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Uvod

Stdle se zvySujici pocet primyslovych polutantli konta-
minujicich Zivotni prostiedi st v poslednich letech vynutil
rozvoj screeningovych testl, jejichz tikolem je rychlé posou-
zeni potencidlnich toxickych uéinki téchto latek na Z1vé or-
ganismy. Ph testovani mhibiénich tgink@ polutantt na &isti-
rensky aktivovany kal, tedy smé&snou mikrobidlni kulturu, jsou
Casto vyuZivany respirometrické metody V této praci byly pit
sledovani inhibi¢nich u€inkt fenolickych latek (fenolu a dvou
syntetickych tifsliv tzv syntanil) na respira¢ni aktivitu aktivo-
vaného kalu aplikovany dvé resprrometrické metody. 1) sta-
noven{ mhibice respiraén{ aktivity podle 1SO 8192 (cit ")
(respirace méfena kyslikovym ¢ldnkem) a 2) manometncka
metoda stanoveni biochemické spotieby kysliku, modifikace
standardniho testu stanoveni biologické rozlozitelnosti®
Kombinace obou postupti umoZznila sledovadni inhibicnich vli-
vl za velmi variabilnich, nicmené pomérné piesné defino-
vanych podminek Prace navdzala na nase diivéj$i poznatky,
tykajici se pribéhu mhibi¢nich kfivek ajejich matematického
zpracovani' a aplikace zmin&nych postupl pf1 sledovani in-
hibi&nich G&inkt soli chromu na aktivovany kal’

Testované syntany jsou pouzivany v kozedélném primys-
Iu k ¢inéni ktzi. Tyto ptfipravky nahrazuji v procesu ¢inéni
diive pouZzivand ptirodni tfisliva, kterd byla k prostfedi pod-
statné Setrnéjsi (lepsi rozlozitelnost, nizsi toxicita) Z chemic-
kého hlediska jde o kondenza&ni produkty substituovanych
aromatickych sloucenin, hlavng fenold. Inhibiéni u¢inek syn-
tanl na aktivitu aktivovaného kalu byl 1Z nékterymi autory
nestandardnimi postupy (inhibice BSKj, respurace, enzyma-

tické aktivity) sledovan™’.
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Experimentalni ¢ast

Modelové vzorky

Fenol, chemicky cisty, Lachema a.s. Brno; syntany vyro-
bené firmou Tanex a.s. Jaroméf s obchodnim ndzvem Kortan:

*  Zasilat veskerou korespondenci

Laboratorni pfistroje a postupy

Kortan FB - kondenzaéni produkt sulfonovaného 1-naftolu
a fenolu s formaldehydem, neutralizovany amoniakem, Kor-
tan MX - specidlni syntan pro vyrobu mé&kkych usni, konden-
za¢ni produkt sulfomethylovanych fenolii s formaldehydem.
Biologicky materidl

Aktivovany kal byl odebrdn z méstské Cistirny odpadnich
vod ve Zliné-Malenovicich. V laboratofi by 1 kal filtraci zbaven
hrubych nedistot, promyt pitnou vodou a udrZovdn za aerob-
nich podminek; nejdéle do 48 h od odbéru na Cistirné byl
pouzit k testu Koncentrace suspendovanych latek (Cs) byla
stanovena filtraci (2,5-3 um) a suSenim do konstantni hmot-
nosti pf1 teploté 105 °C.

Metody .

Ke sledovdni inhibi¢nich Gdinkid zvolenych xenobiotik na
respiracni aktivitu mikroorganismt pfitomnych v kalu byly
pouzity dva postupy.

Postup 1

Procedura dle' ISO 8192 byla pouZita pro kratkou dobu
expozice (zpravidla 1 h) Jako zdroj uhliku, energie a minerél-
nich latek bylo pouzito mineralni medium (syntetickd odpadni
voda) podle’ OECD Suspenze aktivovaného kalu o koncen-
traci p¥iblizng 1000 mg.1" suspendovanych litek byla v testo-
vaci baiice smichdna se syntetickou odpadni vodou (32 ml.1 l)
a s testovanou latkou o rtiznych koncentracich (1-2000 mg.1 l).
Celkovy objem smési byl 0,5 1 Kontrolni pokus byl pfipraven
analogicky, pouze bez pfidavku testované latky. Jako testovaci
nadoby byly pouzity d&lici ndlevky o objemu 1 lhtr, do kterych
byl zespodu stopkou pfivddén vzduch. Timto zptisobem byla
suspenze mikroorganismi zdsobovana kyslikem a dokonale
promichévana. Hodnota pH byla ve vSech testech upravena na
7,3 £0,2. Po zvolene dobé& kontaktu byla ¢4st smési pienesena
do respiraéni nadobky a stanovena respira¢ni rychlost (oxi-
metr WTW Dig1 610) Data byla v 10 vtefinovych intervalech
archivovana pocitatem po dobu cca 10 minut Z naméfenych
hodnot byly pro kazdou koncentraci testované liatky a pro
kontrolni pokus vypocteny specifické respira¢ni rychlosti R
(mg h l.g") a nasledné inhibice respiracni rychlosti / (%) dle
vztahu (7):

I=(R,~R/R). 100 (n

kde R, resp R, jsou rychlosti spotfeby kysliku v testech
s proménlivymi koncentracemi testované latky, resp. v kon-
trolnim pokusu (v mg.l Lh'h).

Postup 2

Respirace kalu byla méfena v respirometru s manomet-
nckou indikaci spotteby kysliku (Bial BOD 10, DAK Sluso-
vice) Pfistroj umoziuje priibézné sledovani biochemické spo-
treby kysliku (BSK) Zdkladni Casti pfistroje je deset méticich
jednotek, upevnénych do pohyblivého rostu v temperované
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vodni ldzni. Kazdd méfici jednotka je tvofena dvojici banék
(mérné a kompenzacni) o stejnych objemech cca 150 ml
Baiiky jsou opatfeny plastovymi uzévéry s postrannim tubu-
sem a zavzdus$novacim ventilem Postranni tubusy slouzi
k propojeni parovych banék pfes manometnckou U-trubici.
Do tésniciho krouzku plastového uzavéru je zasunuta sklenénd
zkumavka, opatfend v horni ¢dsti nékolika otvory a obsahujici
roztok KOH pro absorpci vznikajictho CO,. Podrobné)si popis
je uveden v manudlu pfistroje.

Pro moznost porovnéni vysledki obou metod byly zacho-
vany stejné kultivaéni podminky jako u postupu 1 v&etné
slozeni minerdlniho media, pouze celkovy objem smési byl
10x mensi (0,05 1). Méteni probihalo pit teploté 25 £ 0,5 °C.
Z Casovych zavislosti BSK byly pro zvolené Casy ¢ (doby
expozice) ode¢teny hodnoty BSK a vypodéteny inhibice / (%)
analogicky jako shora (rovnice (/)); misto respira¢nich ry-
chlosti byly ale dosazeny hodnoty BSK v ¢ase f pro vlastni,
resp. kontrolni pokusy (BSK,, resp BSK,, vmg 1').
Analyza naméfenych hodnot

Vysledky obou metod byly zpracovany postupem jiZ uve-
denym v préci’ K sestrojeni tnhibi&nich kfivek a k vypoétu
hodnoty efektivni koncentrace (ECy)) byla pouZita rovnice
distribuéni funkce normélniho rozdéleni (2):

POy =d (x-n)/ o) 2
@ - distribu¢ni funkce standardniho normdlniho rozdéleni, x -
logaritmus koncentrace testované latky, p - stfed normalniho
rozdéleni, o - standardni odchylka normalniho rozdéleni

Pro nalezeni regresni kfivky byla pouzita procedura neli-
nearni regrese systému ADSTAT (TnloByte Statistical Soft-
ware, Ltd.), ktery pouZziva dertvacnich postupti pro minimalni
podminky nejmensich ¢tvercii pro nelinedrni regresni model.
Takto byly ziskdny hodnoty parametrii L a o spolu s 95 %
intervaly spolehlivosti (IS). Odhad sttedni hodnoty [ spole&n&
s 95 % intervalem spolehlivosti predstavuje hledanou hodnotu
ECgyaje)i limity.

Vysledky a jejich diskuse

Toxicita xenobiotik na cistirensky kal zjisténa v labora-
tornich podminkach je vyznamné ovliviiovana experimental-
nimi podminkami pouZitych testd Mez1 nejzakladng&jsi vlivy
patfi vedle druhového zastoupeni mikroorganisma v pfipadé
smésnych mikrobidlnich kultur {aktivovanéhokalu) doba a in-
tenzita kontaktu mikroorganismu s testovanymi latkami (doba
expozice), teplota, kyslikové poméry, pfitomnost dalSich latek
atd Pfipadné irelevance v tomto sméru fesi do jisté miry
standardizace testll. V praxi je velmi ¢asto potfebnd 1 opacnd
moznost, {j zména téchto podminek a sledovani jejich vlivu
na 1mhibiéni piisobeni Typickym piikladem je doba expozice.
Aplikace jednoho testu nemusi poskytovat potiebnou varia-
bilitu, vyhodnd miZe byt jejich kombinace

Déle jsou popsdny moznosti sledovani inhibi¢nich u€inkt
fenolu a dvou syntanti na respiraéni aktivitu aktivovaného kalu
pomoci dvou shora popsanych postupti. Pozornost byla zamé-
fena predevsim na vliv doby expozice na inhibici, reprezen-
tované hodnotami ECs,.
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Obr 1. Inhibice respiracni rychlosti / fenolem (a) a Kortanem FB
(b) (koncentrace ¢ vmg | ') po hodinové expozici, postup 1

Inhibi1éni tuc¢inek po hodinové expozici

Smés aktivovaného kalu s testovanou latkou a syntetickou
odpadni vodou byla v souhlase s metodikou' ISO 8192 (po-
stup 1) intenzivné michdna a provzdusiiovana Po uplynuti
jedné hodiny byla zmétena respirani rychlost Hodnoty inhi-
bice / byly vypoéteny podle rovnice (1), ke konstrukci m-
hibiénich kiivek a k vypoctu 1 h ECg, byla pouZita rovnice
2). .

Radou dopliikovych testli (vysledky nejsou prezentovdny)
bylo zjisténo, Ze u fenolu a u Kortanu MX nastdva za danych
experimentalnich podminek prokazatelnd inhibice teprve od
koncentrace 100 mg I toxiét&jsi Kortan FB mhiboval respi-
rac1j1Z od koncentrace 30 mg.1”.

Priklady mhibi¢nich k¥ivek pro fenol a Kortan FB zndzor-
fiuje obr. 1. Z jejichpribéhu je ziejmé, Ze heterogenni kultura
aktivovaného kalu reaguje na toxickou liatku obdobné jako
populace jednoho biologického druhu.

V tabulce I jsou uvedeny hodnoty ECy,s pfislusnymi 95 %
IS pro fenol a oba syntany. Po jednohodinové dobé expozice
byl uréen inhibi¢ni uc¢inek sledovanych latek v pofadi Kortan
FB > Kortan MX > fenol. V tabulce II jsou pro srovndni
uvedeny publikované hodnoty ECs,pro fenol. Nalezené a pu-
blikované hodnoty respirometrickych postupt piijatelné kore-
sponduji (fddové).
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Tabulka I Tabulka 11

Hodnoty 1 h ECy;pro fenol a syntany . Publikované hodnoty ECy, pro fenol
Testovand latka ThEC, 1S (95 %) EC Expozice Test Citace

[mg.1"] [mg.1'] [h]
Fenol 655 518-830 >1000 4-6 ristovy (méstsky AK) 10
Kortan MX 438 i - 342-562 880 4-6 rastovy (pramyslovy AK) 10
Kortan MX 201 77-522 300 0,5 respira¢ni 10
Kortan FB 132 98-191 >100 0,25 dehydrogenasovy 11
Kortan FB 153 ) 97-241 740 0,5 respiracni 12
Kortan FB 150 110-206 1000 3 respiraéni 12
1400 1 dehydrogenasovy 12
1400 y T
1% "
75 b et . ¢
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Obr. 2. Inhibice respira¢ni rychlosti / Kortanem FB a Cr''v zavislosti na dob& expozice ¢; postup 1
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Obr. 3. Casovy priibéh BSK (mg.g”) p¥i riiznych koncentracich fenolu;— kontrolni p.~6-2 mg.”,——10 mg.I"", -a—20mg.l ',~»—100 ml 1",

--200 mgl ',——800 mg. ! 82000 mg.l ! postup 2
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kratkodobé
expozici

Inhibiéni efekt pfti
(nékolikahodinové)

U Kortanu FB byl opét postupem 1 testovdn ménici se
inhibi¢ni G¢inek v zavislosti na dobé expozice (obr. 2). Koncen-
trace syntanu byla 100 mg.l’l, coz piiblizné odpovida hodnoté
EC,pro tuto ldtku. Stejné j ako u ostatnich testti byla koncentrace
suspendovanych latek priblizné 1000 mg.l"l. Z obrazku je ziej-
mé, ze inhibice naméiend po velmi kratké expozici (10 min) je
srovnatelnd s inhibi¢nim efektem po tffhodinovém ptisobeni.

Pro srovndnije uvedena stejna zavislost pro Crw, z niz je
ziejmé, Ze inhibice ve sledovaném ¢asovém intervalu postup-
né narista. Tyto rozdily jsou disledkem odlisnych mechanis-

Laboratorni pfistroje a postupy

mu pusobeni obou latek. Znalost téchto zavislosti je dilezita
pro korektni interpretaci hodnoty ECs, i pro porovnéani mezi-
laboratornich vysledki.
Inhibice BSK

Pribézné sledovani BSK bylo provadéno na zafizeni s ma-
nometrickou indikaci spotfeby kysliku na piistroji Bial (po-
stup 2). Dvé méfeni byla pravidelné provddéna s kontrolni
smési bez toxické latky, ve zbyvajicich osmi méfticichjednot-
kach byl sledovan vliv pfidavku testovanych latek v rozmezi
koncentraci 1-2000 mg.l'l. Pro sestrojeni inhibi¢ni ki¥ivky
bylo timto zplisobem mozno ziskat maximalné osm hodnot (za
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Obr. 4. Casovy pribéh BSK (mg;g") p¥i riiznych koncentracich Kortanu FB; we= kontrolni p-, e-1 mg.l”", -=— 2 mg.I",—a—10 mg.I",
—er . 20mLI" . —%— 80 mg.l', —o—200mg.I",——800 mg.I",—5-2000 mgl", postup 2
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Obr. 5. h(vjasovy pribéh BSK (mg.g") pfi riiznych koncentracich Kortanu MX; == kontrolni p-, -2 mg.I"} —=—10mg.1"", —s—-20 mg.l",
—x—40 mLI'", —%— 80 mg.l‘l, ——200 mg.l",—~+—800 mgl", —8-2000 mg.l'l, postup 2
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predpokladu provedeni duplicitniho méfeni pouze u kontrol-
niho pokusu). M¢éfeni bylo zpravidla provddéno soucasné na
dvou pfistrojich.

Laboratorni postroje a postupy

pofradi prakticky obritilo a oba syntany v koncentracich néko-
lika g.l‘l jiz respiraci vyznamnéji neovliviiovaly (viz nize).

Ukelem téchto pokusti bylo predev§im posouzeni inhibi¢- 2 100
nich ucinkt pfi dlouhodobé expozici (desitky hodin az dny).
Nespornou vyhodou tohoto postupu je moznost odectu hodnot 1%
pii libovolné dobé expozice v prib&éhu méfeni. Pro srovnani 80 h
s predchozi alternativou byly vypocteny hodnoty ECs()i po
hodinovém kontaktu s testovanymi latkami (tabulka III). 60 ]
Z konfrontace vysledkdl (tabulka I a III) plyne, Ze manomet-
rickd metoda poskytovala hodnoty 1h ECy;mirné (pro Kortan
FB) az vyznamné (pro fenol) vyssi. Tyto diference byly zfejmé 40 J
zpusobeny mén¢ intenzivnim promichavinim testované smési
v manometru; v méficich banikkdch dochazelo k ¢aste¢né sedi-
mentaci biologického kalu, ¢imz byl zpomalen kontakt testo- 20 1
vané latky s bunikami mikroorganismti. Druhou pfi¢inou
téchto diferenci mohly byt také dosud neustdlené tlakové
podminky v méficich nadobkdch manometru v pocatecni fazi 0
testl, které se projevily vétsim rozptylem hodnot inhibi¢nich
kiivek a tim i vypoctenych 1 h ECs,. Lze to dokumentovat b (00 : . : :
vétsi Sitkou 95 % intervalu spolehlivosti v tabulce III. Pfi
dlouhodobéjsi expozici se tyto vlivy jiz prakticky neprojevily i %
a oba postupy poskytovaly z hlediska intervalu spolehlivosti a0 F 4
srovnatelné vysledky.
Obéma postupy bylo zjisténo stejné pofadi inhibi¢nich
u¢inkt sledovanych latek po hodinovém kontaktu: Kortan FB 60 b
> Kortan MX > fenol. Pti delsi expozici (12-15 hodin) se toto
Tabulka I1I ar l
Hodnoty 1h EC stanovené manometrickou metodou
20 F .
Testovand latka 1h ECyy[mg.I"] IS (95 %) X
0 < i i i
Fenol 1551 729 - 3305 0 2 4
Kortan MX 594 452-785 log ¢
Kortan FB 196 152-253 Obr. 6. Inhibice respiraéni rychlosti I Kortanem FB (koncentrace
¢ vmg.I’) po tiech (a) a osmnécti hodindch (b) expozice; postup 2
6 T T T
ECs=10°
4 - -
: 2 - e
!
: o —)
0 1 1 1
0 4 12 16

Obr. 7. Vliv doby expozice na inhibiéni G¢inky (efektivni koncentrace EC,) fenolu, Kortanti FB a MX, —»— MX, —A—FB, —&—fenol,

postup 2



Chem Listy 94, 48 —53 (2000)

inhibice pfi1 dliouhodobe expozici

Vliv fenolu a obou syntanli na ¢asovy priibéh BSK pfi
riznych koncentracich téchto latek 7nazorfiup obr 3-5 Pri
testech s fenolem (obr 3) byla zjiSténa vyznamna mnhibice
teprve u koncentraci vysSich nez 200 mg 1 ' U nizsich kon-
centraci byla 7aznamenana miina inhibice pouze na pocatku
pokusu, po nékolika hodinach byla rychlost BSK srovnatelna
s kontrolnim pokusem, popf 1 vys§i U nejvysst testovane
koncentrace 2000 mg I ' byla zjisténa vyrazna represe BSK po
celou dobu méteni (27 h) Naproti tomu u obou testovanych
syntanii (obr 4, 5) doSlo po nckolika hodinach expozice
1 u neyvySsich koncentraci 800-2000 mg 1 ke rnagnemu pok-
lesu inhibiénich uéinkdi Tento nahly pokles inhibi¢nich uéin-
kli s dobou 1nkubace znazorfiuji 1 priklady inhibiCnich kiivek,
vypoctenych podle rovnice (2) pro Kortan FB (obr 6) Zatim-
co po tiech hodinach expozice byla vypoétena stfedni hodnota
EC5,233mg 1 ! po 18 hodinach bylahodnotaEC,;> 2000 mg 1 :

Popsane zmény inhibiénich uinkdl na respiradni aktivitu
aktivovaneho kalu v zavislosti na dobé kontaktu 7nazoriuje
obr 7 Zatimco imhibi¢ni ucinky obou syntant pfiblizné po
12 hodinach inkubace velmi vyrazne poklesly, u fenolu se
naopak 1nhibi¢nt uéinek s dobou plisobent mirné zvysoval

Manometncka metoda pfedstavuje mezistupeni me71 krat-
kodobym respiralnum testem a kontinualné pracujicim mo-
delem biologicke aktivace UmoZiiuje do jiste miry simulovat
podmuinky adaptace a mnoZeni mikroogantsmi v podminkach
dlouhodobeho kontaktu Ke stejnym zavérdm dospéli také
Broecker a Zahn'®, ktefr srovnavalt mmhibiéni déinek 3,5-di-
chlorfenolu, namé&feny péti riznymt kratkodobymu testy s vy-
sledky, 7ziskanymu v laboratornim modelu aktivace inhibice
BSK (stanovovana na ptistrojt Sapromat) po 20 hodmnach se
nejlepe shodovala s inhubict biodegradacniho procesu na mo-
delove ¢istirné Pt kratke dobé kontaktu (2 hodiny) byl po-
zorovan vyrasn€ist mbubiént uéinek

Zavér

Posuzovant ihibi¢nich uéinkl xenobiotik na respiracni
aktivitu mikroorganismi aktivovaneho kalu na zakladé vy-
sledkii dvou resprrometrickych metod, tj méfeni respiracni
rychlosti kyslikovou elektrodou podle ISO 8192 (cit 1) a raa-
nometrickeho stanoveni biochemicke spotfeby kyshiku, se
ukazalo jaho velmi vyhodne Prvnt postup lze doporudit pro
testy 1nhibice pi1 kratkodobe expozici za standardnich pod-
minek, druhy umoZiiuje sledovani zmén inhibiénich ucéinkt
v pribéhu dlouhodobeho kontaktu mikroorganismii (a tedy
Jeyich ptipadne adaptace) s testovanymi latkami, poskytuje pit
srovnatelne pracnosti mnohem vice informaci Ziskane vy-
sledky jsou zfejmé bliZ31 plsobeni testovanych latek v real-
nych podminkach brologicke aktivace Uvedené vyplyva
z téchto testd s ienolem a dvéma syntany 1 z vysledkd inhibice
respiraéntho procesu solemi chromu®

Prace byla realizovana v ramci grantu Grantove agentury
CR grant & 104/93/1066
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S. Vaiikov4, I. Reznitkova, and J. Hoffmann (Depart-
ment of Environmental Technology, Faculty of Technology,
Techmcal University Brno) Respirometric Observation of
Inhibitory Effects of Xenobiotics on Aerobic Respiration
of Activated Sludge

With phenol and two syntans (synthetic tanning agents) as
examples, a description 1s given of possible ways to observe
inhibitory effects of water-soluble xenobiotics on the respi-
ratory activity of mictoorganisms of activated sludge using
two procedures the respirometric method after ISO 8192 or
manometric method of determination of biochemical oxygen
demand Descnption of inhibition curves and calculations of
effectiveconcentrations, EC50, using the equation of a normal
distribution function was satisfactory in both methods Atten-
tion was manily focused on evaluation of the influence of
exposure time on inhibition expressed by ECs, values After
1 h exposure, the inhibitory effects decreased in the order
Kortan FB > Kortan MX > phenol At 15 h exposure, the order
was virtually reversed, inhibitory effects of syntans on respi-
ration were negligible, and the phenol toxicity grew with the
contact ime The ISO method proved suitable for determi-
nation of inhibition after a short contact time (1 h) under
"standard" conditions, the manometric test, on the contrary,
for assessment of changes 1n inhibitory effects during a long-
-term contact of microorganisms with tested substances and
thus for studying possible adaptations and bechaviour n real
conditions of brological activation





