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Abstrakt

Cilem studie bylo kvantifikovat toxické ucinky vybranych aktivnich organickych latek v
pesticidech (fenantren a carbendazim) a tézkych kovi (kadmium a zinek) pomoci
kolorimetrického testu toxicity na bakteridlnim kmeni Rhizobium meliloti. Test vyuziva
schopnosti bakterie  redukovat  barvivo MTT  (3-(4,5dimethylthiazole-2-yl-)2,5-
difenyltetrazoliumbromid) v dychacim fetézci. Toxické latky se navazi misto MTT a inhibuji
redukci barviva. Hodnoticim kritériem v kolorimetrickém testu je snizovani absorbance s
rostoucim mnozstvim toxické latky. Hlavnim vystupnim ukazatelem je hodnota inhibice redukce
barviva vyjadfena indexem IC 50. Test trva 90 minut a vysledné hodnoty IC50 jsou porovnatelné
S ostatnimi testy akutni toxicity.
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Uvod

V poslednich desetiletich doslo, v disledku prudkého rozvoje primyslové a zemeédélské
vyroby, ke kontaminaci zivotniho prostiedi xenobiotickymi latkami [1, 2]. Mezi nejvyznamnéjsi
environmentalni polutanty patii tézké kovy, pesticidy, hnojiva nebo kaly pouzivané k rekultivaci
pud [8, 2]. Snahu detekovat, eliminovat latky znecistujici zivotni prostfedi a zjistit celkovy
rozsah ovlivnéni ekosystému, zajistuje obor ekotoxikologie [5, 9, 10, 11] Ekotoxikologie se
zabyva plsobenim toxickych polutanti na Zivé organismy, jejich prostiedi, biodiverzity
spoleCenstev a celkové citlivosti organismi na znecisténi [5, 9, 10, 11]. K zjistovani vlivu
toxickych polutantli na organismy se pouZzivaji toxikologické biotesty. Vysledkem testd jsou
hodnoty endpoints, které udavaji davku toxické latky potiebné pro vyvolani toxického ucinku [5,
9,10, 11].

Akutni test toxicity na bakterialnim kmenu Rhizobium meliloti je zalozeny na schopnosti
bakterie redukovat barvivo MTT (3-(4,5dimethylthiazole-2-yl-)2,5-difenyltetrazoliumbromid) v
dychacim fetézci. Vizualné lze zjistit redukci zménou barvy, kdy neredukovana forma barviva
ma zlutou barvu a méni se na redukovanou formu tmavé modrou [10]. Pfitomnost toxického
polutantu, inhibuje redukci barviva [3, 4, 7]. Vyjadfenim inhibice redukce barviva MTT je
hodnota I1C50, ktera urcuje objem toxické latky inhibujici 50% bakteriim redukci barviva MTT.
Hodnotu IC50 Ize prepocitat na hodnotu ppm (mg.1™) [3, 4, 7]. Test Ize porovnat s dalsimi testy
akutni toxicity. Bodsford pouzil biotest k méteni akutni toxicity tézkych kovi [3], organickych
latek [4] a pesticidt [7]. Cilem prace bylo ovéfit aplikovatelnost testu na kationty tézkych kovi
kadmium a zinek a ucinnych latek v pesticidech fenantren a carbendazim

Material a metodika
Mezi chemikélie potifebné k testu patii YMA Zivné medium, na kterém se bakterie
uchovévaji, L-medium potitebné pro kultivaci bakterii na test, roztok barviva MTT, toxicka latka



v urcité koncentraci (necastéji 330ppm), destilovand voda a fosfatovy pufr. Potiebnym
materidlem je Cisté laboratorni sklo a potfebnym technickym zafizenim pro test je
spektrofotometr, centrifuga, analytické vahy, vodni lazen, mikropipety, tftepacka a minishaker.

Bakterie se uchovavaji na plotnaich s YMA zivnym médiem. Pred sérii testi je
doporucovano provedeni zkousky ovéfujici citlivost bakterii, a to odebranim c¢asti kolonie
klickou na filtracni papir a zakapnutim roztokem MTT. Kdy?z filtra¢ni papir zmodr4, jsou bakterie
citlivé pro test. Asi 16 hodin pted testem se bakteridlni kmen zaockuje do 10ml L-media a necha
se pies noc kultivovat pii 30°C za kontinudlniho tfepani pii 150 ot./min. Réano v den testu se
kmen odstfedi v centrifuze pii 4000G po dobu 10 minut, slije se supernatant a nafedi ve
fosfatovém pufru na hodnotu E=0,3 pii 550nm. Do 10-ti zkumavek se podle tabulky ¢.1
napipetuji roztoky bakteridlniho kmene, fosfatového pufru, toxické latky a destilovana voda.
Zméii se pocatecni absorbance, ktera se odecte od absorbanci v ¢ase. Pfida se barvivo MTT a
zkumavky se nechaji inkubovat 30 minut ve vodni lazni pti 30°C. Zméfi se absorbance a cely
proces se opakuje. Po 90 minutach inkubace je test ukoncen.

K statistickému vyhodnoceni dat bylo pouZito linearni a logaritmické regrese v zavislosti
na koeficientu determinace 0,8< R’<1 [3, 4, 7]. Pro vypocet hodnoty IC50(x) linearni regresi plati
VZorec:

*~ "m Pro vypoéet hodnoty IC50(x) logaritmickou regresi plati Vzorec:lDg T

1650 = 10%de: m je sklon regresni pfimky, B je priseéik regresni piimky, Y je rozdil absorbance
kontroly. Takto stanovena hodnota IC50 odpovida jednotkdm v pl, proto se provadi piepocet
hodnot na ppm: * "~ *° fLramg - 17— ™y X je hodnota IC50 v ul, a je fedéni v mg.I", z
je hmotnost toxické latky v zasobnim roztoku na 10 ml rozpoustédla.

Tabulka 1. (Koncentraéni fady pro piipravu zkumavek)

Cislo Fosfatovy  destilovana  Bakterialni  Toxickda MTT
zkumavky  pufr (ml) voda (ml) kmen (ml)  latka (ul) (nl)
1. 1 1,200 1 0 100
2. 1 1,190 1 10 100
3. 1 1,175 1 25 100
4. 1 1,150 1 50 100
5. 1 1,125 1 75 100
6. 1 1,100 1 100 100
7. 1 1,000 1 200 100
8. 1 0,900 1 300 100
9. 1 0,800 1 400 100
10. 1 1,200 1 0 100
11 0 3,200 0 0 0
Vysledky a diskuse

Testy byly provedeny ve dvou opakovanich a pro kazdé opakovani 2 paralelni stanoveni.
Byla stanovena akutni toxicita IC50 inhibice redukce barviva MTT. Vysledky jsou uvedeny v
tabulce 2.
Tabulka 2. (Vysledné hodnoty IC50 a vypocet IC50)

Nazev latky Koncentrace(ppm) R? Rovnice regrese IC50 (ppm)

Cdso, 330 0,936 y=-0,183In(x) + 0,2008  1,425+/-0,0316 .10




0,936 y = -0,288In(x) + 0,3134

0,829 y = -0,203In(x) + 0,301
Znso, 330 0,829 y =-0,203In(x) + 0,302 24,992+/-0,0316 .10°
0,841 y = -0,462In(x) + 0,5573
Fenantren 330 0,899 y = -0,458In(x) + 0,6448 11,597+/-4,238.10°
0,934 y = -0,0014x + 0,3828
Carbendazim 5000 0,817 y = -0,0015x + 0,441 15,391+/-2,18.10°

Obrazek 1. (Graf srovnani toxicit testovanych latek).
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Z grafu ¢. 1 a Tabulky €. 2 vyplyva, ze nejvéetsi toxicitu vykazuje siran kademnaty 1,4
ppm a nejmensi siran zineCnaty 25 ppm. Toxicita G¢innych latek obsazenych v pesticidech —
carbendazimu a fenantrenu dosahovala hodnoty IC50 12,6 a 15,4 ppm. Ferreira a kol. [6.]
testovali kadmium a carbendazim pomoci testu akutni toxicity na Daphnia magna. Pro kadmium
naméfili hodnoty 79.05 ppb a pro carbendazim 70 ppb. Oproti testu toxicity na Rhizobium
meliloti je test na Daphnia magna citlivéjsi. Yan a kol.[12] sledoval toxicitu fenantrenu na
rostling Vallisneria spiralis a stanovili hodnotu efektivni koncentrace EC50 4.69 ppm. Hodnoty
toxicity byly srovnatelné s hodnotami toxicity na Rhizobiu meliloti.

Zavér

Test akutni toxicity na bakterii Rhizobium meliloti byl pouzit k stanoveni toxicity kationtt
tézkych kovi kadmia a zinku a k stanoveni toxicity G€innych latek v pesticidech fenantrenu a
carbendazimu. Byl potvrzen toxicky ucinek téchto latek a stanovena hodnota IC50. Test je
pouzitelny pro stanoveni akutni toxicity vybranych latek a spolecné s pouzitim dalSich test
toxicity dokresluje ptisobeni vybranych polutantli v prostiedi.
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Abstract

This article deals with applications toxicity colorimetric assay on bacterial phylum Rhizobium
meliloti to evaluate a toxicity of chosen active organic compounds in pesticides carbendazim and
phenanthrene occurred in the environment as persistent pollutants. A bacterial phylum ability of reduce
the MTT dye in its respiratory chain is used in this assay. Toxic chemicals are bonded on the respiratory
chain and preclude MTT dye to reduce. Absorbance values are decreased with increased amount of toxic
chemicals. The inhibition reduction value 1C50 is settled. Cadmium sulfate was used as standard. This
assay takes 90 minutes and IC50 values are comparable with other acute toxicity assay endpoints.



