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1. Uvod

VSechny slozky Zzivotniho prostfedi jsou kontaminovany
pfevazné z antropogennich zdroji neustdlym pfisunem nezi-
doucich latek, jejichz koncentrace casto stoupd nad droven
pfirozeného pozadi. Pro hodnoceni stupné znecisSténi hraje
nezastupitelnou roli chemicka a fyzikdlni analyza, kterd pii
soucasném stavu pristrojové techniky umoziuje s vysokou
piesnosti stanovit ve vzorcich z zZivotniho prostfedi velmi mala
mnozstvi kontaminujicich latek. Ani.sebecitlivéjsi analytické
metody vSak nemohou zodpovédét vSechny otazky tykajici se
toxickych téinkti xenobiotik.. Na zdkladé pfitomnosti a kon-
centrace jednotlivych slou¢enin nelze totiz spolehlivé predpo-
védét jejich toxicky vliv na rtzné formy zivota. U smési
toxikanti pak zpravidla nebyva vysledny tcinek prostym sou-
¢tem toxickych vliviijednotlivych slozek a proto nelze pfedem
urcit, zda budou toxikanty ve smési vykazovat synergicky
nebo naopak antagonisticky efekt. Nékteré kontaminanty vy-
skytujici se v Zivotnim prostfedi nebyly dokonce dosud spo-
lehlivé identifikovdny.. Proto se stdle ve vét§i mife vyuzivaji
biologické metody stanoveni toxicity a to predevsim v zemich,
kde je pécCi o Zivotni prostiedi vénovana zvySend pozornost.

2. Testy toxicity

Biotesty slouzi k hodnoceni nepfiznivého vlivu Skodlivin
na biotickou slozku Zivotniho prostiedi. Posouzeni kontami-
nant z biologického hlediska tvo¥i vhodny doplnék k tradi¢né
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pouzivanym fyzikalné-chemickym metoddm. Biotesty pro
vodné rizné kontaminované vzorky nebo jejich vyluhy jsou
navrhovany tak, aby indikatorovymi organismy byly typické
druhy zastupujici nejvyznamnéjsi slozky ekosystémii povr-
chovych vod. Bioindikdtory mohou reagovat na piitomnost
toxikantu napf. ur€itou zménou nékteré fyziologické funkce,
zménou pohyblivosti, ristu nebo reprodukce. V krajnim pfi-
padé mize byt testovaci organismus toxikantem usmrcen.

Existuje velké mnozstvi biologickych testii, které mohou
byt riznym zpusobem Kklasifikovdny. Nejbéznéjsije klasifika-
ce podle délky kontaktu bioindikdtoru s testovanym toxikan-
tem, podle které jsou testy ¢lenény na akutni, subchronické a
chronické. Je ovSem tieba zdlraznit, Ze toxicita uréité latky
miize byt pro rtizné organismy rznd. Proto je nutné postupo-
vat velmi opatrné pii zobecnovdni informaci ziskanych na
jednotlivych testovacich bioindikdtorech zvlasté ve vztahu
k ¢lovéku. Pro zvySeni objektivity se Casto pro testovani po-
uzivd nejen jeden druh organismu, ale soubor nékolika bio-
logickych druhii rizné slozitosti a trofické tirovné.

Némecka norma DIN uvadi pro hodnoceni vodnych roz-
tokti kombinaci Ctyf biotestu (tab. I).

V Ceské republice je obdobny soubor biotestti doporucen
napk. Vyhlagkou ¢.339/1997 MZP o hodnoceni nebezpeénych
vlastnosti odpadd. Tyto biotesty se pouzivaji pfi zjisfovani
ekotoxicity jako jedné z nebezpeénych vlastnosti odpadu.
Podle definice ekotoxicitu vykazuji takové odpady, jejichz
vodny vyluh negativné ovlivni alespori jeden druh testovacich
organismu, pfi¢emz doba kontaktu vyluhu s bioindikdtorem je
pevné stanovena. Jako bioindikdtory se pouzivaji ryby, fasy,
dafnie a semena hoicice bilé.

3. Bakteridlni bioluminiscenc¢ni test toxicity

Biotesty, které se u nds v soucasné dob¢ vyuZivaji ajsou
pfedepsany normou, maji nékteré nevyhody. Jejich hlavnim
nedostatkem je dlouhd doba potfebnd pro ziskdani vysledki
analyz (hodiny az desitky hodin). V pfipadé ekologickych
havarii tak existuje nebezpeci rozsifeni kontaminace na roz-
sahld uzemi, coz muze mit za ndsledek velké ekonomické
a ekologické skody. Jinou nevyhodou je mala statistickd spo-
lehlivost vzhledem k omezenému poctu jedincti pouzivanych
v testu a znacna subjektivita pii jejich vyhodnocovani. Bio-
testy zaloZzené na mortalité také neumoznuji kvantifikovat
slabsi toxické ucinky a vedle ndmitek proti etickym strankam
téchto metod nelze zjistit ani eventudlni stimulac¢ni efekt né-
kterych typt latek na Zivé organismy. Variantou uvedenych
postupti je alternativni biotest, bakteridlni bioluminiscenéni
test toxicity (Microtox test), ktery eliminuje nékteré uvedené
nedostatky a ktery se vyuziva pro stanoveni akutni toxicity
riznych xenobiotik.
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.1. Historie Microtox testu

Historicky piehled tykajici se prvnich objevii v oblasti bio-
luminiscence a biologie luminiscencnich bakterii uvadi Har-
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Tabulka I
Biotesty podle DIN 38412

Referaty

Oznaceni Rybi test Test na fasidch Test na dafniich Microtox test
Oddil 31 33 30 34
Typ organismu  obratlovci rostliny bezobratli bakterie
Testovaci ryba zelena fasa vodni kory$ fotobakterie
organismus Leuciscus idus Scenedesmus Daphnia magna Vibrio fischeri
subspicatus Photobacterium phosphoreum
Princip testu, preziti nebo thyn déleni bunék méiené pohyb jedincti bioluminiscence
kritérium pomoci fluorescence chlorofylu
Doba testu 48 h 48 h 24 h 30 min
vey '. Je§té pred t¢mito objevy bylojiz v 17. stoleti zji§téno, Ze 3.3. Faktory ovliviujici

svétélkovani v prirodnich materidlech probihd bez znatelného
tepelného efektu a je inhibovdno chemickymi Cinidly. Tak byl
vlastné proveden prvni test za pouziti luminiscen¢nich bakte-
rii, aniz by byla zndmd jejich existence. Pfedpoklad, ze biolu-
miniscence vznika v zivych organismech, byl potvrzen poz-
déji, kdyz se podarilo ze sviticiho masa ziskat prvni mikro-
organismus nazvany Sarcina [utea. V této dobéjiz byla zndma
zéavislost svétélkovani moriskych luminiscencnich bakterii na
teploté, tlaku vzduchu a slanosti moiské vody. Nasledné byla
ziskana Cistd kultura luminiscenénich bakterii, ktera byla poz-
déji nazvana Micrococcus phosphoreus (dnes Photobacterium
phosphoreum). Systematicky v této oblasti pracoval v osmde-
satych a devadesatych letech 19. stol. Fischer, ktery popsal
9 druhti luminiscen¢nich bakterii a pozdéji byl po ném jeden
druh pojmenovan Photobacterium fischeri (dnes Vibrio fi-
scheri). Vyuziti bakteridlni luminiscence pfi sledovani nebez-
peénosti fyziologicky aktivnich latek uvadi Johnson a spol.’
a aplikace pro detekci toxikanti pfitomnych v ovzdusi je
obsahem amerického patentu’.

Biotest Microtox™’ byl vyvinut v r. 1979 pro némeckou
firmu Beckman Instrument a v pribéhu dalSich péti let vyuzi-
van fadou laboratofi a vyzkumnych pracovist napf. pro hodno-
ceni akutni toxicity sklddkovych vyluhti nebo vrtnych vyplachi.
Studiu tohoto biotestu ajeho aplikacim v ekotoxikologickém
monitoringu je vénovdna monografie M. L. Richardsona’.
bakteridlni

3.2. Biochemickd podstata

bioluminiscence

Microtox test vyuzivd ke zjisfovani toxicity pokles pro-
dukce svételného bioluminiscenéniho toku moiskych svétél-
kujicich bakterii Photobacterium phosphoreum vlivem Xxeno-
biotik pfitomnych v hodnoceném vzorku. Tyto bakterie vyuZzi-
vaji ptiblizné 10 % metabolické energie pifi preméné energie
chemické na viditelné svétlo pomoci elektronového trans-
portniho systému. Uvedend pfeména je spojena s bunéénym
dychdnim. Zména bunéfného metabolismu nebo poruseni
bunééné struktury ovliviiuje dychdni a tedy i intenzitu biolu-
miniscence. Produkce svétla souvisi se zdravotnim stavem
organismu. Pfitomnost toxickych litek pak muze byt pfici-
nou riznych poruch bunééného metabolismu souvisejicich se
zménou bunééného transportniho systému, které se kvantita-
tivné projevi zménou intenzity produkovaného svételného
toku.
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bioluminiscenéni test

hodnota pH méfeného vzorku

Mg¢éfeni je zna¢né ovlivnéno hodnotou pH sledovaného
vzorku. Proto je tfeba pred méfenim vzorek upravit vhodnym
pufrac¢nim ¢inidlem, napf. acetdtovym pufrem na hodnotu pH,
ktera je specificka pro urcité typy kontaminujicich latek a ob-
vykle se blizi neutralni hodnoté. McDowell a spol.” uvadi, ze
maximalni citlivosti pro nizké koncentrace kontaminantti béz-
nych ve spodnich vodadch bylo dosazeno tpravou pH na hod-
notu 6,0-7,0. V uvedené praci je dale popsdna reverzibilita
efektu pH, kdy pfi zméndch hodnoty pH v obou smérech
opakované dochézelo k odpovidajicimu poklesu ¢i zesileni
intenzity bioluminiscence.

zékal a zabarveni méfeného vzorku

Redlné vodné vzorky nejsou vétSinou dokonale ciré, ale
vykazuji urCitou miru zabarveni nebo zdkalu. Biotest Micro-
tox byl ptivodné koncipovan pro méreni nezabarvenych vzor-
ki, ale aparaturu lze pomérné jednoduse upravit i pro méreni
vzorkll barevnych nebo zakalenych®. Uprava spociva v pouziti
referen¢nich korek¢nich roztokl a specidlnich méficich kyvet
s dvojitymi sténami.

koncentrace soli v méfenych vzorcich

Protoze bakterie Photobacterium phosphoreum jsou mofi-
ské mikroorganismy, testované vzorky musi byt upraveny
pifidavkem chloridu sodného obvykle v dvouprocentni hmot-
nostni koncentraci. Je tieba pfipomenout, ze kovy a nékteré
organické ligandy se mohou v pfitomnosti chloridovych iontil
vazat do komplexnich slouc¢enin, ¢imz se snizi mnozstvi vol-
ného kovového iontu ¢i ligandu, ktery je odpovédny za toxicky
ucinek vzorku.

rozpustnost kontaminantu ve vodé

Biotest Microtox umoZiiuje upravit experiment pro zjisto-
vani toxicity organickych latek s omezenou rozpustnosti ve
vod&’. Vétsinu organickych latek tvo¥i totiz pravé latky tohoto
typu. Jako pfiklady lze uvést benzen, toluen, kresoly, penta-
chlorfenol nebo 1,1,1-trichlorethen. Modifikace experimen-
tadlnich podminek vyplyva z tolerance, kterou bioluminiscen-
¢ni bakterie vykazuji vii¢i nizkym koncentracim 2-propanolu.
Maly pridavek tohoto poldrniho organického rozpoustédla
umoziuje pfevedeni organickych litek obtizné rozpustnych
ve vodé do testovaného vodného roztoku.
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3.4. Vyhody Microtox testu

Dilezitym Kkritériem pii volbé biotestu je jeho cenova do-
stupnost ajednoduchost. Microtox je vtomto ohledu velmi vy-
hodny, protoze patii k nejméné cenové naroénym biomonitorin-
govym metoddm a obsluhu zafizeni lze zvladnout jiz po kratkém
zaskoleni. Rychlost byva ¢asto klicovym faktorem monitoro-
vacich programt. Rychlé testy mohou pfedev§im poskytnout
je vsak skute¢nost, ze data charakterizujici toxicitu jsou do-
stupnd co nejdiive, takZe je napt. moZné v&as aplikovat vhodna
sanaéni opatieni. Z tohoto hlediska je Microtox test povazovan
za jeden z nejrychlejSich testdi viibec. Dalsim dulezitym fakto-
rem, ktery je tfeba vzit v ivahu, je objem vzorku potfebny pro
experiment. V pfipadé redlnych vyluhi, sedimentdrnich ex-
traktd i napf. meziproduktli chemickych vyrob je Casto k dis-
pozici pouze omezené mnoZzstvi vzorku. Microtox test s po-
tfebnym objemem vzorku méné nez 5 mlje v tomto sméru jed-
nim z nejméné naro¢nych. Rovnéz jeho citlivost je dostate¢na
a srovnatelna s jinymi testy (napf. na dafniich nebo stfevlich)
pouzivanymi pro hodnoceni toxicity vodnych roztokli a byla
potvrzena pro vice nez tisic slou¢enin. VEtsi poCet organismu
pouzitych pro jeden pokus predstavuje vétsi statistickou véro-
hodnost oproti jinym testiim, nap¥. na rybach nebo hlodavcich.
3.5. Vyuziti Microtox testu

Microtox test se podobné jako ostatni biotesty obecné
pouziva k detekci akutniho toxického uc¢inku vodnych roztokt
latek nebo smési latek o koncentracich faddové mg‘l'l, pii nichz
nastavda méfitelné poskozeni zdravotniho stavu testovacich
organismu. Tradi¢ni oblasti jeho aplikace je ochrana zivotniho
prostiedi. Tento biotest by mél poskytnout zdkladni rychlou
informaci, zda toxicky efekt nepiesahuje stanovenou normu.
Ve Spolkové republice Némecko je zahrnut do statni normy
DIN 38412 pro testovani zdravotni nezavadnosti primyslo-
vych odpadnich produkti. K normativnim testiim se fadi i ve
Francii a v Kanadé.

Microtox test je vhodny k vyhodnocovani akutni toxicity
prisakovych vod, sklddkovych vod a vyluht z primyslovych
odpadil, které mohou mit jak pevnou, tak i pastovitou nebo
kasovitou konzistenci. Toxicky ucinek lze sledovat jak u or-
ganickych kontaminantli, napf. u chlorovanych alkanti nebo
aromat', tak i u kontaminantl anorganickych, jako jsou
tézké kovy". Dadle je vyuzitelny pro priubézné monitorovani
primyslovych odpadnich vod, vstupnich a vystupnich vod
v Cisticich stanicich, ale i v zeméd¢&lstvi napf. pro kontrolu
zemédélskych produktd z hlediska jejich mozné kontaminace
pesticidy. Dalsi oblasti uplatnéni by mohla byt kontrola bio-
kompatibility nové vyvinutych materidld. Cenné informace
muze Microtox test poskytnout i ve farmakologii. Tolerance
bioluminiscen¢nich bakterii k 2-propanolu dovoluje hodnotit
i materialy hydrofobni povahy, napt. ropné produkty a méfici
systém lze upravit i pro méfeni zabarvenych roztokid. Ne-
vhodny je vSak pro hodnoceni toxicity emulzi, suspenzi a silné
agresivnich vodnych roztokd.

Specifickou modifikaci Microtox testu je biotest zvany
Mutatox", ktery se vyuZivd pro hodnoceni genotoxicity (mu-
tagenity) a pro rychly screening kancerogennich latek zejména
v potravé a v lécich  Mutatox je typickym ptikladem aplikace
bioluminiscenénich bakterii pro méfeni chronické toxicity.
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4. Zavér

Aplikace biologickych metod stanoveni toxicity tvori vhod-
ny doplnék k tradi¢éné pouzivanym fyzikdlné-chemickym me-
toddm pro hodnoceni kontaminace zivotniho prostiedi z bio-
logického hlediska. Z biotestli vyuzivanych u nds v souéasné
dob& se jevi jako perspektivni bakteridlni bioluminiscen¢ni
test toxicity, ktery pracuje s velkym mnozstvim indikdtoro-
vych organismi a vyuziva zéavislosti inhibice bakteriemi emi-
tovaného svétla na koncentraci toxikantli v testovaném vzor-
ku. Z porovnani s ostatnimi testy je ziejma jeho ekonomicka
efektivnost, jednoduchost, rychlost, dobra reprodukovatelnost
a citlivost. Vhodny je pro monitorovani znecisténi prostiedi
a to zejména pro screening akutni toxicity povrchovych a od-
padnich vod a skladkovych vyluhil nebo ke kontrole vstupnich
surovin pro biotechnologické procesy a sledovani procesti
probihajicich pri biodegradaci toxikantli pfitomnych v Zivot-
nim prostiedi.
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Z. Kafka and J. Puncocharova (Department of Environ-
ment Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague):
Biotests and Their Application on Environmental Analysis

The article presents a survey of biotests and their appli-
cation in environmental analysis. Attention is directed towards
a bacterial bioluminiscence toxicity test (Microtox test) which
exhibits a number of advantages in comparison with the other
biotests. The factors and sources of errors are discussed which
affect the correctness of the results as well as some of its
advantages. Its use in the detection of acute toxicity of subs-
tances is also assessed where the state of health of the testing
organisms is damaged. This plays an important role in environ-
mental protection.





