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Souhrn

Revize normy CSN 75 7713 Kvalita vod — Biologicky rozbor - Stanoveni abiosestonu z listopadu 2015 p¥inasi
nékteré zasadni zmény. Spravnému urceni Castic ve vzorcich vody ma pomoci informativni pfiloha obsahujici
sedm tabuli s mikrofotografiemi. Pro odhad pokryvnosti byly pfipraveny nové obrazkové tabule (s rtzné
velkymi kruhy, protazenymi obdélniky a do cernobilého obrazku pievedenymi fotografiemi skuteéného
abiosestonu). Rovnéz byl modifikovan postup, jak odhad provadét. Doplnéna byla také piiloha zajisténi a fizeni
kvality a provedeny dal$i mensi zmény.
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Summary

The revised standard CSN 75 7713 Water quality — Biological analysis — Determination of abioseston published
in November 2015 brings some important changes. A new informative annex containing seven pages of
microphotographs should help to a correct identification of particles in water samples. New pictures with model
field of view have been prepared (with circles of different size, elongated rectangles and black-and-white
pictures of real abioseston). The method for assessment of field-of-view coverage has been modified as well.
Moreover, a new annex for quality assurance and quality control has been included and other less important
changes have been made.
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Uvod

Potieba revize CSN 75 7713 Jakost vod - Biologicky rozbor — Stanoveni abiosestonu z roku 1998 [1]
byla jednim ze zavért provérky biologickych norem (CSN a TNV, nikoli piekladanych evropskych a
mezinarodnich norem) star§ich nez pét let, ktera prob&hla v roce 2010 [3]. Prace na revizi zacaly na
jafe roku 2013 a byly dokonceny v zafi 2015. Revidovana norma byla vydana v listopadu 2015 jako
CSN 75 7713 Kvalita vod - Biologicky rozbor — Stanoveni abiosestonu (a&innost od prosince 2015)
[2]. Cely proces tedy trval bezmala tfi roky, coz je mnohem vice nez u dalSich obdobnych norem
(napt. CSN 75 7712). Provedené upravy vsak byly mnohem rozsahlejsi, neZ se pavodné
predpokladalo, navic se z ¢asti jednalo nejen o zapracovani existujicich zkusenosti a znalosti do textu
normy, ale nové vytvareni ¢asti pracovniho postupu véetné jeho oveérovani (napt. [5]). V piispévku se
pokusime probrat zmény v textu normy s diirazem na ty vyznamné, a to véetné poukazani na divody,
které ke zménam vedly.

Urdovani abiosestonu

Pfi mikroskopickém rozboru je spravné uréeni pfitomnych organisml a ¢astic v mnoha piipadech
krom¢& dostatecnych znalosti a zkuSenosti S mikroskopovanim rtznych vzorkd také k dispozici
vhodnou determinacéni literaturu. Zatimco pro urcovani organismil existuje fada specializovanych
publikaci s kresbami ¢i fotografiemi, pro urCovani abiosestonu jSou V provoznich laboratofich
dostupné v podstaté jen &tyfi tabule ernobilych kreseb (piilohy ptivodni CSN 75 7713 &i téméf
identické tabule zatlasi Slade¢ka a Sladeckové [8] a [9]) nebo omezené mnozZstvi fotografii
Vv publikovanych (napf. [7]) i nepublikovanych materidlech prvnich dvou autori tohoto pfispévku
(napf. na internetu dostupné materidly z programtl zkouSeni zpuUsobilosti pofadanych Statnim
zdravotnim ustavem). Uréovani abiosestonu podle ¢ernobilych kreseb muize byt velmi problematické.
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Chybi barvy, omezené moznosti jSou pti vykreslovani povrchové struktury apod. Proto byla do normy
zafazena nova, pomérné rozsahld informativni piiloha obsahujici 7 tabuli se 103 barevnymi
fotografiemi rlizného abiosestonu (pylova a skrobova zrna, zbytky rostlin a bezobratlych zivocichi,
zelezité srazeniny véetn€ produkti zelezitych bakterii, rizné anorganické ¢astice, priklady pfirodnich
vlaken). Piesto, ze v naSich archivech madme pomérné¢ velké mnozstvi vlastnich fotografii, neméli jsme
k dispozici vSe, abychom plné nahradili ptiivodni ptilohu s kresbami. Kresba navic pfinasi trochu jinou
informaci nez fotografie. Proto jsme se rozhodli v revidované normé ponechat pies tematicky prekryv
V nezménéné podobé i tabule s kresbami.

Mezi fotografiemi na tabulich prevladaji pylova zrna (tfi kompletni tabule), ktera byla na tabulich
s kresbami zastoupena pouze pylem borovice. To naprosto nevystihovalo variabilitu této skupiny ve
vodé se bézné vyskytujicich ¢astic. AZ na vyjimky vSak uzivatelim neradime, aby se snazili pyly
presné urcit. Pfiloha nepfinasi informaci o duilezitych determinacnich znacich (napi. 0 velikosti,
ptitomnosti pérd, ruznych povrchovych strukturach), které v mnoha piipadech ani nejsou na
fotografiich v ptiloze patrné. Dokonce i specializované pylové analyzy napf. pro ucely monitorovani
aktualni situace ovzdusi Castokrat kon¢i na Grovni ¢eledé (rizovité, lipnicovité).

Stanoveni odhadu pokryvnosti zorného pole

Za nejzasadnéjsi, a¢ pavodné neplanovanou [3] zménu v revidované normé lze povaZovat Gpravu
postupu pro odhad pokryvnosti zorného pole. Postup z pivodni normy [1] je z rGznych diavodu
problematicky (vice viz [6]). Z pocatku jsme vSak méli pouze nejasnou piedstavu, jak ho alespoii
mirné vylepsit. Védéli jsme, ze vhodné by bylo nahradit odhadové tabule, které nepochybné piispivaly
k nizké reprodukovatelnosti metody. Diky nim dochazelo vyznamnému nadhodnocovani vysledki
predevsim u vzorkt s malymi ¢asticemi [6], [5]. Pokud byly ¢astice v zorném poli relativné (vzhledem
k velikosti zorného pole) men$i nez Castice na tabulich, byly vysledky ve vétSiné piipadi
nadhodnocené (obr. 1). Jasné tento jev ukazaly také vysledky pokusu s Gcastniky dvou akci na jafe
roku 2013 (vétSinou $lo o pracovniky provadéjici rutinné mikroskopicky rozbor vody) [5].

Obr. 1. Zorné pole ze vzorku v ramei programu zkouseni zpiisobilosti pofadaného SZU v roce 2015. Vétsina
ucastnikl vysledky vyrazné nadhodnotila. Pravdépodobnou pfic¢inou bylo to, ze ve vzorku pievladaly velmi
drobné ¢astice. Zatimco vysledky analyzou obrazu se pohybovaly vétSinou mezi 3 az 4 %, polovina
zuCastnénych laboratofi pii stanoveni abiosestonu odhadem uvadéla vysledky 10 % a vyssi. 1 kdyz
k nadhodnoceni vysledkli vétSinou Gcastnikii dochdzi v rdmci programu zkouSeni zpuUsobilosti vzdy, v tomto
piipadé byla jeho mira vyssi nez obvykle. Pozndmka: Zobrazené pole je fotomontdz z nékolika totoznych snimkii
(kamera zabird jen mensi cast zorného pole pvi pohledu primo do mikroskopu).

Staré tabule dale nezohlednovaly protazeny tvar ¢astic v nékterych vzorcich. Tvar produkti zelezitych
bakterii Gallionella ¢i Leptothrix ochracea lze zjednodusené charakterizovat jako velmi protazené
obdélniky. Uprava modelovych tabuli se v tomto ptipadé ukazala jako velmi prospésna (obr. 2).
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Obr. 2. Odhad pokryvnosti realného zorného pole s dominanci vlaknitych utvart (stopky zelezité bakterie
Gallionella). Respondentiim byly s timto zornym polem nejprve promitnuty standardni odhadové tabule z normy
(obr. A). Potom byly vyménény novymi odhadovymi tabulemi s ty¢kovitymi ¢asticemi (obr. B). Aritmeticky
pramér o odhadu pokryvnosti respondenty na obrazku A byl témét 12 % na obrazku B jen 5,8 %, median 10,
resp. 5 %. Pokryvnost analyzou obrazu pfitom byla stanovena ptiblizné na 5 %. Pievzato z [5].

Na zaklad¢é vysSe uvedeného byly pfipraveny nové tabule. Stupnice byla pfipravena ve ,,zhusténé™
podobé. Misto puvodnich 6 urovni pokryvnosti (1 %, 3 %, 5 %, 10 %, 20 % a 40 %) jich bylo
ptipraveno 20 (1 — 12 %, 14 %, 16 %, 18 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 % a 40 %). Pro kazdou uroven
pokryvnosti byly pfipraveny dvé tabule s ¢ernymi kruhy (mensi, kde jeden kruh zabiral 0,01 % plochy
zorného pole, a vétsi s obsahem 0,1 % plochy zorného pole), jedna tabule s ty¢inkovitymi objekty
(stejné velké protazené obdélniky s pomérem délky k Sifce 6,15:1) a jedna pfipravena z realnych
fotografii abiosestonu s riiznou velikosti ¢astic. Tyto fotografie byly pievedeny do binarniho obrazu a
mirné¢ modifikovany, aby odpovidaly pfesné procentim pokryvnosti. Tabule byly pfipraveny ve
velkém rozliSeni, a proto nejsou soucéasti textu normy, ale je mozné je stahnout a tisknout ze
samostatného souboru. Pfiklad novych tabuli je na obr. 3.
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Obr. 3. Piiklady odhadovych tabuli pokryvnosti zorného pole z revidované CSN 75 7713: A) 3 %, B) 20 %.

Samotny postup neni zaloZeny pouze na pocitovém srovnani zorného pole mikroskopu s odhadovymi
tabulemi. Od jisté velikosti ¢astic neni pocitové srovnani s tabulemi vhodné. V piitomnosti velkych
castic se doporucuje jejich myslené ,,pfesouvani do jedné casti zorného pole a nasledny odhad
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plochy. Podle charakteru ¢astic v zorném poli se tedy zvoli jeden z dale uvedenych zptsobt odhadu
pokryvnosti:

e A) Porovnani s odhadovou stupnici. Tento postup se pouzije, pokud se v zorném poli nachazeji
castice velikostn¢ srovnatelné s objekty zobrazenymi ve druhém az ctvrtém sloupci zleva
odhadové stupnice (viz obr. 3). Ukazka zorného pole, pro které je vhodné pouzit tento postup, je
znazornéna na obr. 4A. K porovnani se pouZiji tabule s objekty, jejichz velikost a tvar nejlépe
odpovidaji ¢asticim ve vzorku. Standardné se zacina pii 200nasobném zvétseni. Pokud si ¢astice
V zorném poli mikroskopu a objekty na tabulich velikosti neodpovidaji, pouzije se k jejich lepSimu
priblizeni jiny objektiv. Jsou-li zastoupeny pievazné velké Céstice, doporucuje se provést odhad
pfi 100nasobném zvétseni. Jsou-li ¢astice velmi malé, 1ze odhad provést pti 400nasobném zvétSeni
nebo odhad neprovadét pro celé zorné pole, ale pouze na plose jednoho ¢tverce pocitaci komurky.
Vysledek se zaznamend v % pokryvnosti.

e B) Odhadem pokryvnosti jednotlivych ¢astic. Tento postup se pouzije v piipadé, Ze se v zorném
poli nachazeji Castice, jejichz relativni velikost i pfi pouziti 100nasobného zvétseni je mnohem
veétsi nez velikost objektl zobrazenych na odhadovych tabulich. Uk4zka zorného pole, pro které je
vhodné pouzZit tento postup, je znazornéna na obr. 4B. Pro tento postup je nutno znat, jak velkou
¢ast zorného pole v procentech piedstavuje jedno pole poéitaci komirky. Jak zjistit plochu
zorného pole mikroskopu je popsano V samostatné informativni ptiloze. Postup je zalozen na
odhadu poctu poli pocitaci komiirky, které zabiraji (pokryvaji) pfitomné ¢astice. K tomu je vhodné
si predstavit jejich pfesun do jedné ¢asti zorného pole a odhadnout, kolik Ctvercu tyto Castice
zabiraji (viz obr. 5).

e C) Kombinace obou postupt. V piipadé, Ze se v zorném poli vyskytuji jak malé, tak velké
Castice, zkombinuji se oba vySe uvedené postupy. Ukazka zorného pole, pro které je vhodné
pouzit tento postup, je znazornéna na obr. 4C. Kone¢ny vysledek je nutno dopocitat podle vzorce
uvedeného v normé (i kdyz ve vétSing pripadii se po zaokrouhleni nebude lisit od prostého souctu
obou hodnot).

- K. ‘-/ '

Obr. 4. Piklady zornych poli pro pouziti jednotlivych postupii pro odhad pokryvnosti (detaily vyse v textu).

A) K odhadu pokryvnosti se vyuZije srovnani s odhadovou tabuli, v tomto pfipadé sloupec s vétsimi kulatymi
objekty.

B) Pokryvnost odhadem poc¢tu poli poéitaci komurky, které zabiraji pfitomné Castice a ze znamé velikosti
zorného pole. Drobné Castice piedstavuji zjevné zanedbatelnou ¢ast pokryvnosti.

C) Zorné pole, pro které by bylo vhodné vyuzit kombinaci obou postupti. Drobné ¢astice predstavuji jen mensi
¢ast pokryvnosti, presto by jiz nebylo spravné ji zcela zanedbat.

V praxi se i pied vydanim revidované normy pii odhadu pokryvnosti zornych poli s velkymi ¢asticemi
Casto pouzivalo jejich myslené ,,pfesouvani® do jedné casti zorného pole a nasledny odhad plochy.
Dokonce ptivodni CSN 75 7713 uvadéla moznost pracovat obdobnym zptisobem a pouzit Whipplav
okularovy mikrometr, ktery ma m#izku 10 x 10 ¢tvercl (jeden ¢tverec predstavuje 1 % plochy pod
miizkou). Laboratofe ho vSak v naprosté vétsin¢ piipadl nevlastni. V revidované normé je k tomuto
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ucelu pouzita miizka pocitaci komtrky, kterd je sice méné vhodna, co se prepocti tyka (vysledkem
jsou desetinnd cisla), ale pifi rozboru se nemusi manipulovat S okularem, navic se odecet provadi
z celého zorného pole.

Obr. 5. Na obrazku A je znazornéno zorné pole s pouzitim objektivu zvétSujiciho 20x. Pfi soucasném vyskytu
malych a velkych ¢astic se postupem nejdiive odhadne pokryvnost malymi ¢asticemi porovnanim s odhadovymi
tabulemi, pii kterém se neberou v uvahu velké Castice. V tomto pfipadé je odhadovana pokryvnost malymi
¢asticemi zhruba 3 %. Potom se odhadne, kolik Ctvercli pocitaci komtlrky zabiraji velké castice. K tomu je
pottebné si piedstavit jejich pfesun do jedné ¢asti zorného pole a odhadnout, kolik Ctverct tyto ¢astice zabiraji
(obrazek B). V tomto pfipad¢ Castice zabiraji zhruba jeden velky a dva malé ¢tverce. Ze zndmé plochy zorného
pole a znamé plochy c¢tverci komurky bylo vypoditano, Zze zabiraji 9,86 %. Pfi pouziti vzorce pro vypocet
celkové pokryvnosti (v tomto pfispévku ho neuvadime) a nasledném zaokrouhleni na cela ¢isla se ziska vysledek
13 %.

V revidované normé je rovnéz uvedeno, ze vysledek by mél byt stanoven z odhadu pokryvnosti
alespon ¢ty nahodné vybranych zornych poli a Ze jejich pocet musi byt vyssi v piipadech, kdy
vysledky ndhodné vybranych poli se vzajemné vyznamné lisi, napt. kvuli vyskytu velkych castic.
Norma neuvadi, zda by primarni zaznamy mély obsahovat odhady pokryvnosti jednotlivych poli, ze
kterych se vyslednd hodnota stanovi. Domnivame se, Ze to neni nutné v piipadech, kdy je pokryvnost
nizka (na Grovni 1 % az 2 %).

Analyza obrazu

V textu normy je rovnéz zminéna moznost vyuzit k uréeni pokryvnosti analyzu obrazu. Tato metoda je
v fad¢ laboratofi zavedena a vyrazné by snizila miru subjektivity vnasené do hodnoceni pfi stanoveni
odhadem. Vysledky obou postupii vSak nejsou vzajemné srovnatelné (alespon co se tyka vysledki
podle ptvodniho postupu). V tvahu tak nepfipadalo vyuziti analyzy obrazu ani jako rovnocenné
alternativy, ani jeji predepsani jako jediné metody stanoveni abiosestonu. Stanoveni analyzou obrazu
vybaveni laboratofi, které doposud nevlastni digitalni fotoaparat ¢i kameru (véetné napojeni na
mikroskop se jedna o naklad v fadu desetitisici) ¢i software pro analyzu obrazu (Ize vyuzit i

vvvvvv

ZahuS§tovani vzorku

V revidované normé je lépe popsana preduprava vzorku. V pivodnim znéni nebylo uvedeno, Ze se
vzorek zahu$t'uje na z 10 ml na 0,2 ml, coz je pro nasledny odhad zasadni informace. Revidovana
norma striktn€ netrva na zahusténi na 0,2 ml. Je mozno zahusStovat napt. na 0,1 ml ¢i v piipadé velmi
bohatych vzorkd na vétsi objemy (0,5 ml, 1 ml ¢i vzorek viibec nezahustovat). Jakékoli jiné zahusténi
nez na 0,2 ml je vSak nutno poznamenat do protokolu o zkouSce. Nasledné je pak nutné provést
ptrepocet (tab. 1). U hodnot vyssich nez 100 % zavisi zpusob vyjadieni vysledkt na ucelu stanoveni;
uvede se bud’ ,,vy$si nez 100 % (,,> 100 %), nebo konkrétni Ciselna hodnota vétsi nez 100 % (viz
tab. 1).
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Tabulka 1. Vliv zahu$téni na kone¢ny vysledek (piiklad). Revidovand norma umoziuje provést odhad i pii
jiném zahusténi nez z 10 ml na 0,2 ml (tedy 50x%). Je v8ak nutno nasledné vysledky piepocitat, jak je naznaceno
V této tabulce.

Zahu$téni z 10 ml na objem Odhad pokryvnosti podle tabuli Vysledny odhad pokryvnosti
0,2 ml 20 % 20 %
0,1 ml 20 % 10 %
1,0 ml 20 % >100 % nebo 200 %

»Drobné“ zmény

Kromé& uvedenych zasadnich zmén byl text celkové revidovan. Rada formulaci byla zpiesnéna,
doplnéna byla definice abiosestonu, upraveny byly normativni odkazy a kapitola vénovana pfistrojum
a pomuckam, ptidana byla kratka bibliografie (aZ upIné na konec za piilohy). Odstranéna byla tabulka
1 plvodni normy rozd€lujici nalezené castice podle velikosti na hlinité, jilovité, prachové a
jemnozrnny pisek - nepouzivala se a navic ani fadové nekorespondovala s délenim castic do
velikostnich skupin zjinych publikaci. V revidované normé je feSeno i stanoveni abiosestonu v
konzervovanych vzorcich. Tato skuteénost musi byt uvedena v protokolu o zkousce a v textu normy je
upozornéno, ze v piipadé pouziti konzervacniho ¢inidla mize dojit ke shlukovani koloidnich ¢astic, ke
vzniku srazenin a ke zméné barvy Castic abiosestonu. Zatazena byla také nova informativni ptiloha
wZabezpecovani kvality (QA) a vizeni kvality (QC) hydrobiologickych rozborii*“. Tato ptiloha se pfilis
nelisi od obdobnych piiloh z CSN 75 7712 ¢i CSN 75 7717, vzhledem ke zptisobu kvantitativniho
stanoveni (jedna se o odhad) je vS8ak méné obsahla. Neni totiz mozné v rdmci verifikace metody
Vv jednotlivych laboratofich smyslupln¢ stanovit napt. mez detekce a nékteré dalsi parametry metody.

Implementace revidované normy v praxi

Revidovanou normu rozhodné nepovazujeme za dokonalou. Pro lepsi provadéni kvalitativniho
rozboru by v horizontu nékolika let (po shromazdéni nového fotografického materialu) bylo vhodné
pripravit samostatny fotograficky atlas, ktery by byl obsahlejsi a 1épe systematicky tfidény nez
fotograficka ptiloha normy a obsahoval by rovnéz vysvétlujici texty. Inspiraci nam mohou byt i
nékteré zahrani¢ni publikace z jinych oboru (napft. [4]).

Zda upraveny postup pro odhad pokryvnosti zorného pole pfinese vyznamné zlepSeni vysledkd,
nejsme schopni odhadnout. Navic jsme vramci revize nefeSili problematiku nerovnomérného
rozlozeni castic v pocitaci komtrce, kter¢é mulze mit (pfi nejmensim v nekterych ptipadech)
srovnatelny nebo i vétsi vliv nez samotny zpisob odhadu pokryvnosti. Samotny postup v kone¢né
podobé byl ovéfovan v ervnu 2015 v rAmci Determina¢niho kurzu Ceské algologické spole¢nosti, na
kterém prob&éhl modelovy pokus (organizace obdobna jako u akci z roku 2013 [5]) S promitanim
obrazkd realnych zornych poli s abiosestonem pievedenych do ¢ernobilého binarniho obrazu. Tabule
na obr. 4 pochazi z této akce. Kazdy ucastnik mél k dispozici vyti§téné nové odhadové tabule a na
zaCatku pokusu byl popsan postup jejich pouziti. Na podrobnéjsi popis vysledki neni v tomto
ptispévku prostor, proto je zminime jen struén¢. VétSina ucastniktt dosahla velmi dobrych vysledkt
(obr. 6). Pfesto u ¢asti z nich se objevily zna¢né rozdily mezi spravnou a odhadovanou pokryvnosti u
vétsiny zkousenych zornych poli (obr. 6D). Do budoucna povazujeme za vhodné pfipravit vetsi
mnozstvi vzorovych zornych poli (cca sto), na nichz si bude moci kdokoli nacvi€it spravny odhad.
Piedpokladame, Ze by tato pole byla volné dostupna na internetu.

Revize metody je vSak jen jednim krokem smérem k smysluplnéjSimu vyuzivani ukazatele abioseston
ve vodohospodaiské a hygienické praxi. Pfehodnoceni si rozhodné zaslouzi rovnéz ptedpisy pro
kvalitu pitné a surové vody (vyhlasky ¢. 252/2004 Sb. a ¢. 428/2001 Sb. ve znéni pozdé&jsich
predpisi). Napt. limit 10 % pro vodu na kohoutku spotiebitele naprosto nekoresponduje s limitem pro
zakal (napt. [6]). Pristoupit k Gpravam vsak bude mit smysl jediné v ptipadé, ze implementace
revidované CSN 75 7713 v praxi pfinese vyznamné zlep$eni vysledkil ve vétsing laboratofi, coZ se,
doufame, ukaze v ramci budoucich kol programu zkouseni zptsobilosti.
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Obr. 6. Na obrazku jsou zobrazeny vysledky pokusu s 21 tiastniky Determinaéniho kurzu Ceské algologické
spole¢nosti v ervnu 2015. Ugastnikiim bylo postupné promitnuto 15 tabuli abiosestonu (tfi z nich jsou na obr.
3), u kterych méli odhadnout pokryvnost S vyuZitim testovani novych odhadovych tabuli a upraveného postupu
stanoveni. Pfimka v grafech ukazuje Gplnou shodu mezi spravnou hodnotou a odhadem. A) median z hodnot
vSech ucastnikd pro kazdou z odhadovanych tabuli, B) vysledky tc¢astnika s nejmensi odchylkou od spravnych
hodnot, C) vysledky u¢astnika s nejvétsi odchylkou od spravnych hodnot (vzorek se skuteénou pokryvnosti 60 %
neni zobrazen - Gcastnik uvedl vysledek jako > 40 %), D) vysledky ucastnika s 11. nejmensi odchylkou od
spravnych hodnot (,,pramérny* ucastnik).

Podékovani: Dékujeme vSem, kteti se zapojili do pfipominkového fizeni ¢i jinak vyjadtili svij nazor na metodu
a pomohli tak formovat jeji souc¢asnou podobu. Rovnéz dé€kujeme vSem respondentiim, ktefi se ziCastnili testd se
zkusebnimi tabulemi v letech 2013 a 2015.
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