Stanoveni inhibi¢niho uc¢inku
vzorku vod na svételnou emisi
Vibrio fischeri

Zkouska na luminiscencnich
bakteriich

CSN EN ISO 11348-3
ISO 11348-3:1998



ISO 11348

* ISO 11348-1 postup pro Cerstve pripravene
bakterie

* ISO 11348-2 postup pro susen¢ bakterie

* ISO 11348-3 postup pro lyofilizovane
bakterie



Metoda je pouzitelna pro:

v'Odpadni vody
v'Vodné vyluhy

v'Sladké, slané a brakické vody
v'Porové vody



Podstata zkousky

* Stanoveni inhibice emise svétla kultury
Vibrio fischeri v koncentracni fad¢

« ZkuSebnim kritériem je snizeni
luminiscence po expozici 15 a 30 min nebo
voliteln€ po 5 min

 Inhibice vzorkem je vyjadiena jako fedéni
vyvolavajici 20% a 50% inhibici emise
svétla v porovnani s kontrolou



Rusive vlivy

Nerozpustne, malo rozpustne, t€kave latky, latky
reagujici s fedici vodou, zkuSebni suspenzi, ménici
sve slozeni v prub&hu zkousky

S1ln€ zbarvené nebo zakalen¢ vzorky

Vzorky s vysokou spotiebou kysliku

ZneCiSténi vzorku organickymi dobre biologicky
rozlozitelnymi zivinami

Koncentrace soli presahujici 30 g/l



Chemikalie a materialy

Bakterie Vibrio fischeri NRRL B-11177
— Uchovavané v mraznice pii -18 az -20°C
Roztok NaCl
— fedici voda
Roztok NaOH
HCI

— Pro upravu pH

Medium pro lyofilizované bakterie (NaCl, MgCl,.6H,0,
KCl)

Srovnavaci latky (ZnSO,.7H,0, C.H,OCl,, K,Cr,0.)



Pristroje a pomucky

MrazniCka e Chlazena odstredivka
Chladnicka e Konduktometr
Termoblok s fizenou « Stopky

teplotou  Automatické pipety
Lumimometr « ZkuSebni zkumavky

pH-metr



Odb¢ér a uprava vzorku

e Odbér vzorku

— Odbér do chemicky inertnich a Cistych nadob, po okra;
nadoby, tésn¢ uzavieni

— Testovani co nejdiive po odbéru, pripadné uchovavani
48hod v 2-5°C, do 2 tydnti v —20°C
« Uprava vzorku
— Optimalni pH 6-8,5 (Uprava HCI, NaOH)

— Na litr vzorku vody pridavek 20 g NaCl, u brakickych a
slanych vod zméfena salinita

— U silné€ zakalenych vzorkl usazovani 1 hod, ptipadné
odstiredéni nebo filtrace



Postup

e Pfiprava zasobni suspenze

— K lyofilizovan¢ kultufe bakterii je do temperovanych
zkumavek pridana destilovana voda = rehydratovana
suspenze

e Priprava zkuSebni suspenze (50:1)

A) ZkuSebni zkumavky — do vytemperovanych
zkumavek je k meédiu piidana zasobni suspenze

B) Enlenmayerova banka — k médiu je ptidana zasobni
suspenze a ve stejném casoveém intervalu pozdéjsiho

méfeni intenzity je do temperovanych zkumavek
odméteno 500 pul zkuSebni suspenze



Postup zkousky

* Vzorky z postupné cel¢ tedici fady se vlozi do
luminometru (adaptace nejméné 15 minut) a méfi se
intenzita luminiscence jednotlivych vzorki a to ve stejnych
casovych intervalech (doporuceno 20 s)

e Znovu se intenzita luminiscence méii po 15 a 30 min,
popft. volitelné po 5 min



Vyhodnoceni

* Vypocet prumérného inhibi¢niho u¢inku Ht v procentech
(vzorce uveden¢ v normg).

« Stanoveni hodnot EC (nejcastéjr EC20 a EC50)



Platnost zkousky

Hodnota f,, pro 30 min inkubaci je v rozsahu 0,6 — 1,8
Paralelni stanoveni se neodchyluji od svych priumért o
vice jak 3 %.
Tt1 srovnavaci latky zpusobuji pf1 30 min expozici inhibici
20 — 80 % v nasledujicich koncentracich:

- 3,4 mg/1 3,5-dichlofenolu

- 2,2 mg/l Zn** (jako heptahydrat siranu
zineCnateho)

- 18,7 mg/l Cr®* (jako dichroman draselny)



Protokol o zkouSce

Identifikace vzorku vody, v€etné podminek vzorkovani a
doby a podminek uchovavani

Hodnotu PH ptivodniho vzorku

Datum provedeni zkousky

Uprava vzorku (pokud byla provedena)

Puvod bakterii, ¢islo SarZe, datum pripravy bakterii popf.
teplota uchovani bakterii, pokud byly zmrazeny

Vysledky (dle kapitoly 10) + vysledky zkousek se
srovnavacimi latkami

Jakeékoli odchylky



