ZkousSka inhibice rustu
Pseudomonas putida

» Zkouska jakosti vody
» podle evropské normy EN ISO 10712:1995



Predmet zkousky

vliv povrchove, podzemni a odpadni vody na
Pseudomonas putida

metoda vhodna pro latky rozpustene ve vode
neni vhodna pro silné zbarvené roztoky, s
nerozpustenymi nebo tekavymi latkami a
také latky, které reaguji s zivnym roztokem
vysledkem testu je IC10 a IC50



ZkusSebni organismus

Gramnegativni aerobni
bakterie z Celedi
Pseudomonadaceae
Mobilni tyCinky s polarnimi
biCiky

Vyskytuje se bézné v pudé
a povrchovych vodach

Opt. T rlstu 25-30 stupnuC
V CR lIze ziskat vhodnou
kulturu v Ceské sbirce
mikroorganismud (MU)
Zasobni kultura se
uchovava na Sikmém agaru




Chemikalie a vybaveni

Hcl/NaOH na pripadnou regulaci pH

Zivné roztoky: roztokl (NaNO3, K2HPO4, KH2PO4, kvasni¢ni extrakt),
roztok2 (NaNO3, K2ZHPO4, KH2P0O4), roztok3 (roztok glukozy), roztok4
(siran horeCnaty a citronan sodny), roztoky se sterilizuji

Zivné médium (zasobni kultura): ve vodé se rozpusti 18g
agaru a prida se 50ml roztokul, 125ml roztoku3, 100m|
roztoku4 a doplini se do 1000ml vodou

Média se rozdeli do zkumavek, vysterilizuji a nechaji
ztuhnout v Sikmé poloze

spektrofotometr/turbidimetr

Mikroskop s min.zvetsenim 100x

PH metr, autoklav, kultivacni lahve
Mistnost s regulovatelnou stalou teplotou



Zpracovani vzorku

Zpracovani v testu co nejdrive po odebrani
Je-li to nutné, Ize vzorky konzervovat:

Chlazenim (na 2-4 stupné, do dvou dnu)
Mrazenim (na -18 stupnu, do dvou tydnu)

Pred pripravou zkusebniho média se vzorek
orotrepe a pripadne homogenizuje

Pokud ma vzorek extremni pH, upravi se v
dodatecné zkousce na 7,4




Postup zkousky

Predkultivacni médium: do 900ml vody se prida 25ml
roztokl 1-3 a 50ml roztoku 4

Inokulum: bunky se splachnou ze Sikmého agaru a
fedénim se upravi hustota bunék na 10 ZF
(formazinova jednotka zakalu)

Inokulum se inkubuje v kultivacnich lahvich po 5 hodin
za teploty testu

Bunky musi byt v exponencialni fazi ristu a nesmi byt
pritomno retezeni

Po skonceni inkubace se bakterialni suspenze zredi do
pozadované hustoty



Postup zkousky I

Zkusebni kultura: 10ml inokula, 5ml roztoku3 a 2,5 ml
roztokt 1a2, 80 ml zkuSebniho roztoku/fedici vody na
100ml

Kontrola s 80ml redici vody

Max. koncentrace zkouseného roztoku v davce je 80%
Kazda z koncentraci ve tfech opakovanich

Inkubace v temnu pfi 23 +-1°C
Bakterie se udrzuji v suspenzi

Po 16ti hodinach +- 1hodina se méri po homogenizaci
protfepanim zakal na spektrofotometru pri 436nm



Platnost zkouSky a vypocet

V kontrole se bunky pomnozi faktorem nejménée 60
EC50 referencni latky 3,5-dichlorfenolu je 10-30mg/I

Procentualni inhibice rustu:
|I=(Bc-Bn)/(Bc-Bo)*100

| — inhibice rudstu bunék v procentech

Bn — zakal biomasy v méreni na konci testu

Bc — zakal biomasy v kontrole na konci testu

Bo — pocCatecni zakal biomasy v Case O

IC 10 a 50 se vypocte z grafu inhibice rlstu proti
odpovidajicimu fedéeni vzorku



Dekuji za pozornost :-)




