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CYANOTOXINY

*  nejvyznamnéjsi (cyanotoxiny) jsou:
microcystiny a nodulariny
(homo)anatoxin-a
anatoxin-a(S)
saxitoxiny
cylindrospermopsin

* nejvyznamngjSi rody produkujici cyanotoxiny

(dosud identifikovano cca 50 druh(i produkujicich.tyto létky):

Anabaena (microcystiny, anatoxiny, anatoxin-a(S), saxitoxiny, cylint

Aphanizomenon (anatoxiny, saxitoxiny, cylindrospermopsin)

Microcystis, Nodularia (microcystiny a nodulariny)

Planktothrix/Oscillatoria (microcystiny, anatoxiny, saxitoxiny)

Cylindrospermopsis (cylindrospermopsin, saxitoxiny)

« toxicitu vykazuy take sinicové lipopolysacharidy
— soucast buneénych stén viech sinic
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BIOTOXINY Toxin Producent Skupina
aphantoxin (saxitoxin) | Aphanizomenon flos-aquae sinice
anatoxin-a(S) Anabaena flos-aquae sinice
microcystin-LR Microcystis aeruginosa sinice
nodularin Nodularia spumigena sinice
botulin Clostridium botulinum bakterie
tetanovy toxin Clostridium tetani bakterie
tetrodotoxin Tetraodon fahaka aj. (Ctverzubec - ,fugu®) | ryba
akonitin Aconitum napellus (omé&j 3alamounek) Vvy83i rostlina
jed kobry Naja naja (kobra indicka) plaz
jed Stira Centruroides suffusus ¢lenovec
in (kurare) cl vyssi rostlina
strychnin Strychnos nux-vomica Vvy83i rostlina
falloidin Amanita phalloides (muchom(rka zelen) | houba 2000
aflatoxin Aspergillus flavus houba 9500
Hodnoty LD50 riznjch toxinii v testech na mySich. LDS0 je stredni smrtelna davka (v g/kg Zivé vahy), . mnozstvi
toxin, které zpisobi smrt poloviny pokusnjch jedinca. C'im nizsi je hodnota LDS0, tim vysi je toxicita latky.
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CYANOTO

+  sekundarni metabolity sinic s riznymi typy biologické

+ rozmanita skupina latek — chemicky (|
lipidické slouceniny...) i toxikologicky (Siroka
vliv na zékladni procesy burikach nebo i na specifické fyziolo:
- prenos nervového vzruchu apod.) — zakladni ¢lenéni:

.klasické cyanotoxiny“ (microcystiny, nodulariny, anatoxiny, s
cylindrospermopsin, lipopolysacharidy)

Ostatni cyanotoxiny - maji nizkou akutni toxicitu, ale vykazuji riizné typy
biologické aktivity — antiviralni, antibakterialni, alelopaticka, protinadorova,
inhibice riznych enzymd a bunéénych procesi

pro cyanobakterie a jejich taxiny
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MICROCYSTINY

+ producenti Microcystis, Planktothri
Nostoc, Hapalosiphon

+ zfejmé nejrozsifenéjsi cyanotoxiny
+ cyklické heptapeptidy

D-Glus
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+ pres 80 strukturnich
variant
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Microcystiny a nodula

+ Cyklické peptidy

+ Produkovany planktonnimi, bentickymi i terestrickymi sinicemi:

Zejmé nejrozsifenéjsi cyanotoxiny v prostfedi viibec — znamé
svétadil véetné Antarktidy, nalezeny i v sinicich z-horkych pra
vulkanickych jezer, v li§ejnicich, nejen eutrofni jezera, ale i v oligotr
nadrzich (Alpska jezera — otravy krav microcystiny z bentickych sinic),
produkce microcystind i pikosinicemi (Synechocystis, Aphanocapsa) —
$patné odstranitelné pfi vyrobé pitné vody (filtrace malo U¢inna)

+  Brakické vody — nodularin produkovany Nodularia spumigena, chemicky,
toxikologicky i fylogeneticky blizce piibuzny microcystinim
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Microcystiny, no

Neribozomdlni syntéza microcystinQ a
nodularint
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Microcystins & ROS & Apoptosis — proposal mechanism

o,dcat'\o(\ microcystin \

e

GSH depletion

I

cell « oxidative damage
dea (incl. genotoxicity) 2 cytochro;

Ca?*/calmodulin- calpain activation
dependent protein
kinase IT

caspase activation

Ding et al., FEMS Microbiology
Letters 220 (2003), 1-7

Detoxifikace - GSH, GST, GTR,....
|
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MICROCYSTINY

+ relativné stabilni a odoIné viciro:
+ komplikace pfi vyrobé pitné vody — nutné nakla

WHO v roce 1998: TDI (MC-LR) = 0,04 pg/k

Doporuceny limit pro koncentrace v pitné vo
1pg /L

Ceska republika: vyhlaska MZd €. 252/2004 Sb.,

kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu a ¢etnost a rozsah
kontroly pitné vody

| 1ug /L
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Microcystiny, nodular

+ mechanismus u¢inku: inhibice pri

+ uobratlovcl prima
hepatotoxicita

+ ovlivnény mohou
organy (plice, ledviny,
systém)

+ chronicky promoce
karcinogeneze (IARC =2B)

+ dalSi Ucinky: inhibice ATP-syntazy, indukce oxidativniho stresu,
genotoxicita
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Hypotézy o vzniku mi

1% suché vahy - microcystiny

1.Role v metabolismu zZivin

- Zasoba dusiku? Skladovani zeleza (chelal

2.Vnitrodruhova komunikace a signalizace
- Geny ovlinény svétlem, hustotou kultury

- Spojitost s latkami ucastnicich se na shlukovani bunék
(formovani / rozpad kolonii) -migrace ve vodnim sloupci

- Protein pro transport MC z buriky, ale 90% v burice

Fce I\lc extracelularni ?
A
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Hypotézy o vzniku m

3. Obrana proti predatoriim

+  Zooplankton (pfirodni konc
neucinné)

+  Synergické plsobeni vice toxinu

*  Produkce zvySovana v prostiedi s predatory
které vylucuji)

+  Eukaryota pozdéji (MC cil je Protein fosfatazy)
+  Sinice bez MC odolavaji predacni tlakim

+ Je to varovny signal ? Organismy jej nejsou schopny rozlisit
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NODULARIN

+  cyklicky pentapeptid produkovany Nodularia
+ strukturné, toxikologicky i evolu¢né velmi po
+  zavazné problémy v Baltském mofi (detailni studie z let 1999-2003):
— nejvétsi brakicky ekosystém svéta (370 000 km?)

— vysoce eutrofizovano, masovy rozvoj sinic (~50 000 km?)
- celkova rocni produkce nodularinu odhadovana az n

Nodularia
8700 pg/g DW
vodni sloupec
(-40m) 50 ug/L
sedimenty
20 ug/g DW

2)
2500 ug/g DW
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CYLINDROSPERMOP

+ syntéza NRPS/PKS, ale je to heterocykli

+ producenti Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon
Aph. flos-aquae, Raphidiopsis curvata, Anabaena bergii, A. laponi
Umezakia natans, Lyngbya wollei

+  ziejmé dva mechanismy Ucinku — ireverzibilni inhibice pi
(pomaly Ucinek, pravdépodobné samotny CYN) + rychlé Ucinky
genotoxické poskozeni) zplisobeny produkty bioaktivace
cylindrospermopsinu ¢innosti CYP450

RS . ) . 038
+  primarné poskozeni jater a ledvin u savct
+  pravdépodobny lidsky karcinogen!

|
) (35 SO~ Contrum pro cyanobaiced a jelich taxiny
s o) RECETOX - Vzkumné centrum pro chemii Zivotniho prostfed a ekotoxikologi
o B8S29  Botanicky dstav Akademie véd Ceské republiky

Hypotézy o vzniku m

4. Alelopatické pusobeni

+  Jen nékteré fotoautotrofni organi
pfirodnich koncentracich MC

+ Inhibice rustu, fotosyntézy, ox.stres, inhibice enzymu
a bunécnych procest

Rada z fotoautotrofil ovlivnitelna az pfi vysokyi
Hlavni konkurenti fasy — zadné Ucinky v pfirod. podminkac
Rasy = eukaryota

VétSina MCs uvnitf bunék sinic
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NODULARIN “

+ vodni kvéty Nod
Baltském mofi

Nodularia bloom

Foto: Bo Nyqvist
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CYLINDROSPERMOP

+ CYN predstavuje nardstajici problém - i
(druh $ifici se ze subtropt a tro|
v druzich tvoricich vodni kvéty v mimém pasu (Aphani.
aquae)

+V dnedni dobé se jiz pracuje na odvozeni limitnich koncen
ve vodé (Brazilie - dop. limit 15 pg/L apod.)

+ Vliv na volné Zjici organismy (ekotoxikologie), pfirozena funkce této l&
?
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NEUROTOXINY

+ 3 zakladni typy heterocyklickych sloucenin (vzéjel

+ zodpovédné zejména za smrtelné ofra
terestrickych obratlovct (neuromuskulami systémy)

+ nejsou tak Casté v prostedi jako microcystiny, nejsou tak stabilni, jejic
toxicita je nizka

+ ekotoxikologie i ekofyziologicka funkce pomérné malo probadan:

Anatoxin-a « producenti: Anabaena (A. circinalis, A.
o planktonica, A. spiroides), Aphanizomenon sp.,
\ Arthrospira fusiformis, Lyngbya wollei, Oscillatoria
CHg formosa, Oscillatoria sp., Planktothrix rubescens;
Phormidium favosum, Raphidiopsis mediterranea
+ terestrické i bentické sinice
+ 'V perifernich cholinergnich nervovych zakonéenich se:
ireverzibilné vaze na receptory pro acetylcholin
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NEUROTOXINY

Saxitoxiny (PSP) takzvané paralyti
karbamove alkalmdy (cca 20 vari

h

L = circinalis,
Aphanizomenon flos-aquae, Cylindrospermopsis
° raciborskii, Planktothrix sp.
o +  Kromé sinic produkovany také morskymi
HN N . (Gymnodinium, Alexandrium, Pyrodinium,
N>:””’ v télech mofskych Zivogichti (hlavné mizi) -> ¢as
HzN; H

otrav lidi konzumujicich ustfice apod.
o +  Existuii limity pro jejich koncentrace v potravinach a né
oH jsou jiz navrhovany i limity pro koncentrace ve vodé
(Brazilie - 3 pglL)
+  Funguiji jako blokatory sodikovych kanalt v membranach
nervovych bunék (byly pouzity k detailnimu prostudovani
jejich funkce)
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dalSi CYANOTOXT

+ desitky biologicky aktivnich
plivodu (cyklické a linearni peptidy a depsi
heterocyklické latky, lipidické latky)

+ Podle mnoha indicii existuje mnoho dal$ich-d
neobjevenych toxickych metabolitli sinic (sinice jso
toxické i kdyz neobsahuji Zadny z dosud identifikovanych
cyanotoxint!!!)

+ farmakologicky slibné latky
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NEUROTOXINY

Anatoxin-a(S) .

CHy
/

chemicky i toxikologicky odlis}
producenti: Anabaena flos-aquae, Anabael
lemmermanii, Anabaena spiroides
unikatni ester kyseliny fosfore¢né inhibujici
acetylcholinesterazu (enzym zodp
vzruchu v nervovych synapsich) - stej
Ucinku jako maji nékteré bojové latky (napf. sa

» Dokumentovana fada otrav zejména ptakd, jinakv
prostfedi neni moc ¢asty

* (pozn. velmi nedavno byly z Nostoc izolovan alkaloid
nostocarboline, ktery je strukturné odli$ny, neni to
organofosfat, ale taktéz inhihbuje AChE)
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LIPOPOLYSACHAR

soucast bunécné stény vec

drazdivé (kuze, sliznice, GIT), pyrog
,chripky*) a imunomodulaéni t¢inky
] biologicka aktivita sinicovych LPS je mnohem me
LPS patogennich bakterii (Salmonella) ale sr

] LPS béinych (nepatogennich) G- bakté

(lipid-A region) a je vysoce variabilni i v ramci jednol
sinic
+ v piipadé vodnich kvétd pfitomny v prostredi v obrovsl
mnozstvich — mohou byt toxikologicky velmi vyznamné
Osud v prostedi? Toxikologie a ekotoxikologie? Zdravotni
rizika? - > velmi mélo prostudovano

.
Structure of Lipopo
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Biologicky aktivni metaboli

Cyanopeptoliny (cyanopepﬁo\m
aeruginopeptiny, micre

W”j\r"& u - Ha anabaenoj
% " cca 60 strukturnich variant

o

Microviridiny %
Cca 15 ot
strukturnich e T o, »Y:r;/\ :
variant . JLJ‘\<

) m ' \ow Aeruginosiny (aeruginosiny,
1 L - suomilid, spumiginy, microciny)
! cca 30 strukturnich variant
Tk ae

o
" G Microgininy (microgininy,
o k.( M/artwf\gim r«c& radiosuminy, camabiny, oscillagininy)
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e ey -
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Biologicky aktivni metaboli
Ih*ﬁ?@ i:ﬁ

m{
\%_{J ﬁn)\)\ Dendroam|dy m\CrOCyC|amlde. ccas dalélch he

banyascyclamide, tenuecyclamide, nonape
westiellamide, nostocyclamide)
Malevamndy cca 13 strukturnich variant
cca 3 strukturni varianty

omod®  ween® e wyal™ @

Microcoliny a miramibidy
cca 10 strukturnich variant
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sclerosis/parkinsoni

Guam) je chronické neurodegen
onemocnéni vysoce prevalentni mezi
domorodci na ostrové Guam v zapa
Pacifiku

+ BMAA (beta methylamino-L-
povazovan za latku zpusobujici ALS-|

+  BMAA je produkovan symbiotickymi sinicel
Nostoc v kofenech cykasu Cycas microne:

BMAA se bioakumuluje/bioobohacuje v

cykasech a zejména v kalonich (Pteropus),
ktefi jsou konzumovani domnorodci
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Farmakologicky vyznamné metaboli

- nékteré extrakty a exudaty ze sinic vykazuji farmakologicky zaji
antiviralni, antibakterialni, protinadorova aktivita

- nékteré zajimavé slouceniny identifikovany, vyizolovany, charakterizov:

z hlediska farmakologického vyuzita zatim nejslibnéj$i-cryptoj
adortl), cyanovirin a scytovirin (proti viru HIV)

octenaic acd urit ()
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Biologicky aktivni metaboli

Aplysiatoxin
oH

L,
1

Lyngbyatoxin

VN I

o
. ) .
A A calothrixin A glykolipidy
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domorodei
(6271g/g)

Bioobohacovani BMAA na Guamu Lt
(podle Murch et. al, 355 (146pg/g)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(33) .
(2004), 12228-12231) semena cykasit
(9pg/s)
sini¢e
(0.3018/g)
Nemusi jit jen o lokalni problém !!!
- Nostoc je b&Zné sinice

- BMAA byl nalezen také v jinych tropicky
smlceml(AzoIIa Gunnera) a podle nejnovejswh vyzkumu v mnoha dalSich béZnycl

rodech sinic
- BMAA byl nalezen nejen v mozcich domorodct, kten zemfelina ALS-PDC, ale

rovnéz v mozcich nékterych pacientd z Kanady s gnozou Alzheimerovy choroby
nem/ll na Guamu, nekonzumovali kaloné - existuji jiné zdroje BMAA ?77?)

pro cyanobakterie a jejich taxiny
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Farmakologicky vyznamné metaboli

Cryptophyciny

- prvné izolovany ze sinice Nostoc ATCC53798
tubulinu —>—> inhibice bunééného d
déleni nadorovych bunék (tumorselektivni cytotoxiny)

- nékolik desitek isomerd, strukturné pribuzné slouceniny jsou obsaze;
Lyngbya majuscula (majusculamid) anebo nékterych mékkysicl
(dolastatiny, arenastatiny)

- synteticky analog LY355703 (cryptophycin 52) je v soucasné dobé tes
klinickych studiich na lidech (jiz ve fazi Il. klinickych zkousek)
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Farmakologicky vyznamné metaboli

Cyanovirin, scytovirin
- lektiny sinicového pivodu (Nostoc, Scytonema
- schopny vazat se na glykoproteiny virovych
obald, napf. viru HIV, viru hepatitidy C a
inaktivovaj

- potenci: yuZzitéIné v profylaxi a lécbé

virovycl &\ ocnén ( AID%C%I,omenka

A
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Location (source)
Year

Drinking water

1931 USA, Ohio river Microcystis

1960- | Zimbabwe, Harare | Microcystis ? Gastroenteri

1965

1975 USA, Pennsylvania | Schizotrix, Lyngbya, Gastroenteritis

Phormidium
1979 Australia, Palm Cylindrospermopis CYN
Island

1981 Australia, Armidale | Microcystis MC Liver damage

1977- China Microcystis MC Colorectal cancer, deal

1996

1972- China Microcystis MC Primary liver cancer, deaths

1990

1988 Brazil, ltaparica dam | Microcystis, Anabaena | ? Gastroenteritis, diarhoea,
deaths

1994, Sweden, Maimo Planktothrix MC Gastroenteritis, fevers,
abdominal and muscular pain
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Location (source) Cyanobacteria

Drinking water

Haemodialysis
1974 USA, Washington Present
1996 | Brazil, Caruaru Present Visual disturbance, tinitus,

vomiting, liver damage, death:

2001 | Brazi, Riode Janeiro | Anabaena, Microcystis | MC | Visual disturbance, tinitus, nausea,
vomiting, liver damage

|
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CYANOTOXINY = zdravotni riziko ?

potravinové do
zelenina potravmy
SCHOPNOST PO$KOZOVAT

DAL RIZIKO

EX’P(?ZICE ) (potencidlni/realizované)
A l (potencidlni/realizovand)
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Location (source) ‘ Cyanobacteria

‘Recreational/occupational water contact

1959 Canada, Saskatchewan | Microcystis, Anabaena | 2 leadache,
circinalis vomiting, diart
19801981 | USA, Pennsylvania and | Aphanizomenon, ? Eye and ear irrtation, flu
Anabaena symptoms
1989 UK, England, Microcystis MC | Gastroenteritis,
Stafordshire mouthy
pain, fever, pi
consolidat
995 Australia Microcystis, Anabaena, | ?
Aphanizomenon,
Nodularia
Garthosa
1986 UK Planktothrix MC | Rashes, fever
1986-1998 Australia (coastal sea) Lyngbya ? Contact dermatitis, eye and ear
iritation, respiratory irritation:
2042-2003 Finland Anabaena STX | Fever, eye irritation, abdominal pain,
lemmermannii
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Expozice kontaminova

7,74
|

- kromé saxitoxin, které se mohou z hlavné zm
hromadit v téle mékkysu
bioakumulace znama predevsi

- koncentrace microcystinii v mase mohou doséhnout a:
coz by pfi dlouhodobé konzumaci mohlo predstavovat pote
zdravotni riziko ( prekoroceni TDI definovaného WHO
koncentrace nad 160 ng/g FW pokud by ¢lovék kol

maso ze zdroje kontaminovaného microcystiny)
- rovnéz zavlazovani vodou se sinicemi miize vést k ulpivani toxi
povrchu rostlin nebo k jejich pfijmu do rostlin
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Potravinové dopliiky ze sini

-netoxickych druhti (Spirulina) , (Aphanizol
-moznost kontaminace toxickymi sinicemi, zvlast v pi
sinic v otevienych systémech (lake Klamath — rok 1996 kontal
populace Aphanizomenon vodnim kvétem Microcystis aerugino:
- napf. v USA byly 85 z 87 vzorki doplitkil ze-sinic

microcystiny, v 73% pfipadu v koncentraci vy33i nez 1 ug
Oregon pro koncentraci -, detekované maximum ¢inilo 16.4 ug/g

el Fie s
A'k H ggé

CCT - Centrum pro cyanobakterle a jejich toxiny
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Sinicové toxiny - bio

Sinicové toxiny jsou povazovany za latky potenciainé zne
vyrobu biologickych (resp. toxinovych) zbrani
microcystiny — Chemical Weapon Col
Crime and Security Act (ATCSA) - zohlediiovano i v CR, pra
cyanotoxiny jen ve specialnich laboratofich

AL !
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Cyanotoxiny - zdravotni a ekologl
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Potravinové dopliiky ze sini

-v dalsi studii realizované v kanadé — micre
koncentracich az 4.72-6.2 u

- Némecko a Svycarsko — microcystiny ve véech 17ti vzorcich
kocnentracich <1-8 uglg

- vliv dalich latek ze sinic (synergismus nebo.-an|
véak muze byt pfinos téchto doplikt oznacen za diskutabi

B YT
LECRLTE
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Sinicové toxiny - bio

Zakon 281/2002 Sb. - o nékterych opatienich souvisejicich se
zékazem bakteriologickych (biologickych) a toxinovych
zbrani

Vyhl. 474/2002 Sb. - provadéci vyhlaska k zakonu 281/2! .
- v piloze €. 1 (Seznam vysoce rizikovych
biologickych agens a toxin(i) uvedeny cyanotoxiny:
ANATOXINY
MICROCYSTINY
SAXITOXINY

Nakladani s témito latkami jen na povoleni Statniho ufadu pro jadernou bezpeénost (
kontrolu zakazu chemickych a biologickych zbrani)

«Pozadovana specialni bezpecnostni opatfeni (hlidana budova, oddélena mistnost s
bezppcnostnimi- dvefmi a zamky, umisténi latek v trezoru...), pfisna evidence a kontrola

v pfipadé porudeni zakona pokuty
100.000-100.000.000 K&
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Vodarenstvi

+ Studie obsahu MCs v upr:
* Vzorky vod ze 17 vodaren
+ Studie mezi léty 1999-2005

+ Analyza surové a upravené vody ukazala
snizeni koncentraci MCs, ale nedoSlo k
Uplnému odstranéni
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Vodarenstvi

V upravené vodé detekov
27% z toho v 9% nad 1 ug/L MC-LR

+ Klasicka technologicka Uprava : koa
sedimentace
filtrace

ucinost 49-100 % (median 97%)
|
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spolecné pracovisté Recetox (PrF MU)
Botanického dstavu (Akademie véd CR)
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Vodarenstvi

+ Nejucingjsi technologicka U
Ozonizace
Sorbce na aktivni uhli =» 100% odstranéni

Uginn&jsi technologie v pFipadé, Ze se obsah bunék
nevylije do prostfedi = vysrazet buriky

U vodaren se stanovil MC-LR, ale co ostatni varianty ??
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