CSN EN 28692

ZKkouska inhibice rustu sladkovodnich ras

Scenedesmus subspicatus a Selenastrum capricornutum (ISO 8692:1989)
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Ing. Miroslav Plotény



CSN EN 28692

. Prijata organizaci CEN v roce 1993.

. Urcuje metodu stanoveni toxickych ucinkua chemickych sloucenin
na rust planktonnich sladkovodnich ras.

. Podstata spociva v inhibici rustu jednodruhového rasového kmene,
kultivovaného v presné stanovenych podminkach v koncentracni
radé zkousené latky.
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Potrebné roztoky:

. ZkuSebni organismus — planktoni zelen¢ fasy Scenedesmus subspicatus
a Selenastrum capricornutum

. Voda — u zivneho substratu a roztoku zkousSenych latek se pouziva
deionizovana voda nebo voda obdobné jakosti.

. Ziviny a jejich roztoky — 4 zasobni roztoky dle danych koncentraci
chemickych latek jakosti p.a. danych normou, které jsou nutne
sterilizovat membranovou filtraci nebo v autoklavu (4. roztok ale nelze)

Pozn.: Nutno davat pozor na zne€iSténi organickymi a anorganickymi latkami
béhem pripravy a skladovani. Vyvarovat se zafizenim obsahujici méd’.
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Pristroje a pomucky:

. Klimatizovany box nebo prizpusobena mistnost (zafivka, nemeénné
podminky;,...)

. Ptistroje pro méfeni mnozstvi bun€k tas (pocitac Castic, mikroskop,...)

. FiltraCni aparat pro membranove filtry 0,2 um L1

. Kultiva¢ni nadoby ( Erlnmayrovy banky 250ml, "B
zatky propoustéjici vzduch)

. Autoklav

. pH-metr
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Postup zkousky:

. Zasobni roztok zivin — vzdy Cerstvy, pred pouZitim 30 min.
provzdusnovat nebo ponechat pies noc v kontaktu se vzduchem.
Pomoci hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikove se pH upravi
na hodnotu 8,3+0,2.

. Priprava inokula — 1dil zasobniho roztoku na 8 dilt vody, ktery se
doplni inokula¢ni kulturou v exponencialni fazi rustu na koncentraci
10000 buné¢k na ml

. Volba koncentracni rady — dle predbézné zkousky...

. Priprava zasobnich roztoku zkousSené latky — roztok, ktery dale
fedime

. Priprava zkuSebnich roztokii — vysledny objem by m¢l byt stejny

(6x kontrola, 3x kazda koncentrace)



Inkubace:
Teplota 23£2°C
Bilé svétlo od 400 nm do 700 nm

Svételna intenzita od 60 do 120 uE/m?°.s
Lze vyuzit Luxmetru pak 1dealni rozsah

od 6000 do 10000 Ix.

Trepat, michat nebo provzdusnovat — pro |
zajisténi vymeény plynt a udrzeni pH.

Méreni:
Minimalné€ po 24 hod., vzorek odebrat

pipetou a nevracet zpét. UkonCeni nejdiiv
po 72 hodinach.
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ZKkouska se povazuje za neplatnou kdyz:
pH se zméni o vice nez 1.5 jednotky
hustota bun€k u kontroly se musi zvySit minimalné 16krat za 72 hodin.

Vyjadreni vysledki:
. Vyméreni rustovych krivek
. Vypocet inhibice v procentech
- plocha pod rustovou kiivkou E, C, (integral biomasy)

- rustova rychlost E C.,
. Urceni EC,,
. Urcéeni NOEC (NOE, C, NOE C)
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Protokol o zkouSce:

. zkouSena latka;

. zkuSebni organismus (druh, puvod, zpusob kultivace,...);

. podrobn¢ udaje o zkousce ( zacatek a konec pokusu, teplota, pH,
koncentra¢ni fada, sloZeni média, intenzita a jakost osvétleni, metoda
méfeni, inkubacni zafizeni...);

. vysledky (hustoty bunék v kazde bance, prumérné hustoty pro
koncentraci, rustove kiivky, vztah mezi koncentraci a u¢inkem, hodnoty
EC;, a NOEC, ostatni pozorovane ucinky;

. dalsi skute€nosti vyznamne z hlediska uzitého postupu.



Miniaturizace — sérologické destiCky

Rozmér 9x12 cm
96 jamek o objemu 0,25 ml

. koncentracni rada:
20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 a 0,3125 mg/I;

. ZBB médium sterilizované v autoklavu;

. zkuSebni organismus Scenedesmus subspicatus, " -

. osvétleni standardni zarivka 40 W.
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