UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

DIPLOMOVA PRACE

2023 Bc. Katefina Bry¢kova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Studium toxicity fotolyt vybranych azobarviv pomoci mikrobiologickych a
ckotoxikologickych testt

Diplomova prace

2023 Bc. Katefina Bryc¢kova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2022/2023

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a piijment: Bc. Katefina Bryckova

Osobni cislo: C21491
Studijni program: N0711A130014 Udriitelny rozvoj v chemii a technologii
Téma prace: Studium toxicity fotolytd vybranych azobarviv pomoci mikrobiolo-

gickych a ekotoxikologickych testi
Zadavajici katedra: ~ Ustav environmentalniho a chemického inzenyrstvi

Zasady pro vypracovani

1. Zpracujte literarni rederSi na dané téma, zaméfte se na stanoveni antimikrobialnich a ekotoxikolo-
gickych G¢ink( pomoci standardnich i alternativnich technik s vyuiitim dafnii, ras a bakterii.

2. Provedte fotochemickou degradaci komertnich azobarviv pomoci oxidu titanicitého ve foto-
chemickém reaktoru a vzniklé fotolyty podrobte mikrobiologickym a ekotoxikologickym testiim
z hlediska sledovani toxicity.

3. Vysledky experimentd vhodnym zplsobem zpracujte, provedte jejich diskusi a porovnejte.

4. Diplomovou praci zpracujte v souladu se Smérnici UPa ¢ 7/2019 "Pravidla pro odevzdavani,
zvefejiiovani a formalni Gpravu zavérecnych praci” v platném znéni.



Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani diplomové prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:

Vedouci diplomové prace: Ing. Jaroslava Kofinkova, Dr.
Ustav environmentalniho a chemického inzenyrstvi
Konzultanti diplomové prace: doc. Ing. Marcela Pejchalova, Ph.D.

Katedra biologickych a biochemickych véd
Ing. Oldfich Machalicky, Dr.
Ustav organické chemie a technologie

Datum zadani diplomové prace: 25. inora 2023
Termin odevzdani diplomové prace: 5. kvétna 2023

LS.

prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. Ing. Anna Krejcova, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 25. (inora 2022



Prohlasuji:

Praci s nazvem: Studium toxicity fotolytd vybranych azobarviv pomoci mikrobiologickych a
ekotoxikologickych testi jsem vypracovala samostatn€. Veskeré literarni prameny a
informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury. Byla jsem
seznamena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona C.
121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zmeéné
nékterych zakonu (autorsky zakon), ve znéni pozdéjSich predpist, zejména se skuteCnosti, ze
Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licenéni smlouvy o uziti této prace jako skolniho
dila podle § 60 odst. 1 autorského zdkona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této prace mnou
nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode
mne pozadovat pfiméfeny prispévek na uhradu nakladu, které na vytvoreni dila vynalozila, a

to podle okolnosti az do jejich skutecné vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zméné
a doplnéni dalSich zakonu (zakon o vysokych S§kolach), ve znéni pozdéjsich predpist,
a smernici Univerzity Pardubice ¢. 7 /2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiovani a formalni
upravu zave€re¢nych praci, ve znéni pozd€jSich dodatki, bude prace zvefejnéna

prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 27.04.2023

Bc. Katefina Bryckova



PODEKOVANI

Chtela bych podékovat pani Ing. Jaroslavé Kofinkové, Dr. za odborné vedeni prace a cenné
rady, které mi pomohly tuto praci zkompletovat. Déle také za to, ze mi pomohla domluvit
testovani na ruznych pracovistich, panu Ing. Oldfichovi Machalickému, Dr. za pomoc
s fotokatalyzou a chemickymi testy. Mé pod€kovani patfi téZ pani doc. Ing. Marcele
Pejchalové, Ph.D. za pomoc pii mikrobiologickém testovani a hledani informaci
k bakterialnim kulturam. Nakonec bych rada pod€kovala pani Mgr. Monice Roupcové, ze me
vzala na své pracovisté, vénovala mi Cas pfi ekotoxikologickych testech a v§e mi dukladné

vysvétlila.



ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva rozkladem azobarviv pomoci heterogenni fotokatalyzy a
naslednym testovanim toxicity fotolytl pomoci mikrobiologickych a ekotoxikologickych

testu.

K testovani byla vybrana tfi komer¢ni azobarviva-Saturnova modi LBRR 200, Saturnova zlut
LFF 200 a Saturnova cervenl F3B 200 (C.I. Direct Blue 71, Direct Yellow 28 a Direct Red
80). Ve fotochemickém reaktoru byla provedena fotochemicka degradace vSech tii azobarviv
za pritomnosti TiO2 jako katalyzatoru. Toxicita vzorkl byla nasledné testovana in vitro
pomoci bakterii, kde se testoval narast bakterii ve vzorcich pfipravenych dvojkovym fedénim.
Nasledné byla toxicita testovana na fasach a dafniich ve Vyzkumném ustavu organickych

syntez.

KLICOVA SLOVA

Direct Blue 71, Direct Yellow 28, Direct Red 80, heterogenni fotokatalyza, mikrobiologické
testy, ekotoxikologické testy

TITLE

The study of toxicity of photolytes of selected azo dyes by mean of microbiological and

ecotoxicological tests

ANNOTATION

This thesis deals with the degradation of azo dyes by heterogeneous photocatalysis and testing

of toxicity of photolytes by microbiological and ecotoxicological tests.

Three commercial azo dyes as C.1. Direct Blue 71, Direct Yellow 28 and Direct Red 80 were
selected for testing. Photochemical degradation of all three azo dyes carried out in a
photochemical reactor in the presence of TiO; as a catalyst. The toxicities of the samples were
then tested using bacteria in vifro to test bacterial growth in two times diluted samples. In
addition, toxicity was also tested on algae and daphnia at Research Institute for Organic

Syntheses, Inc. (VUOS a.s.).

KEYWORDS

Direct Blue 71, Direct Yellow 28, Direct Red 80, heterogeneous photocatalysis,
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

CCM Ceska sbirka mikroorganisma

CFU Jednotky tvofici kolonie (Colony Forming Units)
CHSK Chemicka spotieba kysliku

DMPD N,N-dimethyl-p-fenylendiamin

EDso Stiedni u€inna davka

LDso Stiedni smrtelnd davka

MH Mueller-Hintonové bujon

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

NK Negativni kontrola

OECD Organizace pro hospodarskou spolupraci

PK Pozitivni kontrola

TKN Celkovy Kjeldahluv dusik (Total Kjeldahl Nitrogen)
TMPD N,N,N’,N'-tetramethyl-p-fenylendiamin

TOC Celkovy organicky uhlik (Total Organic Carbon)

TSA Trypton-s6jovy agar



UvoD

Rychle rostouci celosvetova populace i rozvoj prumyslu v poslednich letech vyvolaly
energetickou krizi a zneciSténi zivotniho prostfedi. To zna¢n€ ovlivnilo zdravi lidi a
udrzitelny rozvoj zivotniho prostiedi. NejdulezitéjsSimi tématy se proto postupné stala ochrana

zivotniho prostiedi a technologie odstraiovéani $kodlivin.

Pokrocilé oxidacni procesy jako je fotokatalyza, Fentonova oxidace, sonolyza,
ozonizace atd., mohou potencialn€ splnit kritéria ¢isténi pro odpadni vody obsahujici vysoce
stabilni a malo biologicky odbouratelné slouCeniny. Mezi nimi je rozséhle studovéana
heterogenni fotokatalyza vyuzivajici polovodiCové katalyzatory za uclelem degradace
organickych polutantd diky své schopnosti produkovat vysoce reaktivni radikaly pfi

ozafovani svétlem bez potreby dalSich chemikalii.

Ekotoxikologické biotesty jsou 1 pies velky pokrok v piistrojovém vybaveni a technice
jednim z nejspolehlivéjSich zpusobu, jak zjistit toxikologicky dopad odpadnich latek na
zivotni prostiedi. Jde o jediny zpusob, jak s jistotou urcit toxicitu nejen pro ¢lovéka, ale i pro
ostatni organismy. Metody jako je napiiklad hmotnostni spektrometrie nebo kapalinova
chromatografie dokazou uréit koncentraci polutantu (zne&istujici latky) i na desetiny ng-1,
ale nedokazou nas informovat o jejich GCincich na ekosystém. V pfipadé smési polutantd
nelze urcit jejich kombinovany efekt, zda ho budou mit protichiidny ¢i synergicky (spole¢ny).
Na toto a mnoho dalSich otazek vtuto chvili mohou odpovédét nejlépe prave

ekotoxikologické testy.

Cilem této diplomové prace bylo porovnat toxicitu komercnich azobarviv (Saturnova
modi LBRR 200, Saturnova zZlut LFF 200 a Saturnova Cerven F3B 200) a jejich fotolyta
pomoci mikrobiologickych (ur€eni nartstu bakterii v roztocich pfipravenych dvojkovym

fedénim) a ekotoxikologickych testl (testovani toxicity vzorkl na fasach a dafniich).
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Azobarviva a jejich toxicita

Azobarviva se v prirod¢€ nevyskytuji, pfipravuji se pouze syntetickou cestou a ve své
molekule obsahuji jednu nebo vice azo skupin. Vyuzivaji se pro svou jednoduchost,
vSestrannost, efektivitu syntézy a vynikajici optické vlastnosti a vysoké stalosti. Predstavuji
vice jak 70 % komer¢nich barviv vyuzivanych v riznych odvétvich jako je zpracovani kuze,
kosmetika, farmacie, a predevs§im textilni pramysl. To vede ke vzniku odpadnich vod a

zneCisténi zivotniho prostredi [1,2].

Neéktera textilni barviva se nevazou pevné na tkaninu, proto az 20 % barviva zustava
v odpadni vodé¢, kterd je v nekterych zemich bez Upravy vypousténa do vodniho prostiedi.
Kvalita vodnich utvart se zhorSuje, dochazi ke zvySeni biochemické a chemické spotieby
kysliku, snizeni pronikani svétla, zhorSuje se biologicka aktivita vodni flory a fauny.
Vypusténi odpadni vody bez vhodné upravy predstavuje vazné ekotoxikologické ohrozeni a
muze vést k bioakumulaci, jejiz vstup do potravinového fetézce maze ovlivnit lidské zdravi.
Toxické UucCinky azobarviv mohou byt zpusobeny jak samotnymi barvivy, tak jejich

metabolity, kterymi jsou napiiklad arylaminy [2,3].

Dalsi problém tykajici se ucinkd azobarviv na ekosystémy se tyka skuteCnosti, ze
chemické testy samy o sob& dostateCné nevyjadiuji dopad téchto znecistujicich latek. Pro
stanoveni toxickych G&inkd jsou tedy nutné biologické organismy. Skodlivé uinky azobarviv
ve vodnich utvarech sahaji daleko za vizualni znecisténi, protoze tato barviva obsahuji aminy
a benzidiny, které maji vysoky potencial toxicity ve formé metabolith po molekularni

degradaci [1,2].

Styk s odpadni vodou z textilniho primyslu maze vést k riznym poskozenim zdravi,
jako je kvadruplegie, nekréza tkani nebo respiracni toxicita. Nékterd barviva jsou méne
toxicka, ale po jejich redukci azo vazby mohou mit mutagenni Gcinek. Je tedy dulezité znat
toxicitu pivodniho barviva v odpadni vode¢, ale i slouceniny, kterou nalezneme v chemicky

upravené/vycisténé vode [2,3].

Saturnova barviva pouzita v této praci jsou ve vod¢ rozpustnd se silnou afinitou k
celulozovym substratim. Jsou vhodna predev§im pro vytahovaci postup barveni. Lze je
navzajem kombinovat. Jsou vhodna pro barveni artikld, od kterych se vyzaduje dobra

svétlostalost.
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1.2 Heterogenni fotokatalyza

Heterogenni katalyza se fadi mezi tzv. pokrocilé oxidaéni procesy a byla objevena
v roce 1972 pii Stépeni vody ve fotoelektrochemickém ¢Elanku obsahujicim monokrystalickou

Ti0; elektrodu [4,5].

Proces heterogenni fotokatalyzy Ize rozdélit do péti dil¢ich kroku:
1. Pfenos vychozich latek z tekuté faze k povrchu katalyzatoru

2. Adsorpce vychozich latek na povrchu katalyzatoru

3. Fotochemicka reakce na povrchu katalyzatoru

4. Desorpce produktd z povrchu katalyzatoru

5. Prenos produktu z povrchu katalyzatoru do tekuté faze.

Pii heterogenni fotokatalyze se pouziva predevsim oxid titanicity, ale da se nahradit
1jinymi polovodici jako napiiklad WOs, CdTe, ZnO, SnO nebo AgNbOs;. Obecné plati, ze
idedlni katalyzator by meél mit nasledujici vlastnosti-silnou absorpci viditelného svétla,
dlouhou zivotnost excitovaného stavu, vysokou vyt€znost stavl separace naboje a dobrou
mobilitu naboje. Stabilita a opétovna pouZitelnost katalyzatoru jsou dva dualezité parametry,

které je tieba vzit v ivahu pii praktické aplikaci [4,5].
1.2.1 TiO:

Oxid titanicity je piirozen¢ vyskytujici se mineral, ktery mé vSestranné vyuziti. Je
rozsahle studovan pro svou velkou povrchovou plochu, vynikajici tepelnou a chemickou
stabilitu, netoxicitu, vysokou odolnost vici fotokorozi a dostupnost v riznych krystalickych

formach s vysokou fotokatalytickou aktivitou [4,5].

Komer¢ni pouziti ¢istého TiO;jako fotokatalyzatoru je vSak stale omezené.
Nejvétsimi prekazkami jsou relativné nizkd kvantova ucinnost Cistého TiOz a navic jsou
castice TiO; aktivni pouze pod UV svétlem, protoze nemohou absorbovat svétlo s vinovymi

délkami vetsimi nez 398 nm [6].
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1.3 Chemicka spotreba kysliku

Chemicka spotieba kysliku (CHSK) patii mezi skupinova stanoveni organickych latek
ve vodach. Je definovana jako mnozstvi kysliku, které se za pfesn¢ vymezenych podminek
spotfebuje na oxidaci organickych latek ve vodé silnym oxidacnim Cinidlem. Test vyuziva
silné chemické oxidanty v kyselém roztoku a teplo k oxidaci organického uhliku na H2O a
CO,. Udava se obvykle v mg-1"' jako hmotnost kysliku, ktera je ekvivalentni spotiebé
oxida¢niho Cinidla na 1litr vody. Hodnota CHSK je tedy mirou celkového obsahu

organickych latek ve vod€, a tim i dalezitym ukazatelem organického znecisténi vody [7,8].

Jako oxidac¢ni €inidlo byvé pouzivan manganistan draselny v kyselém prostiedi. Pak se
hovofti o chemické spotfebé manganistanovou metodou (CHSKwan-Kubelova metoda), ktera se
pouziva u pitnych nebo podzemnich vod. Cast&ji se pouZiva jako oxida&ni &inidlo dichroman
draselny, v tomto pfipad€ hovofime o chemické spotieb¢ kysliku dichromanovou metodou

(CHSK(y), ktera se pouziva hlavné pro vody odpadni [7,8].

Princip stanoveni CHSKc; spociva v oxidaci organickych latek ve vzorku roztokem
K2Cr207 po dobu dvou hodin pfi teploté 150 °C za ptitomnosti siln€¢ koncentrované kyseliny
sirové a katalyzatoru siranu stfibrného. Hodnota CHSKc: je umérnd koncentraci
vyredukovanych chromitych iont, které se stanovuji spektrofotometricky, nebo je umeérna
nezreagovanému mnozstvi dichromanu, které se stanovuje titraci s indikatorem ferroinem
pomoci odmérného roztoku siranu Zeleznato-amonného. Pridavkem siranu rtutnatého se

eliminuji chloridy aZ do koncentrace 1000 mg-1"! [7,8].

1.4 Celkovy organicky uhlik

Celkovy organicky uhlik (TOC) je parametr ukazujici celkové mnozstvi organickych

latek ptitomnych ve zkoumaném vzorku vod a slouzi jako nespecificky ukazatel kvality vody.

Pro stanoveni TOC je nutné nejprve prevést veSkery organicky uhlik ve vode na COx,
¢ehoz je mozné dosahnout bud’ termicky nebo chemickou oxidaci. CO; je pak stanovovan
metodami infraervené spektrometrie, plameno-ioniza¢ni detekci nebo adsorpci v roztoku a

meétenim vodivosti. Hodnoty TOC se udavaji v mg/1 [7].

Hodnota TOC pro pitné vody je 5 mg/l a 10 mg/l pro povrchové vody. Odpadni vody
maji hranici 50 000 kg/rok v Unicich organického uhliku do vody [7].
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1.5 Mikrobiologické testy

Specialni mikrobiologie studuje vlastnosti druhti a skupin mikroorganismu (napf.
mechanismus vyvolavajici onemocnéni nebo zpusoby identifikace). Mikrobiologie je velice
rozsahly obor, proto ho délime na podobory-bakteriologii, virologii, mykologii a

parazitologii. Tato prace se zaméfuje pouze na bakteriologické testy [9].

1.5.1 Identifikacni testy

Identifikace neznamych vzorka bakterii spociva v hodnoceni
jejich morfologie (makroskopické a mikroskopické znaky, charakter rastu kolonii,
identifikacni barveni-Gramovo, acidorezistentni, tvorba pouzdra aj.), fyziologickych (teplota
riustu, vztah ke kysliku, rezistence a tolerance k NaCl, antibiotikim aj.) a biochemickych

vlastnosti (redukce nitratt, zdroje uhliku, tvorba indolu aj.) [10].

1.4.1.1 Gramovo barveni

Barveni podle Grama je jednou z nejdualezitéjsich technik pouzivanych pro identifikaci
bakterii. Teoreticky by se mély bakterie délit do dvou skupin-grampozitivni (barvi se
modrofialové) a gramnegativni (barvi se Cerven¢). Neékteré bakterialni rody Gramovym
barvenim nelze obarvit, jsou to rody bez bunééné stény (mykoplazmata), spiralovité bakterie a
siln€ acidorezistentni rody (mykobakterie); napt. Mycobacterium bovis, M. leprae, M. avium,

M. intracellulare, M. tuberculosis, M. kansasii a dalsi [10,11].

Grampozitivni bakterie maji siln€jsi peptidoglykanovou bunéénou sténu ve srovnani s
gramnegativnimi bakteriemi. Jednd se o polymer o tlouStce 20 az 80 nm, zatimco
peptidoglykanova vrstva gramnegativni bunécné stény je silna 2 az 3 nm a pokryta vnéjsi

lipidovou dvouvrstvou membranou [11].
Chybny vysledek muze nastat pokud:
1) Nebude pouzita vhodné¢ stard kultura
2) Dojde k fixaci stéru pred zaschnutim
3) Nater bude pfilis husty
4) Nebude pouzita dost koncentrovana krystalova violet’

5) Vystaveni jodu nebude dostate¢né
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1.4.1.2 Katalazovy test
Tento test se pouziva kurCeni pritomnosti enzymu peroxidazy. Kataldza urychluje
rozklad peroxidu vodiku na kyslik a vodu (rovnice 1). Tato reakce se projevi viditelnou

tvorbou bublin [10,12].
2 H2O; + katalaza — 2 H,O + O; (1)

1.4.1.3 Oxidazovy test

Oxidazovy test je biochemicka reakce, ktera testuje pfitomnost cytochrom ¢ oxidaz. V
ptitomnosti organismu, ktery obsahuje enzym cytochromoxidazu, se redukované bezbarvé
C¢inidlo stava oxidovanym barevnym produktem. Jako Cinidlo se nej¢astéji pouziva N,N,N' N'-
tetramethyl-p-fenylendiamin (TMPD) nebo N,N-dimethyl-p-fenylendiamin (DMPD). Pii

oxidaci je bezbarvé Cinidlo v nékolika vtefinach tmaveé modré az kastanové [10,12].

1.5.2 Metody ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Redici metody jsou nejvhodn&jsi pro stanoveni hodnoty minimalni inhibi&ni
koncentrace (MIC). Nabizeji moznost ur€it koncentraci antimikrobialni latky v bujonu nebo
agaru. Zaznamenand hodnota MIC je definovana jako nejnizs$i koncentrace testované
antimikrobialni latky, ktera inhibuje viditelny rust testovaného mikroorganismu, a obvykle se

vyjadiuje v ug/ml nebo mg/1 [10,13].

1.5.2.1 Metoda redéni bujénu

Mikro nebo makro fedéni bujonu je jednou z nejzékladnéjSich metod testovani
antimikrobiélni citlivosti. Postup zahrnuje pfipravu dvojkového fedéni antimikrobialni latky
(napt. 1, 2, 4, 8, 16 a 32 pg/ml) v kapalném ristovém médiu davkovaném ve zkumavkach
obsahujicich minimalni objem 2 ml (makro fedéni) nebo s men§imi objemy s pouzitim 96
jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky (mikro fedéni). Poté se kazda zkumavka nebo jamka naockuje
mikrobidlnim inokulem o pfedem zvolené hodnote¢ na McFarlandové stupnici. Potom

nasleduje inkubace [13].

McFarlandova metoda umoziiuje stanovit koncentraci bakterialnich bunék v kapalném
médiu jednou ze dvou instrumentalnich technik: turbidimetrie nebo nefelometrie. Mikroby
pusobi tak, Ze absorbuji a rozptyluji dopadajici svétlo, takze naméfena absorbance
(turbidimetrie) nebo intenzita svétla (nefelometrie) je pfimo Umérna jejich koncentraci v

médiu.
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Makrotedici metoda mé né€kolik nevyhod — je zdlouhava, mé vysoké riziko chyby pfi
piipravé antimikrobialnich roztokd pro kazdou zkouSku, spotiebuje se pomémeé velké
mnozstvi ¢inidel a potfebuje vétsi prostor. Reprodukovatelnost a ekonomika cinidel a
prostoru, ke kterym dochazi v dusledku miniaturizace testu, jsou tedy hlavnimi vyhodami
metody mikrofedéni. Je dobfe znamo, ze velikost inokula, typ ristového média, inkubacni
doba a zpusob pfipravy inokula mohou ovlivnit hodnoty MIC, proto bylo fedéni bujonu

standardizovano pro testovani kvasinek, vlaknitych hub a bakterii, které rostou aerobné [13].

1.4.2.2 Bakterie pouzité pro uréeni MIC

Escherichia coli

Rod Escherichia, ktery byl pojmenovan po némeckém pediatrovi Theodoru
Escherichovi se sklada z fakultativnich anaerobnich gramnegativnich bacilt, které patii do
Celedi Enterobacteriaceae. Rodovy typ druhu Escherichia coli je Siroce rozsifen, je hlavnim
fakultativnim anaerobem obyvajicim tlusté stievo lidi a teplokrevnych zvitat. Ackoli vétSina
kmenu F. coli zije neSkodné v tlustém stievé a ziidka zpusobuje onemocnéni u zdravych
jedincti. Rada patogennich kmend méZe zpUsobit stievni a extraintestinalni onemocnéni jak

zdravym, tak imunokompromitovanym jedincum [10,14].

L. coli je gramnegativni bacil, nesporulujici, bi¢ikovity a fakultativn€ anaerobni. Roste
na MacConkey agaru, coz znamena, ze fermentuje laktézu. Identifikacni testy katalazy jsou

pozitivni a oxidazy jsou negativni [14].
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus — grampozitivni bakterie, které jsou kokovité a maji tendenci
byt usporadany do klastri, které jsou popsany jako "hroznové". Na médiich mohou tyto
organismy rust az v 10 % solném roztoku a kolonie jsou Casto zlaté nebo Zzluté (aureus
znamend zlaty nebo Zzluty). Tyto organismy mohou rist aerobné nebo anaerobné
(fakultativn€), pii teplotach mezi 18 °C a 40 °C. Typické biochemické identifikacni testy
zahrnuji katalazu pozitivni (vSechny patogenni druhy Staphylococcus), koaguldzu pozitivni (k
odliSeni Staphylococcus aureus od jinych druha Staphylococcus), a pozitivni fermentaci

mannitolu (na odliSeni od Staphylococcus epidermidis) [15].

Je to hlavni bakterialni lidsky patogen, ktery zpusobuje Sirokou Skalu klinickych
projevl. Infekce jsou bézné jak v komunitnim, tak v nemocni¢nim prostiedi a 1écba zistava

narocna na zvladnuti kvuli vzniku multirezistentnich kmend, jako je MRSA (Methicillin-
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Resistant Staphylococcus aureus). S. aureus se nachédzi v zivotnim prostredi a také v normalni
lidské flofe, na kuzi a sliznicich (nej¢astéji nosni oblast) vétsiny zdravych jedinca. S. aureus
obvykle nezptsobuje infekci na zdravé kazi, pokud je vSak umoznéno vstoupit do krevniho
obéhu nebo vnitinich tkani, mohou tyto bakterie zpusobit fadu potencialné zavaznych
infekci. Pfenos je obvykle pfimym kontaktem. Nékteré infekce vSak zahrnuji jiné zpUsoby

ptenosu [10,15].
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni, aerobni, nesporulujici ty¢inka, ktera je
schopna zpusobit fadu infekci jak u imunokompetentnich, tak u imunokompromitovanych
hostiteld. Zpusobuje infekce mezi imunokompromitovanymi hostiteli, je extrémné
vSestranna, rezistentni vici antibiotikim a ma Sirokou $kéalu dynamické obrany, coz z ni €ini
extrémné narocny organismus k 1é€b€ v moderni medicing€. Produkuje zelenomodry pigment

pyocyanin, ktery zbarvuje jak kolonie, tak i padu kolem [10,16].

P. aeruginosa se bézné€ vyskytuje v zivotnim prostfedi, zejména ve sladké vode. Muaze
zpusobit Sirokou Skalu komunitnich infekci, jako je folikulitida. Je to obycejné oportunni
patogen a je také dulezitou pfi¢inou nozokomialnich infekci, jako je pneumonie spojena s
ventilatorem, infekce mocovych cest spojené s katétrem a dalsi. Nachazi se bézné v nadrzich
v nemocni¢nim prostiedi zahrnujicich pitnou vodu, kohoutcich, umyvadlech, zubnich
kartaccich, vyrobnicich ledu, dezinfekEnich roztocich a prostfedcich, tuhych mydlech,

zatizenich pro respiracni terapii nebo na endoskopech [10,16].
Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis je grampozitivni fakultativni anaerobni bakterie (kok v kratkych
az strednich tetézcich) vyskytujici se normalné v lidské flore. Je ekologicky tolerantni a ma
schopnost prezit drsné podminky, protoze vykazuje znacné genetické polymorfismy. Muze se
vazat na dentin a odolavat pasobeni hydroxidu vapenatého, zejména pokud neni udrZzovano
vysoké pH. Je Castou piicinou infekce mocovych cest, bakteriémie a infek¢ni endokarditidy.
Ztidka zpUsobuje intraabdominalni infekce a meningitidu. Ma wvnitini rezistenci vaci
nékterym antibiotikim. Ziskava a pfenasi rezistenci na jiné bakterie prostfednictvim

mobilnich genetickych prvku [10,17].
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1.6 Ekotoxikologie

Ekotoxikologie, jak ukazuje stavba slova, je oborem nachazejicim se na hranici mezi
ekologii a toxikologii. Zabyva se ulinky skodlivych latek na faunu, floru a ekosystémy.
Kolem roku 1969 byla poprvé popsana v praci Truhauta, ktery ji definoval jako odvétvi
toxikologie, ktera studuje toxicky efekt slouCenin na zivé organismy, bez rozdilu, zda se jedna
o rostliny ¢i zivocichy a zda jsou na sousi nebo ve vodé. Na rozdil od klinické toxikologie

tedy nezkouma ucinky pouze na ¢lovéka [18,19,20].

Pro ekotoxikologii je dulezité porozumét fyzikalnim (napf. molekularni struktura,
sorbce, rozpustnost, atd.), biologickym (bioakumulace, biotransformace, atd.) a chemickym
(napt. oxidace, hydrolyza, fotolyza, atd.) faktorim ovliviiujicim koncentrace latky v prostiedi

[18,19].

1.6.1 Zakladni pojmy

Chemicka Skodlivina — latka, kterd je schopna zpusobit poskozeni zdravi, odchylku od
normalniho stavu anebo vyvolat onemocnéni. Z toxikologického hlediska lze kazdou
chemickou latku povazovat za potencionalni Skodlivinu, protoze za uritych podminek muaze

mit kazda latka negativni vliv na organismus.

Jed — na tento pojem existuje fada definic. Jednou z nich je: nevratnost u¢inku ¢ini z latky

jed. Laik definuje jed jako latku schopnou zpusobit otravu.

Expozice — vystaveni organismu ucinku latky a proces vstupu skodlivé latky do organismu.

Toxicka latka se dostava do pfimého kontaktu s biosystémem.

Nebezpecnost Skodliviny — potencionalni schopnost Skodliviny vyvolat poskozeni zdravi. Cim
je ucinna davka niz§i, tim je nebezpeci Skodliviny veétsi.

Riziko — pravdépodobnost, ze za urcitych podminek se pifi expozici Skodlivingé dostavi
poskozeni zdravi. Cim je nebezpecnost latky vyssi a zpuisob zachazeni je méné bezpecny, je
riziko vyssi.

Ucinek — biologicka zména, kterou svym pusobenim Skodlivina vyvola. Je v§eobecné znamo,

ze ¢im je davka vySssi tak je ucinek vyssi. Projevi-li se ucinek rychle po prvni davce, tak

mluvime o akutnim Uc¢inku. Je-li poskozeni vyvolano po opakované ¢i dlouhodobé expozici,

tak hovofime o chronickém ucinku. Existuje oblast net¢innych koncentraci — prah ucinku,

kdy je u€inek pozorovan az nad danou hranici [18,19].
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Ddvka — mnozstvi latky, které je prijaté do organismu. NejCastéji se vyjadiuje v hmotnostnich

jednotkach Skodliviny vztazenych na jednotku t&lesné hmotnosti organismu [mg-kg!].

Nedochézi-li k pozorovatelné zmén€, mluvime o davce neucinné, podprahové. EDso
neboli stfedni GCinna davka zplsobi sledovany efekt u 50 % pokusnych organisma. LDsg
neboli stfedni smrtelna davka je mnozstvi Skodliviny, ktera zptsobi thyn 50 % testovanych

organismil.

Dalsi dulezité pojmy v ekotoxikologii tykajici se davky jsou: nejvyssi davka bez
ptiznivého uinku (NOEL — no observed effect level), nejvyssi koncentrace bez neptiznivého
ucinku (NOEC - no observed effect concentration) a nejnizs§i koncentrace pozorovatelného

ucinku (LOEC — lowest observed effect concentration) [18,19].

1.6.2 Testy toxicity

Testy toxicity v laboratofich zacinaji u kratkodobych testi a postupné pokracuji
komplikovanéj§imi dlouhodobymi testy. U vSech téchto testd plati, ze vyzaduji kontrolu
podminek jako je teplota, pH nebo mnozstvi rozpusténého kysliku. VSechny testy musi mit
kontrolu, aby bylo mozné potvrdit, ze pozorovany ucinek je vyvolan pomoci testované latky.

Soucasti testu je tedy vzdy pozitivni a negativni kontrola [18,19].

Pozitivni kontrola — material, jehoz efekt na testovany organismus je znamy. Idealnim
toxikantem je latka, ktera je toxicka jiz v nizkych koncentracich, je stabilni, rychle usmrcuje a

da se dobfe a levne detekovat analytickymi metodami [18,19].

Negativni kontrola — roztok (nejCastéji voda) o stejném chemickém slozeni, ale bez
piitomnosti testované latky. Kontrola je vystavena stejnym podminkam i postupum a
organismy jsou ze stejného zdroje jako ty, které jsou pouzity v testu. Negativni kontrola
slouzi k ureni mozného pozadi ovliviiujiciho vysledky testu (napf. stav organismu nebo

kvalita fedici vody). Ma velky vyznam pro kone¢nou podobu vysledku [18,19].

23



2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Azobarviva

Barviva vybrand pro tuto praci byla ziskana jako komercni vzorky od firmy Synthesia

a.s..

2.1.1 Saturnova modi LBRR 200
Saturnova modi LBRR 200 (C.I. Direct Blue 71, schéma 1), ma molarni hmotnost

1030 g'mol™, sumarni vzorec C4H23N7Na4013S4 a v absorpénim maximu (A = 586 nm, graf

1) je hodnota absorp&niho koeficientu 50 000 I'mol™-cm™ [21].

SO3Na
‘ N
NaO S SN Q N HO
N N NH,

O )

O
NaO3S

SO3Na

Schéma 1 - Direct Blue 71
2.1.2 Saturnova zlut’ LFF 200
Saturnova zlut’ LFF 200 (C.1. Direct Yellow 28, schéma 2), ma molarni hmotnost 681

g'mol!, sumarni vzorec CosHisN4NayO6S4 a a v absorpénim maximu (b = 396 nm, graf 1) je

hodnota absorp&niho koeficientu 15 500 I-mol™!-cm™ [20].
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Schéma 2 - Direct Yellow 28
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2.1.3 Saturnova ¢erven F3B 200

Saturnova Cervenl F3B 200 (C.1. Direct Red 80, schéma 3) mé& molarni hmotnost 1265

g'mol!; sumarni vzorec CasH33N19NaO21Ss a v absorpénim maximu (A = 529 nm, graf 1) je

hodnota absorp&niho koeficientu 24 300 I-mol™!-cm™ [20].
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Graf 1 - UV/VIS absorpcni spektra vybranych azobarviv (barvy kiivek odpovidaji barvam azobarviv)

2.2 UV/VIS absorp¢ni spektrofotometrie

Pro méfeni absorp¢nich spekter byl pouzit UV/VIS spektrofotometr Hewlett Packard

8453. Vzorky byly proméfovany v kiemenné kyveté o tloust'ce 1 cm.

Koncentrace roztoka pro fotolyzu byla vypoctena s pouzitim Lambert-Beerova zakona

(rovnice 2).
A=c-l-¢

2)

kde A je absorbance, ¢ je koncentrace vzorku [mol-17], 1 je tloustka kyvety a £ je molarni

absorpéni koeficient [1'mol™!-cm™].
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2.3 Fotochemicky reaktor

Pro fotolyzu byl pouzit ponorny vsadkovy fotoreaktor (obrazek 1). Jako zdroj zazeni
byla pouzita vodou chlazenéa vysokotlaka rtutova vybojka Philips HPLN — 150 s ptikonem 63
W (I=0,72 A, U=88 V).

_
o
t
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i 2

[

J]
f/ e’ e \

Obrazek 1 - Ponory fotoreaktor

1-cirvkulace chladiciho média, 2-zdroj zdieni, 3-magnetické michadlo, 4-pH elektroda, 5-p¥ivod vzduchu

2.4 Fotolyza barviv

Postup pro fotolyzu Saturnové modii byl nasledujici: Do fotoreaktoru bylo predlozeno
400 ml destilované vody, zapojeno probublavani vzduchem, chlazeni a zapnula se lampa.
Navazka barviva (tabulka 1) byla rozpusténa v 50 ml destilované vody. TiO; byl suspendovan
v 50 ml destilované vody a vlozZen do ultrazvukové 14zné na 30 minut. V okamziku smiseni
barviva svodou a fotokatalyzatorem byl odebran vzorek (Cas O min). V pravidelnych
casovych intervalech byl odebiran 1 ml vzorku do zkumavky a zfedén destilovanou vodou na
10 ml. Odebrané vzorky byly odstfedény (15 min, TiO; se usadil na dn€¢ zkumavky) a bylo
zmeétreno absorpéni spektrum. Fotolyza byla vzdy ukonCena v dob€, kdy se posledni dva
odebrané vzorky shodovaly a nedochazelo tedy jiz k odbarvovani a rozkladu Tento postup se

opakoval 1 pro ostatni barviva (Saturnova zlut’ a Cerven).
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Tabulka 1 - Priprava roztoku pro fotokatalyzu

Barvivo Navazka barviva [g] Navazka TiO:[g]
Saturnova modri LBRR 200 0,110 0,202
Saturnova zlut’ LFF 200 0,110 0,202
Saturnova cerven F3B 200 0,115 0,203

2.5 Elementarni analyza

Elementarni analyzy vzorka byly méfeny na pfistroji FLASH 2000. Principem metody
je spaleni vzorku ve spalovaci peci v proudu kysliku pii vysoké teploté, nasledna katalyticka
redukce, zachyt nezadoucich slozek, separace jednotlivych wvzniklych plynt na kratké
chromatografické kolon¢ s detekci na TCD detektoru a identifikaci pomoci ovladaciho

softwaru.

2.6 CHSK
Chemicka spotieba kysliku byla stanovena pomoci kyvetovych testd LCI400 od firmy
Hach. Tyto testy jsou pro stanoveni hodnoty CHSK 0-1000 mg/l O,.

Ve vsSech kyvetach byla nejprve rozmichana usazenina né&kolikanasobnym
prevracenim kyvety. Do prvni kyvety byly pipetovany 2 ml destilované vody — slepy pokus.
Do dal$ich dvou kyvet se pipetovaly 2 ml barevného a odbarveného vzorku a vsechny kyvety
se vlozily do termostatu (148 °C, 2 hodiny). Po ochlazeni na 60 °C byly kyvety z termostatu
vyndany, promichany a nechany vychladnout na pokojovou teplotu. Do spektrofotometru byl
nejprve vlozen slepy pokus (kyvety maji na sob& Carové kody, takze nebylo potfeba nic
nastavovat) a poté byly proméfeny vzorky. VSechny vzorky — barevné i odbarvené se

testovaly 2x pro kontrolu vysledku.
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2.7 Redéni bujénu

2.7.1 Priprava kultiva¢nich médii
Byl navazen praskovy agar nebo bujon a nasledovalo jeho rozpusténi v destilované
vodé€, jejiz objem odpovidal poméru udavanému vyrobcem na obalu. Lahve se uzaviely

vickem, na banky se dal alobal s popisem a nasledovala sterilizace v autoklavu pfi teploté

121 °C a tlaku 103 kPa.

Po vychladnuti byl agar rozlivan do Petriho misek ve sterilni mistnosti v blizkosti
hoticiho kahanu a po ztuhnuti byly misky otoCeny a uschovany v lednici pii teploté 2—5 °C.

Tekutd média se uschovéavala v Erlenmayerovych bankach pii teplot¢ 2-5°C. Slozeni

jednotlivych kultiva¢nich médii je uvedeno v tabulce 2 a 3.

Tabulka 2 - Slozeni TSA

TSA (trypton-séjovy agar)

Kasein natraveny tryptokiazou I5¢g

Pepton 58

Chlorid sodny NaCl 5g

Agar I5g

Destilovana voda 1000 ml

Vyrobce HiMedia, Mumbai, India

Tabulka 3 - Slozeni MH bujénu

MH bujon (Mueller-Hinton)

Hovézi extrakt 2g

Pepton 175¢

Skrob 15¢g

Destilovana voda 1000 ml

Vyrobce HiMedia, Mumbai, India
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2.7.2 Priprava fyziologického roztoku

Priprava zahrnovala navazeni chloridu sodného a jeho rozpusténi v destilované vodé,
jejiz objem odpovida pomeru na piipravu 0,85 % roztoku. Roztok byl nasledné sterilizovan
pti teploté 121 °C a tlaku 215 kPa. Po ochlazeni byl roztok uchovavan v Erlenmayerové barice

pfi teploté 2-5 °C.

Tabulka 4 - Slozeni fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok
Chlorid sodny NaCl 85¢g
Destilovana voda 1000 ml

2.7.3 Priprava Cistych mikrobidlnich kultur

Pro stanoveni hodnoty MIC byly pouzity 24 hodinové sbirkové kultury od CCM
(Ceské sbirky mikroorganismi, coZ je specializované védecko-servisni pracoviste, které
uchovava a poskytuje kultury mikroorganismii pro potieby zakladniho a aplikovaného
vyzkumu, pramyslové vyuziti, rutinni laboratofe, biotechnologie a vyuku). Z téchto kultur
byla vytvorena bakteridlni suspenze, jejiz denzita se urCila pomoci McFalnadovy stupnice
(tabulka 5). McFarlandovou stupnici se urcuje priblizny pocet CFU/ml, coz je pocet bakterii

v 1 ml bakterialni suspenze.

Tabulka 5 - McFarlandova zékalova tabulka ke stanoveni poctu bakterii

Stupeti Koncentrace 108 CFU/ml
0.5 1.5
1 3
2 6
3 9

29




2.7.4 Postup urceni hodnoty MIC

Byla pfipravena vSechna potifebna média podle navodu. Sklenéné zkumavky s vicky a
Spicky byly wvysterilizovany a vSe se pfipravilo na pracovni plochu. Do 4 sklenénych
zkumavek bylo pipetovano 5 ml fyziologického roztoku a do kazdé zkumavky byla pfidana
kultivace bakterie (naockovana na TSA agar den dopfedu a dana do termostatu na 24 hodin
pii 37 °C) pomoci klicky. Suspenze se vzdy promichala a zméfila, aby se docililo hodnoty
zakalu 1 na McFarlandové zakalové stupnici. Pripravily se destiCky. V prvni a tfeti fad€ se do
prvnich tfech jamek pipetovalo 900 ul MH bujonu — pozitivni kontrola (PK), do dalsich tfech
jamek se pipetovalo 1 000 ul odbarveného vzorku — negativni kontrola (NK). Do druhé a
ctvrté fady se od druhé do Sesté jamky pipetovalo vzdy 900 pul MH bujénu. Do prvnich jamek
piiSlo 1800 ul odbarveného vzorku. Z téchto prvnich jamek se pipetou odebralo 900 ul
vzorku do druhé jamky, promichalo a zase prepipetovalo do jamky dalsi — dvojkové fedeéni
(schéma 4). Zbylych 900 ul se nechalo ve $pi¢ce a ta se vyhodila do odpadu. Nakonec se vzdy
do kazdé jamky kromé& NK pipetovalo 100 ul pfipravené bakterialni suspenze. Do prvnich
dvou fad se pipetovala suspenze bakterie £. coli, do dalSich dvou fad se pipetovala suspenze
Enterococcus faecalis. Druhé destiCka se pfipravila stejné a pipetovala se suspenze bakterii
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Postup se opakoval pro vzorek roztoku

barviva. Desti¢ky se daly do termostatu na 48 hodin pii 37 °C.

1800 ul .

900l [ 9001l Nogopul [ 900ul \oggyl [ 900ul \ o9gop [ 200ul \ 9gpu [ 900 ul 900 ul odpad
vzorku >

—» | bujonu | | bujonu ;™ | bujonu | = | bujonu —» | bujonu |

1800 ul Ly
vzorku

900 ul 900 ul 900 ul 900 pul 900 ul 900 ul
900 B Y 900 By 900 B3 900 L 5 L 900 ul odpad
—HIP bujénu _“k bujonu _“L bujénu _HIV bujénu bujénu | —T1P» Hrodp

9000
IEEE
EEE®
BEOE®
G
BEEE

Schéma 4 - Dvojkové fedeéni
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Po 48 hodinach byly desticky vyndany z termostatu a bakterie pfeockovany z kazdé
jamky na pfipravené misky s TSA agary, které se rozdélily na 6 casti (obrazek 2). Takto
vzniklo dohromady 16 naockovanych misek, které se daly na dalSich 24 hodin do termostatu
(37 °C). Nasledujici den byly misky vyndany, vyhodnotil se narist bakterii, nafotily se
vysledky a v§e se zlikvidovalo jako biologicky odpad.

Obrazek 2 - Priklad ockovdni TSA agaru

Pro reprodukovatelnost vysledku se tyto testy pro kazdy barevny i odbarveny vzorek
provedly dvakrat. Dohromady tedy bylo pouzito 96 misek s TSA agary a jednalo se o 576

vzorkl.

2.8 Membranova filtrace

Pro urceni pritomnosti bakterii ve vzorku byla provedena membranova filtrace. Filtry
byly od firmy PALL o velikosti port 0,45 um. Do sterilni aparatury (obrazek 3) se dal sterilni
pinzetou membranovy filtr a zapnula se vyvéva. Sterilni pipetou se pipetovalo 10 ml vzorku
do nalevky. Po ukonceni filtrace byla vyvéva vypnuta, vyndal se membranovy filtr sterilni
pinzetou a polozil se do stfedu misky s TSA agarem a miska se vlozila do termostatu (30 °C,

48 hodin). Tento test byl proveden pro vzorek obarvené, odbarvené i destilované vody.

—r——— Magneticka nélevka

= Membranovy filtr

J —— Gumova zitka
/’ l; \:*7 Pfipojeni vyvévy
/ \\

/ —\\\7 Odsavaci barika
- )

Obrazek 3 - Filtracni aparatura

31



Bakterie, které se na filtru po dvou dnech objevily, byly pomoci kli¢ky naoCkovany na
misky s TSA agarem a dany do termostatu (37 °C, 24 hodin) a podrobeny identifikacnim

testum.

2.9 Gramovo barveni

2.9.1 Cinidla a zafazeni
Mezi Cinidla potfebna pro Gramovo barveni patfi:
1) Krystalova violet
2) Lugolav roztok (vodny roztok elementarniho jodu a jodidu draselného)
3) Ethanol jako odbarvovac
4) Destilovana voda
5) Safranin nebo Karbolfuchsin
2.9.2 Postup Gramova barveni
Nejprve byla pfipravena sklicka. Pfed nanesenim bakteridlniho inokula se vyzihala
nad plamenem. Na sklicko se nanesla kapka fyziologického roztoku a pomoci klicky se
nabrala bakterialni suspenze a rozetfela. Sklicko bylo poté nechano vedle kahanu, aby

zaschnulo a poté bylo plamenem zafixovéano.

Na zafixovanou kulturu byla nanesena krystalova violet a nechala se 30 sekund
pusobit. Poté byla smyta pomoci Lugolova roztoku. Ten byl na skli¢ku nechan 30 sekund
pusobit. Pomoci ethanolu se v§e smylo, a nakonec oplachlo destilovanou vodou. Na zavér se
na sklicko nakapal safranin a nechal se pasobit 60 sekund. Skli¢ko se oplachlo destilovanou

vodou a nechalo uschnout.

Na zaschlé sklicko se dala kapka imerzniho oleje a vlozilo se do mikroskopu. Takto

byly otestovany vSechny bakterialni kultury z membranové filtrace.

2.10 Oxidazovy test

Tento test byl proveden pomoci napusténych papirkt detekénim Cinidlem. Papirek se
vzal plastovou pinzetou a lehce se nim prejelo po bakterialni kulture na TSA agaru. Pozitivni

reakce byla pozorovéana rychlym zmodranim papirku v miste€ kontaktu s bakterii.
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2.11 Katalazovy test

Na wvyzihané sklicko byla pomoci klicky nanesena kultura testované bakterie.
Kapatkem se ptidala kapka 3 % peroxidu vodiku. Pozitivni vysledek se projevil ihned tvorbou

bublin.

2.12 NEFERMtest 24

Tento test je urCen pro identifikaci gramnegativnich nefermentujicich bakterii a
dodava ho firma Erba Lachema. Tato souprava umoznuje identifikaci az 40 kmen pomoci

24 biochemickych testli na mikrotitracni desticce.

Z 24 hodin staré kultury bylo pfipraveno 5 ml fyziologického roztoku o hodnoté
zakalu 2,1 na McFarlandové zakalové stupnici. Piipravily se 2 testy-pro testovani bakterii
z odbarveného i1 barevného vzorku. Postupovalo se piesné podle navodu a do vSech 24 jamek
bylo pipetovano 100 pl pfipraveného inokula. K prvnim péti jamkam prvniho fadku testu se
piidaly vzdy dvé kapky parafinového oleje. Desticka s testy se pfikryla rameckem a dala do

inkubacéniho sacku. Takto ptipravena desticka se odnesla do termostatu (37 © C, 24 hodin).

Po inkubaci se odeCetly vSechny barevné zmény (obrazek 4 a 5) podle navodu a
vysledky se zapsaly do formulafe na vysledky, ktery byl soucasti baleni testd. Formulafe se
vzaly k pocitaci s nainstalovanym programem ErbaExpert. Program podle zadanych dat

vyhodnotil, o které bakterie se pravdépodobné jedna.

Obrazek 4 - NEFERMtest 24 pited inkubaci Obrazek 5 - NEFERM(test 24 po inkubaci
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2.13 Zkouska inhibice rustu sladkovodnich fas a sinic

OECD - Organizace pro hospodafstvi a rozvoj je mezinarodni organizace, kterd dala
dohromady vice jak 150 nejvyznamnéj§ich mezinarodn€ dohodnutych testovacich metod
pouzivanych vladou, prumyslem a soukromymi laboratofemi k identifikaci potencionalnich
rizik chemickych latek. Jednd se o metody, které se pouzivaji pfi testovani bezpecnosti a
registraci chemickych latek. Mohou byt také pouzity v procesu vybéru chemikalii pfi

vyzkumu a vyrob¢ novych chemickych latek.

Testovani bylo provedeno podle smérnice OECD/OCDE 201 , Freshwater Alga and
Cyanobacteria, Growth Inhibition Test™, ktera byla pfijata v roce 2006. Tento test slouzi ke
stanoveni akutni toxicity chemickych latek na sladkovodni tasy a sinice. Testované
koncentrace vzorkll azobarviv a jejich fotolytd se kultivuji s fasovou kulturou 72 hodin.
Metoda je nejsnaze pouzitelnd pro latky rozpustné ve vodé. Pti testovani t€kavych latek nebo

zbarvenych roztoka se muze postup dle potieby upravit.

2.13.1 Referencni latka

Jako referen¢ni latka se pouziva latka urena pro kontrolu zkusebniho postupu. Pro
tuto metodu se nejcastéji pouziva K,Cr,O7 nebo 3,5 — dichlorfenol, obé tyto chemikalie se
hodi jako referencni latka pro zelené tasy. Zkouska sreferen¢ni latkou slouzi k ovéreni
kvality zkuSebnich organismi (fasovych kultur) a podminek v laboratofi. Provadi se
minimalné dvakrat ro¢né a data se musi zaznamendavat, protoze vysledky se poté porovnavaji

s ostatnimi laboratofemi.

2.13.2 Popis metody

2.13.2.1 Testovaci organismus

Pro tento test lze vyuzit n€kolik druh mikrofas a sinic. Z fas jsou to napfiklad
Pseudokirchneriella subcapitata nebo Desmodesmus subspicatus (tabulka 6) a ze sinic
Synechococcus leopoliensis a Anabaena flos-aquae. Pro tuto praci byla jako testovaci
organismus vybrana zelend tfasa Desmodesmus subspicatus (ditve znamaé jako Scenedesmus
subspicatus) Brinkmann 1953/SAG 86.8 ze sbirky autotrofnich organismi CCALA Tiebon
(obrazek 6).
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Tabulka 6 - Klasifikace Desmodesmus subspicatus

Kmen Plantae

Trida Chlorophyceae

Rad Sphaeropleales

Celed’ Scenedesmaceae

Rod Desmodesmus subspicatus

Kmenové kultury se preoCkuji ze Sikmého agaru nebo zivného média a péstuji se
v 250 ml Erlenmayerovych barikach se 100 ml zkuSebniho média, na pfimém svétle a pii

laboratorni teplote¢.

Obrazek 6 - Desmodesmus subspicatus [22]

2.13.2.2 Inokula¢ni kultura

Rasové inokulum pro test se odebird z predkultury. Kmenova kultura se nasadi 2—4
dny pted zacatkem zkousky. Pro provedeni testu je potfeba koncentrace 5000 bunék v 1 ml.
Buiiky se nejprve spocitaji ve 40 velkych ¢tvercich Burkerovy komirky, pocty se zapisuji do
tabulky 7.
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Tabulka 7 - Stanoveni objemu inokula

Pocet bunék soucet

Vypocet objemu inokula (rovnice 3)

kde: x = potiebny objem inokula
¢ = pozadovana hustota fasové kultury (5000 bunék v 1 ml)
V = objem testovaného roztoku v ml (200 ml)

a = hustota inokulaéni kultury

Vypocet poctu rasovych bunék v 1 ml (rovnice 4)

p-v-h-1000 p-25-10- 1000
a = a =
P 40

kde: a=pocetbunck v 1 ml

p = soucet bunék ve vSech pocitanych velkych ¢tvercich

v = prevratna hodnota plochy jednoho ¢tverce, v némz jsou buriky pocitany

h = pfevratna hodnota hloubky komurky
1000 = pfepocet na 1 ml

P = pocet pocitanych Ctvercu
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2.13.2.3 ZkuSebni médium
K pripravé roztoku zivin se pouziva voda s konduktivitou mensi nez 5 uS/cm, coz
odpovida deionizované nebo demineralizované vod¢. Ptipravi se Ctyfi zasobni roztoky, které

se kazdé 3 mésice méni a z téch se poté pripravi konecné zivné médium (tabulka 8).

Tabulka 8 - Slozeni médii k pfiprave zivného roztoku

Roztok 1 — makroslozky zivin NH4C1 I.5g
MgClz - 6H,0 12¢
CaCl; - 2H20 1.8g
MgSO4 - TH,0 1,5g
KH2PO4 0,16 g
Roztok 2 — Fe-EDTA FeCls - 6H20 64 mg

Na;EDTA - 6H20 | 100 mg

Roztok 3 — stopové prvky H3BO3 185 mg
MnCl; - 4H>O 415 mg
ZnCl;, 3 mg
CoClz - 6H20 1,5 mg
CuClz - 2H20 0,01 mg

Na:MoQ4 - 2H,0 7 mg

Roztok 4 — NaHCO3 NaHCO;3 50¢g

Vsechny tyto roztoky byly doplnény deionizovanou vodou do 1000 ml a uschovéany
v lednici pii 4 °C. ZkuSebni zivné médium bylo piipraveno smichanim 10 ml roztoku 1 a 1 ml

roztoku 2, 3 a 4 a doplnéno do 1000 ml odmérné baiiky deionizovanou vodou.

2.13.3 Prubéh testu

2.13.3.1 Testovani barevnych vzorku

Bylo pfipraveno Cerstvé zkuSebni médium. Poté se navazilo 50 mg barviva a
rozpustilo v 500 ml zku§ebniho média. Z takto nachystaného zasobniho roztoku barviva se
pripravily vzorky. Udélalo se 5 roztokd vzorkd, které se pripravovaly do 200 ml odmérnych

banék podle tabulky 9. Piidalo se vypocitané mnozstvi tasové kultury odpovidajiciho
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5000 buinikam na 1 ml a doplnily se zkusebnim médiem po rysku (obrazek 7). Vzdy se musela

pfipravit i kontrola, ktera obsahovala jenom zkuSebni médium a fasovou kulturu.

Tabulka 9 - Davkovani barevnych vzorka

mg/l 100 50 10 5 1

ml/200 ml 200 100 20 10 2

P Ui AP
3 \ ‘

~

Obrazek 7 - Koncentracni iada pro Saturnovou zlut' a kontrola

Z takto pripravenych vzorkt se odlilo 3x50 ml do Erlenmayerovych banék, které se
uzaviely zatkami z buniiny, aby se k fasam nadale dostaval vzduch. Baiky se vlozily do
laboratorni tiepacky, kterd neptetrzit€¢ 72 hodin tfepala se vzorky za stalého osvitu bilym

svétlem. Ve zbylych 50 ml vzorkt se zméfilo pocatecni pH roztoka.

Test se vzorkem Saturnové modii se musel pro intenzitu zbarveni upravit. Do
Erlenmayerovych ban€k se odméfilo jen 3x20 ml, aby doslo k osvitu vzorkd a fasy mély

pfirozené prostiedi.

2.13.3.2 Testovani vzorku po fotokatalyze

Pripravilo se Cerstvé zkusebni médium. Poté se rovnou do odmérnych banék ptipravila
koncentra¢ni fada podle tabulky 10. Protoze nebyla znama koncentrace roztoku, byla
koncentracni tada pripravena dvojkovym fedénim. Do prvni baiky byly pfidany zasobni
roztoky zivin €. 1, 2, 3 a 4 v mnozstvi pro piipravu 200 ml, aby i prvni vzorek obsahoval

Ziviny potfebné pro rist fas.
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Tabulka 10 - Koncentra¢ni fada vzorka po fotokatalyze

ml/200 ml 200 100 50 25 12,5

2

Ke vzorku byly pfidany fasy a roztoky se doplnily po rysku zkusebnim médiem. Poté byl jiz

postup stejny jako u barevnych vzorku.

Po 72 hodinové kultivaci byl spocitan pocet fasovych bunék v kazdé Erlenmayerové

barice a zméfeno pH na konci testu u kazdé koncentrace.

2.13.4 Vyhodnoceni testu

Prumérna rustova rychlost

Priméma specificka rustova rychlost p je pro kazdou jednotlivou nadobu

s kontrolnimi 1 exponovanymi vzorky a vypocita se podle nasledujici rovnice 5:

InX; — InX,
o .=——
7y )

kde: ;= rastova rychlost od doby i do doby j
X; =biomasa v dobé& i

X; =biomasa v dob¢ j

Procentualni inhibice rastové rychlosti u jednotlivych opakovani s exponovanymi vzorky se

vypocita z rovnice 6:

He (6)

kde: I, = procentualni inhibice primé&mé specifické rychlosti
U= stfedni hodnota praimérné specifické rustové rychlosti v kontrolni skuping

ur= prumérna specificka rastova rychlost u opakovani s exponovanym vzorkem
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2.14 Zkouska akutni imobilizace dafnii

Testovani bylo provedeno podle smémice OECD/OCDE 202 Daphnia sp., Acute
Immobilisation Test™, kterd byla pfijata v roce 2004. Tento test slouzi ke stanoveni akutni
toxicity chemickych latek na dafnie. Testované koncentrace vzorkl azobarviv a jejich fotolytu

se kultivuji s dafniemi po dobu 48 hodin pro zjisténi hodnoty ECso.
ECso — koncentrace odhadnuta pro imobilizaci 50 % datnii béhem stanovené expozi¢ni doby

Akutni toxicita se u dafnii sleduje jako imobilizace po 24 a 48 hodinach. Datnie
neschopné plavat do 15 sekund po lehkém zamichani se povazuji za imobilizované (schopnost

hybat tykadly se nebere jako schopnost plavat).

2.14.1 Referencni latka

Jako referencni latky se pouzivaji toxické roztoky, které se bézné vyuzivaji v
mezinarodnich mezilaboratornich zkouskach. Kontroluji tak, zda jsou testovaci podminky
spolehlivé. Jako kontrola slouzi hodnota ECsy, kterd ma napiiklad pro K,Cr,O7 po 24
hodinach hodnotu v rozmezi 0,6 — 1,7 mg/l. Zkouska s referen¢ni latkou se provadi minimalne

dvakrat za rok.

2.14.2 Testovaci organismus

Preferovanym druhem pro tuto zkousku je Daphnia magna Straus (tabulka 11).
Nedoporucuje se pouzivat prvni generaci. Nesmi byt vSak starsi vice nez 24 hodin a musi byt
chovany v podobnych kultiva¢nich podminkach jako v prabéhu testu. Nebudou-li podminky

stejné, je potieba dat dafniim ¢as na aklimatizaci.

Tabulka 11 - Klasifikace Daphnia magna Straus

Kmen Clenovci (Arthropoda)
Podkmen kory$i (Crustacea)

Trida lupenonozci (Branchiopoda)
Rad perloocky (Cladocera)
Celed hrotnatkoviti (Daphniidae)
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Daphnia magna Straus nebo Cesky Hrotnatka velkd (obrazek 8 a 9) je pomeérne
jednoduchy organismus pro kultivaci — dobfe se sni manipuluje, mé kratkou generacni
periodu a idealni velikost. Déle také citlivé reaguje na cizorodé latky a zmény prostiedi. Je to

velice rozsifeny druh a testy s ni maji znacnou vypovidaci hodnotu.

Obrazek 8 - Daphnia magna [23]
Hrotnatky si dlouhodobé udrzuji matriarchat. Mnozi se partenogenezi a tvoti tak pouze
samice. V zarodeCném prostoru samice zraje najednou az 60 diploidnich vaji¢ek a sniska
muze za dobrych podminek probéhnout za 1 az 2 dny. Mlad’ata jsou shodna geneticky

s matkou. Hrotnatka se stava dospélou v dob¢ jeji prvni snusky mlad’at.

Nastane-li krizova situace (dojde ke zhorSeni podminek) zacnou se lihnout 1 samci.

ZhorSenim podminek je myslen ubytek potravy nebo zména slozeni vody ¢i jeji teplota.

dvouvétevné antény

o slozené oko hepatopankreas
naupliové oCko /
< \ nervova soustava
antenuly g srdce
vajecnik
koncetiny stievo
fitni otvor Iy 2 zarodecny prostor
drépky s vyvijejicimi se zarodky
abdomen

spina

Obrazek 9 - Daphnia magna popis [24]
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2.14.3 Zred’ovaci voda

K pripravé pracovnich roztokl se pouziva voda s konduktivitou mensi nez 5 uS/cm,
coz odpovida deionizované nebo demineralizované vod€. Standardni zfedovaci voda se
pfipravi smisenim 2,5 ml zasobnich roztoki A, B, C a D a doplni do 1000 ml v odmérné

bartice deionizovanou vodou.

Tabulka 12 - Slozeni zfed'ovaci vody

A | CaCly- 2H,0 117,6 g
B MgSO4 - TH20 493 g
C | NaHCO3 259g
D |KCI 23¢g

Vsechny zasobni roztoky v tabulce 12 jsou pfipraveny rozpusténim navazky v 1000 ml

deionizované vody.

Pripravend zied'ovaci voda ma mit hodnotu pH 7,8 = 0,2. Pokud je tfeba pH upravit,
piida se NaOH nebo HCl. Zasobni roztoky i zied'ovaci voda se uchovavaji v lednici pfi

teploté 4-10 °C. Expirace zasobnich roztokt jsou 3 mésice.

2.14.4 Prubéh zkousky
Zkouska se provadi ve dvou paralelnich fadach pro jednu koncentraci vzdy s 10 ks
dafnii v jedné kadince. Paraleln€¢ se vzdy nasadi kontrolni zkouska se zfed'ovaci vodou bez

testované latky.

2.14.4.1 Testovani barevnych vzorku

Byla pfipravena Cerstva zied'ovaci voda. Poté se navazilo 50 mg barviva a rozpustilo
v 500 ml ziedovaci vody. Z takto nachystané¢ho zasobniho roztoku barvy se pfipravily
vzorky. Udélaly se 4 roztoky vzorka, které se pfipravovaly do 200 ml odmérnych banék a
doplnily se zied'ovaci vodou po rysku. Vzdy se musela ptipravit i kontrola, kterd obsahovala
jenom zired'ovaci vodu a dafnie. Poté se do dvou kédinek vzdy odmeéfilo 50 ml vzorku,
vzniklo 8 kéadinek se vzorky a 2 kadinky jako kontrola. Do vSech kéadinek se ptridalo 10 dafnii,
které nebyly starsi jak 24 hodin. Ve zbylych 100 ml vzorkt se zméfilo pH a mnozstvi kysliku

oximetrem.
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Kadinky s dafniemi se pfenesly do mistnosti, kde se udrzuje teplota 20 °C a ptiklopily
se, aby nedoslo ke ztraté vody odparenim nebo vniknuti necistot z okoli. Po 24 a 48 hodinach
se zaznamenala imobilizace dafnii a po 48 hodindch na konci testu se zmé&filo pH a mnozstvi

kysliku.

Obrazek 10 - Koncentracni fada pro Saturnovou cerveit a kontrola

2.14.4.2 Testovani vzorku po fotokatalyze

Pripravila se Cerstva zfed'ovaci voda. Poté se rovnou do odmérnych ban¢k pripravila
koncentra¢ni tfada 4 roztokd, ale protoZze nebyla znama koncentrace roztoku, byla
koncentrac¢ni tada pripravena dvojkovym fedénim. Do prvni banky byly pfidany zasobni
roztoky A, B, C a D (tabulka 12) v mnozstvi pro pfipravu 200 ml, aby 1 prvni vzorek

obsahoval ziviny potiebné pro dafnie. Poté se postupovalo stejné jako u barevnych vzorku.

2.14.5 Vyhodnoceni ECs

Hodnoty jednotlivych koncentraci a odpovidajici imobilizace v % se setadila do
tabulky a vyhodnotila ECso pro 24 a 48 hodin. Pro hodnoty vyS$si, nez 100 mg/l se nemusi
ECso vyhodnotit presneé. Cilem je prokéazat, ze hodnota ECso je vyssi jak tato koncentrace.

Imobilizace v kontrolni skupiné nesmi na konci zkousky prekrocit 10 % pro platnost testu.
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3. VYSLEDKY A DISKUSE
3.1 Fotokatalyza

Na grafech 2, 3 a 4 jsou znazornéna absorpcni spektra 10x zfedénych roztoku

azobarviv po odstfedéni. Absorpéni maximum je pro Saturnovou modi LBRR 200-586 nm,

pro Saturnovou zlut LFF 200-396 nm a pro Saturnovou Cerven F3B 200-529 nm.
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Graf 2 - Priibéh fotokatalyzy Saturnové modii LBRR 200
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Graf 3 - Priibeh fotokatalyzy Saturnové zluti LFF 200
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Graf 4 - Priibéh fotokatalyzy Saturnové cervené

3.2 Elementarni analyza

Ve vzorcich po fotolyze byl stanoven obsah C, H, N a S pomoci elementarni analyzy

(tabulka 11). Vzdy bylo odbarveno a odpateno 500 ml, tabulka 13 tedy udava procentualni

zastoupeni prvka v 0,5 1 vzorku.
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Tabulka 13 - Elementarni analyza vzorka

Barvivo C H N S

Saturnova modf LBRR 200 0,4 1,74 6,01 6,85
Saturnova lut LFF 200 0,5 2,55 9,82 3,02
Saturnova &erveii F3B 200 1,12 1,01 3,53 0,37

3.3 CHSK
Byly provedeny CHSK testy vSech vzorkl pfed a po fotokatalyze. Tyto testy se pro

kontrolu vysledka délaly dvakrat a z hodnot byl poté vypocitan praimeér. Vzorky Saturnové
zluti a Cervené mély chemickou spotiebu kysliku po odbarveni 0. Fotokatalyzou se tedy
rozlozilo organické barvivo 100 % na vodu a COs. Vzorek Saturnové modii mél CHSK po

odbarveni v pruméru 14,2, coz znamena, ze fotokatalyticky rozklad byl z 96% usp&sny

(tabulka 14).

Tabulka 14 - CHSK vzorki pred a po fotokatalyze

Saturnova modi LBRR | Saturnové zlut LFF | Saturnova ¢erven F3B
200 (mg/l O7) 200 (mg/1 O2) 200(mg/1 O7)

Pted fotokatalyzou 243 538 435

238 570 362
Primér 240,5 554 3985
Po fotokatalyze 17,9 0 0

10,5 0 0
Primér 14,2 0 0
34 TOC

Hodnoty pro azobarviva byly vypocitany ze sumarniho vzorce a navazky. Hodnoty

vzorkli po fotokatalyze byly zméfeny na piistroji SKALAR Formacs™'™, ktery slouzi jak ke

stanoveni TOC, tak ke stanoveni TKN (celkovy dusik podle Kjeldahla).
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Tabulka 15 - TOC azobarviv po fotokatalyze

Vzorky Saturnova modi | Saturnova zlut Saturnova
LBRR 200 LFF 200 cerven F3B 200
Pted fotokatalyzou [mg/1] 108,12 108,54 98.18
Po fotokatalyze [mg/l] 23,72 20,91 2291
Snizeni koncentrace TOC [%] 78,06 80,74 76,67

3.5 Mikrobiologické testy

3.5.1 Redéni bujonu

Po 48 hodinové inkubaci desticek byla viditelnd zmeéna zbarveni (obrazky 11-21)

jednotlivych jamek ptisobenim (nartistem) bakterii. U Saturnové modfi je zména zbarveni pro

kazdou bakterii nejvice viditelnd. U vSech pozitivnich kontrol byla viditelna zména zbarveni,

protoze se jednalo pouze o bujon a bakteriim se v ném dafilo, vsude se tedy daly pozorovat

zakalené jamky. U desti¢ek s odbarvenymi vzorky se mohla ihned pozorovat zména zbarveni,

kdy vzestupné se zvySoval zdkal podle nizsi koncentrace odbarveného vzorku a wvyssi

koncentrace bujénu.

Obrazek 12 - Vzorek Saturnové modri pied inkubaci

46

Obrazek 11 - Vzorek Saturnové mori po inkubaci
(E. coli a S. aureus)

Obrazek 13 - Vzorek Saturnové modsi po inkubaci (P.

aeruginosa a E. faecalis)




Obrazek 15 - Vzorek Saturnové zluti po inkubaci (E.
coli a S. aureus)

Obrazek 14 - Vzorek Saturnové zluti pred inkubaci

Obrazek 16 - Vzorek Saturnové 2luti po inkubaci (P.
aeruginosa a E. faecalis)

Obrazek 18 - Vzorek Saturnové cervené po inkubaci
(E. coli a S. aureus)

Obrazek 19 - Vzorek Saturnové cervené po inkubaci
(P. aeruginosa a E. faecalis)
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P -

Obrazek 20 - Odbarveny vzorek po inkubaci (E. coli a
S. aureus)

Obrazek 21 - Odbarveny vzorek pred inkubact

Po preockovani na TSA agary a inkubaci 24 hodin byly vzdy negativni kontroly (prvni
a tfeti fada, jamky 4-6) po pouziti autoklavované destilované vody negativni, nezmeénila se jak
barva v jamce, tak nenarostla zadna bakterie na TSA agaru. U pozitivnich kontrol (prvni a

tfeti fada, jamky 1-3) doslo vzdy k nartstu bakterialni kultury.

Tabulka 16 - Piitomnost bakterii v neziedéném vzorku

Escherichia | Staphylococcus | Pseudomonas | Enterococcus
coli aureus aeruginosa Jaecalis

Saturnova modi LBRR 200 ~ = + -
Odbarvena + & + +
Saturnova zlut’ LFF 200 + = + +
Odbarvena - - + +
Saturnova ¢erven F3B 200 + = + -
Odbarvena = . + +
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Staphylococcus aureus nemél dostatek zivin v roztocich bez bujonu a na zadném TSA
agaru se neobjevila bakteridlni kultura. Vjedné studii bylo dohledano, ze nekteré
azoslouceniny maji specifickou antibakteridlni aktivitu, zejména proti S. auwreus a jsou
syntetizovany a biologicky vyhodnoceny jako latky antibakteridlni. Tyto azoslouceniny ale
nemély antibakteridlni UCinky proti gramnegativnim bakteriim jako je Pseudomonas

aeruginosa, coz dokazuji i data v tabulce 16, kdy doslo vzdy k narastu kultury na TSA agaru.

E. coli se vyuziva k redukei nekterych azobarviv. V tomto piipadé se ji u dvou ze tit
barviv dafilo, a i bez pfidavku bujéonu doslo k jejimu narustu. E. faecalis neni naroény na

kultivaci a v odbarvenych vzorcich byla bakterialni kultura vzdy.

Ve vSech ostatnich jamkach dvojkového tedéni bakterie narostly. Pridavkem MH
bujonu mély bakterie dostatek zivin a zadny z roztokt pro né€ nebyl toxicky. UrCeni hodnoty

MIC je slozité pro odbarvené vzorky, protoze neni znama jejich koncentrace.

3.5.2 Identifikacni testy
Bakterie z membranové filtrace byly podrobeny identifikacnim testim. Nejprve se

provedlo Gramovo barveni, které ukazalo, ze se jedné o gramnegativni bakterie (obrazek 22).

Obrazek 22 - Vysledek Gramova barveni

Test katalazy byl pozitivni a test oxidazy také. Pro presnou identifikaci byl pouzit
NEFERMtest 24, jehoz vysledky (tabulka 17) se zadaly do programu ErbaExpert. Program

uril, ze se na 97,55 % jedna o Chryseobacterium indologenes.
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Tabulka 17 - Vysledek NEFERMtestu 24

H G F E D C B A Radek
= = - - - + + < 1
- + . - = + + - 2,
. - - + - £e + + 3

Po tomto zjisténi se pro pripravu vSech vzorkl pouzivala sterilni destilovana voda,
ktera byla na 2 hodiny vlozena do autoklavu, aby kontaminace destilované vody

nezkreslovala mikrobiologické testy.

3.5.2.1 Chryseobacterium indologenes

Chryseobacterium indologenes je nepohyblivy, kataldza pozitivni, oxidaza pozitivni,
indol pozitivni, gramnegativni bacil, ktery produkuje vyrazne€ zluty az oranzovy pigment
(obrazek 23). U lidi se jedna o vzacny patogen a b&zné se v lidské mikroflore nevyskytuje,
ackoliv je v piirodé Cetné rozsifen. Bé€zné se vyskytuje v pud€, vode, rostlinach a potravinach.
Muze prezit v chlorovanych vodach a v nemocni¢nim prostfedi. Existuje ve vodnich

systémech a na mokrych povrsich, kde slouzi jako potencidlni rezervoary infekce [25].

Obrazek 23 - Kultura Chryseobacterium indologenes na TSA agaru
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C. indologenes muze zpusobovat rizné typy infekci, jako je napfiklad bakteriémie,
pneumonie, infekce mocovych ¢i zluCovych cest nebo meningitida. VétSina infekci byla
zjisténa u hospitalizovanych pacientli se zavaznymi zakladnimi onemocnénimi, ktefi méli
zabudované implantaty. Byla zdokumentovana kolonizace pacientl prostiednictvim
kontaminovanych zdravotnickych prostiedk zahrnujicich tekutiny, jako jsou respiratory,
intubacni trubice, mlhové stany, zvlh¢ovace, inkubatory pro novorozence, injekéni stiikacky
atd. Navzdory své nizké virulenci jsou chryseobakterie ze své podstaty rezistentni viic¢i mnoha
antimikrobialnim latkam. V tuto chvili neexistuje piesné predepsana lécba infekce zptsobena

touto bakterii [25].

3.6 Ekotoxikologické testy

3.6.1 Inhibice rustu ras
Ve 40 ¢tvercich Burkerovy komurky bylo dohromady 196 bunék zelenych fas (tabulka
18), do vSech vzorku se tedy podle vypoctu pipetovalo 0,82 ml fasového inokula. Tento

postup se pouzival pro vS§echny vzorky. Jako ptiklad jsou vysledky uvedeny v tabulce 18.

Tabulka 18 - Priklad vypoctu objemu inokula fasové kultury

Pocet bunék soucet

8 4 3 4 3 12 | 5 6 7 2

2 3 5 > 3 4 4 |10 | 6 2 196
6

5 6 4 10| 6 6 2 2 o 4

Vypodet poctu fasovych bunék v 1 ml

a = 196- 6250

a=1225000

Vypodet objemu inokula

~_200-5000
1225000

x =082 ml
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Po 72 hodinach se pomoci mikroskopu spocitalo mnozstvi fasovych bunek
v jednotlivych vzorcich stejné€ jako pii vypoctu objemu inokula, které se pipetuje pti piiprave
vzorkl. PocitaCovy program pak podle vzorce prepoCetl pocet bunék ve 40 c¢tvercich
Biirkerovy komurky na objem v 1 ml a zpraméru hodnot vypocital prumémou rastovou

rychlost a redukei (tabulky 20, 22, 24, 26, 28 a 30).

3.6.1.1 Saturnova modi LBRR 200

Tabulka 19 - pH roztokt Saturnové modfi

Koncentrace [mg/1] 100 50 10 5 1 K

pH 0 hodin 8,3 8,3 8,3 8,3 8,3 8,3

pH 72 hodin 8,9 8,9 8,9 8,4 8,4 8,8
K = kontrola

Tabulka 20 - Vysledky nartstu fas v roztoku Saturnové modii po 72 hodinach

Koncentrace Vzi Vz, Vz3 Prumérma Priméma | Redukce
[mg/1] hustota rastova [%]
bunék v 1 ml | rychlost
100 187500 281250 237500 235417 1,28 21,4
50 143750 300000 325000 256250 1,31 19,6
10 425000 381250 306250 370833 1,44 12,1
5 331250 368750 418750 372917 1,44 12,0
1 381250 481250 462500 441667 1,49 8,5
K 393750 593750 1025000 670833 1,63 -

Vz1 3= hustota bun¢k fasového inokula 1 ml vzorku

1,50 (72h) > 100 mg/l

Odbarveny vzorek
Tabulka 21 - pH roztokd Saturnové modii po fotolyze

Objem vzorku [ml] 200 100 50 25 12,5 K
pH 0 hodin 8,0 7.9 8,1 8.3 8.3 8.3
pH 72 hodin 8.3 8.3 8.3 9.0 8,9 8.8
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Tabulka 22 - Vysledky nartstu fas v roztoku Saturnové modii po fotolyze po 72 hodinach

Objem Vzi Vz, Vz3 Priumérma Priméma | Redukce
vzorku hustota rastova [%0]
[m1/200ml] bunék v 1 ml | rychlost
200 475000 531250 512500 506250 1,54 57
100 400000 443750 356250 400000 1,46 10,6
50 456250 512500 400000 456250 1,50 7,9
25 581250 487500 556250 541667 1,56 4.4
12,5 506250 550000 581250 545833 1,56 42
K 393750 593750 1025000 670833 1,63 -
1,50 (72h) > 1000 ml/l
3.6.1.2 Saturnova zlut’ LFF 200
Tabulka 23 - pH roztoka Saturnové Zluti
Koncentrace [mg/1] 100 50 10 5 1 K
pH 0 hodin 8,1 8,2 8.3 8.3 8.2 8,1
pH 72 hodin 8,6 8,6 8,7 9.0 8.6 8.7
Tabulka 24 - Vysledky naristu fas v roztoku Saturnové Zluti po 72 hodinach
Koncentrace Vzi Vz, Vz3 Prumérna Priméma | Redukce
[mg/1] hustota rastova [%0]
bunék v 1 ml | rychlost
100 1237500 525000 431250 731250 1,66 13,6
50 67500 487500 812500 658333 1,63 15,4
10 1225000 3412500 925000 1862500 1,97 -2,6
5 3693750 1206250 925000 1941667 1,99 -3,3
1 906250 2131250 825000 1287500 1,85 3,8
K 1693750 1668750 1443750 1602083 1,92 -

1,50 (72h) > 100 mg/l
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Odbarveny vzorek

Tabulka 25 - pH roztoka Saturnové Zluti po fotolyze

Objem vzorku 200 100 50 25 12,5 K
[m1/200ml]

pH 0 hodin 6,9 7,0 7,5 7.8 8,0 8,1
pH 72 hodin 8,1 7,5 8,1 9,5 8,2 8,7

Tabulka 26 - Vysledky nartstu fas v roztoku Saturnové zluti po fotolyze po 72 hodinach

Objem Vzi Vz, Vz3 Pruméma Priméma | Redukce
vzorku hustota rastova [%]
[m1/200ml] bunék v 1 ml | rychlost
200 681250 1337500 443750 820833 1,7 11,6
100 562500 787500 412500 587500 1,59 17,4
50 525000 412500 362500 433333 1,49 22,7
25 931250 762500 700000 797917 1,69 12,1
12,5 725000 662500 537500 641667 1,62 15,9
K 1693750 1668750 1443750 1602083 1,92 -
1,50 (72h) > 1000 ml/l
3.6.1.3 Saturnova ¢erven F3B 200
Tabulka 27 - pH roztoka Saturnové Cervené
Koncentrace [mg/1] 100 50 10 5 1 K
pH 0 hodin 8,1 8,1 8,1 8,1 8,1 8,1
pH 72 hodin 8,7 8,7 8,8 8,9 8.9 8.3
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Tabulka 28 - Vysledky nartstu fas v roztoku Saturnové Cervené po 72 hodinach

Koncentrace Vzi Vz, Vz3 Priumérma Priméma | Redukce
[mg/1] hustota rastova [%0]
bunék v 1 ml | rychlost
100 412500 325000 562500 433333 1,49 38,4
50 468750 468750 856250 597917 1,59 14,7
10 406250 431250 381250 406250 1,47 423
5 337500 481250 587500 468750 1,51 33,3
1 475000 487500 518750 493750 1,53 29,7
K 450000 668750 981250 700000 1,65 -

1,50 (72h) > 100 mg/l

Odbarveny vzorek

Tabulka 29 - pH roztokt Saturnové Cervené po fotolyze

Objem vzorku [ml] 200 100 50 25 12,5 K
pH 0 hodin 7.2 73 7.8 8,1 8,1 8,1
pH 72 hodin 8,3 8,4 8,5 8,9 9,1 8,3

Tabulka 30 - Vysledky nartistu fas v roztoku Saturnové ervené po fotolyze po 72 hodinach

Objem Vzi Vz, Vz3 Priméma Priméma | Redukce
vzorku hustota rastova [%0]
[m1/200ml] bunék v 1 ml | rychlost
200 518750 512500 612500 547917 1,57 5.5
100 518750 581250 631250 577083 1,58 4.5
50 606250 662500 443750 570833 1,58 4,7
25 525000 468750 606250 533333 1,56 6,1
12,5 581250 556250 506250 547917 1,57 5,5
K 512500 668750 981250 720833 1,66 -

1,50 (72h) > 1000 ml/l

U vSech vzorkt byla zméfena hodnota pH na zacatku a na konci testu (tabulky 19, 21,

23, 25,27 a 29). U vSech vzorka bylo poorovano zvyseni pH po nartustu fasové kultury.
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3.6.2 ZkousSka akutni imobilizace dafnii

Pocet zivych dafnii po 24 a 48 hodinach je uveden v tabulkach 33, 36, 39, 42, 45 a 48.
U dafnii se méfilo nejen pH, ale také koncentrace O, ve vzorku. Jak je vidét v tabulkach 31,
34, 37, 40, 43 a 46, hodnota pH se s ¢asem u kazdého vzorku méni, ale u nékterych vzorka
klesa, zatim co u jiny naopak roste. V tabulkach 32, 35, 38, 41, 44 a 47 jsou zaznamenany
hodnoty koncentrace O, v roztocich, stejné jako u pH se i u koncentrace kysliku hodnota

s Casem jak snizovala, tak zvySovala.

3.6.2.1 Saturnova modi LBRR 200

Tabulka 31 - pH roztoku Saturnové modii

Koncentrace [mg/1] 100 50 10 1 K
pH 0 hodin L7 7,7 7,7 7.7 7,7
pH 48 hodin 7,8 7,8 7,8 7.8 7.9

Tabulka 32 - Koncentrace O3 v roztoku Saturnové modii

Koncentrace O 100 50 10 1 K
[mg/l]

07 0 hodin 8,9 8,9 8,9 8.5 8.9
0748 hodin 8.0 8.0 7.9 7.8 7.8

2 2 2

Tabulka 33 - Vysledky imobilizace dafnii pro Saturnovou modf

Koncentrace [mg/1] 100 50 10 1 K
Pocet datnii 24 h-1 tada 9 9 10 10 10
24 h-2 tada 8 10 10 10 10
24 h—celkem 17 19 20 20 20
Imobilizace % 24 h 15 5 0 0 0
Pocet dafnii 48 h-1 rada 9 10 10 10 10
48 h-2 rada 8 9 9 10 10
48 h—celkem 17 19 19 20 20
Imobilizace % 48 h 15 5 5 0 0

ECso(24h) > 100 mg/l
ECso(48h)> 100 mg/l
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Odbarveny vzorek

Tabulka 34 - pH roztoku Saturnové modii po fotokatalyze

Objem vzorku 200 100 50 25 K
[m1/200ml]

pH 0 hodin 77 79 7 77 79
pH 48 hodin 7.8 7.8 7.8 7.8 79

Tabulka 35 - Koncentrace Oz v roztoku Saturnové modii po fotokatalyze

Objem vzorku 200 100 50 2> K
[m1/200ml]

0, [mg/1] 0 hodin 8,9 8,9 8,9 8.5 8.9
Oz [mg/1] 48 hodin 8,0 8,0 7,9 8,0 7,9

2

2

2

a

Tabulka 36 - Vysledky imobilizace dafnii pro Saturnovou modt po fotokatalyze

Objem vzorku [m1/200ml] 100 50 10 1 K
Pocet datnii 24 h-1 rada 8 10 9 10 10
24 h-2 tada 10 10 10 10 10
24 h—celkem 18 20 19 20 20
Imobilizace % 24 h 10 0 5 0 0
Pocet datnii 48 h—1 fada 8 10 9 10 10
48 h-2 tada 10 10 10 10 10
48 h—celkem 18 20 19 20 20
Imobilizace % 48 h 10 0 5 0 0

ECso (24h) > 1000 m1/l
ECso (48h) > 1000 m1/l
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3.6.2.2 Saturnova zlut’ LFF 200
Tabulka 37 - pH roztoku Saturnové Zluti

Koncentrace [mg/1] 100 50 10 1 K
pH 0 hodin 77 77 77 77 8.0
pH 48 hodin 75 7,5 7,5 75 74
Tabulka 38 - Koncentrace Oz v roztoku Saturnové zluti
Koncentrace [mg/1] 100 50 10 1 K
0, 0 hodin 8,1 8,1 8,1 8.0 8.2
0,48 hodin 8,6 8,5 8,6 8.4 8.5
Tabulka 39 - Vysledky imobilizace dafnii pro Saturnovou zlut’
Koncentrace [mg/1] 100 50 10 1 K
Pocet dafnii 24 h-1 fada 10 9 9 10 9
24 h-2 tada 10 10 10 10 10
24 h—celkem 20 19 19 20 19
Imobilizace % 24 h 0 5 5 0 5
Pocet dafnii 48 h-1 tfada 9 9 9 10 9
48 h-2 rada 10 10 10 10 10
48 h—celkem 19 19 19 20 19
Imobilizace % 48 h 5 5 5 0 5

ECso(24h) > 100 mg/l
ECso(48h) > 100 mg/l
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Odbarveny vzorek

Tabulka 40 - pH roztoku Saturnové Zluti po fotokatalyze

Objem vzorku 200 100 50 25 K
[m1/200ml]

pH 0 hodin 6,3 6,4 7.0 74 79
pH 48 hodin 6,6 6,7 73 7.6 79

Tabulka 41 - Koncentrace Oz v roztoku Saturnové zluti po fotokatalyze

Objem vzorku 200 100 50 2> K
[m1/200ml]

0, [mg/1] 0 hodin 8,9 9,1 9,1 9.6 9.0
Oz [mg/1] 48 hodin 8,0 8,0 7,9 8,0 7,9

2

2

a

Tabulka 42 - Vysledky imobilizace dafnii pro Saturnovou zlut’ po fotokatalyze

Objem vzorku [m1/200ml] 100 50 10 1 K
Pocet datnii 24 h-1 tada 8 10 10 10 10
24 h-2 tada 10 10 10 10 10
24 h—celkem 18 20 20 20 20
Imobilizace % 24 h 10 0 0 0 0
Pocet datnii 48 h-1 rada 8 10 10 10 10
48 h-2 tada 10 10 10 10 10
48 h—celkem 18 20 20 20 20
Imobilizace % 48 h 10 0 0 0 0

ECso (24h) > 1000 ml/l
ECso (48h) > 1000 m1/l
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3.6.2.3 Saturnova ¢erven F3B 200

Tabulka 43 - pH roztoku Saturnové cervené

Koncentrace [mg/1] 100 50 10 1 K
pH 0 hodin 7.9 79 7.9 79 8.0
pH 48 hodin 75 7,5 7,5 74 74
Tabulka 44 - Koncentrace Oz v roztoku Saturnové cerveni
Koncentrace Oz 100 5 10 1 K
[mg/l]
02 0 hodin 8,4 8,4 8,3 8,3 8,2
0,48 hodin 8,8 8,8 8,7 8,7 8,5
Tabulka 45 - Vysledky imobilizace dafnii pro Saturnovou ¢erven
Koncentrace [mg/1] 100 50 10 1 K
Pocet dafnii 24 h-1 tada 8 9 g9 10 9
24 h-2 trada 7 10 9 10 10
24 h—celkem 15 19 18 20 19
Imobilizace % 24 h 25 5 10 0 5
Pocet dafnii 48 h-1 fada 8 9 9 10 9
48 h-2 rada 7 10 9 10 10
48 h—celkem 15 19 18 20 19
Imobilizace % 48 h 25 5 10 0 5

ECso(24h) > 100 mg/l

ECso(48h) > 100 mg/l
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Odbarveny vzorek

Tabulka 46 - pH roztoku Saturnové Cervené po fotokatalyze

Objem vzorku 200 100 50 25 K
[m1/200ml]

pH 0 hodin 7.0 29 74 75 8.0
pH 48 hodin 74 7,5 7,5 75 74

Tabulka 47 - Koncentrace Oz v roztoku Saturnové Cerveni po fotokatalyze

Objem vzorku 200 100 50 25 K
[m1/200ml]

pH 0 hodin 8,6 8,6 8,6 8.6 8.2
pH 48 hodin 8,6 8,7 8,7 8.5 8.5

Tabulka 48 - Vysledky imobilizace dafnii pro Saturnovou ¢erven po fotokatalyze

Objem vzorku [m1/200ml] 200 100 50 25 K
Pocet datnii 24 h-1 tada 10 10 10 10 9
24 h-2 tada 10 10 10 10 10
24 h—celkem 20 20 20 20 19
Imobilizace % 24 h 0 0 0 0 5
Pocet dafnii 48 h-1 rada 10 10 10 10 9
48 h-2 tada 10 10 10 10 10
48 h—celkem 20 20 20 20 19
Imobilizace % 48 h 0 0 0 0 5

ECso (24h) > 1000 ml/l
ECso (48h) > 1000 m1/l
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ZAVER

Byla provedena fotokatalyza tii vybranych komerénich azobarviv. U roztoku
Saturnové modii LBRR 200 o koncentraci 2,14x10™ mol 1! trvala 6 hodin, u Saturnové Zluti
LFF 200 o koncentraci 3,23x10°* mol-1! 17 hodin a u Saturnové &ervené F3B 200
o koncentraci 1,82x10™* mol-1! trvala 5 hodin. Dle vysledki CHSK testi byla spotieba
kysliku vzorkt pro Saturnovou zlut LFF 200 a Saturnovou Cerven F3B 200 po fotokatalyze
totozna jako pro slepy pokus (demineralizovana voda). U Saturnové modii LBRR 200 doslo
ke snizeni CHSK o0 96 % oproti puvodnimu roztoku. Celkovy organicky uhlik klesl o 78 %
u Saturnové modii LBRR 200, o 81 % u Saturnové zluti LFF 200 a o 77 % u Saturnové
Cervené F3B 200. Procentualni zastoupeni prvka v roztocich po fotokatalyze bylo pro
Saturnovou modi LBRR 200 0,4 % C, 1,74 % H, 6,01 % N a 6,85 % S, pro Saturnovou zlut
LFF 200 0,5 % C, 2,55 % H, 9,82 % N a 3,02 % S a pro Saturnovou ¢erveni F3B 200 1,12 %
C,1,01%H,3,53%Na037%S.

Na vSech miskach pozitivni kontroly doslo k narGstu testovanych bakterii, naopak
u negativni kontroly po pouziti sterilizované demineralizované vody k narGstu bakterii
nedoslo nikdy. V roztocich vzorkl bez piidavku bujénu vSude narostla P. aeruginosa, naopak
S. aureus nem¢l dostatek zivin a v zadném roztoku se neobjevila bakterialni kultura. Bakterie
E. faecalis se objevila ve vsech odbarvenych vzorcich, ale u dvou plivodnich roztokl ne, to
lze vysvétlit tak, ze barevné roztoky na ni mély antibakterialni ucinky, které vzorky po
fotolyze jiz nemaji. FE. coli Cerpala ziviny zazoslouCenin (Saturnové zluti LFF 200 a
Saturnové Cervené F3B 200) a v téchto dvou azobarvivech kultura narostla, naopak u té€chto
vzorkl azobarviv po fotolyze neméla dostatek zivin a bakterialni kultura viibec nenarostla. U
vzorku Saturnové modii LBRR 200 to bylo naopak. Orientacni testy inhibice bakterialnich

kultur tedy neurc€ily toxicitu ani azobarviv, ani vzorku po jejich fotokatalyze.

Ekotoxikologické testy také neprokazaly toxicitu azobarviv ani fotolytd. U vSech
azobarviv se limitni koncentrace prokazala jako netoxicka a doslo k nartstu zelenych fas. Pro
vSechna vybrand azobarviva tedy plati, ze 1,50 (72h)>100 mg/l. Pro vSechny vzorky po
fotokatalyze tedy plati, ze 1,50 (72h)>1000 ml/I.

U puvodnich vzorkl azobarviv, ani u jejich fotolytd nedoslo k imobilizaci vice jak
25 % dafnii. U zadné negativni kontroly nedoslo k imobilizaci vice jak 10 % dafnii. Pro
azobarviva je tedy hodnota ECso (24h) >100 mg/l a ECso (48h) >100 mg/l. Pro vzorky po
fotokatalyze plati, ze ECso (24h)>1000 ml/l a ECso (48h)>1000 ml/l.
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Mikrobiologické a ekotoxikologické testy neprokézaly toxicitu azobarviv ani jejich
fotolytt, pii fotokatalyze nedochazi ani k rozkladu na toxické meziprodukty. Heterogenni
fotokatalyza je tedy vhodny zpasob k CiSténi odpadni vody napiiklad z firem textilniho

prumyslu.
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