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Abstrakt

Cilem prace bylo posoudit vhodnost dvou vybranyaktéridlnich ekotoxikologickych tespro
hodnoceni toxicity produlitbiodegradace plastZvolenymi testy ekotoxicity byly kolorimetrickgst
na bakteriich rod&Rhizobium melilota zkouska na luminiscénich bakteriichvibrio fischeri V obou
ptipadech byla sledovana mira inhibice metabolickpolchodi bakterii v zavislosti na toxickém
pasobeni testované latky, jez se tipadt bakterii R. meliloti projevuje jako inhibice redukce
pridaného barviva a vifpac V. fischeridochazi k Ubytku s¥elné emise v zavislosti na koncentraci
toxické latky. Provedenymi testy byla z{ish akutni toxicita latek ve vzorcich prodiukpo
biodegradaci plagtpomoci mikroorganisin
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Uvod

V souvislosti s rozvojem pmyslu a zvysSujicim se Zivotnim standardem obyvatel
zvySuje také spéeba obalovych a jinych sgebnich material vyrakenych z plastu. Do
popredi se dostava otazka jak nakladat s plastovymenmadyt, které jsou obvykle ceény pro
svoji odolnost a trvanlivost po tom, co doslouzérsw &elu nebo jsou jinak znehodnoceny.
Jejich likvidace je mnohdy velmi néma, proto se jejich koncentrace v presi zvySuje.
Spolu s ukladanim jinych odpada’ uz zandrné v podolg skladek ¢i v dusledku havarijnich
anika, ¢i dlouhodobého zantovani prostedi v okoli velkych pimyslovych aredi se tak po
dlouha léta vytvé v Zivotnim prosiedi tzv. staré ekologické zae [5].

Material a metody
Testované latky

Jako testované latky byly pouzity 4 vzorky tekutyalitivacnich médii, v kterych po
dobu 6-ti tydenni kultivace probihala biodegradpotymei PETP/LA a PEA/CLA/CLO
60/40 pomociAspergillus fumigatusa Candida guilliermondii Polyesteramidy (PEA) byly
piipraveny aniontovou polymeragicaprolactonu (CLO) a-caprolactamu (CLA). Polyestery
PETP/LA byly ziskany solvolyzou polyethylenterediai (PETP) s vodnym roztokem
kyseliny ml&né (LA) [1].

Kolorimetricky test

V kolorimetrickém testu byly jako testovaci orgamiss pouzity bakterie kmene
Rhizobium meliloti Jsou to chemoorganotrofni grammnegativni aerolipéky
s charakteristickou schopnosti titdlizky na kdenech rostlin rod&abaceae

Princip a metodika

Z&kladnim hodnocenym kriteriem je 2nma absorbance dase v zavislosti nafjganém
objemu toxické latky ritelna pomoci spektroskopu. Principem tétoéayn je barevna
pieména projevujici se po redukci tetrazolioveho banNVET (3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) ziypodni s¥tle Zluté barvy na sytfialovou @i absenci
toxické latky. Pokud dojde k inhibici metabolismakierii v gitomnosti toxické latky,
dochézi k barevné zme jen velmi malo nebodbec [2].




Pred samotnym testovanim se jedna kolonie kmenetayp®pevnym YMA médiem
preatkuje do tekutého Zivného L-média a kultivuje $e30 °C ges noc. Nasledujici den se
bakterialni suspenze od#stli v centrifuze fedchlazené na 4°Gipd000 otékach po dobu 10
minut. Supernatant se odstrani a sediment se resugje ve fosfatovem pufru na hodnotu
E=0,3 @i 550 nm. Dorady zkumavek se aplikuje testovana latka véstajicim mnozstvi a
doplni destilovanou vodou tak, aby celkovy objerh2 ml (viz tabulkat. 1). Nasleda se
piida do kazdé zkumavky 1 ml 0,1M pufruHHPO/KHLPO, a 1 ml gipravené bakteriélni
suspenze. U taktaripravenych zkumavek se 2 pocateEni absorbance na spektrofotometru
pii vinové délce 550 nm a ihned poté se do kaZzdélz aplikuje 100ul 3nM indikatoru
MTT. Nasledr se provadi dalSi &eni po 30-ti a 60-ti minutové kultivaci ve vodniité o
teplog 30°C.

Tabulka 1: Priklad koncentréni fady pro test n&hizobium meliloti

Cislo Toxicka latka Destilovana  Fosfatovy  Bakterialni Indikator
zkumavky (ul) voda (ul) pufr (pl) kmen (ul) MTT (pl)
1 - 1200 1000 1000 100
2 10 1190 1000 1000 100
3 50 1150 1000 1000 100
4 150 1050 1000 1000 100
5 300 900 1000 1000 100
6 500 700 1000 1000 100
7 750 450 1000 1000 100
8 1000 200 1000 1000 100
9 1200 - 1000 1000 100
10 - 1200 1000 1000 100
11 - 3200 - - -
Vypocet

Pti zpracovani a vyhodnocovani vyslédityla pouzita linearni regrese zavislosti¢om
absorbance na koncentraci toxické latky. \Wgtohodnoty 1Go byl proveden podle vzorce
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Yoo, hodnota absorbance kontroly (hodnot zkumaueka 10)
[ S piseik regresni fmky s osou y
1 PO sklon regresniimky

Luminiscedni test
Jako druhy testovaci organismus slouzily luminigoéakterieVibrio fischeri Jsou to
fakultativné anaerobni grammnegativnickpvité bakterie s Biky a se schopnosti emise



swtla o vinové délce 450-490 nm v modro-zelené vidée oblasti. Mechanismus
bioluminiscence je zaloZzen naitomnosti specifického bakterialniho enzymu luctey,
katalyzujici reakci spojenou s vyeaim s¥tla podle rovnice (2) [4].

FMNH, + O, + R-CHO— FMN + R-COOH + HO + hv (2)

Princip a metodika

Principem testu je stanoveni inhibice luminisceapgtované miskymi swtélkujicimi
bakteriemi za fitomnosti tizné koncentrace toxické latky. Inhihi (€inek testované latky se
stanovuje fidanim fiznych koncentraci latky k suspenzi luminisir@ch bakterii. Provedeni
testu spoiva v gipraw koncentrani rady toxické latky metodou dvojkovéhltedini, kdy ve
zkumavcec. 10 je nejvySsSi koncentrace testované latky, &@hi procentni, ktera vznikne
piidanim 2 ml testované latky ke 2 ml 2% roztoku Na@isleds se gepipetuji 2 ml obsahu
zkumavky¢. 10 do zkumavky. 2 a ogt se smichaji se 2 ml 2% NaCl, takto se postupiije a
do zkumavky. 2. Do zkumavky. 1, ktera slouzi jako kontrola, se testovana latiqgidava.
Luminiscence se #ili luminometrem LUMIStox 300 bezpréstre pied gidanim zkoumaneé
latky, poté po 15-ti a naposledy po 30-ti minut@véubaci v termobloku ifb teplo& 15°C jiz
s pridanou testovanou latkou.

Vypocet:

Pomoci regresni analyzy se pro kazdou expozici &tgpazavislost Ginku na
koncentraci. Z rovnice regrese se Wipd logaritmus koncentrace pro inhibici 50% a
odlogaritmovanim této hodnoty ziskame hodnotuH8].

Vysledky a diskuze

Testovani vzork bylo provedeno pomoci testu akutni toxicity natbakch Rhizobium
meliloti a Vibrio fischeri Testy byly vzdy provedeny nejm&nve dvou opakovanich.
Vysledky kolorimetrického testu toxicity jsou uvengev tabulce 2, vysledky luminisc&miho
testu jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 2: Vysledky kolorimetrického testu

Cislo Plast Degrada&ni organismus IC50 (v
vzorku ppm)
1 PETP/LA fibre Aspergillus fumigatus 3.031+0.259
3 PEN&&%CLO Aspergillus fumigatus 5.596+2.216
5 PEA/;’)%CLO Candida guilliermondii  3.605+0.206
6 PETP/LA fibre Candida guilliermondii -
5 Tabulka 3: Vysledky bioluminiscetniho testu
Cislo Plast Degrada@ni organismus EC50 (15 EC50 (30min)
vzorku g 9 min) (v %) (v %)
1 PETP/LA fibre Aspergillus fumigatus 4.96+1.22 3.67+1.46
3 PEN&&%CLO Aspergillus fumigatus  3.78+1.21 2.71+0.28
5 PEA/%%CLO Candida guilliermondii  14.40+1.44  10.65+2.07

6 PETP/LA fibre Candida guilliermondii  4.55+1.23 3.43£1.09




VétSina vzork nesla porérné vyrazné zbarveni od ZlutooranZzové az p@ syedou.
Zbarveni se negativrprojevilo @i odectu vysledki kolorimetrického testu,fjtemz vzorek.
6 byl nejtmavsi a proto v podstahehodnotitelny. U luminiscéniho testu je zohled@n
faktor pro korekci zbarveni testované latky, pregozbarveni vzortknegativié neprojevilo.
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Zavér

Na zaklad provedeni tefitbyla zjiS€na toxicita vSech testovanych latek pochézejicich
z roztoka kultivacnich médii po biodegradaci plagpomoci mikroorganisi Po gihlédnuti
k ziskanym vysledkm a zohled#ni zabarveni vychozich testovanych latek se jaladm$)jSi
testovaci metodika prokazal bioluminiséentest na bakterialnim kmeXibrio fischeri
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Abstract

The aim of the study was to assess the suitabilityo selected bacterial ecotoxicological tests
for the evaluation of toxicity of plastics biodedation products. Selected ecotoxicity tests were
colorimetric test for bacteria of the gerfehizobium melilotand exam with the luminescent bacteria
Vibrio fischeri In both cases, inhibition of the metabolic patisvaf bacteria was observe. Inhibition
depends on the toxicity of the test substance, lwhiche case oR. melilotibacteria manifested as
inhibition of reduction of dye added, and in theseafV. fischerithere is a loss of light emission
depending on the concentration of toxic substanBgsthe performed tests the acute toxicity of
compounds in samples of plastic products afterdgoadation by microorganisms was detected.



