Zkouska inhibice rustu ras
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» CSN EN 28692: Zkouska inhibice riistu
sladkovodnich ras Scenedesmus subspicatus a
Senastrum capricornutum

» NARIZENI KOMISE (ES) ¢. 440/2008: sekce
C.3. Zkouska inhibice rastu ras



o Cil: stanovit uc¢inky latky na rust jednobunécénych
zelenych ras

» Podstata zkousSky: Exponencialné rostouci kultury
vybranych zelenych ras jsou po nekolik generaci
vystaveny za definovanych podminek raznym
koncentracim zkousene latky.

» Kultivace 72 hodin
e Méreni hustoty bunek minimalné kazdych 24 hodin



Limitni zkouska

O

CSN EN 28692 NARIZENI KOMISE (ES)

C. 440/2008

2 -7 e Koncentrace 100 mg/l nebo
* Neprovadi se odpovidajici rozpustnosti
latky
o Cil: prokazat, ze EC50 je
vySSI nez tato koncentrace
e Minimalné 3x se stejnym
poctem kontrol

e Stanoveni biomasy i
riustové rychlosti

e Pokles oproti kontrole o 25
% a vice — provedeni
uplné zkousky




Testovaci organismy

O

CSN EN 28602 NARIZENI KOMISE (ES)
C. 440/2008
» Doporudené » Rychle rostouci druhy,
organismy: prednostné:
o Selenastrum o Selenastrum

capricornutum, napr-.

capricornutum, napr-. ATCC 22662, nebo CCAP

86.81 SAG, ATCC 22662,

278/4,
nebo CCAP 27874 :
_ o Scenedesmus subspicatus,
o Scenedesmus subspicatus, napi-. 86.81 SAG.

napr. 86.81 SAG, ATCC

22662. nebo CCAP 278/4 * Jine musi byt uvedeny

ve zprave




CSN EN 28692

* Kvalitni destilovana nebo
delonizovana

» Destilacni ptistroj bez
medeénych ¢asti

» 4 zasobni roztoky

Zkusebni médium

NARIZENI KOMISE (ES)

C. 440/2008

» Kvalitni destilovana nebo
delonizovana voda s
vodivosti mensSi nez 5
uS/cm

» Destilacni ptistroj bez
medeénych ¢asti

» 4 zasobni roztoky

» Sterilizace membranovou
filtraci nebo v autoklavu

» pH priblizné 8




Zasobni roztoky

()

Tabulka 1 - Zasobni roztoky Zivin

o
Zivina Koncentrace v zdsobnim roztoku Konefnd koncentrace ve skouleném rozioku
Zisobni roztok | makrosloZky Fivin

gl mg/l

NH, Cl 1.5 15
Mg Cly.6H,O [.2 12 .
'CaCl;. 2H,0 1.8 18
M50, THO 1,5 15
KH.PO, 0,16 1,6
Zasobni roztok 2 Fe-EDTA

mgfl ! pgl
FeCl,.6H,0 80 20
MNa, EDTA.2H,O 10 100
Zasobni roztok 3 stopové prvky

mg/| Hgf]
H,BO, 185 183
MnCl,.4H; O 415 415

| ZnCl, ' ' 3 3
CoCly.6H,0 1.5 1.5
CuCly. 2H.0 0,01 0,01
N12M004.2H10 T 7
Zisobni roztok 4 NaHCO,

gl mg/l
MNaHCO, 50 50




Kultivaéni zarizeni

__________________________________________________________________________________________ @

CSN EN 28692

» Teplota 23°C £ 2°C
o Stalé a rovhomerné

osvetleni - 400-700
nm

® Intenzita 60-120 uE-
m—2/s (35— 70 x 1018
fotonti m—2/s) pri
meéreni v rozsahu 400—
700 nm

® 6 000—-10 000 Ix

NARIZENI KOMISE (ES)

C. 440/2008

» Teplota 21-25°C = 2°C

o Stalé a rovnomeérné
osvetleni - 400-700
nm

= Inten2|ta 60-120 51
—2/s (3570 % 1018
fotonu m~—2/s) pri
meéreni v rozsahu 400—

700 Nnm
® 6 000—10 000 Ix




Cinidla

__________________________________________________________________________________________ @

CSN EN 28692 NARIZENI KOMISE (ES)

C. 440/2008

 Zasobni roztoky: priprava e Zasobni roztoky: ptiprava
rozpusténim latky v 1C"|ozpusten1m latky v X
deionizované vodé nebo eionizovaneé vodeé nebo

kvalitni destilované s

kvalitni destilovane vodivosti mensi nez 5 uS/cm

* Sterilizace zasobnich roztokd « Koncentrace pomocnych latek
pres membranovy filtr (0,2 (org. rozpoustédla,
um), nebo v autoklavu pri emulgatory, dispergatory)
120°C po 15 minut minimalni, ne vic nez 100
 Uprava pH (pfi jeho mg/I média
vyraznych zménach) na pH » Uprava pH (pfi jeho
redici vody pomoci HCI a vyraznych zmenach) na pH
NaOH fedici vody pomoci HCI a

NaOH




Meéreni hustoty

__________________________________________________________________________________________ @

CSN EN 28692 NARIZVENI KOMISE (ES)
C. 440/2008
* Primeé pogdjtani pomoci e I e
pqu%’lcaclz) gallstlc, II)le o ’ Eflﬁgi pI(l)gltfamozcivych
En roskopem S pocitaci ADE BRI ot
omurkou mikroskopem s pocitacimi
e Neprimeé pocitani za komitrkami

predpokladu dostate¢né
citlivosti (10000 bunek
na 1 ml) a prokazané

¢ Za predpokladu dostatecné
citlivosti a prokazané dobre

dobré Korelaci s hustotou korelace s bunécnou
bung_l% mohou bylfc hustotou mohou byt
POUZILy I JINE POSTUPY pouzity i jiné postupy
(fotometrie, (fotometrie,

turbidimetrie, m _
spektrofotometrie) turbidimetrie...)




CSN EN 28692

* Orientacni zkousky —
koncentrac¢ni rozmezi

* Objem inokula by mel
byt takovy, aby hustota
bunek byla cca 104
bunék/ml

» Koncentrac¢ni rada by
mela obsahovat 4 —5

koncentraci od 10 — 90%
inhibice rustu

Zkusebni postup

NARIZENI KOMISE (ES)

C. 440/2008

e Orientacni zkousky —
koncentrac¢ni rozmezi

e Pocatecni hustota: cca
104 bunék/ml
e Geometricka rada
nejmeéne 5 koncentraci
o Nejniz&i zadny
pozorovatelny cinek
o Nejvyssi omezeni ristu
nejméné o 50 %




CSN EN 28692

» 3 opakovani pro
kazdou koncentraci

* 6 stejnych kontrolnich
vzorku bez latky

Zkusebni postup

NARIZENI KOMISE (ES)

C. 440/2008

» 3 opakovani pro
kazdou koncentraci

» 3 kontroly bez latky

» 3 kontroly s pomocnou
latkou




Provedeni zkousky

NARIZENI KOMISE (ES)
C. 440/2008

CSN EN 28692

» Pridani zkousSené latky k  Pridani Z}<0}1§ené latky k
prekultufe ras prekulture ras
e V kultivaénim zarizeni

 V kultiva¢nim zarizeni tkepani, michani nebo
tfepani, michani nebo probublavani
probublavani » Stanoveni hustoty po 24,
» Stanoveni hustoty po 24, 48 a 72 hodinach
48 a 72 hodinach « Jako blank filtrovane
médium

* Merenl pI‘_I v Zacatk‘,l g e Méreni pH na zacatku a po
po 72 hodinach, nema se 72 hodinach, nema se
meénit o vic nez 1,5 meénit o vic nez 1,5




Vyhodnoceni

O

CSN EN 28692 NARIZENI KOMISE (ES)

C. 440/2008

* Pro kazdou zkousenou » EC50 pro kaid}’/ das
koncentraci a rustovy vzorek se v
sestroji ristova krivka, v podobé mereni:
grafu logaritmu stfedni hodnoty o L 1w
bunék v zavislosti na ¢ase. o Z I‘U§tovev krivky (hustota
» Vypocte se inhibice v procentech bunék x cas)
@ \{)’fpoétgm plochy pod rtistovou kiivkou oZ grafu snizeni specifické
(integral biomasy) o , . .
o Vypoctem riistové rychlosti rusto_ve I'y'CthStl pI'Otl
 EC;, se uréi sestavenim tabulky a logaritmu koncentrace
sestrojenim rustového grafu a od
oka proloZenim primky * NOEC
* NOEC




Kritéria jakosti

O

CSN EN 28602 NARIZENI KOMISE (ES)
C. 440/2008
e Hustota bunek v e Hustota bunek v
kontrole se zvysi za 3 kontrole se zvysi za 3
dny alespon 16x dny alespon 16x
* pH v kontrole nesmi » Koncentrace zkousene
zmenit svoji hodnotu o latky nesmi klesnout
vice nez 1,5 jednotky pod 80 % puivodni
hodnoty




o Parametry zkousky se v obou porovnavanych
dokumentech vyrazné nelisi, rozdily jsou vétSinou
minimalni

e Hlavnim rozdily:

o Narizeni komise (ES) ¢. 440/2008 povoluje pred samotnou
zkousku zaradit provedeni limitni zkousky

o LiSi se kriteria jakosti
o Lisi se poZzadavky na koncentrac¢ni radu



Dékujeme za pozornost
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