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Abstrakt

Bioluminiscenéni test toxicity je celosvétoveé pouzivany, rychly, citlivy a jednoduSe proveditelny.
Slouzi ke zjisténi polutanti ve vodnim prostiedi. Je zaloZen na zji$téni inhibice luminiscence emitované
motskymi bakteriemi Vibrio fischeri. Kritériem zkouSeni je snizeni luminiscence méfené po expozici 15 a
30 minut. Pomoci koncentrac¢nich tad je mozné stanovit inhibi¢ni G¢inek vzorku jako hodnotu EC50.
Prace je zaméfena na zjisténi akutni toxicity barviva Disperse Blue 3 (DB 3). Toto barvivo je rozloZeno
v rotaénim diskovém bioreaktoru ucinkem lignolytické houby Pleurotus ostreatus. Cilem prace bylo
porovnani akutni toxicity vstupniho produktu — DB 3 v zakladnim stavu a meziproduktu — DB 3 po
CasteCné biodegradaci. Zjisténi ucinnosti biodegradace pomoci procenta inhibice bylo provedeno u
vstupniho vzorku i meziproduktu u koncentrace 150mg/l. Vstupni vzorek vykazoval v expozi¢nim ¢ase 15
minut inhibici 43,41% a v ¢ase 30 minut 42,96%. Meziprodukt vykazoval po 15 minutach inhibici 76,34%
a v ¢ase 30 minut 80,94%. Na zakladé téchto vysledkl 1ze konstatovat, Ze akutni toxicita u meziproduktu
vykazovala vyssi hodnotu, nez barvivo v zakladnim stavu.
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Uvod

Syntetickd barviva jsou v dnesni dobé velmi hojn¢ uzivana v mnoha oblastech Zivota.
Poptavka po téchto latkach roste predevsim v textilnim pramyslu, ktery je také hlavnim zdrojem
zneCisténi ekosystému syntetickymi barvivy. Tyto organické slouceniny se mohou dostavat do
prostiedi prostiednictvim odpadnich vod v prabéhu barviciho procesu. Emise barev do prostiredi
je nezadouci z davodu zpusobeni neprihlednosti vody a ovlivnéni rozpustnosti plynti ve vodnim
prostiedi. Neékteré latky se navic vyznacuji vysokou toxicitou a hrozi zde nebezpeci
karcinogennich a mutagennich G¢inkl na zivé systémy [4]. Pfes odpadni vody dochazi ke
kontaktu barviva s vodnimi organismy. Nékteré druhy postradaji schopnost metabolizovat tyto
cizorod¢ latky, a proto dochazi k bioakumulaci. Potravnim fetézcem se pak barviva dostavaji do
tél vysSich organismi [3].

Diskutovanym tématem je v poslednich letech odstranéni nezadoucich barviv z odpadnich
vod. Tradicn¢ se vyuzivaji fyzikalné-chemické metody jako je filtrace, koagulace, pouziti
aktivniho uhli, flokulace apod. Limitujicimi faktory jsou vSak v téchto oblastech finance, provoz,
ucinnost a selektivita [5]. Proto se uvazuje o moznosti vyuzit k odstranéni barviv mikrobidlnich
systémt, které vynikaji genetickou rozmanitosti, metabolickou vSestrannosti a vSudypiitomnosti.
Zde je vSak nutno brat v tivahu i1 negativni dopad soli pfitomnych v barvivech, které zajistuji

V soucasnosti jsou zkoumany zpisoby biodegradace syntetickych barviv za pouziti
lignolytickych hub. Ty napomahaji degradaci ligninu ptisobenim lignolytickych enzymi, a tim
minimalizuji jejich negativni vliv na biosféru [2]. K biodegradaci dochazi pti vybéru vhodného
kmene a jeho pouziti pfi optimdlnich podminkach. Degrada¢ni kapacita hub je spojovéna s



produkci tfi hlavnich extracelularnich enzymii: mangan-dependentni peroxidasy (MnP),
ligninperoxidasy (LIP) a lakasy (Lac) [7].

Cilem prace bylo zjistit akutni toxicitu vzorku syntetického barviva DB 3 v zdkladnim
stavu, a poté po pusobeni lignolytické houby Pleurotus ostreatus v rotatnim diskovém
bioreaktoru. Pro testovani akutni toxicity byl vyuzit luminiscencni test na bakteriich Vibrio
fischeri.

Material a metody
Testovaci organismus

Pro testovani byl pouzit bakterialni kmen Vibrio fischeri, ktery byl ziskan v lyofilizované
formé od némecké spolecnosti Dr. Bruno Lange. Bakteridlni suspense potfebna k méieni byla
kultivovana a pfipravena podle normy CSN EN ISO 11348-1 a CSN EN ISO 11348-3 [8, 9].

Testovane latky

Dichroman draselny (K,Cr,07): toxické ucinky, mutagen. Test byl provadén s roztokem
dichromanu draselného o vychozi koncentraci 400 mg/l. Déle byl roztok fedén v poméru 1:1 2%
roztokem NaCl. Testovani probihalo v koncentra¢ni fadé¢ od 200 mg/l po 0,90625 mg/l. Testy
zahrnovaly 2 paralelni méfeni.

Disperse Blue 3: zdravi Skodlivy (R22), mlze vyvolat senzibilizaci pti styku s kizi (R43).
Testovani barviva v zakladnim stavu probihalo v koncentracni fadé od 500 mg/l po 31,25 mg/l.
Déle probihalo méfeni meziproduktu barviva. Vstupni koncentrace DB3 v reaktoru byla 150
mg/l. Pro ucely testovani byl vzorek s nejvyssi koncentraci osolen pevnym NaCl a byl povazovan
za 100%. Poté byl vzorek tedén 2% roztokem NaCl v poméru 1:1. Byla tak vytvofena
koncentra¢ni fada od 100 % po 0,390625 %. Vstupni produkt i meziprodukt byl testovan ve 2
paralelnich métenich.

Luminiscencni test

Test byl provadén na pristroji LUMIStox 300 za pouziti bakteridlntho kmene Vibrio
fischeri, ktery se vyznaGuje emisi svétla. Mé&feni probihalo pii 15 °C. Tuto teplotu zajistoval
inkubacni blok LUMIStherm. Nejdiive byla zméfena pocatecni hodnota luminiscence bakterii,
poté byl pfidan vzorek testované latky s 2% roztokem NaCl, ktery vytvaii pfirozené prostiedi,
v némz zustavaji zachovany zivotni funkce bakterii. Po uplynuti expozicni doby (15 a 30 minut)
byla opét zmétfena hodnota luminiscence [1].

Prostfednictvim programu Microsoft Excel byla vypocitdna inhibice luminiscence,
vytvoien graf zavislosti i¢inku na koncentraci a vypocitana hodnota EC50.

Vysledky a diskuse

Test akutni toxicity byl nejprve proveden na dichromanu draselném, jako standardni latce,
na které byla ovétfena citlivost systému. Latka se jevi jako vysoce toxickd, karcinogenni, proto
bylo nutno dbat pii manipulaci s ni o bezpecnost. Z naméfenych dat byla vypocitaina hodnota
EC50 v ¢ase 15 minut a 30 minut po expozici danou latkou. Testy s obéma vzorky dichromanu
draselného splnily podminky platnosti zkousky dané normou CSN EN ISO 11348-1 [8].

Podle stejné metodiky probihaly testy akutni toxicity na vzorcich syntetického barviva DB
3, o kterém je znamo, Ze vykazuje toxicitu. V prib¢hu testovani byla tato organicka sloucenina
vystavena biodegradaci za pisobeni houby Pleurotus ostreatus v rotatnim diskovém bioreaktoru.
Nasledné byly srovnany hodnoty toxicity DB 3 pfed biodegradaci a po ¢astecném rozkladu.



Hodnota EC50 vstupniho vzorku DB 3 byla stanovena v ¢ase 15 minut v koncentracich
262,64 mg/l a 280, 63 mg/l, v ase 30 minut v koncentracich 268,81 mg/l a 280,627 mg/l.
Z vysledkt tedy vyplyva, ze u€innost toxicity DB 3 neni pfimo tmérna dob¢ plisobeni.

U meziproduktu odebran¢ho z bioreaktoru nebylo mozné stanovit pfesnou koncentraci
obsazenych latek, proto jsou vysledky vyjadiené v objemovych procentech. Hodnota EC50 u
meziproduktu byla stanovena v Case 15 minut 12,87% a 21,59%, v ¢ase 30 minut 12,87% a
21,59%. Tyto hodnoty byly stanoveny na zdkladé logaritmickych os. Naméfené vysledky jsou
uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Srovnani akutni toxicity u vzorki DB 3

Testovana latka EC30
15 minut Primér 30 minut Primér
Décrl;gﬁll;n igzgg 25: 15,58+3,5 233’;281211/}1 13,55+9,83
mezg,lzoﬁukt gg;z;: 17,23%=+4,36 ;fﬁ;ZﬁZ 17,23%=+4,36

Zjisténi ucinnosti biodegradace pomoci procenta inhibice bylo provedeno u vstupniho
vzorku a meziproduktu u koncentrace 150 mg/l. Vstupni vzorek vykazoval v expozi¢nim Case 15
minut inhibici 43,41% a v ¢ase 30 minut 42,96%. Meziprodukt vykazoval vyssi procento inhibice
v obou expozi€nich ¢asech. Po 15 minutach byla stanovena inhibice 76,34% a v ¢ase 30 minut
80,94%. Na zaklad¢ téchto vysledkli lze konstatovat, ze akutni toxicita u meziproduktu
vykazovala vy$s§i hodnotu, nez barvivo v zédkladnim stavu. Diivodem muze byt to, Ze lignolytické
houby rozkladaji syntetickd barviva na smés latek, které jevi vyssi toxicitu nez barvivo samotné.
Konec¢ny produkt z bioreaktoru nebyl dosud testovan, Ize vSak predpokladat na zaklad¢ vysledkt
testll biodegradace DB3 pomoci houby Irpex lacteus, postupny pokles toxickych ucinki.

Zavér

Cilem préace bylo srovnani akutni toxicity syntetickych barviv pomoci testu na bakterii
Vibrio fischeri. Pro ovéfeni citlivosti testu byla nejprve testovana standardni latka dichroman
draselny, kterd svymi naméfenymi hodnotami odpovidala pozadavkim normy. Dale bylo
testovano syntetické barvivo Disperse blue 3 (DB 3), a to nejprve v zdkladnim stavu, a poté
v pribéhu biodegradace lignolytickou houbou Pleurotus ostreatus v rotatnim diskovém
bioreaktoru. Meziprodukt vykazoval vyS$si hodnoty akutni toxicity nez barvivo v zakladnim
stavu. Prace budou pokracovat zjisténim inhibice luminiscence u baktérii Vibrio fischeri u
kone¢ného-vystupniho produktu zbioreaktoru a celkovym vyhodnocenim ucinnosti
biodegradace.
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Abstract

Bioluminescence assay of toxicity is widespread worldwide, rapid, sensitive and easily feasible. It is
used to detect pollutants in the aquatic environment. It is based on the determination of inhibition of
luminescence, which radiate marine bacteria Vibrio fischeri. Inhibition is determined from the selected
concentration range of dilution and is measured in time intervals 15 and 30 minutes after exposure to the
substance. The evaluation will be based on established values EC50.

The work is focused on the acute toxicity of dye Disperse Blue 3 (DB 3). Aim of this study was
to compare the acute toxicity of feedstock - DB 3 in the ground state and intermediate - DB 3
after partial biodegradation. Determining the effectiveness of biodegradation using percent
inhibition was performed in the input sample and at intermediate concentrations of 150 mg / 1.
The input sample shown 43,41% inhibition in the exposure time of 15 minutes and 42.96%
inhibition in time of 30 minutes. Showed intermediate inhibition after 15 minutes, 76.34%, and
30 minutes time of 80.94%. Based on these results we can say that the acute toxicity of the
intermediate showed a higher value than the input sample in the ground state.



