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Abstrakt

Frustuly, typické schrdanky rozsivek, se vyznacuji znacnou variabilitu forem a struktur. Kviili malym rozmériim nemohou
byt jejich charakteristické detaily pozoroviny pod svételnym mikroskopem bez média s vysokym lomem svétla. V tomto
prispévku je popsdana priprava pleuraxu. Tuto ldatku je mozné diky vysokému indexu lomu svétla vyuZit jako uzaviraci

médium pri tvorbé rozsivkovych mikroskopickych prepardtii.

Abstract

Frustules - typical shells of diatoms — appear in considerable variability of forms and structures. Because of small dimen-
sions, their characteristic details cannot be observed under an optical microscope without a high-refractive medium. In
this paper, preparation of pleurax is described. Due to its high refractive index, this substance can be used as a mounting

medium for diatom microscope slides preparation.
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UvoD

Rozsivky (Diatomeae, Bacillariophyceae) jsou
jednobuné¢né organismy razené do skupiny Chro-
mista. Tato velmi pocetna skupina je tvorena 285
rody s 10 az 12 tisici druhy (Round, Crawford, &
Mann, 1990). Jejich charakteristickym znakem
jsou kfemicité schranky (frustuly) se specifickou
stavbou. Schranky jsou tvofeny dvéma c¢astmi -
vétsi epithekou a mensi hypothekou. Svrchni a spod-
ni plochy se oznacuji valvy (epivalva a hypovalva),
bo¢ni plochy se oznacuji pleury (epipleura a hypo-
pleura) (Braune, Leman, & Taubert, 2002).

Struktury na frustuldch rozsivek jsou velmi jem-
né, coz zpusobuje zna¢né problémy pii jejich pozo-
rovani s vyuzitim svételné mikroskopie. Vzhledem
k malym rozmértim je k ptipravé preparati nezbytné
vyuzivat latek s vysokym indexem lomu svétla, které
zajisti dostate¢ny kontrast s hmotou schranek (B. Kti-
sa & K. Prasil Eds., 1989). Takovato media jsou ovéem
$patné dostupnd a pomérné drahd. Moznym re$enim
je ptiprava vlastniho média, jakym je naptiklad ple-
urax. Tento ¢lanek si klade za cil predstavit pripravu
pleuraxu — polymeru s indexem lomu svétla 1,73. Po-
pisovany postup vychazi z navodu prezentovaného
Rosenfeldtem (nedatovano). Nize uvedeny postup je
revidovan a upraven na zakladé praktickych zkuse-
nosti s pripravou polymeru a s ohledem na zvyseni
bezpecénosti provedeni syntézy. S prihlédnutim ke spe-
cifinosti ptipravy média v biologickém vyzkumu, je
snahou ¢lanku predstavit ji co nejpodrobnéji, aby byla
pristupnad i zdjemctiim o studium rozsivek bez vétsich
zkusenosti se syntézami organické chemie.

Pleurax je latka pripravovana reakei fenolu a siry
za pritomnosti bezvodého uhli¢itanu sodného. Moz-
né je i pouziti sifi¢itanu sodného (Kfisa & Prasil Eds.,
1989). Reak¢ni mechanismus je zfejmé obdobny re-
akcim, které popsal Patel et al. (2008). Jedna se o elek-
trofilni aromatickou substituci iniciovanou depro-

tonaci fenolu za vzniku rezonan¢né stabilizovaného
fenolatového iontu. Ten reaguje se sirou na pozicich
ortho ¢&i para za vzniku fenolpolysulfidického iontu.
Naslednou reakei s dal$i molekulou fenolu dochazi
k vytvoreni polysulfidické vazby. Pri této kondenzaéni
reakci vznikd sulfan. V disledku nestability vazby S-S
se molekula rozpada a kondenza¢ni mechanismus se
opakuje az do vytvoreni monosulfidické vazby. Dalsi-
mi reakcemi se vytvaii sitovité propojeny polymer.

V prubéhu reakce se sulfan - vysoce toxicky
plyn s drazdivym a dusivym ucinkem - uvoliuje
ve velkém mnozstvi. Zaroven se odpafuje cast fe-
nolu. Celou ptipravu je proto nezbytné provadét
v dobre fungujici digestori.

OH

Na,CO,

+ 85 — s + HpS

Obr. 1 Reakéni schéma pripravy pleuraxu, zdroj: autor
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PRIPRAVA PLEURAXU

Do varné banky s kulatym dnem (500ml) se
vlozi 40 gramu praskové siry a 110 gramt feno-
lu. Tato za normalnich podminek bezbarva kry-
stalicka latka je ¢asto dodavana v lahvich s tzkym
hrdlem. Pro snadnéj$i manipulaci je mozné ho
roztavit na teplé vodni lazni (t, = 40,5 °C). Fenol
je toxicky a silné Ziravy. Pfi manipulaci je nezbyt-
né dbat maximalni opatrnosti a uzivat ochranné
pomucky (rukavice, odév, bryle ¢i §tit). V dusled-
ku ptisobeni svétla a vzduchu dochazi pri del$sim
skladovani fenolu k jeho oxidaci projevujici se
¢ervenym az fialovym zbarvenim. Mirné znecis-
téni fenolu vzniklymi pfimésemi nebrani priibéhu
reakce.

Banka se vnofi do olejové lazné v nemagne-
tické nadobé (napt. hlinikové) a umisti se na mi-
chac¢ku. Teplota olejové lazné se méfi teplomérem
a za michani se zahfiva na teplotu 150 °C. V pru-
béhu zahtivani dojde k roztaveni vychozich latek
a vytvoreni homogenni smési. Prida se na $picku
$pachtle bezvodého uhli¢itanu sodného a teplota
se zvy$i na 170 °C tak, aby nebyla dosaZena teplota
varu fenolu, tj. 181,7 °C. Zacatek reakce je mozné
rozpoznat uvoliiovanim sulfanu. Jelikoz reakce bézi
pomérné pomalu, neni vyvijeni sulfanu pfimo zjev-
né. Ten je ale mozné prokazat pomoci olovnatych
dikazovych papirki. Pripadné je mozné pouzit
prouzek filtra¢niho papiru namoceny do koncen-
trovaného vodného roztoku octanu olovnatého.
VIhky papirek prilozeny k hrdlu banky ptsobenim
sulfanu z¢ernd sulfidem olovnatym.

Obr. 2 Diikaz sulfanu, zdroj: autor

K 26, 1/ 2017 25



Karel Vojif, Univerzita Karlova, Pedagogicka fakulta, Katedra biologie a environmentélnich studif

Vzhledem k toxicité sulfanu je mozné doporu-
¢it umisténi ndstavce s trubickou na zdbrus varné
banky. Na trubic¢ku se nasadi hadicka, kterou se od-
vede vznikajici plyn k sacimu mistu digestote.

Reakei, jejiz prabéh je pomérné zdlouhavy
(i vice nez 10 hodin) je tfeba pribéiné sledovat
a kontrolovat uvolilovani sulfanu. Ukonceni reak-
ce lze ovéfit rozpusténim malého mnozstvi reak¢-
ni smési v priblizné 3 ml propan-2-olu. Vzorek se
odebere ¢istou a suchou sklenénou tycinkou. Pokud
je vznikly roztok zlutavé zakaleny (pfitomnost ne-
zreagované siry), je nezbytné ponechat smés dale
reagovat. Pripravu je mozné prerusit vypnutim za-
hfivani a pokracovat nasledujici den. Reakce opét
probiha po zahrati smési za stalého michani na tep-
lotu 170 °C. Produktem je hnéda az tmavé hnéda
pryskyftice.

Jinym moznym provedenim je zahfivani reak¢-
ni smési pod zpétnym chladi¢em na topném hniz-
dé. Reakeni smés se udrzuje pfi mirném varu, ktery
zajisti promichavani. Pfi tomto usporadani oviem
vzhledem k pomérné dlouhému pribéhu reakce do-
chazi k nezanedbatelné spotfebé vody.

Po zreagovani veskeré siry se odpati nadby-
tek fenolu. Oteviena varna banka s reakéni smési
se umisti na topné hnizdo a smés se zahteje k mir-
nému varu. Je dilezité vyvarovat se nadychani
par fenolu. Smés se kontroluje nanesenim malého
mnozstvi na sklicko. Pokud pryskyftice po zchlad-
nuti zcela ztvrdne, ukond¢i se zahtivani a za stalého
michani se prilije priblizné 60ml propan-2-olu.
Smés je tfeba michat az do uplného rozpusténi ple-
uraxu. Ten se rozpousti pomérné neochotné, proces
mize trvat i nékolik hodin. Rozpousténi je mozno
napomoci mirnym zahfivanim. V ptipadé potieby
se prilije dalsi propan-2-ol, aby vznikla pryskytice
ziskala tekutost ridkého medu. Pokud dojde k pti-
lisnému naredéni média, prebyte¢né rozpoustédlo

Obr. 3 Schéma aparatury pro piipravu pleuraxu, zdroj: autor
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se odpafi mirnym zahfivanim na keramické odpa-
fovaci misce. Nafedény pleurax mé hnédou barvu.
Tmavsi zbarveni nijak nebrani pozorovani prepara-
tt. Pripravené medium se prelije do zasobni lahve
(nikoli zabrusové). Pryskyfice intenzivné zapacha
po sulfanu. Zapach se ovSem casem vytraci. Cela
ptiprava trva pfiblizné 5 dni.

Pleuraxem se do trvalych preparatu zalévaji
vypreparované schranky rozsivek. Ty je zapotiebi
zbavit organické hmoty, napriklad zihdnim. Pti vol-
ném schnuti, béhem kterého se z pleuraxu odparuje

rozpoustédlo, trva tvrdnuti pripravenych preparatt
v fadu dni. Tento proces je mozné urychlit zahfi-
vanim sklicka.

Obrazek 4: Schéma alternativni aparatury pro
ptipravu pleuraxu

A - stojan, B - Liebigtiv chladi¢, C - privod vody,
D - odvod vody, E - varna barika s kulatym dnem,
F - topné hnizdo

Obrazek 5: Aparatura pro pripravu pleuraxu

A - stojan, B - nastavec s trubickou s nasazenou
odvodnou hadickou, C - varna banka s kulatym
dnem, D - magnetické michadlo, E - teplomér, F -
olejova lazen, G - magnetickd michacka s ohfevem

Obr. 4 Zdroj: autor

Obr. 5 Zdroj: autor
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ZAVER

Ackoli jsou rozsivky velmi pocetnou a v priro-
dé hojnou skupinou, pripravé trvalych mikroskopic-
kych preparatti a jejich pozorovani se povétsinou vé-
nuji pouze specializovana pracovisté. Vyse uvedeny
podrobny navod pro ptipravu vyuzitelného média
byl sestaven na zakladé praktickych laboratornich
zku$enosti a zachycuje plné funkéni postup pripra-
vy. Muze tak slouzit jako prostredek, ktery zpfistup-
ni studium rozsivek nespecializovanym biologic-
kym pracovistim i uc¢itelim biologie a jejich zakam.

Zdroje

Ti tak budou moci hloubéji porozumét stavbé schra-
nek rozsivek a skrze pfipravu trvalych preparata se
jim priblizi dal$i prvky laboratorni prace. SloZeni
rozsivkovych spolecenstev je zaroven jednou z vy-
znamnych charakteristik zkoumanych biotopt (B.
Kfisa & K. Prasil Eds., 1989).

S ohledem k nérokiim na laboratorni vybaveni
je, v pfipadé zajmu o uziti pleuraxu ve vyuce, mozné
jeho poskytnuti na Katedfe biologie a environmen-
talnich studii PedF UK; zdjemci kontaktujte autora
¢lanku.
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