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PRINCIP

Metoda stanoveni inhibice luminiscence emitované morskymi
bakteriemi Vibrio fischeri s vyuzitim lyofilizovanych bakterii.

Zkusebnim kritériem je snizeni luminiscence po expozici 15 min a 30
min, nebo volitelné po 5 min.

Hodnoti se korekéni faktor f,,, ktery je méritkem zmén intenzity
kontrol béhem doby expozice.

Pomoci koncentracnich rad je mozné

stanovit inhibiéni ué¢inek vzorku vody vodné

odpadni vyluhy a
vody prasakové
nebo jako hodnoty EC,, popf. EC.,. vody

sladké,
slané a porovou

Metoda je pouzitelna pro: brakické vodu
vody
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RUSIVE VLIVY

0 Nerozpustné, malo rozpustné nebo tékavé latky.
0 Silné zbarvené nebo zakalené vzorky.

0 Vzorky znecisténé organickymi latkami .

0 Vzorky s vysokymi koncentracemi soli.

Nékteré z nich mohou byt kompenzovany nastavenim metodiky méreni.

VZORKY

0 Odbér vzorku se provadi dle normy ISO 5667 — 16.

0 Je tfeba upravit pH, u vzorku slanych vod osmolaritu a zakalené vzorky
se filtruji nebo nechaji usadit.
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PRIPRAVA ZASOBNIi SUSPENZE

Redici fady vzorku, Fedici voda a kontrolni vzorky s roztokem NaCl
se nechaji temperovat na 15°C+ 1 °C

K ampulim s lyofilizovanou kulturou se prida 1 ml ochlazené
destilované vody

Rehydratovana suspenze luminiscencnich bakterii slouzi jako
zasobni suspenze a uchovava se pfi teploté 3 °C+ 3 °C

Po 5 min Ize ze zasobni suspenze pripravit zkusebni suspenze.
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PRIPRAVA REDICi RADY

Tabulka B.1 - Pfiprava fad redéni - SloZeni zkousenych roztoku a kontrol

Redéni D Vzorek Redici voda Zasobni suspenze

Redéni
ul pl (5.2) pl (8.4)

1v1,25 800 - 200

1vel 500 - 500

1ve 3 333,3 500
1ve 4 250 500

1v6 166,7 500

1v8 125 ' 500
1ve 12 83,3 500
1v16 62,5 500
1v24 41,7 500
1v32 31,3 500

Kontroly
proD=1
proD =2

200
500
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PRIPRAVA ZKUSEBNIi SUSPENZE

VARIANTA 1

O primo ve zkusebnich zkumavkach

0 do vytemperovanych zkumavek s 500 pl média se ve stejnych
casovych intervalech, v jakych se bude mérit, prida 10 pl zasobni

suspenze

VARIANTA 2

suspenze se pripravi s Erlenmeyerove bance
k 50 objemovym dildm média se prida 1 objemovy dil zasobni

suspenze
ve stejnych Casovych intervalech, v jakych se bude mérit, se do

zkumavek odmeéri 500 ul zkusebni suspenze
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POSTUP

Pro kazdé redéni se pripravi duplikaty.

Méreni intenzity luminiscence zkusebni
suspenze |, v asovych intervalech 20 s.

Pridani vzorku nebo kontrolniho vzorku NaCl ke
zkusebni suspenzi a doplnéni na objem 1 ml.

Opakovani ve stejnych ¢asovych intervalech (20
s) s dalSimi vzorky.

-
Intenzita luminiscence ve vSech zkumavkach

(véetné kontrol) se stanovi a zaznamena po 15 a
30 min (l;c, l30), nebo volitelné po 5 min.

.
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VYHODNOCENI

1. INHIBICNI UCINEK NA LUMINISCENCNI BAKTERIE

O Ze zmeérene intenzity luminiscence vypocitame korek¢ni faktor f,,

ktery slouzi ke korekci pocatecnich hodnot |,

it (¢ = 5 min, 15 min, 30 min) (1)
fi = ;_ (t=5 min, 15 min, 30 min)

f.. je korekéni faktor pro expozici 5 min, 15 min nebo 30 min;

Ty intenzita luminiscence kontrolniho vzorku po expozici 15 min nebo 3{} min, v relativnich jed-

notkach luminiscence, |
inlenzita luminiscence kontrolni zkuZebni suspenze bezprostredne pred pridanim fedici vody

Irl:l - n
(5.2), v relativnich jednotkach luminiscence.

0 Vypocitame | (korigovana hodnota |, pro zkumavky se vzorkem):
fo=1,Fy -

kde f,:-l.- je primér hodnot f
[viz rovnice (1]];
korigovana hodnota |y pro zkumavky se zkousenym vzorkem bezprostfedné pied pridanim
zhougensho vEorku.
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O Inhibicni ucinek vzorku se stanovi podle rovnice:

H, = ":[.I:..'rl x 100
ot
kde H, je inhibicni GEinek zkouseneho vzorku po expozict 15 min nebo 30 min, v procentech,
[viz rovnice (2]].
intenzita luminiscence zkouéeného vzorku po expozici 15 min nebo 30 min, v relativnich
jednotkach luminiscence.

0 Pro vyhodnoceni zavislosti ucinkl na koncentracich se pro kazdé
redeéni vypocita hodnota gama I":

g M
100 - H,

kde J; je hodnota gama zkouSeného vzorku po expozici 15 min nebo 30 min;

H, primeér hodnot H, [viz rovnice (3)]
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2. STANOVENI HODNOT EC,

0 Pomodci linearni regresni analyzy
O Zavislost uCinku na koncentraci je popsana linearni rovnici:

lge,=blg r;+lga’
kde ¢ je podil vzorku vody ve zkouseném roztoku v procentech;
' [viz rovnice (4)];
b smernice popisovane primky;

Ig a Usek na ose y vymezeny popisavanou piimkou.

0 Hodnoty EC20 a EC50 se vypocitaji metodou nejmensich ctvercu s

intervaly spolehlivosti:
c; = ECqp,y pro /7= 0,25,

ci= ECsy pro 7= 1,00
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PLATNOST ZKOUSKY

0 hodnota f,, pro 30 min inkubaci je v rozsahu 0,6 az 1,8

0 paralelni stanoveni kontrol i zkusebnich vzorku se
neodchyluje od svych prumeéru o vice nez 3%

O tfi srovnavaci latky zpusobuji pfi 30 min expozici inhibici
20% az 80% v danych koncentracich




DEKUJEME
ZA POZORNOST...




