vstupy zivin do vod a dlouha obdobi sucha zptsobujici del§i dobu zdrzeni

vody (Paerl a Paul 2012; Huisman et al. 2018).

Dulezitou roli maji i nékteré charakteristiky jejich metabolismu a fyziologie. Napiiklad mnoho
druhti sinic ma schopnost regulovat svijj vztlak (angl. buoyancy) tvorbou a kontrolou aerotopti
(plynovych méchyikt), které jim umoziuji pohybovat se a upevnit svoji polohu
ve stratifikovaném vodnim sloupci. To poskytuje kompetitivni vyhodu sinic s plynovymi
méchytky tim, ze vyuziji zdroj svétla ve svrchni vrstv€ vodniho sloupce a zastifiuji ostatni
fytoplanktoni organismy ve vétsi hloubce (Huisman et al. 2018; Giani et al. 2020; Oliver et al.
2012).

Pii vyskytu sinic mize také hrat roli hojnost velkého zooplanktonu, ktery se zivi sinicemi.
Jejich vyskyt je vSak do zna¢né miry urovan sloZenim a biomasou rybi obsadky, zejména
planktonovornich a bentivornich druhti (Huisman et al. 2018). Naproti tomu, chemicka obrana
sinic mize hrat vyznamnou roli pfi tvorbé a vytrvalosti vodniho kvétu tim, ze omezuje
konzumac¢ni aktivitu zooplanktonu (angl. grazing), neboli schopnost zooplanktonu se Zivit

na sinicich ¢i jiném fytoplankton (Paerl a Paul 2012).

2.2.3 Definice vodniho kvétu

Vodni kvét je narGst biomasy sinic ve vodnim sloupci (méfeny napiiklad koncentraci
chlorofylu-a) za relativné kratkou dobu (n€kolik dni az dva tydny) a vyznacuje se dominanci
(> 80%) pouze jednoho nebo nékolika druht sinic v ramci spolecenstva fytoplanktonu
(Meriluoto et al. 2017). Mezi bézné rody tvofici vodni kvét patii Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Microcystis, Nodularia, Planktothrix
a Trichodesmium (Huisman et al. 2018). V mezotrofnich nebo méné eutrofnich jezerech
odpovidaji biomasy velkych kvéti koncentracim chlorofylu-a od 30 do 50 pg.I™%, zatimco
v eutrofnich a hypereutrofnich jezerech lze nalézt biomasy ptesahujici koncentrace

chlorofylu-a 300 az 400 pg.I™* (Meriluoto et al. 2017).



2.2.3.1 Disledky vodniho kvétu

Kvéty sinic mohou zpusobovat velké problémy s kvalitou vody. ZvysSuji zakal a potlacuji
vodni vegetaci. Zejména vyCerpani kysliku mikrobidlni degradaci sinicového kvétu mize
vyvolat hypoxii a anoxii v hypolimnionu a zptsobit smrt ryb a bentickych bezobratlych
(Huisman et al. 2018; Lampert a Sommer 2007). Anoxické podminky také mohou vést
k n€kterym chemickym a mikrobialnim procestiim, které by jinak neprob&hly. Zejména jde
0 tyto procesy: DNRA (disimilaéni redukce dusi¢nanti na amonium), denitrifikaci
a desulfurizaci. Dale pii anoxickych podminkach v sedimentech dochazi k uvoliovani
vazaného fosforu, coz muze podpofit pfirozenou eutrofizaci (Lampert a Sommer 2007;
Schindler et al. 2008). Sinice produkuji chutové a pachové slouceniny, které narusuji
rekreaéni funkci jezer a vyuzivani nadrzi pro pitnou vodu, jak uz bylo zminéno vyse
(Meriluoto et al. 2017). Kromé toho mohou sinice produkovat rizné sekundarni metabolity,
které mohou nepfiznivé ovliviiovat vodni organismy, bioakumulovat se v potravnim fetézci
a tedy ohrozovat zdravi ptakd, savct a hlavné lidi (Zanchett a Oliveira-Filho 2013; Metcalf
a Codd 2012; Brookes a Carey 2011).

2.2.4 Sinicové toxiny

Sinice maji schopnost tvofit Sirokou Skalu sekundarnich metaboliti, které se nazyvaji
cyanotoxiny. Tyto metabolity vykazuji rizné typy biologickych nebo biochemickych aktivit
a né€které z téchto latek jsou toxické pro rostliny, bezobratlé a obratlovce, véetné ohrozeni
zdravi lidi. Vzhledem Kk opakovanému resp. kazdoro¢nimu vyskytu sinicovych kvéta
ve vodnich ekosystémech mohou byt lidé chronicky vystaveni sinicovym toxinim v relativné
nizkych davkach (Buratti et al. 2017; Blaha et al. 2009). Znamé toxiny, jako jsou microcystiny,
nodulariny a cylindrospermopsiny, mohou zplisobit poSkozeni jater a ledvin, cytotoxicitu,
neurotoxicitu, kozni problémy, gastrointestinalni poruchy a mnohé dal§i problémy

(Huisman et al. 2018; Zanchett a Oliveira-Filho 2013; Metcalf a Codd 2012).

Produkce toxinil sinicemi je velmi proménliva v misté a Case, nelze ji snadno predpoveédét
dle druhového slozeni a Cetnosti sinic. Rovnéz je velka variabilita v obsahu cyanotoxinti mezi
rozdilnymi kmeny stejného druhu sinic. Sinicové kvéty jsou Casto slozeny ze smési toxickych

a netoxickych kmena (Huisman et al. 2018; Metcalf a Codd 2012).



Pro¢ sinice produkuji tyto sekundarni metabolity zatim neni znamo. Jednou z avah by mohlo
byt, ze cyanotoxiny funguji jako obranny mechanismus proti konzumaci zooplanktonem
(grazing) (Paerl a Paul 2012; Huisman et al. 2018). U¢inek sinicovych toxint vzdy ale zavisi
na druhu sinic, typu produkovaného toxinu a koncentraci toxinu ve vodnim prostredi

(Zanchett a Oliveira-Filho 2013).

Cyanotoxiny lze rozdélit na zakladé¢ dvou hlavnich kritérii. Podle mechanismu u¢inku
cyanotoxinii u suchozemskych obratlovci, zejména savci délime do tii hlavnich tfid:
hepatotoxiny, neurotoxiny, dermatotoxiny; nebo podle jejich chemické struktury jako cyklické
peptidy, alkaloidy, lipopolysacharidy a aminokyseliny. Piiklady jednotlivych sinicovych
toxinii jsou Spolu s chemickou strukturou a kratkou charakteristikou zptisobu pusobeni
a toxickych u¢inka uvedeny v Tab. I. Cyanotoxiny jsou dilezitou skupinou chemickych latek
z hlediska ekotoxikologie, toxikologie a chemie zivotniho prosttedi (Zanchett a Oliveira-Filho
2013; Huisman et al. 2018; Meriluoto et al. 2017).



Tab. I: Sinicové toxiny (pievzato z Huisman et al. 2018; Meriluoto et al. 2017; Blaha et al.

2009).

SINICOVY TOXIN CHEMICKA RODY HLAVNICH ZPUSOBY TOXICKE UCINKY

STRUKTURA PRODUCENTU PUSOBENI
SINIC

Microcystin Cyklické Microcystis, Inhibice Hepatotoxicky,

heptapeptidy Anabaena, Nostoc, eukaryotickych poskozeni jater a ledvin,
Planktothrix, proteinovych gastroenteritida,
Phormidium, fosfataz. podpora nadort, snizena
Oscillatoria, oprava DNA a
Radiocystis, reprodukéni toxicita.
Gloeotrichia,
Anabaenopsis,
Rivularia,
Tolypothrix,
Hapalosiphon,
Plectonema

Nodularin Cyklické Nodularia, Nostoc Inhibice Podobny ucinek jako u
pentapeptidy eukaryotickych microcystinu,

proteinovych slabé karcinogenita.
fosfataz.

Cylindrospermopsin ~ Tricyklické Cylindrospermopsis,  Inhibice syntézy Poskozeni vice organt,
guanidinové Umezakia, bilkovin, poskozeni gastroenteritida a
alkaloidy Anabaena, DNA a bunééna smrt.  genotoxicita,

Oscillatoria, neurotoxicita.
Raphidiopsis,
Aphanizomenon

Anatoxin-a Bicyklické Anabaena, Agonista Neurotoxicky,

alkaloidy Aphanizomenon, nikotinovych ztrata koordinace, tfes
Phormidium, acetylcholinovych svalu a selhani.
Cuspidothrix, receptorti na
Dolichospermum, neuromuskularnich
Oscillatoria, spojich.
Phormidium

Anatoxin-a(S) Fosforylované Anabaena, Inhibitor Neurotoxicky,
cyklické N- Dolichospermum acetylcholinesterazy.  slinéni, inkontinence,
hydroxiguaniny tres svald a selhani

dychani.

Saxitoxin Alkaloidy Aphanizomenon, Blok napétove Neurotoxicky,
Anabaena, Lyngbya,  fizenych sodikovych  parestézie, necitlivost,
Cylindrospermopsis,  kanald neurond. paralyza a respiraéni
Planktothrix selhani

Lyngbyatoxin, Indolové alkaloidy  Lyngbya, Vaze se na Podpora nadord.

Aplysiatoxin Oscillatoria, eukaryoticky protein
Schizothrix kinazu C.

BMAA, DAB Aminokyseliny Microcystis Nadmérna stimulace Ztrata koordinace,
Nostoc a mnoho glutamatovych svalova atrofie a mozné
dal$ich roda receptord prispévky

V neuronech a k neurodegenerativnim

asociace onemocnénim (napf.

S bilkovinami. amyotroficka lateralni
skler6za a
Alzheimerova choroba).

LPS Lipopolysacharidy ~ Vsechny sinice Zanét a podpora Podrazdeni kuze,

produkce cytokint. horecka a
gastrointestinalni
potize.
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2.2.4.1 Cesty expozice

Utinek sinicovych toxind na Zivy organismus za&ina interakci mezi toxiny a organismem.
Analyza miry rizika téchto latek nutn¢ vyzaduje znalost a porozuméni moznym podminkam
expozice. Cesty expozice a média mozného pienosu cyanotoxini jsou uvedeny v Tab. II.
Nejbéznéjsim a pro lidi nejdostupnéjSim expoziénim médiem pro cyanotoxiny
je pravdépodobné voda. Protoze vétsina lidi v rozvinutém svété pije oSetfenou pitnou vodu,
k expozici cyanotoxinim pitim uzitkové vody pravdépodobné dojde béhem rekreacnich
aktivit. Mozny obsah cyanotoxinid v pitné vod¢, zavisi i na G¢innosti odstrafiovani béhem
upravy vody. Zakladni informace ohledn¢ managementu Gpravy povrchovych vod zasazenych

vodnim kvétem jsou uvedeny v instrukcich od Svétové zdravotnické organizace (WHO 2015).

Problematika cyanotoxinil v pitné vod¢ je feSena v mnoha zemich na celém svété a rovnéz
v ramci WHO. Kromé fady doporuceni, jak postupovat pii sledovani cyanobakterii a jejich
toxind, je zatim doporucCena limitni hodnota pouze pro microcystin-LR v pitné vodé
ato 1 pgl? (WHO 2003). Protoze se v povrchovych vodach Ceské republiky kazdoroéné
vyskytuji sinice a v ptipad¢ jejich zvysené¢ho vyskytu mohou ohrozit kvalitu pitné vody, byl
do vyhlasky €. 252/2004 Sb. zatazen ukazatel microcystin-LR s nejvy$$i mezni hodnotou
1 pg.It. Jelikoz jiné smérné hodnoty pro cyanotoxiny neexistuji, je sou¢asnou praxi aplikovat
limitni hodnoty pro microcystin-LR na v§echny ostatni cyanotoxiny (Meriluoto et al. 2017).
Pro sledovéni sinic a cyanotoxind vzniklo metodické doporuceni od Statniho zdravotnického
tstavu (SZU 2005). Monitoring cyanotoxinii je zasadni pro informovani vodohospodait
o provozni efektivnosti jejich Cistiren v obdobi vyvoje a perzistence sinic, aby se zabranilo

moznému poskozeni zdravi lidi (Metcalf a Codd 2012; Meriluoto et al. 2017).
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Tab. II: Cesty expozice, expozi¢ni média a ¢innosti s rizikem kontaktu nebo pozitim sinic

a cyanotoxinu (pievzato z Meriluoto et al. 2017; Metcalf a Codd 2012).

CESTA EXPOZICE EXPOZICNI MEDIUM

RIZIKOVE CINNOSTI

Pozienim Voda

Potrava

Dopliky stravy

Kuzi Voda

Vdechnutim Voda, aerosoly

Prachové Castice

Hemodialyza Voda

Denni piti uzitkové vody nebo nedostatecné
upravené vody. NeimysIné piti vody
béhem rekreacnich aktivit. Napajeni
hospodaiskych zvirat.

Konzumace ryb, mekkysa, koryst;
rostlinné stravy, pokud je zavlazovana
vodou obsahujici sinice

Konzumace dopliku stravy, pokud obsahuji
cyanotoxiny.

Kontakt ktize a sliznic s kvéty sinic béhem
rekreace a prace. Sprchovani uzitkovou
vodou nebo nedostatecné upravenou vodou.

Sprej obsahujici sinice, vytazky ze sinic,
cyanotoxiny béhem rekreace, sprchovani,
prace.

Vdechovani prachovych ¢astic vzduchem
susené biomasy sinic, biogenni poustni
kiry, vojenské nasazeni

Kontakt s nedostate¢né upravenou
hemodialyza¢ni vodou.
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2.3  Neurotoxin BMAA

BMAA je neproteinogenni aminokyselina (to znamena, ze neni od ptirody zakdédovana ani
nalezena v zadném genetickém kédu organismil) s molekularni hmotnosti 118.13 g.mol™.
Molekula BMAA se sklada z karboxylové a aminové skupiny na alfa uhliku s pfipojenym
postrannim methyl-aminovym fetézcem (viz. Obr. 1). Je to polarni a ve vod¢ rozpustna latka
s nizkym rozd€lovacim koeficientem oktanol/voda (Manolidi et al. 2019). Vzhledem k témto
vlastnostem by se BMAA nemélo hromadit v tukovych tkanich. BMAA se muze vyskytovat

ve dvou formach, a to bud’ ve formé volné nebo vazané na bilkoviny (Faassen et al. 2016).

0
H.C
YN OH
H
NH,

Obrazek 1: Strukturni vzorec BMAA
2.3.1 lzomery BMAA

Stanovovani BMAA ve vzorcich z Zivotniho prostiedi pomoci hmotnostni spektrometrie
je Casto doprovazeno detekci fady strukturnich izomerd, které se pfirozené vyskytuji v sinicich
a mohou vyvolat neurotoxicitu (Banack et al. 2011). Z 260 teoretickych strukturnich
izomeri BMAA je celkové sedm povazovano za biologicky relevantni a spliujici
pozadavky chemické stability (Jiang et al. 2012). Mezi nejcastéji detekované izomery BMAA
patii kyselina 2,4-diaminomaselna (2,4-DAB), N-(2-aminoethyl) glycin (AEG)
a B-amino-N-methylalanin (BAMA). Zejména izomer 2,4-DAB se povazuje
za hepatotoxickou a neurotoxickou neproteinogenni aminokyselinu, ktera se vyskytuje
Vv sinicich a je ¢asto detekovan spolu s BMAA (Banack et al. 2011; Réveillon et al. 2016;
Violi et al. 2019b; Main a Rodgers 2018; Bishop et al. 2018). Za pouziti moderni kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii 1ze na zakladé retencniho Casu a naboje

m/z tyto izomery ve zkoumané matrici rozlisit a stanovit (Jiang et al. 2012).
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2.3.2 Primarni zdroje

Neurotoxin BMAA byl poprvé izolovan ze semen cykasu Cycas Circinalis (Vega a Bell 1967).
Pozdg&ji bylo zjisténo, ze BMAA je produkovan endosymbioticky zijicimi sinicemi rodu
Nostoc v koraloidnich kofenech cykasti Cycas Micronesica (Cox et al. 2003). Od roku 2005,
kdy Cox et al. (2005) informoval o produkci tohoto neurotoxinu Sirokou §kalou druhi sinic,
se zacalo vic a vic studii zabyvat pfitomnosti BMAA v zivotnim prostfedi po celém svéte.
BMAA bylo detekovano V sinicich mofskych 1 sladkovodniho ekosystémi, ale rovnéz

cey

v sinicich zijicich v pidé a vapencovych jeskynich (Cox et al. 2005).

Postupné byla ptitomnost BMAA prokédzana ve vzorcich voln¢ zijicich sinic z terestrickych
a vodnich ekosystémt, ale také u laboratornich kultur sinic. BMAA bylo stanovovano bud’
ve form¢ volné nebo ve formé vazané na bilkoviny. Konkrétné se jedna o studie z USA, kde
byly koncentrace obou forem BMAA stanovovany Vv nékolika vodnich nadrzich v Nebrasce
(Al-Sammak et al. 2014), dale z jizni Afriky (Scott et al. 2014; Esterhuizen a Downing 2008;
Scott et al. 2018), z Britskych vodnich tokt (Metcalf et al. 2008), z Ciny (Li et al. 2010);
z Holandskych méstskych vod (Faassen et al. 2009), z oblasti Baltského mote
(Jonasson et al. 2010), ze Svédska (Lage et al. 2015), z Peru (Johnson et al. 2008), z Arabie
(Cox et al. 2009; Chatziefthimiou et al. 2018), jezera Winnipeg v Kanadé¢ (Bishop et al. 2018),
a dale z Australie (Violi et al. 2019b; Main et al. 2018). Stanoveni koncentrace BMAA
ve vzorcich povrchovych vod v téchto studiich vychazi z extraktu biomasy sinic, ne tedy
rozpu$téného BMAA ve vzorku vody. Koncentrace BMAA se pohybuji v rozmezi
od ng.g* do mg.g2.

Plvodné byly sinice povazovany za jediny primarni zdroj neurotoxinu BMAA, pozd¢jsi studie
vSak tuto domnénku vyvraceji. Dal§imi producenty jsou eukaryotni organismy, konkrétné
rozsivky (Lage et al. 2016; Wang et al. 2021; Jiang et al. 2014a; Réveillon et al. 2015; 2016)
aobrnénky (Lage et al. 2014). BMAA bylo detekovano jednak v uméle péstovanych moiskych
kulturach rozsivek, ale i u rozsivek odebranych ze zapadniho pobiezi Svédska (Jiang et al.
2014a). Pritomnost BMAA byla rovnéz prokazana ve vzorcich moiskych rozsivek z laguny
Thau na jihu Francie (Réveillon et al. 2015). Jedna z nejnovéjsich studii ukazuje pritomnost
BMAA vrozsivkdich a jeho nasledné Sifeni v potravni siti moiského ekosystému
u pobiezi Ciny (Wang et al. 2021). V nedavné dobé byly poprvé koncentrace BMAA a jeho
dvou izomerit (AEG a 2,4-DAB) prokazany i u laboratornich kultur sladkovodnich druht

rozsivek v Australii (Violi et al. 2019a). Pritomnost BMAA byla dale prokazana v laboratorni
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kultufe moiské obrnénky Gymnodium catenatum, ktera se hojn¢ vyskytuje v portugalskych
lagunach (Lage et al. 2014). Vétsi pocet druhti producenti BMAA tak rozsifuje mozné zdroje

expozice této neurotoxické latce.

Ptesto, ze neurotoxin BMAA je dle studii produkovan prokaryotickymi i eukaryotickymi
organismy, neni zcela jasné, z jakého diivodu je BMAA produkovan a zda mé né¢jakou funkéni
vlastnost v téchto organismech. Jeden z moznych divodi by mohlo byt, Ze produkce BMAA
je ovlivnéna dostupnosti dusiku (Downing et al. 2011). Dle Downing et al. (Downing et al.
2011), je produkce BMAA v jednobunéénych sinicich nevazajicich dusik Microcystis
a Synechocystis spusténa neptitomnostni dostupného dusiku a zaroven potlacena zvySenim
koncentrace dusi¢nanového aniontu (NO3’) nebo amonného kationtu (NH4*). Obdobny pribéh
by mohl byt i u rozsivek (Lage et al. 2016).

2.3.3 Sekundarni zdroje a akumulace v organismech

Vzhledem ke schopnosti BMAA vézat se na bilkoviny, dochazi k Sifeni v potravnim fetézci
a moznosti pretrvani BMAA ve zvitecich tkani (Murch et al. 2004). Muze byt tedy jednim

Z moznych pfi€in ohrozeni vetejného zdravi.

Poprvé byla bioakumulace, resp. ukladani BMAA popséano u cykasii a kaloni na ostrové Guam
(Cox et al. 2003). V kalonich byly naméfeny vyssi koncentrace BMAA (primérna
koncentrace BMAA 3565 ug.gl) nez vsemenech (priméma koncentrace BMAA
1161 pg.g?t), kterymi se zivi. Byla popsina biomagnifikace BMAA, kdy dochazelo

ke zvySovani koncentrace tohoto neurotoxinu potravnim fetézcem od symbioticky Zijicich

sinic, pies cykasy a jejich semena, az po kalon¢ (Cox et al. 2003; Cox a Sacks 2002).

V névaznosti na tuto zpravu o bioakumulaci a biomagnifikaci BMAA na ostrové Guam, byl
BMAA stanovovan V potravnich sitich vodnich Zivocichil (ryby, korysi, mekkysi), které jsou
obecné konzumované a mohou byt tedy zdrojem piijmu BMAA pro ¢lovéka. Kromé ostrova
Guam byly vyssi koncentrace BMAA zjistény ve vzorcich zooplanktonu, bezobratlych (musle,
ustfice) a obratlovctl (ryby) odebranych v oblasti s pravidelnym vyskytem sinic v Baltském
moii (Jonasson et al. 2010). Vysoké koncentrace BMAA byly nalezeny ve svalovych tkanich
vodnich organismii Zijicich v jizni Floridé, a to v modrém krabovi (6976 pg.g™), Gstiicich
(305 ng.g?), krevetach (942 pg.g?) a u riznych druhf ryb (Brand et al. 2010). V dalsich

studiich bylo BMAA detekovano u nizsich radi, a to u meékkysu z Francie (Réveillon et al.

15



2015; Masseret et al. 2013), Portugalska (Lage et al. 2014), Ciny (Wang et al. 2021; Li et al.
2018; 2016). Kromé toho, analyzy moiskych plodi ze Svédského rybiho trhu odhalily BMAA
ve slavce jedlé, ustticich, krevetach, platysovi a sledovi, ale BMAA nebylo detekovano
ve vzorcich lososa, tresky, okouna a raka (Jiang et al. 2014b). BMAA bylo dale detekovano
v moiskych plodech pochézejici ze ¢tyt kontinentd zakoupenych ve Svédskych obchodech

s potravinami (Salomonsson et al. 2015).

Predatofi, napt. zraloci maji diky své dlouhovékosti schopnost bioakumulovat mnoho toxint
a mohou byt tedy potencidlnim zdrojem BMAA pro ¢lovéka (Hammerschlag et al. 2016;
Mondo et al. 2012). Koncentrace BMAA (od 144 od 1836 ng.mg™) byly prokazany u nékolika
druhd zraloku z jizni Floridy (Mondo et al. 2012) a dle o¢ekavani bylo BMAA detekovano
u kladivount (Hammerschlag et al. 2016; Mondo et al. 2012), ktefi se primarné Zzivi
bentickymi organismy, u kterych byly nalezeny velmi vysoké koncentrace BMAA
(Brand et al. 2010). Zjisténi, ze se koncentrace BMAA vyskytuji u vodnich zivocicht rtizné

trofické urovné, naznacuji mozné riziko expozice BMAA konzumaci vodnich organismi.

Vyznamnym zjisténim z hlediska moznosti bioakumulace a biomagnifikace neurotoxinu
BMAA je studie z jizni Afriky, ukazujici, ze vyskyt sinicovych kvéti v letnich mésicich
nemusi byt dostateénym indikatorem a korelovat s mnozstvim BMAA v rybich tkanich
(Scottetal. 2018). Byla potvrzena tendence vyssiho vyskytu koncentrace BMAA u bentickych
ryb, ale detekce BMAA v rybich tkanich byla castéjsi u vzorkd odebranych v zimnich

mésicich.

2.2.4 Toxicita BMAA

Toxicita BMAA je historicky spojovana s neurodegenerativnimi onemocnénimi na ostroveé
Guam Vv Tichém oceanu (Vega a Bell 1967). Zdejsi obyvatelé Chamoro totiz vykazovali
mnohem veétsi vyskyt komplexu Amyotrofické lateralni skler6zy/Parkinsonovy demence
(ALS/PDC) nez jinde ve svéte (Cox et al. 2003). Pfiznaky této nemoci se podobaji
Parkinsonové chorobé (PD), Alzheimerové chorobé (AD) a amyotrofické laterdlni skleroze
(ALS) (Scott a Downing 2018). Rozvoj komplexu neurodegenerativnich onemocnéni u téchto
lidi byl pravdépodobné ovlivnén biomagnifikaci BMAA v potravnim fetézci, zejména
konzumaci mouky vyrabéné ze semen cykasii, konzumaci kalofi, divoké zvéte a prasat, které

se zivi semeny cykasu. Jak ukdzaly studie, pravidelnou konzumaci téchto potravin, kde byl
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BMAA vazan na bilkoviny, doslo az k 10 000x nasobné biomagnifikaci BMAA ze sinic
do mozkové tkan¢ lidi Chamoro, coz mohlo poté vést k rozvoji neurodegenerativnich
onemocnéni. BMAA bylo dale detekovan v mozkové tkani u kanadskych pacientt
s Alzheimerovou nemoci, ale ne u kontrolnich pacienti bez neurologickych onemocnéni
(Cox et al. 2003; Murch et al. 2004). Toto zjisténi vyskytu BMAA u pacienti
s neurologickymi poruchami bylo potvrzeno ve studii od Pablo et al. (2009), kde pfitomnost
BMAA byla v mozkové tkani pacientd s ALS a AD, ale ne u pacienti s Huntingtonovou

chorobou a kontrolnich vzorkt mozkové tkané.

BMAA je n¢kdy oznacovano jako ,,pomaly toxin® kvtli pozorované dlouhé dob¢ latence ALS.
U emigranti z Guamu se ALS vyvinula aZ 34 let po odchodu z Guamu. To naznacuje moZnou
dobu latence delsi nez 30 let, pravdépodobné v dusledku schopnosti BMAA vazat
se s bilkovinami (Manolidi et al. 2019). V lidském téle se tak vytvofi ,,rezervoar” a nasledné
pii metabolismu bilkovin dochazi k uvoliiovani BMAA (Murch et al. 2004; Cox et al. 2005).

Neurotoxick¢ plusobeni BMAA na bunky probihd riznymi mechanismy. Nejcastéji
navrhovanym mechanismem pusobeni BMAA na bunééné turovni je jeho schopnost
excitotoxicity (tj. bunécna smrt vyplyvajici z hyperaktivity excitaénich aminokyselin).
Nésledné dochézi ke stimulaci glutamétovych receptorti. Tento mechanismus vystihuje spiSe
akutni neZ chronicky efekt BMAA. Jiny mechanismus neurotoxické aktivity BMAA probiha
pies interakci molekuly BMAA s molekulou neuromelaninu, pigmentu piitomného
V nervovém systému. Diilezitou roli hraje rovnéz moznost inkorporace do bunéénych proteind.
Tyto mechanismy se spole¢né¢ mohou podilet na rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni

(Delcourt et al. 2018; Banack et al. 2010a).

Pouze n¢kolik studii se zabyvalo ptisobenim BMAA na vodni organismy (Cox et al. 2018;
Purdie et al. 2009a; Carion et al. 2020; Wang et al. 2020; Froyset et al. 2016; Esterhuizen-
Londt et al. 2015). Expozice zooplanktonu neurotoxinu BMAA snizila pteziti, reprodukci,
populaéni rist a zptisobila oxida¢ni stres U Daphnia magna. Vicegenera¢ni expozice snizila
Zivotaschopnost plodii a hmotnost potomkd. BMAA byl ptenesen i do dalSich generaci,
coz by mohlo naznacovat na moznost ptenosu BMAA do vyssich fadi v potravnim fetézci
diky zooplanktonu (Faassen et al. 2015; Esterhuizen-Londt et al. 2015). Ve vétsing studii byly
sledovany neurodegenerativni zmény u modelového organismu Danio rerio (Wang et al.

2020; Purdie et al. 2009b; 2009a).
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2.3.5 Metody stanoveni

Pro relevantni posouzeni zdravotnich rizik plynoucich z expozice neurotoxinu BMAA a jeho
izomertim ve vodnim prostfedi je nezbytna jednoznacnd identifikace a kvantitativni analyza.
Metody pouzivané pro analyzy sinicovych toxini musi byt ekonomické, rychlé a vysoce
citlivé. Proto je zésadni vyvoj robustni a spolehlivé analytické metody, kterd umozni
spolehlivou identifikaci BMAA. Bylo vyvinuto mnoho riznych analytickych metod
s vyuzitim kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci (LC-FLD), kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii  (LC-MS), kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) nebo plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) (Jiang et al. 2012; Manolidi et al. 2019). Vzhledem
k selektivité a dostateéné nizké hodnoté meze detekce jsou za nejvhodnéjsi povazovany
metody LC-MS/MS, v soucasnosti nejCastéji pouzivana technika pro stanoveni BMAA
(Faassen 2014; Faassen et al. 2016; Manolidi et al. 2019).

Mnoho studii se vénuje stanoveni koncentrace BMAA v povrchovych vodach
(Violi et al. 2019b; Wu et al. 2019; Main et al. 2018; Scott et al. 2018; Bishop et al. 2018),
ale je nutné zminit, ze jde o metody stanoveni BMAA v extraktu ze vzorku sinic separovanych
Z povrchovych vod nebo laboratornich kultur sinic. Nejedna se tedy o monitoring vyskytu
rozpustéeného BMAA piimo v povrchové vodé. Vyzkumy ohledné stanoveni koncentrace
BMAA ¢isté ze vzorku vody z vodnich téles zasazenych sinicovym kvétem jsou zatim
nedostate¢né (Duy et al. 2019). Koncentrace rozpusténého BMAA byla stanovena pouze

v 1/82 odebranych vzork a to v rozmezi <5-110 ng.I (Duy et al. 2019).

2.3.5.1 Kapalinova chromatografie s hmotnosti spektrometrii

Kapalinova chromatografie (LC, liquid chromatography) patii mezi zakladni fyzikalné-
chemické analytické metody, pii které dochdzi k opakovanému ustavovani rovnovazné
distribuce slozek analyzovaného vzorku mezi dvéma fazemi — mobilni a stacionarni fazi.
Mobilni faze je kapalna a tvofi ji Cisté rozpoustédlo, nebo smés rozpoustédel. Mezi pouZivana
rozpoustédla patii napt. hexan, acetonitril, methanol a voda. Jeji volba vzdy zavisi na typu
analyzované latky a na typu staciondrni faze. Stacionarni faze je nepohybliva a je ukotvena
v kolong. Casto se jedna o alkyly (oktyl, oktadecyl, fenyl), které jsou chemicky vazané

na silikagel jako nosi¢. Na zéklad¢ rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti analytl
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dochazi pii prichodu kolonou Kk jejich separaci. Rozdilna afinita stanovovanych latek
ke stacionarni fazi, vede k jejich riznému zadrzovani v koloné. Vlivem tohoto rtizného
zadrZovani latek dochazi na kolon¢ k postupnému rozdélovani slozek analyzovaného vzorku.
Po separaci jsou analyty undseny tokem mobilni faze do detektoru, kde je méfena néktera
z jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti — napt. absorbance, fluorescence, nebo specificka

hmotnost naboje.

Hmotnostni spektrometrie (MS, mass spectrometry) je analytickd metoda zalozena
na rozdéleni iontl v plynné fazi podle jejich poméru hmotnosti a naboje (nabojového ¢isla)
a analyze jejich Cetnosti. lonty jsou charakterizovany bezrozmérnym m/z, kde m je hmotnostni
¢islo (nukleonové ¢islo) a z je nabojové Cislo, které je pomérem ndboje iontu a elementarniho
naboje. Hmotnostni spektrometrie poskytuje informace o studovaném analytu jak pro
kvalitativni (strukturni) analyzu, tak i pro kvantitativni analyzu az na troven stopovych (mén¢
nez 10° g) a ultrastopovych (méné& nez 10 g) mnozstvi. Zakladnim pfedpokladem pro
ispé&$nou separaci iontd je vysoké vakuum (102 az 10° Pa), aby nedochazelo k vyméné

energie mezi jednotlivymi ¢asticemi jejich vzajemnymi kolizemi (Zaruba 2016; Hotejsi 2016).

Vyhodou techniky LC-MS je spojeni ucinné separacni techniky kapalinové chromatografie
s velmi citlivou a selektivni detek¢ni metodou hmotnostni spektrometrie (Zaruba 2016;

Hoftejsi 2016)
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24  Zavér

Béhem poslednich desetileti dochazi k castéj§imu rozvoji vodniho kvétu v povrchovych
vodach. Nejsilngjsi efekt na rozvoj sinic ma pravdépodobné rostouci piisun zivin, zpisobeny
lidskou Cinnosti a globalni oteplovani. Sinice produkuji sekundarni metabolity, které mohou
nepfizniveé ovlivnit kvalitu povrchovych vod a ohrozit lidské zdravi. Mezi tyto sekundéarni
metabolity patfi neurotoxin BMAA, kterému se pfisuzuje rozvoj ruznych
neurodegenerativnich onemocnéni u lidi. Vzhledem k ¢astéjsimu vyskytu sinic, a tedy i riziku

vyskytu BMAA je dilezity kvalitni monitoring povrchovych vod.

Cilem dale navrhovaného projektu je zejména monitoring rozpusténého neurotoxinu BMAA,
stanoveni vné&jSich faktori rozvoje sinic a jednotlivych druhi sinic v povrchovych vodach
za ucelem ochrany vod a zdravi lidi, rozvoje védeckych poznatkii o vyskytu neurotoxinu
BMAA v povrchovych vodach ve vybrané lokalité. Vysledky monitoringu neurotoxinu
BMAA a uréeni vnéjsich faktorti rozvoje sinic mohou poskytnout cenné informace pro
hodnoceni kvality vodnich zdroji, u nichz je potencidlni riziko nepfiznivych ucinka

neurotoxinu BMAA na zdravi v disledku expozice vodniho kvétu.
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Cile projektu

Zmapovat vodni télesa jiznich Cech, kde Vv letnich mésicich dochazi k pravidelnému
rozvoji vodniho kvétu

Stanovit vnéjsi faktory, které mohou ovlivnit vyskyt vodniho kvétu a neurotoxinu
BMAA v povrchovych vodach

Urc¢it taxonomické slozeni sinic

Stanovit koncentrace rozpusténého BMAA ve vzorcich rybni¢nich vod a vyznamnych

vodnich nadrzi jiznich Cech.

Hypotéza

Rozpustény neurotoxin BMAA se vyskytuje v eutrofnich vodach v disledku ¢astého

rozvoje vodniho kvétu
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5  Navrh monitoringu

51 Uvod

Rozvoj vodniho kvétu je ovliviiovan plisobenim mnoha vnéjSich faktorti. Mezi tyto faktory
patii zejména zvysSena koncentrace dusiku a fosforu v povrchovych vodach, teplota a zmény
v tepelné stratifikaci. Rozvoj vodniho kvétu v letnich mésicich plisobi negativné na vodni
organismy, snizuje kvalitu vody pro rekreaci a miize ohrozovat zdravi lidi. Pro kvalitni
monitoring neurotoxinu BMAA je zapotiebi identifikace zakladnich fyzikalné-chemickych
parametrii, které maji vliv na rozvoj sinic v povrchovych vodach. Dale pak pravidelny odbér
vzorkil a naslednd analyza zastoupenych sinicovych druhti a koncentrace BMAA ve vodé.
Tento projekt je zaméfen na zjisténi koncentrace rozpusténého BMAA ze vzorkl povrchovych
vod odebranych ve vybranych lokalitach. K analyza bude pouzita validovand metoda
na Katedie chemie Pfirodovédecké fakulty JCU. Projekt bude probihat ve spolupraci
s Vodohospodatskou laboratofi statniho podniku Povodi Vitavy v Ceskych Bud&jovicich.
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5.2 Metodika

5.2.1 Vybér lokalit

Ve spolupraci se statnim podnikem Povodi Vltavy je vytipovano 21 odbérovych mist
na zakladé predchoziho dokumentovaného vyskytu sinic v povodi Vltavy v jiznich Cechach.
Vyzkum se bude soustiedit na rybni¢ni vody, které jsou siln¢ eutrofizované, ale i vyznamné
vodni nadrze, které jsou dilezit¢ z hlediska rekreace a doddvek pitné vody a mohou byt
moznym zdrojem vyskytu rozpusténého neurotoxinu BMAA. Seznam jednotlivych lokalit

je uveden v Tab. I1I.

Tab. 11l: Seznam odbérovych lokalit.

Lokalita Odbérové misto Souiadnice GPS
vodni nadrz Lipno | Hraz 48.6333555424313°,
14.2360950915370°
Frymburk 48.6616750982139°,

14.1610051612111°

Dolni Vltavice

48.6922086428306°,

14.0806002148520°

Horni Plana 48.7446585225780°,
14.0432240514937°

rybnik OlSina 48.7785004610690°,
14.1000500596760°

Ceskobudgjovicko v.n. Rimov 48.8495774309498°,
14.4907843940434°

rybnik Dehtaf 49.0095802888145°,
14.3055917167840°

rybnik VySatov 48.9985105746099°,
14.3746189872974°

Novohaklovsky rybnik 48.9938976421182°,
14.4003588602039°

rybnik Bezdrev 49.0360655014026°,
14.4064825722202°

Municky rybnik 49.0446237650685°,
14.4290476344707°

vodni nadrz Orlik Hraz 49.6032053459863°,
14.1810391735856°

Zd’akovsky most 49.5037406030282°,
14.1844553620038°

Hrad Zvikov 49.4405574351437°,
14.1927299507551°

Podolsky most 49.3564032370990°,
14.2734430139198°

Treborisko rybnik Sveét 48.9906745819033°,
14.7509013337696°

rybnik RoZzmberk 49.0478871395525°,
14.7632351043299°

rybnik Kanov 49.0392620240224°,
14.7512081191306°

Horusicky rybnik 49.1648560579756°,
14.6922076025735°

Opatovicky rybnik 48.9874978603096°,
14.7766372262755°

Zablatsky rybnik 49.1081123888524°,
14.6822916103132°
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5.2.2 Odbér a uchovani vzorku

Odbér vzorkl bude probihat ve spolupréci se statnim podnikem Povodi Vitavy. Vzorky vody
budou odebirany z volné vody v dob¢ nejvétsiho rozvoje vodniho kvétu (Cerven, Cervenec,
srpen, zafi, fijen) bud’ z rybarského ¢lunu nebo ze bichu u odtoku, z mola ¢i vybézku pevniny.
V ptipadé vétSich vodnich nadrzi bude pouzita lod’ spravct povodi na dané lokalité.

Den odbéru vzorkii vody bude vybran tak, aby bylo jasné a slunecné pocasi.

Ke stanoveni celkového dusiku (TN), amoniakalniho dusiku (N-NHs3), dusi¢cnanového dusiku
(N-NO3), celkového fosforu (TP), fosfore¢nanového fosforu (P-POs), fytoplanktonu (fas
a sinic) a chlorofylu-a bude odebran vzorek vody do pfislusné PE vzorkovnice z kazdé
lokality. Vzorek vody bude odebran ze svrchni vrstvy vodniho sloupce (0-30 cm) pomoci
odbéréku typu And¢€lova ty¢. Na odbérovém misté se odeberou podle heterogenity lokality
nejméné 3 dil¢i vzorky z okruhu 3—4 m, sliji se, promichaji a naplni se jimi vzorkovnice.
Vzorky vody budou analyzovany Vodohospodatskou laboratofi statniho podniku Povodi
Vitavy v Ceskych Budg&jovicich. Vzorky budou zpracovany co nejdfive, nejpozdéji

do 24 h po odbéru, uchovavany budou v temnu pfi teploté 1-5 °C.

Dale z této vrstvy vodniho sloupce bude stejnym postupem odebran vzorek vody ke stanoveni
koncentrace rozpusténého BMAA do 15 ml centrifugaéni zkumavky. Vsechny odebrané

vzorky budou po dobu odbéru skladovany na ledu v chladicim boxu do dalsiho zpracovani.

5.2.3 Laboratorni analyzy

Stanoveni celkového dusiku (TN), amoniakalniho dusiku (N-NHs), dusi¢nanového dusiku
(N-NO:s3), celkového fosforu (TP), fosforeénanového fosforu (P-POs), fytoplanktonu (fas
a sinic) a chlorofylu-a bude analyzovano Vodohospodaiskou laboratofi statniho podniku
Povodi Vltavy v Ceskych Budgjovicich. Jednotliva stanoveni probghnou vzdy druhy den

po odbéru.

Vzorky vody pro stanoveni koncentrace rozpusténého BMAA budou ihned po odebrani
uloZeny do chladicich boxi. Néasledné€ budou vzorky v den odbéru v laboratofi centrifugovany.
Po oddéleni pevné faze, odméfeni piesného objemu a piidani vnitiniho standardu, budou

vzorky vody uchovavany v hlubokomrazicim boxu (-85 °C) a nasledné¢ analyzovany.
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Stanoveni koncentrace BMAA za pouziti kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii (LC-MS) bude probihat na Katedie chemie P¥irodovédecké fakulty JCU.
. Stanoveni celkového dusiku (TN)

Vzorky vody se odebiraji do standardné piipravenych PE vzorkovnic. Celkovy dusik
se stanovuje oxidaci na oxidy dusiku. Anorganicky dusik se stanovi dopo¢tem. Princip metody
vychazi z normy CSN EN 12260: 2004 (75 7524). Stanoveni bude provedeno

Vodohospodatskou laboratofi statniho podniku Povodi Vltavy.
. Stanoveni amoniakalniho dusiku (N-NHa)

Vzorky vody se filtruji pfi odbéru pies membranové filtry (velikost port 0,45 pm)
do standardné pfipravenych PE vzorkovnic. Amoniakélni dusik se stanovuje metodou
automatické diskrétni fotometrie. Amonné ionty se stanovuji dopoctem. Princip metody
vychdzi z normy CSN ISO 7150-1:1994 (75 7451). Stanoveni bude provedeno
Vodohospodaiskou laboratofi statniho podniku Povodi Vltavy.

. Stanoveni dusi¢énanového dusiku (N-NO3)

Vzorky vody se filtruji pfi odbéru pies membranové filtry (velikost porit 0,45 pm)
do standardné pfipravenych PE vzorkovnic. Ke stanoveni dusi¢nanli se pouziva metoda
kapalinové i1ontové chromatografie. Dusi¢nanovy dusik se stanovuje dopoctem. Princip
metody vychazi z normy CSN EN ISO 10304-1:2009 (75 7391). Stanoveni bude provedeno

VVodohospodaiskou laboratofi statniho podniku Povodi Vltavy.
. Stanoveni celkového fosforu (TP)

Vzorky vody se odebiraji do standardné pipravenych PE 25 ml vzorkovnic. Celkovy fosfor
se stanovuje metodou ICP-MS (hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem).
Princip metody vychazi z normy CSN EN ISO 17294-1,2 a je pouzitelna pro vzorky
sedimentli, zemin, a kalti. Stanoveni bude provedeno Vodohospodaiskou laboratofi statniho

podniku Povodi Vltavy.
. Stanoveni fosfore¢nanového fosforu (P-PO4)

Vzorky vody se filtruji pii odbéru pfes membranové filtry (velikost port 0,45 pm)
do standardné pfipravenych PE vzorkovnic. Fosfore¢nanovy fosfor se stanovuje metodou

automatické diskrétni fotometrie. FosforeCnanové ionty se stanovuji dopoctem. Princip této
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metody vychazi z normy CSN EN ISO 6878: 2005 (75 7465). Stanoveni bude provedeno
Vodohospodatskou laboratofi statniho podniku Povodi Vltavy.

. Taxonomické stanoveni fytoplanktonu (Fas a sinic)

K taxonomickému stanoveni fytoplanktonu bude odebran vzorek vody do Cisté 100 ml tmavé
sklenéné vzorkovnice se zabrusovym hrdlem a fixovan 0,5 ml Lugolovym roztokem. Pro tyto
ucely lze téz fixovat formaldehydem na vyslednou koncentraci cca 0,5 %. Princip této metody
vychazi z normy CSN 75 7717:2013. Taxonomické stanoveni fytoplanktonu bude provedeno
Vodohospodaiskou laboratoii statniho podniku Povodi Vltavy.

. Stanoveni chlorofylu-a (Chla)

Vzorky vody ke stanoveni chlorofylu-a budou odebrany do PE lahvi o objemu 1 1. Koncentrace
chlorofylu-a se stanovuje spektrofotometricky. Princip této metody vychazi z normy
CSN ISO 10 260: 1996 (75 7575). Stanoveni bude provedeno Vodohospodaiskou laboratoii
statniho podniku Povodi Vltavy.

. Stanoveni vnéjSich podminek prostredi

Pfi odbéru vzorki bude dale zaznamenana teplota vodniho sloupce, prihlednost a aktualni

stav pocasi.

Stanoveni téchto zakladnich parametrii prostiedi ve spolupraci s Vodohospodaiskou laboratoti
statniho podniku Povodi Vltavy je zasadni ohledné vyskytu vodniho kvétu a ptispé&je k lepSimu

porozumeéni vyskytu neurotoxinu BMAA.

. Stanoveni koncentrace BMAA - kapalinova chromatografie s hmotnostni

spektrometrii (LC-MS)

Ke stanoveni koncentrace rozpusténého BMAA ve vzorcich povrchovych vod bude pouzita
validovana metoda kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) (Hofejsi
2016). Stanoveni koncentrace BMAA bude provedeno na Katedfe chemie Prirodovédecké

fakulty JCU.

Vzorky odebrané vody v 15 ml centrifuga¢nich zkumavkéach budou po ptijezdu do laboratote
centrifugovany 15 minut pti 10 000 otackach/min, ¢imz dojde k usazeni pevné faze na dné
zkumavky. Poté bude vzorek vody o objemu 450 pl odpipetovan automatickou pipetou
do krimpovaci vialky. Ke vzorku vody bude piidano 50 ul pracovniho roztoku vnitiniho

standardu (o koncentraci 1000 pg.1™t). Z kazdého vzorku vody budou ptipraveny tfi opakovani
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k analyze (tzv. triplikat). Vzorky ve vialkach budou uchovavany v hlubokomrazim boxu pii

teploté -83 °C do doby analyzy.

K stanoveni koncentrace rozpustétného BMAA ve vzorku vody bude pouzit kapalinovy
chromatograf UltiMate 3000 (Thermo) s hmotnostnim spektrometrem VelosPro vybaveny
vyhiivanym elektrosprejem (Thermo). K separaci latek v kapalinovém chromatografu bude
pouzita chromatograficka kolona ZIC® -HILIC o délce 150 mm, vnitinim primeéru 2,1 mm
a velikosti ¢astic 3,5 um. Jako mobilni faze bude pouzita smés voda-acetonitril v poméru
40/60 s obsahem 0,1 obj. % kyseliny mravenci. Ke stanoveni BMAA bude pfipravena fada
kalibraénich  roztoki v koncentraénim rozsahu od 0,1pgl! do 100 pgl™.
Tato metoda vychazi z bakalatské prace, kterd se zabyvala vyvojem, optimalizaci a validaci
analytické metody na stanoveni neurotoxinu BMAA ve vodé pomoci LC/MS (Hotejsi 2016).
Detaily pro stanoveni koncentrace BMAA jsou shrnuty v Tab. IV. Mez detekce zvolené
metody je 10 ng.I* a mez stanovitelnosti 40 ng.I", coz jsou dostateéné nizké hodnoty

vzhledem k mezni hodnoté 1 pg.I ukazatele microcystin-LR dle vyhlasky ¢&. 252/2004.

Tab. IV: Parametry pro stanoveni koncentrace BMAA.

Parametr Specifikace parametru

Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo)

Hmotnostni spektrometr VelosPro vybaveny vyhiivanym elektrosprejem (Thermo)

Vnitini standard DL-2,4-diaminomaselna-3,3,4,4-d4 kyselina dihydrochlorid
Cistota =~ 98 % (Sigma-Aldrich)

Standard B-N-methylamino-L-alanin hydrochlorid
Cistota > 97 % (Sigma-Aldrich)

Mobilni faze Voda (0,1 obj. % HCOOH)-acetonitril (0,1 obj. % HCOOH)
vV poméru 40/60

Pritok mobilni faze 0,4 ml.min

Chromatografické kolona ZIC® -HILIC o délce 150 mm, vnitinim pruméru 2,1 mm a velikosti
Castic 3,5 um

Teplota kolony 30°C
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5.3  Casovy harmonogram

Projekt bude probihat od ledna do konce listopadu roku 2022. Celkova planovana doba trvani

projektu je tedy 11 mésicu (viz. Tab. V). Ptiprava projektu zahrnuje vypracovani literarni

reSerSe, seznameni s problematikou a navrh projektu monitoringu. Po obdrZzenim dota¢nich

prostiedkli dojde k sjednani spoluprace s Vodohospodaiskou laboratoii statniho podniku

Povodi Vltavy. Déle dojde ke kontrole vybranych lokalit k odbéru vzorkti a nakupu

potiebného materialu ke stanoveni BMAA ve vzorcich vody. Terénni odbéry vody budou

probihat jednou mésiéné od zacatku Cervna do konce fijna (na kazdou lokalitu bude

dohromady pét vyjezdh). Stanoveni koncentrace zivin, chlorofylu-a a taxonomické urceni

fytoplanktonu probéhne vzdy druhy den po odbéru Vodohospodaiskou laboratoti Povodi

Vltavy. Zpracovani vzorkt ke stanoveni koncentrace BMAA probéhne v den odbéru,

stanoveni BMAA Vv odebranych a zpracovanych vzorcich probéhne v jednom setu méfeni

Vv pozdé&jsi fazi projektu (¥ijen). Vyhodnoceni a prezentovani vysledkt probéhne v listopadu.

Tab. V: Casovy harmonogram projektu.

Mg¢sic

VI.

VII.

VIII.

XI.

Pfiprava projektu

Sjednani spoluprace

Kontrola vybranych lokalit

Nakup potfebného materidlu

Terénni odbéry vody

Zpracovani a analyza vzorkt VH laboratofi

Zpracovani vzorki BMAA

Analyza vzorki BMAA

Vyhodnoceni vysledkt

Prezentace vysledki
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5.4  Finan¢ni naklady

Celkové naklady projektu ¢ini 492 000,- K¢. Pro ucely projektu nebude potizovan zadny
dlouhodoby hmotny a nehmotny majetek. Naklady projektu zahrnuji pouze ceny za analyzy,

odbéry vzorkd, dopravu, material a mzdu koordinatora projektu.

Cena analyzy jednoho vzorku vody ke stanoveni koncentrace BMAA ¢ini 1000,- K¢ (véetné
DPH). Naklady jiz zahrnuji mzdu analytického chemika, zpracovani, piipravu ttech opakovani
a vSechny nédklady spojené s analyzou vzorku pomoci kapalinové chromatografie S hmotnostni

spektrometrii. Tato cena je vycislena dle Katedry chemie a dékanatu Piirodovédecké fakulty.

Cena rozboru vzorku vody dle pozadovaného rozsahu Vodohospodaiskou laboratofi statniho
podniku Povodi Vltavy ¢ini 1640,- K¢ (bez DPH). Prace lidi je zahrnuta v cené analyzy.
Cena za jeden odbér vzorki k pozadovanému rozsahu ¢ini 170,- K¢ (bez DPH). Odbéry
vzorki jsou rozdéleny na 4 lokality (vodni nadrz Lipno I, Ceskobud&jovicko, vodni nadrz
Orlik, Ttebonisko). V ramci pravidelnych mésicnich odbéri vzorkti Vodohospodaiské
laboratote v lokalitach v.n. Lipno | a v.n. Orlik budou odebrany i1 vzorky pro tento projekt
a dojde tak k usetieni nakladd na dopravu a ptjéeni lodi. V téchto lokalitach se tedy pocita jen
s naklady spojenymi s odbérem a analyzou vzorkid. Cena za dopravu plati pouze pro lokality
Ceskobudgjovicko (74 km) a Tiebotisko (96 km) a &ini za 1 km 16,- K& (bez DPH). Veskeré
naklady na stanoveni poZadovaného rozsahu, odbéry a dopravu vzorki jsou vycisleny v rdmci

spoluprace s Vodohospodaiskou laboratoti statniho podniku Povodi Vltavy.

Polozka material zahrnuje zejména pofizeni centrifugacnich zkumavek (15 ml) k odbéru
a zpracovani vzorki ke stanoveni koncentrace BMAA. Mzdové néklady zahrnuji koordinatora
projektu s 30 % uvazkem (Jan Pixa), ktery zpracovava projekt a zaroven se podili na sbéru

vzorkl vody ke stanoveni koncentrace BMAA.

Tab. VI: Celkové naklady projektu.

Polozka Pozadovano (v K¢)
Sluzby Analyzy vzorkt ke stanoveni koncentrace BMAA (vcetné 21 % DPH) 105 000
Analyzy vzorkt dle pozadovaného rozsahu (véetné 21 % DPH) 173 000
Doprava (véetné 21 % DPH) 17 000
Odbér vzorkl (véetné 21 % DPH) 18 000
Material 5000
Mzdové naklady Mzdy 100 000
Povinné zakonné odvody 34 000
Celkové naklady projektu 492 000
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6 Z.aveér

Uskute¢néni navrhovaného projektu poskytne nové poznatky o vyskytu rozpusténého
neurotoxinu BMAA v eutrofnich povrchovych vodach. Projekt umozni posouzeni souvislosti
mezi vn&jsimi podminkami, vyskytem rtznych druht sinic a vyskytem neurotoxinu BMAA
Vv povrchovych vodach ve vybranych lokalitach. Pfidanou hodnotou projektu budou informace
o taxonomickém sloZeni sinic a zmapovani vodnich t&les jiznich Cech, kde v letnich mé&sicich
dochazi k rozvoji vodniho kvétu. Tento projekt muze piispét svymi daty k ochrané vod

a lidského zdravi.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symboli

2,4-DAB
AD
AEG
ALS
ALS/PDC
BAMA
BMAA
DNRA
GC-MS
Chla
LC-FLD
LC-MS
LC-MS/MS
N-NH3
N-NOs3
PD
P-PO4
SZU

TN

TP

uv
WHO

kyselina 2,4-diaminomaselna

Alzheimerova nemoc

N-(2-aminoethyl)glycin

amyotroficka lateralni skleroza

komplex amyotrofickd lateralni sklerdza/Parkinsonova demence
-amino-N-methylalanin
-N-methylamino-L-alanin

disimila¢ni redukce dusi¢nanti na amonium
plynova chromatografie s hmotnostni detekci
chlorofyl-a

kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
amoniakalni dusik

dusi¢nanovy dusik

Parkinsonova nemoc

fosfore¢nanovy fosfor

Statni zdravotnicky ustav

celkovy dusik

celkovy fosfor

ultrafialové zateni

Svétova zdravotnicka organizace
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