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Uvod

Biologické testy toxicity jsou vyznamnym prostfredkem pro posouzeni toxického
znecisténi vody. Umoznuji komplexni hodnoceni Skodlivosti smési rlznych
znecistujicich latek, kterou neni mozné presné popsat chemickou analyzou.

V soucasnosti existuje velké mnoZstvi biotestd s vysokou vypovidaci hodnotou.
Nejcast&ji jsou pouzivany soubory testl pouzivajici jako testovaci organismy
slvadkovodnl' ryby Brachydanio rerio (CSN EN ISO 7346), perloocky Daphnia magna
(CSN EN ISO 6341) a sladkovodni rasy (CSN EN ISO 8692). Standardni biotesty
vyzaduji pomérné dlouhy cas, potfebny k ziskani vysledkl (24 az 96 hodin). Nejsou
tedy vhodné v pripadé, kdy potrebujeme mit informace o toxicité vody v redlném case
(ekologické havarie, sledovani toxicity odpadnich vod, kontrola zdrojd pitné vody). Pro
uvedené biotesty je nutné prlbéZzné mnozit testovaci organismy a udrZovat je
v predepsaném fyziologickém stavu. Napriklad u dafnii je pro testovani predepsano
pouZiti pouze samicek, které jsou mladsi nez 24 hodin.

Uvedené nedostatky nema bakteridlni bioluminiscencni test s bakteriemi Vibrio fischeri
(CSN EN ISO 11348). Test pouziva lyofilizované bakterie, které jsou dlouhodobé
skladovatelné pfi teploté -18 °C a jsou kdykoli pouZitelné k méreni bez dlouhé pripravy.
Doba potfebna k ziskani vysledkl testu je velmi kratka — predepsana expozi¢ni doba je
15 az 30 minut. I zde vSak existuje nékolik omezuijicich faktord, jako jsou rusivé vlivy
pH, zbarveni a zakaleni vzork{ atd.

Pro posouzeni toxicity vody je vSak vzdy vhodné pouzit nikoli jediny test, ale soubor
biotestll, které pouzivaji rlizné metody, rlizné testovaci organismy a dopliuji se ve
spektru detekovanych latek a v indikacni citlivosti.

Nasim cilem bylo navrhnout a oveérit nové testy, které by rozsifily spektrum rychlych
biologickych testli toxicity a které by bylo mozné pouZit i v polnich podminkach,
napriklad v mobilnich laboratofich vojenské zdravotnické sluzby a veterinarni sluzby
Armady Ceské republiky.

Jako testovaci organismus jsme vybrali suSené instantni kvasinky Saccharomyces
cerevisiae. Tyto kvasinky splnuji vSechny poZadavky kladené na testovaci organismus:
V uzavienych obalech z bariérové félie jsou uchovatelné po dobu min. 18 mésicl pfi
béznych skladovacich podminkach. Po pfidani vody okamzité ozivaji a jsou tak kdykoli
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latek. V pribéhu feseni projektu obranného vyzkumu TOXVODA jsme navrhli a ovérili
nékolik novych rychlych biologickych testl toxicity se susenymi kvasinkami. Jednim
znich je test konduktometricky, jehoz popis a vysledky predkladame v tomto
prispévku.

Material a metody

Jako testovaci organismus jsme pouzili susené kvasinky Saccharomyces cerevisiae —
instantni pekarské drozdi Saf-instant firmy Lesaffre (Francie).

Pro ovéreni testu bylo vybrano deset toxikantd. Mezi né patfi atropin (latka psychicky a
fyzicky zneschopnuijici), fenitrothion (organofosfat se zakladni strukturou stejnou jako
maji nervove paralytické latky) a kyanid draselny (latka vSeobecné jedovata — inhibitor
dychaciho fetézce). DalSimi toxickymi latkami byly akonitin (rostlinny toxin), chlorid
rtut’naty a dusi¢nan olovnaty (zastupci soli tézkych kovi), sulfid sodny (toxicka a Zirava
latka, nebezpecna pro vodni organizmy), oxid arsenity (protoplazmaticky jed), siran
thallny (nervovy jed teroristicky snadno zneuZitelny) a fenol (fenoly z prdmyslovych
odpadt jsou Castym zdrojem znecisténi pFirodnich vod).

Konduktometricky test je zaloZzen na sledovani zmén mérné vodivosti suspenze
kvasinek. Po pridani kvasinek do 10% roztoku cukru ve vodé rychle nastupuje kvaseni
a mérna vodivost suspenze stoupa. V pfitomnosti toxickych latek je rlst mérné
vodivosti (v zavislosti na druhu a koncentraci toxikantu) zpomalen.

Provedeni testu: Do tii az péti zkumavek se pipetuje po 20 ml zkoumané vody, pridaji
se 2 g cukru. Po rozpusténi se zméfri mérna vodivost cukerného roztoku. Stejnym
zplsobem se pripravi tfi az pét zkumavek s roztokem cukru ve vodé, ktera neobsahuje
toxické latky a zméri se jejich mérna vodivost (kontrola).

Do kazdé zkumavky se prida 1,0 g susenych kvasinek a dobre se promicha. Po uplynuti
expozicni doby se opét zméri mérna vodivost suspenzi v jednotlivych zkumavkach.
Vhodna teplota pro konduktometricky test se pohybuje od +20 °© C do +35 °C. Je
bezpodminecné nutné, aby po celou dobu zkousky méla pokusna suspenze kvasinek
stejnou teplotu jako suspenze kontrolni.

Aby byla eliminovana rozdilnd mérna vodivost zkoumaného vzorku vody a kontroly,
provede se korekce zméfenych hodnot mérné vodivosti tak, Ze se od mérné vodivosti
suspenze kvasinek odecte prislusna hodnota mérné vodivosti cukerného roztoku. Déle
se spocita primérna hodnota takto korigované mérné vodivosti pokusné a kontrolni
suspenze. Pokud se prlimérna hodnota korigované mérné vodivosti pokusné suspenze
bude liSit od prdmérné korigované mérné vodivosti kontrolni suspenze o 10 nebo vice
procent, predpoklada se, ze ve zkoumaném vzorku je pfitomna latka toxicka pro
testovaci organismus.

Hodnotu ECs, jsme urcili regresni analyzou jako koncentraci latky ve vodé, ktera pri
expozici 30 minut zplsobila 50% zménu prdmérné korigované mérné vodivosti ve
koncentraci (ECyo) jsme stanovili jako koncentraci latky ve vodé, ktera pfi zvolené
expozici zplsobila 10% zménu primérné korigované mérné vodivosti ve srovnani
s primérnou korigovanou mérnou vodivosti kontroly.
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Plvodné jsme pracovali s expozi¢ni dobou 1 hodina. V prlibéhu prace bylo zjiSténo a
potvrzeno, ze vyrazné rozdily v mérné vodivosti pokusné a kontrolni suspenze kvasinek
se dostavuji velmi rychle a od 15. minuty jsou prakticky konstantni. Expozi¢ni doba
konduktometrického testu byla proto pozdéji stanovena na 30 minut.

Vysledky

a4

koncentrace dosud  zkoumanych  toxickych latek  prokazatelné
konduktometrickym testem a hodnoty ECs, jsou uvedeny v tab. 1. Pro srovnani jsou
zde uvedeny také letalni davky téchto toxikantl pro clovéka.

U fenitrothionu nebylo mozné v disledku jeho nizké rozpustnosti ve vodé hodnoty ECy
a ECs stanovit.

Tabulka 1. Hodnoty EC,, a ECso pro konduktometricky test s kvasinkami
S. cerevisiae v porovnani s letalnimi davkami pro clovéka

Toxikant ECH_,1 ECso_;' Letalni davka pro clovéka
(mg.I”) (mg.I”) (mg)
Akonitin 14,7 38,7 5
Atropin 135 179,2 100
Pb** 8 558,1 1 000
Fenol 55 523,7 1 000
Hg** 15 110,1 500
KCN 12,5 42,4 200
Oxid arsenity 16 187,2 150
Siran thallny 13 41,5 1 000
Sulfid sodny 10 79,8 10 000

Diskuse a zavér

Kvasinky S. cerevisiae jsou velmi dobfe prozkoumanym eukaryotickym organismem a
jsou hojné vyuzivany ke studiim genotoxicity rlznych latek. V literatufe jsme vsak
nalezli pouze nékolik praci, jejichz autofi se zaméfili na vyuziti téchto kvasinek jako
testovaciho organismu pro detekci toxickych latek ve vodé, napf. Weber [1, 2],
Hrenovic [3], Esteve [4]. Popisované testy jsou zaloZené na sledovani zmén
fermentacni aktivity kvasinek nebo inhibice jejich metabolické aktivity. Vysledky jsou
k dispozici za vice nez 24 hodin a testy nejsou vhodné pro pouzti v polnich
podminkach.

Test vhodny pro pouziti v polnich podminkach musi byt proveden a vyhodnocen v co
nejkratSim case a jeho provedeni musi byt nekomplikované a zvladnutelné na zakladé
jednoduchého navodu. Laboratorni a instrumentalni vybaveni musi vyhovovat polnim
podminkam. Test musi byt k dispozici kdykoli, bez dlouhé prfipravy testovacich
organism{. Nejvhodnéjsi jsou biologické objekty nachazejici se v klidovém stavu, které
jsou dlouhodobé skladovatelné a které se snadno a rychle oZivi po vloZeni do vodného
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spektrum toxickych latek.

Konduktometricky test vSechny uvedené pozadavky spliiuje. Je rychly - vysledek je
k dispozici za cca 60 minut. Provedeni testu je jednoduché a zvladne ho zaskoleny
pracovnik. Vybaveni rovnéz spliiuje poZadavky na testovani vody v polnich
podminkach. Pozadavek na pohotovost testd byl splnén vybérem testovaciho
organismu. Susené instantni kvasinky je mozné skladovat za béZnych podminek po
dobu 18 mésicli a nevyzaduiji zadnou ptipravu pred pouzitim k testovani.

Konduktometricky test prokazal dostacujici citlivost u sedmi z deseti dosud zkousenych
toxikantd. Proto jsme vypracovali dalsi dva testy s kvasinkami S. cerevisiae: letalni test,
ktery je zaloZzen na sledovani zmén poctu Zivych a mrtvych kvasinek v pritomnosti
toxickych latek a enzymaticky test, ktery detekuje pfitomnost toxikantl na zakladé
sledovani inhibice oxidoreduktaz. Tyto tfi testy maiji vlci dosud zkousenym toxickym
latkdm rozdilnou citlivost, protoZe kaZzdy z nich zachycuje zmény jiné fyziologické Ci
metabolické aktivity bunék. DlleZité je, Ze soucCasné pouziti testll vedlo ke spolehlivé a
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Konduktometricky test zalozeny na sledovani zmén mérné vodivosti suspenze kvasinek
Saccharomyces cerevisiae jako dlsledku inhibice jejich fermentacni aktivity v toxickém
prostiedi je zcela novou metodou, ktera mlze rozsifit moznosti detekce pritomnosti
toxickych latek ve vodé.

Literatura

1. WEBER, J. - PLANTIKOW, A. - KREUTZMANN, J. A. New Bioassay with the yeast
Saccharomyces cerevisiae on aquatic pollution. Umweltwissenschaft and Schadstoft-
Forschung, 2000, vol. 12, no. 4, s. 185-189. ISSN: 0934-3504.

2. WEBER, J. - KREUTZMANN, J. - PLANTIKOW, A. - PFITZNER, S. - CLAUS, E. —
MANZ, W. - HEININGER, P. A novel particle contact assay with the yeast
Saccharomyces cerevisiae for ecotoxicological assessment of freshwater sediments.
Journal of Soils and Sediments, 2006, vol. 6, no. 2, s. 84—91. ISSN: 1439-0108.

3. HRENOVIC, J. - STILINOVIC, B., - DVORACEK, L. Use of prokaryotic and eukaryotic
biotests to assess toxicity of wastewater from pharmaceutical sources. Acta Chimica
Slovenica, 2005, vol. 52, no. 2, s. 119-125. ISSN: 1318-0207.

4. ESTEVE, K. - POUPOT, C. - DABERT, P. - MIETON, M. - MILISIC, V. A.
Saccharomyces cerevisiae-based bioassay for assessing pesticide toxicity. Journal of
Industrial Microbiology and Biotechnology, 2009, vol. 36, no. 12, s. 1529-1534.
ISSN 1367-5435.

5. RUMLOVA, L. — DOLEZALOVA, J. A new biological test utilising the yeast
Saccharomyces cerevisiae for the rapid detection of toxic substances in water.
Environmental Toxicology and Pharmacology, 2012, vol. 33, no. 3, s. 459 — 464.
ISSN: 1382-6689.

© W&ET Team, doc. Ing. Petr Dolej$, CSc., Ceské Budé&jovice 2014



