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METODY PRO ZKOUSENI VLASTNOSTI NEBEZPECNYCH PRO ZIVOTNI

PROSTREDI

I. METODA PRO STANOVENiI AKUTNi TOXICITY PRO RYBY — metoda
C.1 podle prilohy smérnice Komise 92/69/EHS ze dne 31. ervence 1992, kterou
se po sedmnacté prizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS
o sbliZovani spravnich a pravnich puredpusu tykajicich se klasifikace, baleni a
oznacovani nebezpecnych latek (dale jen ,,smérnice 92/69/EHS*)
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METODA

UvoD

Ucelem této zkousky je stanovit akutni letélni toxicitu latek pro
sladkovodni ryby. Pro usnadnéni vybéru nejvhodnéjsi zkusebni metody
(staticke, semistatické nebo prutokové) scilem zgigtit dostateiné
konstantni koncentrace zkusebni |étky po celou dobu experimentu je
z&douci mit pokud mozno k dispozici Udaje o rozpustnosti |atky ve vodé,
o tenzi par, chemickeé stabilité, disociacnich konstantach a o biologické
rozlozitelnosti |atky.

Dalsi informace (napt. strukturni vzorec, stupen cistoty, povaha a podil
vyznamnych negistot v procentech, piitomnost a mnozstvi prisad a
rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda) je treba vzit v Gvahu pii planovani
zkousky i pri interpretaci vysedkd.

DEFINICE A JEDNOTKY

Akutni toxicitou se rozumi zietelny nepiiznivy Ucinek, ktery je v krétké
dob¢ (f&dové ve dnech) vorganismu vyvolan expozici lace. V této
zkousce se akutni toxicita vyjadiuje prostrednictvim stiedni leténi
koncentrace (LCsp), tj. takové koncentrace latky ve vodg, kterd béhem
nepretrzité expozice po urcitou dobu zpusobi Uhyn 50 % jedinct ve
zkusebni skuping ryb.

Vsechny koncentrace zkusebni |&tky se udavaji v hmotnosti na jednotku
objemu (mgl™). Mohou se také vyjadrit v hmotnostnich podilech
(mgkg).

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referencnimi latkami mohou byt provedeny scilem prokéazat,
7e se reakce zkusebnich druhi za laboratornich zkusebnich podminek
podstatné nezmenila.

Referencni latky nejsou pro tuto zkousku stanoveny.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Muze byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg:l™, scilem
prokazat, ze LCsg je vyssi nez tato koncentrace.

Ryby se vystavi U¢inku raznym koncentracim zkusebni latky piidané do
vody po dobu 96 h. Uhyn se zaznamenava ngjméné kazdych 24 h aje-li to
mozné, vypoctou se pii kazdém pozorovani koncentrace, které zpasobi
thyn 50 % ryb (L Csp).

KRITERIA JAKOSTI

Kritéria jakosti se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na Uplny zkusebni
postup.
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Mortalita v kontrolnich skupinadch nesmi byt na konci zkousky vétsi nez
10 % (nebo jednu rybu, pokud se pouzije méné nez deset ryb).
Koncentrace rozpusténého kysliku musi byt po celou dobu zkousky vyssi
nez 60 % hodnoty nasyceni vzduchem.

Koncentrace zkusebni I&tky nesmi po celou zkousky klesnout pod 80 %
pavodnich hodnot koncentraci.

U léatek, které se ve zkusebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji stabilni
roztoky, tj. v podstatné mite netekaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo
se neadsorbuji, Ize pocétecni koncentraci pokladat za ekvivaentni
snomindni koncentraci. Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po
celou zkousku udrzeny aze kritériajakosti byla dodrzena.

U laek, které

) jsou ve zkusebnim médiu spatné rozpustné, nebo

i) mohou vytvaret stabilni emulze nebo disperse, nebo

iii) jsou ve vodnych roztocich nestabilni,

musi byt pocétecni koncentrace brana jako koncentrace naméiend
v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve vodnim sloupci) na
zacatku zkousky. Koncentrace se stanovi po urcité dobé jeiho ustdeni,
avsak pred nasazenim testovacich ryb.

Ve vsech uvedenych piipadech musi byt béhem zkousky provedena dal si
meéfeni scilem potvrdit skutecné expozi¢ni koncentrace nebo dodrzeni
Kritérii jakosti.

pH by se nemazmenit o vicenez 1.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Mohou byt pouzity ti postupy:

Staticka zkouska:

Zkouska, pii niz zkusebni roztok neprotéka. (Roztoky se béhem celé
zkousky nemeni.)

Semistaticka metoda:

Zkouska, pri niz zkusebni roztok neprotékd, ale je pravidelné po delsich
¢asovych Usecich (napi. po 24 h) zcela vyménovan.

Prutokova metoda:

Zkouska toxicity, pii niz se voda ve zkusebnich néadrzich neustde
obménuje, pricemz se zkusebni latka privadi s vodou, kterou se zkusebni
médium obnovuije.

Cinidla

Roztoky zkusebnich latek

Zéasobni roztoky o pozadované koncentraci se pripravi rozpusténim laky
v deionizované vodé nebo ve vodé podle bodu 1.6.1.2.

Zvolené zkusebni koncentrace se pripravi fedénim zasobniho roztoku.
Jsou-li zkouseny vysoké koncentrace latky, lze latku rozpustit primo
v fedici vodk.

Latky se obvykle zkousi az do meze jgjich rozpustnosti. U nekterych latek
(napt. u latek s nizkou rozpustnosti ve vode nebo vysokou hodnotou Py,
nebo u létek, které ve vode vytvargi spise stabilni disperse nez pravé
roztoky) je mozné provést zkousku pii koncentraci vyssi, nez je mez
rozpustnosti, aby bylo zgjisténo, ze je dosazeno maximani koncentrace
odpovidgjici maximani rozpustnosti/stabilité. Je ovsem nutné, aby tato
koncentrace jinak nenarusovala zkusebni systém (napi. vytvorenim filmu
na hlading branicimu okysli¢eni vody atd.).
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Pro pripravu zasobnich roztokt latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo
pro usnadnéni rozptyleni laky ve zkusebnim médiu lze pouzit
ultrazvukovou dispergaci, organicka rozpoustédla ¢i emulgétory nebo
dispergatory. Pouziji-li se takové pomocné laky, meély by vsechny
zkusebni koncentrace obsahovat stejné mnozstvi téchto pomocnych |atek
a stejné koncentraci pomocné latky jako ve zkusebnich sériich by m¢ly
byt exponovany dalsi kontrolni ryby. Koncentrace pomocnych léatek by
meéla byt minimdlni a v zadném pripadé by neméla prekrocit 100 mg nal
zkusebniho média

Zkouska se provede bez Upravy pH. Existuji-li zndmky toho, ze dochazi
k vyrazné zmeéné pH, doporucuje se zkousku opakovat sUpravou pH a
vysledky zaznamenat. V takovém pripadk se upravi pH zésobniho roztoku
na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specificke davody. Pii
Upravé pH se dava prednost HCI a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby
nebyla koncentrace zkusebni latky v zadsobnim roztoku v podstatné miie
zmeénéna. Dojde-li Upravou ve zkusebnim médiu k chemické reakci nebo
ke srézeni, skutecnosti se zaznamengji.

Voda pro chov ryb a redeni

Mize byt pouzita pitna voda (nekontaminovana potenciané skodlivymi
koncentracemi chloru, tézkych kova nebo jinych létek), kvaitni pirodni
voda nebo upravena voda (viz doplnék 1). Upiednostiuje se voda o
celkové tvrdosti od 10 do 250 mg™* (vztazeno na CaCOs) apH od 6,0 do
8,5.

Piistroje

Veskeré pristroje musi byt vyrobeny z chemicky inertniho material u:

— systém pro automatické redéni (pro pritokovou metodu),

— piistroj pro méieni koncentrace kysliku,

— vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody,

— vhodny piistroj pro méteni teploty,

— pH-metr.

Testovaci ryby

Ryby by m¢ly byt zdravé a bez zjevnych malformaci.

Pouzity druh by meél byt zvolen podle praktickych kritérii, jako je jegich
dostupnost po cely rok, snadny chov, vhodnost pro zkouseni, relativni
citlivost k chemickym latkam a jakékoli dalsi vyznamné ekonomické a
biologické faktory. Pfi vybéru druhu ryb by méla byt také zohlednéna
potieba srovnatel nosti ziskanych dat a mezinarodni harmonizace (1).
Seznam doporucenych druht ryb pro provedeni této zkousky je uveden
v dopliiku 2; dava se prednost druhtim danio pruhované a pstruh duhovy.
Chov

Ryby by mély pochézet pokud mozno z jednoho chovu a mely by byt
steiné délky a stegjného stéfi. Ryby musi byt chovany ngmén¢ 12 dni
v nasledujicich podminkéch:

Obsadka:

Vhodna vzhledem k metodé (metoda srecirkulaci nebo pratokovéa
metoda) a druhu ryb.

Voda:

Viz1.6.1.2.

Osvetleni:

Osvétleni 12 az 16 h denng.
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Koncentrace rozpusteného kysliku:

Nejméné 80 % hodnoty nasyceni vzdusnym kyslikem.

Krmeni:

Trikrét tydné nebo jednou za den; vysazeni krmeni 24 h pired zatatkem

zkousky.

Mortalita

Po 48hodinové aklimatizaci se zaznamena mortaita a pouziji se

nasledujici kritéria:

— mortalita vyssi nez 10 % populace za 7 dni:
cela obsadka ryb se vyradi,

— mortalita5 az 10 % popul ace:
v chovu se pokratuje dalsich 7 dni. Nedojde-li k dalsim piipadim
thynu, obsidka se pouwzije, v opatném piipadé musi byt
vyiazena,

— mortalita mensi nez 5 % popul ace:
obsédka je pro zkousku pouzitel na.

Aklimatizace

Vsechny ryby musi byt nggméné na 7 dna pied pouzitim ve zkousce

nasazeny do vody stejné kvality a stejné teploty, jaka se pouzije pfi

zkousce.

ZKkuSebni postup

Pied vlastni zkouskou muze byt provedena predbézna zkouska scilem

ziskat informace o rozsahu koncentraci, které maji byt pouzity v hlavni

zkousce.

Kromé sérii zkousek se provede kontrolni zkouska bez zkusebni latky a

podle potieby kontrolni zkouska s pomocnou |&tkou.

V zavidosti na fyzikdnich a chemickych vlastnostech zkusebni latky se

zvoli statickd, semistatick&d nebo pratokova zkouska, aby byla spinéna

kritériajakosti.

Ryby se exponuji zkusebni |&tce za nize uvedenych podminek:

— délkaexpozice: 96 h;

— pocet ryb: nggméne 7 na kazdou koncentraci;

— nédrze: vhodny objem vzhledem k doporucené obsadce;

— obsadka: pro statickou a semistatickou zkousku se doporucuje
1,0 g nalitr; v pratokovém systému je piijatelnd vyssi obsadka;

— zkusebni koncentrace: ngméné pét koncentraci, které jsou
odstupnovany faktorem nepievysujicim 2,2 a které pokryvaji
rozsah mortality od 0 % do 100 %;

— voda viz 1.6.1.2;

— osvétleni: osvétleni 12 az 16 h denng;

— teplota: podle druhu ryb (doplnék 2), avsak v ramci dané zkousky
kolisgjici v toleranci +1 °C;

— koncentrace rozpusténého kysliku: ne nizsi nez 60 % hodnoty
nasyceni vzdusnym kyslikem pri dané teplotg;

— krmeni: za&dné.

Ryby se kontroluji po prvnich 2 az 4 h adae nggmeéne kazdych 24 h. Ryby

se povazuji zamrtvé, jestlize pii dotyku ocasni ploutve nedochazi k zadne

reakci a nejsou-li patrné zadné dychaci pohyby. Mrtvé ryby se odstrani,

jakmile jsou zpozorovany, a Uhyn se zaznamena.



Zaznamengji se vsechny zjevné abnormality (napt. ztrdta rovnovahy,

zmeény v plavéni, chovani, v dychaci funkci, v pigmentaci atd.).

M éteni pH, obsahu rozpusténého kysliku ateploty se provadi denné.

Limitni zkouska

S vyuzitim postuptt popsanych v této metodé maze byt provedena limitni

zkouska s koncentraci 100 mg-™ scilem prokézat, 7e LCs je vyssi nez

tato koncentrace.

Je-li povaha zkusebni léatky takovd, ze ve vodé nelze dosdhnout

koncentrace 100 mg-~, provede se limitni zkouska pii koncentraci

odpovidgjici rozpustnosti této latky v pouzittm médiu (nebo pii
maximalni koncentraci, kdy latka vytvéri stabilni disperzi) (viz také
bod 1.6.1.1).

Limitni zkouska se provede se 7 az 10 rybami a se stejnym poctem ryb

v kontrole (kontrolach). (Podle teorie binomického rozdéleni je pri pouziti

10 ryb a pii nulové mortalité 99,9% pravdépodobnost, ze je LCsq VELST nez

100 mg-™% P¥i 7, 8 nebo 9 rybéch znamena nulova mortalita nggméns 99%

pravdépodobnost, ze je LCso VEtSi nez koncentrace pouzité v limitni

zkousce.)

Dojde-li k dhynam, musi se provést celd studie. Jsou-li pozorovény

subletalni Ucinky, zaznamengji se.

DATA A HODNOCENI

Na pravdépodobnostni logaritmicky papir se pro kazdé obdobi, kdy byla

provadéna pozorovani (24, 48, 72 a 96 h), vynese pro kazdou expozicni

dobu mortalita v procentech proti koncentraci.

Pokud je to mozné, odhadnou se standardnimi postupy pro kazdou délku

expozice hodnoty LCsy a meze spolehlivosti (p =0,05); tyto hodnoty se

zaokrouhli na jednu, nebo nejvyse na dvé platné cidlice (priklad
zaokrouhleni na dv¢ platné ¢idice: 173,5 se zaokrouhli na 170, 0,127 na

0,13, 1,21 nal,2).

V pripadech, kdy je sklon kiivky zavislosti mortality v procentech na

koncentraci léatky ptilis strmy, aby umaznil vypocet hodnoty LCsp,

postat uje graficky odhad této hodnoty.

Jestlize dvé po sobé jdouci koncentrace lisici se faktorem 2,2 vyvolgji

mortalitu 0 a 100 %, jsou dostatecnou informaci o tom, ze se L Csq nachazi

mezi témito hodnotami.

Zjigti-li se, ze neni mozné udrzet stabilitu nebo homogenitu zkusebni

l&tky, uvede se to ve zpravé avysdedky seinterpretuji s opatrnosti.

ZPRAVY

Protokol o zkousce ma pokud mozno obsahovat ndsledujici Udaje:

— Udaje o testovacich rybach (védecky nézev, kmen, dodavatel,
veskera predchozi osetieni, velikost a pocet ryb pouzitych pri
kazdé zkusebni koncentraci);

— zdroj tedici vody a hlavni chemické charakteristiky (pH, tvrdost,
teplota);

— u latek smalou rozpustnosti ve vodé Udaj o metodé pripravy
zasobnich a zkusebnich roztok;

— koncentrace vsech pomocnych |atek;

— piehled pouzitych koncentraci a veskeré dostupné informace o
stabilit¢ zkusebni latky ve zkusebnim roztoku pii pouzitych
koncentracich;



jestlize byly provedeny chemické analyzy, Udaje o pouzitych
metodach a ziskané vysledky;

vysledek limitni zkousky, pokud byla provedena;

davody pro volbu pouzitého zkusebniho postupu a podrobnosti o
ném (napr. staticky, semistaticky, davkovani, pratokova rychlost,
zda byla voda provzdusiovana obsadkaryb atd.);

popis zkusebniho zarizeni;

svételny rezim;

koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota
zkusebnich roztoka kazdych 24 h;

dukaz, ze byla spinénakritériajakosti;

tabulka kumulativnich hodnot mortality pii kazdé koncentraci a
pii kontrolni zkousce (a popripadé pii kontrolni zkousce
spomocnou latkou) pti kazdé z doporucenych dob pozorovani;
graf kiivky zavidosti U¢inku, vyjadieného v procentech, na
koncentraci nakonci zkousky;

podle moznosti hodnoty LCso pii kazdé zdoporucenych dob
pozorovani (pii 95% intervalu spolehlivosti);

pouzité statistické metody stanoveni hodnot LCxp;

pri pouziti referencni |atky a Udgj o ziskanych vysledcich;
nejvyssi zkusebni koncentrace, ktera nevyvolaa za dobu zkousky
ahyn ryb;

nejnizsi zkusebni koncentrace, ktera vyvolala za dobu zkousky
100 % mortalitu.
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DODATEK 1
Upravena voda

Priklad vhodné redici vody

Vsechny chemikalie musi byt ¢istoty p.a.

Voda musi byt kvalitni destilovana nebo deionizovana s vodivosti mensi
nez 5 uS-cm™.

Destilaéni pristroj nesmi obsahovat zadné médené ¢asti.

Zasobni roztoky:

CaCl2-2H20 (chlorid vpenaty dihydrét) 11,76 ¢
se rozpusti ve vodé adoplni vodou na 1 litr.

MgS0O,-7H,0 (siran hofetnaty heptahydrat) 493 ¢
se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.

NaHCOs (hydrogenuhli¢itan sodny) 2,599
se rozpusti ve vod¢ adoplni vodou nal litr.

KClI (chlorid draselny) 0,23¢g

serozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.



Upravena redici voda

Smisi se po 25 ml v§ech ¢tyt zasobnich roztoki a doplni vodou na 1 litr.
Provzdusiuje se, dokud koncentrace rozpusténého kysliku neodpovida
koncentraci nasyceni vzdusnym kyslikem.

pH musi byt 7,8 + 0,2.

Podle potieby se pH upravi pomoci NaOH (hydroxid sodny) nebo HCI
(kyselina chlorovodikova).

Tato tedici voda se necha 12 h stét a nesmi byt dale provzdusiovana.
Koncentrace thrnu iont Caa Mg v tomto roztoku je 2,5 mmol 1. Pomér
mnozstvi ionti Ca: Mg je 4: 1 a pomér mnozstvi iontt Na: K je 10: 1.
Celkova koncentrace alkalickych kovi v tomto roztoku je 0,8 mmol -1 ™.
Jakékoli odchylka v pripravé vody kiedéni nesmi zménit slozeni ani
vlastnosti vody.

DODATEK 2
Druhy ryb doporucené pro zkouseni
Doporuéeny druh Doporuceny rozsah Doporuc¢ena
teplot pii zkousce | celkovadélkaryb
W) (cm)
Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) 20az 24 30+£05
(Hamilton - Buchanan), danio pruhované
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) 20az 24 50+£20
(Rafinesque), strevie
Cyprinus carpio (Teleostei Cyprinidae) 20az 24 6,0+20
(Linneanus 1758), kapr obecny
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) 20az 24 30+£10
(Tomminck a Schlegel 1850), halan¢ik
japonsky
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) 20az 24 30+£10
(Peters 1859), zivorodka duhova
Lepomis macrochirus (Teleostei, 20z 24 50+20
Centrarchidae) (Rafinesque, Linneanus
1758), slunetnice modra
Onchorhynchus mykiss (Teleostei, 12 az 17 6,0+2,0
Salmonidae) (Walbaum 1988), pstruh duhovy
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) 20z 24 6,0+2,0
(Linneanus 1758), jelec jesen

Opatirovani ryb

Ryby uvedené v seznamu se snadno chovaji nebo jsou dobie dostupné po
cely rok. Lze je mnozit a chovat bud’ v rybich farméch, nebo v laboratori
za kontrolovanych zdravotnich a parazitologickych podminek tak, aby
ryby byly zdravé a byly znamého ptavodu. Tyto ryby jsou dostupné
v mnoha ¢astech svéta
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DODATEK 3
Priklad krivky zavislosti umrtnosti, vyjadiené v procentech, na
koncentraci
Priklad stanoveni L Csy na pravdé podobnostnim logaritmickém papiru

Mortditav % .
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METODA PRO STANOVENI AKUTNI TOXICITY PRO DAFNIE -

metoda C.2 podle prilohy smérnice 92/69/EHS
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METODA

UvoD

Ucelem této zkousky je stanovit stiedni G¢innou koncentraci 1atky pro
imobilizaci (ECsp) dafnii ve sladkovodnim prostiedi. Pred zapocetim
zkousky je zadouci mit pokud mozno k dispozici Udaje o rozpustnosti
l&tky ve vodé, o tenzi par, chemickeé stabilité, disociacnich konstantach ao
biologické rozlozitelnosti latky.



1.1.2

11.1.3

1.1.4

I1.1.5.

Dalsi informace (napi. strukturni vzorec, stupen ¢istoty, povaha a podil
vyznamnych negistot v procentech, piitomnost a mnozstvi prisad a
rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda) je tieba vzit v Gvahu pii planovani
zkousky i pii interpretaci vysledki.

DEFINICE A JEDNOTKY

Pozadavek smérnice stanovit LCs, pro dafnie se povazuje za splnény
stanovenim ECso, jak je popsano v této zkusebni metodé.

Akutni toxicita se v této zkousce vyjadiuje stredni U¢innou koncentraci
l&tky pro imobilizaci (ECsp) dafnii. Je to koncentrace (rozumi se vychozi
koncentrace), kterd béhem nepretrzité expozice po urcitou stanovenou
dobu imobilizuje 50 % dafnii ve zkusebni skupin¢ béhem doby pasobeni
(doby expozice).

Imobilizace:

Dafnie, které nejsou schopné do 15 s po lehkém zatiepani zkusebni nadrzi
zacit plavat, se povazuji zaimobilizované.

Vsechny koncentrace zkusebni latky se udévaji v hmotnosti na jednotku
objemu (mgl™). Mohou se také vyjadtit v hmotnostnich podilech
(mgkg).

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referencnimi latkami mohou byt provedeny scilem prokéazat,
7e se reakce zkusebnich druht za laboratornich zkusebnich podminek
podstatné nezmenila.

Souhrn vysledkia okruzniho testu laboratoti EHS s pouzitim ¢tyt raznych
l&tek je uveden v dopliiku 2.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Muze byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg-™, scilem
prokazat, ze ECso je vyssi nez tato koncentrace.

Dafnie se 48 h exponuji zkusebni létce ptidané v riznych koncentracich
do vody. Pouzije-li se kratsi doba, zdavodni se ve zpraveé.

Za jinak stejnych experimentalnich podminek a v priméfeném rozmezi
koncentraci zkusebni latky pusobi razné koncentrace zkusebni latky na
schopnost plavani dafnii rozdilné. Razné koncentrace maji za nasledek
skutecnost, ze na konci zkousky ztréci rizny procentudni podil dafnii
schopnost plavat. Koncentrace, které nezpisobuji zadnou imobilizaci nebo
zpusobuji 100% imobilizaci, se zjisti pfimo pozorovanim, zatimco
hodnota 48hodinova ECs, se stanovi podle moznosti vypoctem.

Pii této metodé se pouziva staticky systém, zkusebni roztoky se tedy
béhem doby expozice neobnovuji.

KRITERIA JAKOSTI

Kritéria jakosti se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na Uplny zkusebni
postup.

Imobilizace v kontrolnich zkouskéch nesmi byt na konci zkousky vétsi
nez 10 %.

Dafnie se v kontrolnich zkouskach nesmi trvale zdrzovat u hladiny.
Koncentrace rozpusténého kysliku ve zkusebni nédrzi musi byt po celou
dobu zkousky vyssi nez 3mgl?t. Koncentrace kysliku vsak nesmi
v zadném piipadé klesnout pod 2 mg-I'l.

Koncentrace zkusebni I&tky nesmi po celou zkousky klesnout pod 80 %
pavodni hodnoty koncentrace.
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11.1.6.1
11.1.6.1.1

U léatek, které se ve zkusebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji stabilni
roztoky, tj. v podstatné mite netekaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo
se neadsorbuji, lze pocétecni koncentraci poklédat za ekvivalentni
snominani koncentraci. Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po
celou zkousku udrzeny a ze kritériajakosti byla dodrzena.

U laek, které

1) jsou ve zkusebnim médiu spatné rozpustné, nebo

i) mohou vytvaret stabilni emulze nebo disperse, nebo

i) jsou ve vodnych roztocich nestabilni,

musi byt pocétecni koncentrace brana jako koncentrace naméiend
v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve vodnim sloupci) na
zacatku zkousky. Koncentrace se stanovi po urcité dobé jeiho ustdeni,
avsak pred nasazenim testovacich organismu.

Ve vsech uvedenych piipadech musi byt béhem zkousky provedena dalsi
méfeni scilem potvrdit skute¢né expozicni koncentrace nebo dodrzeni
kritérii jakosti.

pH by se nemélo zmeénit o vice nez 1.

POPIS ZKUSEBNi METODY

Cinidla

Roztoky zkusebnich latek

Zéasobni roztoky o pozadované koncentraci se pripravi rozpusténim latky
v deionizované vodé nebo ve vodé podle bodu 1.6.1.2.

Zvolené zkusebni koncentrace se pripravi fedénim zasobniho roztoku.
Jsou-li zkouseny vysoké koncentrace latky, |ze latku rozpustit primo
v fedici vodg.

Latky se obvykle zkousgji az do meze jgich rozpustnosti. U nékterych
latek (napi. u latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo vysokou hodnotou
Paov, nebo u latek, které ve vodé vytvarei spise stabilni disperse nez pravé
roztoky) je mozné provést zkousku pri koncentraci vyssi, nez je mez
rozpustnosti, aby bylo zgjisténo, ze je dosazeno maximani koncentrace
odpovidajici maximalni rozpustnosti/stabilité. Je ovsem nutné, aby tato
koncentrace jinak nenarusovala zkusebni systém (napi. vytvorenim filmu
na hlading branicimu okysli¢eni vody atd.).

Pro pripravu zasobnich roztokt latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo
pro usnadnéni rozptyleni laky ve zkusebnim médiu lze pouzit
ultrazvukovou dispergaci, organicka rozpoustédla ¢i emulgétory nebo
dispergatory. Pouziji-li se takové pomocné laky, meély by vsechny
zkusebni koncentrace obsahovat stejné mnozstvi t€chto pomocnych |atek
a steiné koncentraci pomocné latky jako ve zkusebnich sériich by mely
byt exponovany dalsi kontrolni dafnie. Koncentrace pomocnych latek by
meély byt minimani a v zadném pripadé by nemé¢la prekro¢it 100 mg/l
zkusebniho média

Zkouska se provede bez Upravy pH. Existuji-li zndmky toho, ze dochazi
k vyrazné zmeéné pH, doporucuje se zkousku opakovat suUpravou pH a
vysledky zaznamenat. V takovém pripadk se upravi pH zésobniho roztoku
na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specifické davody. P
Upravé pH se dava piednost HCI a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby
nebyla koncentrace zkusebni latky v zadsobnim roztoku v podstatné miie
zménéna. Dojde-li Upravou ve zkusebnim médiu k chemické reakci nebo
ke srazeni, skutecnosti se zaznamengji ve zprave.
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11.1.6.2

11.1.6.3

11.1.6.4

Zkusebni voda

Pro tuto zkousku se pouzije upravena voda (viz doplnék 1 a odkaz (2):

SO 6341).

Aby nebylo nutné aklimatizovat dafnie pired zkouskou, doporucuje se, aby

byla voda pro kultivaci podobné jakosti (pH, tvrdost), jako voda pro

zkousku.

Piistroje

Pouziji se b&ézné laboratorni pristroje a zatizeni. Zatizeni, které piijde do

styku se zkusebnimi roztoky, by mélo byt nejlépe sklenené:

— pristroj pro méteni koncentrace kysliku (s mikroelektrodou, nebo
jiny vhodny pristroj na méieni koncentrace rozpusténého kysliku
ve vzorcich malého objemu),

— vhodny piistroj pro méteni teploty,

— pH-metr,

— vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody.

Testovaci organismy

Prednost se dava druhu Daphnia magna, akoliv se pfipousti také druh

Daphnia pulex. Testovaci dafnie musi byt na zacatku zkousky mladsi nez

24 h, musi byt laboratorné odchované, bez zjevnych nemoci a musi byt

znamého pavodu (napt. chov, predchozi osetieni, atd.).

ZKkuSebni postup

Pied vlastni zkouskou muze byt provedena predbézna zkouska scilem

ziskat informace o rozsahu koncentraci, které maji byt pouzity v hlavni

zkousce.

Kromeé sérii zkousek se provede kontrolni zkouska bez zkusebni latky a

podle potieby kontrolni zkouska s pomocnou |&tkou.

Dafnie se exponuji zkusebni |atce nasledujicim zpasobem:

— délka expozice: 48 h,

— pocet dafnii: nggmén¢ 20 na kazdou zkusebni koncentraci, nejlépe
rozdélenych na ¢tyfi skupiny po péti dafniich nebo na dvé
skupiny po 10 dafniich,

— obsadka: na kazdou dafnii by mely pripadat 2 ml zkusebniho
roztoku,

— zkuSebni koncentrace: zKusebni roztok se pripravi bezprostredné
pied nasazenim dafnii, nejlépe bez pourziti jiného rozpoustédla
nez vody. Pripravi se koncentrace tvorici geometrickou tadu,
piicemz pomér mezi koncentracemi nesmi byt vyssi nez 2,2.
Zéroven skontrolami se zkouseji koncentrace dostatecné pro to,
aby po 48 h vyvolay nulovou nebo a 100% imobilizaci, a dde
mezilehlé koncentrace umoznuijici vypoc et 48hodinové ECsy,

— voda: viz 1.6.1.2,

— osvétleni. sttidani svétlaatmy jelibovolné,

— teplota: zkusebni teplota by méla byt 18 az 22 °C, avsak v rdmci
dané zkousky kolisgjici v tomto rozmezi maximané o £1 °C,

— provzdusiovani: zKusebni roztok nesmi byt provzdusnovan
probublavanim,

— krmeni: zadné.

Méreni pH a obsahu rozpusténého kysliku v kontrolnich skupinach a u

vsech zkusebnich koncentraci se provede na konci zkousky; pH

zkusebniho roztoku nesmi byt ménéno.
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Tékavé douceniny se zkouwsgi v hermeticky uzavienych nédobéch
naplnénych po okrgj, dostatecné velkych, aby nedoslo k nedostatku
kysliku.

Prohlidka dafnii se provede nejpozdéji po 24 h aznovu po 48 h.

Limitni zkouska

S vyuzitim postupti popsanych v této metodé maze byt provedena limitni

zkouska s koncentraci 100 mg-l'1 scilem prokazat, ze ECso je vyssi nez

tato koncentrace.

Je-li povaha zkusebni létky takovd, ze ve vodé nelze dosdhnout

koncentrace 100 mg-™, provede se limitni zkouska pti koncentraci

odpovidgjici rozpustnosti této latky v pouzittm médiu (nebo pii
maximalni koncentraci, kdy latka vytvaii stabilni disperzi) (viz také
bod 1.6.1.1).

Limitni zkouska se provede s20 dafniemi rozdélenymi do dvou nebo ¢ty

skupin a se stgnym poctem v kontrolni  skupiné (v kontrolnich

skupinéch). Dojde-li k imobilizaci, musi se provést cela studie.

DATA A HODNOCENI

Na pravdépodobnostni logaritmicky papir se pro kazdé obdobi, kdy byla

provadéna pozorovani (24 a 48 h), vynese mortalita v procentech proti

koncentraci.

Pokud je to mozné, odhadnou se pro kazdé pozorovaci obdobi ECsy a

meze spolehlivosti (p = 0,05); tyto hodnoty se zaokrouhli na jednu, nebo

nejvyse na dvé platné ¢idice (piiklad zaokrouhleni na dvé platné cidice:

173,5 se zaokrouhli na 170, 0,127 na 0,13, 1,21 na 1,2).

V pripadech, kdy je sklon kiivky zavislosti mortality v procentech na

koncentraci létky prilis strmy, aby umoznil vypocet hodnoty ECs,

postac uje graficky odhad této hodnoty.

Jestlize dvé po sob¢ jdouci koncentrace lisici se faktorem 2,2 vyvolgji

nulovou a 100% imobilizaci, jsou dostatenou informaci o rozpéti, ve

kterém ECx lezi.

Zjigti-li se, ze neni mozné udrzet stabilitu nebo homogenitu zkusebni

l&tky, uvede se to ve zpravé avysledky se interpretuji s opatrnosti.

ZPRAVY

Protokol o zkousce ma pokud maozno obsahovat nésledujici Udaje:

— Udaje o testovacim organismu (védecky nazev, kmen, dodavatel
nebo pavod, veskera predchozi osetieni, metoda chovu — veetné
puvodu, druhu a mnozstvi potravy, frekvence krmeni);

— zdroj fedici vody a hlavni chemické charakteristiky (pH, teplota,
tvrdost);

— u latek smalou rozpustnosti ve vod¢ Udaj o metodé pripravy
zasobnich a zkusebnich roztoku;

— koncentrace vsech pomocnych |étek;

— piehled pouzitych koncentraci a veskeré dostupné informace o
stabilit¢ zkusebni latky ve zkusebnim roztoku pii pouzitych
koncentracich;

— jestlize byly provedeny chemické anayzy, Udaje o pouzitych
metodéach a ziskané vysledky;

— vysledek limitni zkousky, pokud byla provedena;

— popis zkusebniho zatizeni;

— svételny rezim;
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koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota
zkusebnich roztoka;

dukaz, ze byla splnéna kritéria jakosti;

tabulka kumulativnich hodnot imobility pii kazdé koncentraci a
pii kontrolni zkousce (a poptipadé pii kontrolni zkousce
spomocnou l&kou) pii kazdé z doporucenych dob pozorovéni
(24 a48h);

graf kiivky zavidosti U¢inku, vyjadieného v procentech, na
koncentraci nakonci zkousky;

podle moznosti hodnoty ECs, pifi kazdé zdoporu¢enych dob
pozorovani (pii 95% intervalu spolehlivosti)

pouzité statistické metody stanoveni hodnot ECso;

pri pouziti referencni |atky Uda) o ziskanych vysledcich;

nejvyssi zkusebni koncentrace, ktera nevyvolaa za dobu zkousky
imobilizaci;

nejnizsi zkusebni koncentrace, ktera vyvolala za dobu zkousky
100% imobilizaci.

LITERATURA

(D
2
3
(4)

©)
(6)
(7)
(8)
9)

(10)

(11)

OECD, Paris, 1981, Test Guidelines 202, Decision of the Council
C(81) 30 final and updates.

International Standard 1SO, Water Quality — Determination of
inhibition of mobility of Daphnia magna Straus, 1 SO 6341-1989.
AFNOR Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus
(Cladocera— crustacea) NFT 90 301 (January 1983).
Verfahrensvorschlag des Umweltbundesamtes zum  akuten
Daphnien-Test.  Rudolph, P,  Boje,R.  Okotoxikologie,
Grundlagen fir die 0©kotoxikologische Bewertung von
Umweltchemikalien nach dem Chemikaliengesetz, ecomed 1986.
DIN Testverfahren mit Wasserorganismen 38412 (L1) und (L11).
Finney, D. J. Statistical Methods in Biologica Assay. Griffin,
Weycombe, U.K., 1978.

Litchfield, J. T., Wilcoxon, F. A simplified method of evaluating
dose-effect experiments. J. Pharmacol. Exper. Ther., 1949, 96,
99-113.

Sprague, J. B. Measurement of pollutant toxicity to fish. |
Bioassay methods for acute toxicity. Water Res., 1969, 3,
793-821.

Sprague, J. B. Measurement of pollutant toxicity to fish.
[l Utilising and applying bioassay results. Water Res. 1970, 4, 3-
32.

Stephan, C. E. Methods for calculating an LCs,. In Aquatic
Toxicology and Hazard Evaluation (F.I. Mayer, J.L. Hamelink
(eds))). American Society for Testing and Materials. ASTM,
1977, STP 634, 65-84.

Stephan, C. E., Busch, K. A., Smith, R,, Burke, J.,
Andrews, R. W. A computer program for calculating an LCs.
USEPA.

DODATEK 1
Upravena voda



Priklad vhodné redici vody (podle ISO 6341)

Vsechny chemikalie musi byt ¢istoty p.a.

Voda musi byt kvalitni destilovana nebo deionizovana svodivosti mensi
nez 5 uS-cm=.

Destila¢ni pristroj nesmi obsahovat zadné médéné casti.

Zasobni roztoky:

CaCl2-2H20 (chlorid vapenaty dihydrét) 11,76 g
se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.

MgSO,-7H,0 (siran hore¢naty heptahydrat) 4,939
se rozpusti ve vodé adoplni vodou na 1 litr.

NaHCO; (hydrogenuhli¢itan sodny) 2599
serozpusti ve vodé a doplni vodou nal litr.

KCI (chlorid draselny) 0,239

se rozpusti ve vodé adoplni vodou na 1 litr.

Upravena redici voda

Smisi se po 25 ml vsech ¢tyt zasobnich roztoki a doplni vodou na 1 litr.
Provzdusiuje se, dokud koncentrace rozpusténého kysliku neodpovida
koncentraci nasyceni vzdusnym kyslikem.

pH musi byt 7,8 + 0,2.

Podle potieby se pH upravi pomoci NaOH (hydroxid sodny) nebo HCI
(kyselina chlorovodikova).

Tato fedici voda se necha 12 h stat a nemusi byt dale provzdusnovana.
Koncentrace Ghrnu ionti Caa Mg v tomto roztoku je 2,5 mmol 1. Pomgr
mnozstvi ionta Ca: Mg je 4 : 1 a pomér mnozstvi ionttt Na: K je 10: 1.
Celkova koncentrace alkalickych kovi v tomto roztoku je 0,8 mmol ™.
Jakakoli odchylka v pripravé vody kriedéni nesmi zmeénit slozeni ani
vlastnosti vody.

DODATEK 2
Souhrn vysdledkia kruhového testu EHS provedeného vroce 1978
(citovaného také v (2)).
Upozornéni: (&elem tohoto kruhového testu bylo stanoveni 24hodinové
hOanty ECxo.

Pourzité [aky:
1) Dichroman draselny
2) Kyselinatetrapropylbenzensulfonova
3) Kyselinatetrapropylbenzensulfonova, sodna sil
4) Kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova, draselna sil
Latka Potet zGcastnénych | Pocet vysledki pro Stredni hodnota
laboratori vypocet 24hodinové ECy,
mg/l
1 46 129 15
2 36 108 27
3 31 84 27
4 32 72 770
DODATEK 3

Piiklad zavislosti imobilizace, vyjadiené v procentech, na koncentraci
Priklad stanoveni ECsg s pouzitim pravadé podobnostniho logaritmického

papiru
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III. METODA PRO STANOVENI INHIBICE RUSTU RAS — metoda C.3 podle
prilohy smérnice 92/69/EHS

1.1 METODA
.11 UvoD

Ucelem téo zkousky je stanovit Uginky latky na rast jednobunégnych
zelenych tas. Relativré kratkodobymi zkouskami (72 h) lze posoudit
ucinky na nékolik generaci fas. Tato metoda muze byt upravena pro
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1.1.4

[1.1.5.

pouziti snékolika druhy fas, pii¢emz musi byt v protokolu o zkousce
uveden popis metody.

Pouziti metody je nejsnadnéjsi v pripadé latek rozpustnych ve vodg, které
za podminek zkousky pravdépodobng zastévaji ve vode.

Metodu |ze pouzit pro léky, které ptimo neovliviuji méreni rastu fas.

Je zadouci mit pred zapocetim zkousky k dispozici co nejuplnéjsi idaje o
rozpustnosti latky ve vodg, o tenzi par, chemické stabilité, disociacnich
konstantéch a o biologické rozlozitelnosti |atky.

Dalsi informace (napi. strukturni vzorec, stupen cistoty, druh a podil
vyznamnych negistot v procentech, piitomnost a mnozstvi prisad a
rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda) je treba vzit v Gvahu pii planovani
zkousky i pri interpretaci vysedkd.

DEFINICE A JEDNOTKY

Hustota bun¢k: pocet bunek najeden mililitr.

Rast: zvysovani hustoty bunék béhem doby trvani zkousky.
Rastovarychlost: narist hustoty bunék za jednotku ¢asu.

ECso: vitéto metodé jde o koncentraci zkusebni latky, ktera ma za
nésledek 50% snizeni rastu (EnCso) nebo rastové rychlosti (E-Cso)
vzhledem ke kontrole.

NOEC (no observed effect concentration): v této metodé jde o je ngjvyssi
zkousenou koncentraci, pri niz neni pozorovano zadné vyznamné snizeni
rastu nebo rastové rychlosti ve srovnani s kontrolou.

Vsechny koncentrace zkusebni |&ky se udavaji v hmotnosti na jednotku
objenu (mgl™). Mohou se také vyjadiit v hmotnostnich podilech
(mgkgh.

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referencnimi latkami mohou byt provedeny scilem prokazat,
7e se reakce zkusebnich druht za laboratornich zkusebnich podminek
podstatné nezmenila.

Pri pouziti referencni latky musi byt vysledky uvedeny do protokolu o
zkousce. Jako referencni latka muze byt pouzit dichroman draselny, ale
jeho barva maze ovlivnit kvalitu a intenzitu svétla dostupného bunkam a
také spektrofotometricka metreni, pokud se pouziji. Dichroman draselny
byl pouzit v mezinarodnich mezilaboratornich testech (viz (3) a
doplnek 2).

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Mize byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg-l'l, scilem
prokazat, ze ECso je vyssi nez tato koncentrace.

Exponencidné rostouci kultury vybranych zelenych fas jsou po nékolik
generaci vystaveny za definovanych podminek raznym koncentracim
zkusebni latky.

Zkusebni roztoky se kultivuji 72 h, béhem nichz se alespon kazdych 24 h
meéti hustota bunék v kazdém roztoku. Stanovi se snizeni rustu ve
srovnani s kontrolni kulturou.

KRITERIA JAKOSTI

Kritéria jakosti se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na cely zkusebni
postup.

Hustota bun¢k v kontrolnich kulturach by se méla za 3 dny zvysit alespon
Sestnactkrét.
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Koncentrace zkusebni latky nesmi po celou zkousky klesnout pod 80 %
pavodni hodnoty koncentrace.

U l&ek, které se ve zkusebnim médiu lehce rozpousteji a davaji stabilni
roztoky, tj. v podstatné mite netekaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo
se neadsorbuji, lze pocatecni koncentraci pokladat za ekvivalentni
snomindni koncentraci. Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po
celou zkousku udrzeny a ze kritériajakosti byla dodrzena.

U latek, které

i) jsou ve zkusebnim médiu spatné rozpustné, nebo

i) mohou vytvaret stabilni emulze nebo disperse, nebo

iii) jsou ve vodnych roztocich nestabilni,

musi byt pocéecni koncentrace brana jako koncentrace namérena
v roztoku na zac¢atku zkousky. Koncentrace se stanovi po ur¢ité dobé
jejiho ustaeni.

Ve vsech uvedenych piipadech musi byt béhem zkousky provedena dal si
méteni scilem potvrdit skutecné expozi¢ni koncentrace nebo dodrzeni
kritérii jakosti.

Je zndmo, 7e podstatna cast zkusebni latky maze byt béhem zkousky
zabudovana do biomasy fas. Proto by se za G¢celem prokazani dodrzeni
kritérii jakosti mélo bré v Gvahu jak mnozstvi latky zabudované do
biomasy fas, tak latka v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve
vodnim sloupci). Protoze vsak stanoveni koncentrace |atky v biomase fas
mize predstavovat technické obtize, muze byt dodrzeni kritérii jakosti
prokézano zkouskou s ngjvyssi koncentraci latky, ale bez fas, a mérenim
koncentraci v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve vodnim
sloupci) na zacétku anakonci zkousky.

POPIS ZKUSEBNIHO POSTUPU

Cinidla

Roztoky zkusebnich latek

Zasobni roztoky o pozadované koncentraci se pripravi rozpusténim Iatky
v deionizované vodé nebo ve vodé podle bodu 1.6.1.2.

Zvolené zkusebni koncentrace se ptipravi piidanim vhodného alikvotniho
podilu k predkulturamtas (viz doplnék 1).

Latky se obvykle zkousgi az do meze jgich rozpustnosti. U nékterych
l&tek (napt. u latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo vysokou hodnotou
Py, nebo u latek, které ve vodé vytvaei spise stabilni disperse nez pravé
roztoky) je mozné provest zkousku pii koncentraci vyssi, nez je mez
rozpustnosti, aby bylo zgjisténo, Ze je dosazeno maximani koncentrace
odpovidajici maximalni rozpustnosti/stabilité. Je ovsem nutné, aby tato
koncentrace jinak nenarusovala zkusebni systém (napi. vytvorenim filmu
na hladiné branicimu okysli¢eni vody atd.).

Pro piipravu zasobnich roztoki latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo
pro usnadnéni rozptyleni laky ve zkusebnim médiu lze pouzit
ultrazvukovou dispergaci, organicka rozpoustédla ¢i emulgatory nebo
dispergétory. Pouziji-li se takové pomocné laky, mély by vsechny
zkusebni koncentrace obsahovat stejné mnozstvi t€chto pomocnych |atek
a stginé koncentraci pomocné latky jako ve zkusebnich sériich by mely
byt exponovany dalsi kontroly. Koncentrace pomocnych latek by mela byt
minimdni a vzadném pripadé by neméla prekrocit 100mg nal
zkusebniho média
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Zkouska se provede bez Upravy pH. Existuji-li znamky toho, ze dochazi
k vyrazné zméné pH, doporucuje se zkousku opakovat sUpravou pH a
vysledky zaznamenat. V takovém pripadké se upravi pH zésobniho roztoku
na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specifické davody. Pi
Upravé pH se dava prednost HCI a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby
nebyla koncentrace zkusebni 1&tky v zésobnim roztoku v podstatné mitre
zménéna. Dojde-li Upravou ve zkusebnim médiu k chemické reakci nebo
ke srazeni, skutechosti se zaznamengji.

Zkusebni médium

Voda musi byt kvalitni destilovana nebo deionizovana svodivosti mensi
nez 5 uS-cm ™. Destilagni pristroj nesmi obsahovat z&dné médené sésti.

Je doporuceno nasledujici médium:

Podle nasledujici tabulky se pripravi ¢tyti zasobni roztoky. Tyto roztoky
se sterilizuji membranovou filtraci nebo v autoklavu a skladuji se v temnu
pii 4 °C. Zasobni roztok ¢. 4 by se mél sterilizovat pouze membranovou
filtraci. Redénim téchto roztokt se ziskaji konetné zivné koncentrace
zkusebnich roztoka.

Zivina }(onc?ntrace Koneévné k?ncentrace
v zasobnim roztoku | ve zkuSebnim roztoku
Zasobni roztok ¢. 1: makroziviny
NH.CI 15 15 mg-l~?
MgCl,- 6H,0 1,2 12 mg~!
CaCl, 2H,0 1,8 18 mgl~*
MgSOy- 7H-0 15 15 mg-
KH,PO,4 0,16 16 mgl?
Zasobni roztok ¢. 2: Fe - EDTA
FeCly 6H,0 80 0,08 mgl?
Na,EDTA 2H,0 100 01  mgl™t
Zasobni roztok ¢&. 3: stopové prvky
HsBOs 185 0,18 mgl™
MnCl,-4H,0 415 0,415 mg-?!
ZnCl, 3 3x10°  mgl?
CoCl,6H,0 15 1,5%10° mg!™*
CuCl>2H,0 0,01 1x10°  mgl™
NaMo0,2H.0 7 7x10°  mgl?
Zasobni roztok ¢. 4: NaHCO,
NaHCO, | 50 | 50 mg?
Po ustdleni a po provzdusnéni by mélo mit médium hodnotu pH
priblizné 8.

Piistroje a pomiicky

— Bé&zné | aboratorni vybaveni.

— Kultivacni baiky o vhodném objemu (napi. Erlenmeyerovy
baiky na 250 ml jsou vhodné v piipadé zkusebniho roztoku o
objemu 100 ml). Vsechny zkusebni banky by mely byt identicke,
pokud jde o materid arozmery.

— Kultivacni zafizeni: mistnost nebo komora, v nichz Ize udrzovat
teplotu 21 — 25 °C + 2 °C a stdlé rovnomérné osvétleni v rozsahu
vinovych délek od 400 do 700nm. Jestlize vsechny fasy
v kontrolnich kulturach doséhly doporucené rastove rychlosti, [ze
piedpokladat, ze podminky pro jegich rast, véetné intenzity
svétla, jsou vyhovujici.
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U zkusebnich roztokd spramérnymi  koncentracemi se
doporucuje pouzit svételnou intenzitu od 60 do 120 uE-m?s’
(35 — 70-10" fotona m™2s™) pri mereni v rozsahu 400 — 700 nm
vhodnym detektorem. Pri méfeni intenzity luxmetry je prijatelny
rozsah odpovidajici 6000 — 10 000 Ix.
Této svételné intenzity Ize dosdhnout umisténim étyt az sedmi
univerzalnich bilych 30W zérivek (teplota chromati¢nosti
priblizné 4 300 K) ve vzddenosti 0,35 m od kultury fas.

— Méieni hustoty bunék by se meélo provadét pimym pocitanim
zivych bunék, napt. pod mikroskopem s pocitacimi komarkami.
Za predpokladu dostatecné citlivosti a prokézané dobré korelace
sbuné¢nou hustotou mohou byt pouzity i1 jiné postupy
(fotometrie, turbidimetrie,...).

Testovaci organismy

Je doporuceno pouzit rychle rostouci druhy zelenych fas vhodné pro

kultivaci a zkouseni. Dava se piednost nasledujicim druham:

— Selenastrum  capricornutum, napt. ATCC22662 nebo
CCAP278/4,

— Scenedesmus subspicatus, napr. 86.81 SAG.

Poznamka:

ATCC = American Type Culture Collection (USA)

CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (VB)

SAG = Collection of agal culture (Gottingen, SRN)

Pouziti jiného druhu fas musi byt uvedeno ve zprave.

ZkuSebni postup

Koncentracni rozmezi, ve kterém lze ocekévat Ucinky, se urci na zékladé

vysledku orientacnich zkousek.

Dva parametry, jez jsou mirou rastu (biomasa a rastova rychlost), mohou

poskytovat zcela rozdilné hodnoty snizeni rastu; v orientacni zkousce by

mély byt pouzity oba parametry, aby mohlo zajisténo, ze geometrickatiada

koncentraci umozni odhadnout jak E,Csg, tak E,Cx.

Pocatecni hustota bunék

Doporucuje se, aby byla pocétecni hustota bunek fasy Selenastrum

capricornutum a fasy Scenedesmus subspicatus ve zkusebnich roztocich

pribliznd 10* bunék na ml. Pouzije-li se jiny druh fasy, méla by byt

biomasa srovnatelna.

Koncentrace zkusebni latky

Pro zkousku se prfipravi geometrickd fada ngméné péti koncentraci

lisicich se od sebe vzdy faktorem neprekracujicim 2,2. Nginizsi zkousena

koncentrace by neméla vykazovat zadny pozorovatelny U¢inek narist fas.

Negvyssi zkousend koncentrace by meéla omezit rast ve srovnani

s kontrolni zkouskou nggmeéng o 50 %, nejlépe by mélarast zcela zastavit.

Opakovani a kontroly

Plan zkousky by mél zahrnovat t¥i opakovani skazdou zkusebni

koncentraci. Déle se provedou tii kontroly bez zkusebni léky, a je-li

pouzita pomocna latka, téz tii kontroly stouto latkou. Je-li pro to davod,

maze byt plan zkousky upraven tak, ze se pouzije vice koncentraénich

drovni asnizi se pocet opakovani zkousky s kazdou koncentraci.

Provedeni zkousky
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Zkusebni roztoky o pozadované koncentraci zkusebni latky a
pozadovaném mnozstvi inokula fas se pripravi pridanim alikvotnich
podilt zasobniho roztoku zkusebni latky k vhodnému mnozstvi prekultury
fas (viz doplnek 1).

Kultivaeéni baiky se protiepou a umisti se do kultivacniho zatizeni. Bunky
fas se udrzuji vsuspens trepanim, michdnim nebo probublavanim
vzduchem, aby se zlepsila vyména plyna a zmensilo se kolisani pH ve
zkusebnich roztocich. Kultury se udrzuji pri teploté 21 — 25 °C udrzované
S presnosti na+ 2 °C.

Hustota bun¢ék v kazdé baice se stanovi neméné po 24, 48 a 72h po
zahgjeni zkousky. Pouziva-li se méieni hustoty bun¢k jina metoda, nez je
jelich primé pogitani, pouzije se ke stanoveni pozadi filtrované médium
pro kultivaci fas obsahujici odpovidgjici koncentraci zkusebni chemické
létky.

pH se méti na zacatku zkousky apo 72 h.

Hodnota pH by se neméla béhem zkousky zmenit vic nez 0 1,5.

Zkouseni tekavych latek

V soutasné dobé neexistuje obecné piijaty zpasob zkouseni tékavych
l&ek. Je-li o latce zndmo, ze se snadno vyparuje, mohou byt pouzity
uzaviené kultivacni nédoby se zvétsenym mrtvym objemem. Pxi
planovani objemu horni ¢asti kultivacnich banék se mud zohlednit
eventudni nedostatek CO». Byly navrzeny varianty této metody (4).

Mél by byt ucinén pokus stanovit mnozstvi zkusebni [atky, které v roztoku
zistalo; pri  interpretaci  vysledku zkousek stékavymi - |atkami
v uzavienych systémech je doporuceno postupovat mimoradné opatrne.
Limitni zkouska

S vyuzitim postupi popsanych v této metod® mize byt provedena limitni
zkouska s koncentraci 100 mg-™ s cilem prokézat, ze ECso je vysi nez
tato koncentrace.

Je-li povaha zkusebni latky takovd, ze nelze ve vodé dosdhnout
koncentrace 100 mg ™, provede se limitni zkouska pii koncentraci
odpovidgjici rozpustnosti této latky v pouzittm médiu (nebo pi
maximalni koncentraci, kdy latka vytvari stabilni disperzi) (viz také
bod 1.6.1.1).

Limitni zkouska se provede alespon tiikrat, se stejnym poctem kontrol.
V limitni zkousce se stanovi oba parametry, jez jsou mirou rastu (biomasa
arastovarychlost).

Zjigti-li se v limitni zkousce pokles ristu biomasy nebo rastove rychlosti
ve srovnani s kontrolami o 25 % nebo vice, provede se Uplné zkouska.
DATA A HODNOCENI

Nameiené hustoty bunek ve zkusebni kulture a v kontroléch se spolu
s koncentracemi zkusebni 1atky a dobami méifeni shrnou do tabulky.
Stiedni hodnota hustoty bunék pro kazdou zkusebni koncentraci a pro
kontroly se vynese proti ¢asu (0 — 72 h) a sestroji se rustova kiivka.

Vztah koncentrace/U¢inek se stanovi dvéma nésledujicimi  postupy.
Neékteré latky mohou rast pii nizkych koncentracich stimulovat. V Gvahu
by méla byt vzata pouze data udavajici potlaceni rastu mezi 0 a 100 %.
POROVNANI PLOCH POD RUSTOVYMI KRIVKAMI

Plocha mezi rustovou kiivkou avodorovnou linii N = N, se vypocte podle
nasledujiciho vzorce:
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kde
= plocha,
No=  pocet bun¢k v ml v ¢ase to (na pocétku zkousky),
Ni= nameéteny pocet bunék v 1 ml v ¢ase ¢4,
= naméteny pocet bunék v 1 ml v caset,,
fn= doba prvniho méieni od pocétku zkousky,
tn = doba n-tého métreni od pocatku zkousky,
n= pocet méteni od pocatku zkousky.

Potlaceni rastu vyjadiené v % (I,) se pro kazdou koncentraci zkusebni
l&tky vypocte podle vzorce:

I =% =4 100
y

Cc

kde

Ac = plocha mezi rastovou kiivkou kontrolni zkousky a horizontal ni
linii N = N,

A= plocha mezi rastovou ktivkou pii koncentraci ¢ a horizontdni
linii N = Np.

Hodnoty /a se nanesou na semilogaritmicky nebo na pravdépodobnostni
semilogaritmicky papir proti odpovidajicim koncentracim. Vynesou-li se
body na pravdépodobnostni papir, prolozi se body primka, ato ru¢né nebo
regresnim vypoctem.
Hodnota ECs, se odhadne odectenim z regresni primky jako koncentrace
odpovidajici 50% snizeni rustu (/a = 50 %). Pro jednoznatné oznateni té&to
hodnoty v rdmci této metody vypoctu se doporucuje pouzit symbol ExCso.
Je dulezité, aby byla shodnotou E,Cs, uvedena prislusna expozi¢ni doba,
napr. E,Csg (O —-72 h)

11.2.2 POROVNANI RUSTOVYCH RY CHLOSTI
Pramérnou specifickou rastovou rychlost (1) pro exponenciané rostouci
kultury 1ze vypocitat jako:

InN_ -InN,

pg=—-m=n -0

tn —1 0

kde to je ¢as zatatku zkousky.

Pramérnou specifickou rastovou rychlost |ze také odvodit ze sklonu

regresni piimky v zavislosti In N nacase.

Snizeni specifické rastové rychlosti vyjéadiené v procentech pro kazdou

koncentraci zkusebni latky (/,,) se vypocte podle vzorce:

| = Fe—Fx 100
Hc
kde
e = stiedni specifické rastova rychlost v kontrole,
;= stiedni specifické rastovéa rychlost pro zkusebni koncentraci ¢.

Snizeni stiedni specifické rastové rychlosti v procentech pii vsech
koncentracich zkusebni latky ve srovnani s kontrolni hodnotou se vynese
proti logaritmu koncentrace. Hodnotu ECso |ze odegist z vysledného graful.
Pro jednozna¢né oznateni ECso odvozené touto metodou se doporucuje
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pouzit symbol E.Cso. Musi byt uvedeny okamziky méieni, napft.

vztahuje-li se hodnota k ¢asu 0 a k 72 h, oznaci se symbolem E;Cso (0 —

72 h):

Poznamka. Ve vyrazu pro specifickou rustovou rychlost vystupuji

logaritmy, tzn. maé zmeény rastové rychlosti mohou odpovidat velkym

zménam biomasy. Hodnoty E,C a EC tedy nejsou ¢iselné srovnatelné.

VYPOCET NOEC

Hodnota koncentrace nezpisobujici z&dné pozorovatelné acinky (NOEC)

se stanovi vhodnou statistickou metodou pro srovnavani vice vzorka

(napt. analyza rozptylu a Dunnettav test) svyuzitim jednotlivych hodnot

ploch pod rastovymi kiivkami 4 (vizbod?2.1) nebo specifickych

rastovych rychlosti u (viz bod 2.2).

ZPRAVY

Protokol o zkousce ma pokud mozno obsahovat nasledujici Udaje:

— zkusebni |atka: udaje o chemické identite;

— testovaci organismus. puavod, laboratorni kultura, ¢islo kmene,
metoda kultivace;

— zkusebni podminky:

— datum zahajeni a ukon¢eni zkousky a délka zkouseni,

— teplota,

— slozeni média,

— kultivacni zatizeni,

— hodnoty pH roztoku na poc¢étku anakonci zkousky (je-li
pozorovano kolisani pH o vice nez 1,5, uvede se
vysvétleni),

— nosi¢ a metoda pouzitd pro rozpousténi zkusebni 1aky,
koncentrace nosice ve zkusebnich roztocich,

— intenzita akvalita svétla,

— zkousené koncentrace (naméiené nebo nominani);

— vysledky:
— koncentrace bunék v jednotlivych bankach v kazdé dobé
méteni ametoda méteni koncentrace burgk,

— prameérné hodnoty koncentrace bun¢k,

— rastove kiivky,

— grafické zndzornéni vztahu koncentrace — Ucinek,

— hodnoty EC a metoda vypoctu,

— NOEC,

— dalsi pozorované ucinky.
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DODATEK 1
Priklad postupu kultivace ias

Obecné poznamky

Ucelem kultivace nésledujicim postupem je ziskani kultur fas pro zkousky toxicity.
Mély by byt pouzity vhodné metody k tomu, aby bylo zgisténo, ze kultury fas
nebudou infikovany bakteriemi (1SO 4833). Vhodné mohou byt axenické kultury,
avsak zékladem jsou jednodruhové kultury.

V$echny operace se provadéji za sterilnich podminek, aby nedoslo ke kontaminaci
bakteriemi ajinymi fasami. Kontaminované kultury se vyiadi.

Postupy pri ziskani kultur fas

Priprava zivnych roztoku (média):

Médium Ize pfipravit ziedénim koncentrovanych zakladnich roztoka zivin. K ziskani
pevného média se pridava 0,8 % agaru. Pouzité médium by meélo byt sterilni.
Sterilizace v autoklavu maze vést ke ztraté NH .

Kmenova kultura:

Kmenové kultury jsou malé kultury fas, které se pravidelné pren&eji do cerstvého
média, kde dlouzi jako vychozi testovaci materid. Nesou-li kultury pravideng
pouzivany, vyockovavaji se na sikmy agar. Poté se nggmén¢ jednou za dva mésice
pienasgji do cerstvého média

Kmenové kultury se péstuji v Erlenmeyerovych bankach obsahujicich vhodné
medium (objem priblizné 100 ml). Jsou-li fasy kultivovény pri teploté 20 °C a stdlém
osvétleni, musi se pienaset kazdy tyden.

Pri preockovéni se prenese sterilni pipetou do baiky scerstvym mediem takové
mnozstvi , staré€* kultury, aby byla vychozi koncentrace u rychle rostouciho druhu fas
as stokrét mensi nez koncentrace kultury staré.

Rastovou rychlost druhu fas Ize odecist zrustové kiivky. Je-li zndma, Ize z ni
odhadnout hustotu, pii niz musi byt kultura pienesena do ¢erstvého média. K tomu
musi dojit pied fazi odumirani kultury.

Predkultura:

Ucelem predkultur je poskytnout dostatecné mnozstvi fas potiebnych pro naockovani
testovacich kultur. Predkultura se kultivuje za zkusebnich podminek a pouzije sejesté
béhem exponencidniho rastu, to znamena obvykle po tiidenni inkubacni |haté.
Obsahuji-li kultury fas deformované nebo abnormalni bunky, musi se odstranit.

DODATEK 2

V normé 1SO 8692 - Jakost vody - Rustové inhibi¢ni zkouska na sladkovodnich
faséch Scenedesmus subspicatus a Selenastrum capricornutum [SOU uvedeny
vysledky mezilaboratornich  zkousek dichromanu draselného provedenych
16 |aboratoremi.

Stfedni hodnota (mg-1-") Rozpéti (mg-17™")
E.Cyp (0—72h) 0,84 0,60az1,03
E.Cs (0—72 ) 0,53 0,20az0,75

IV. METODY PRO STANOVENi ,SNADNE“ BIOLOGICKE
ROZLOZITELNOSTI — metody C.4 podle prilohy smérnice 92/69/EHS

IV..1 UvoD



IV.1.2

Je popsano sest metod, které umoznuji screeningové posouzeni snadné
biologické rozlozitelnosti chemickych latek v aerobnim vodnim prostiedi:

a) Zkouska na Ubytek rozpusténého organického uhliku (DOC)
(metoda C.4-A)

b) Modifikovana screeningova zkouska OECD — na Ubytek DOC
(metodaC.4-B)

C) Zkouska na uvolnovani oxidu uhli¢itého (CO.) (modifikovana
Sturmova zkouska) (metoda C.4-C)

d) Zkouska manometrickou respirometrii (metodaC.4-D)

€) Zkouska v uzavirenych lahvickéach (metodaC.4-E)

f) Zkouska MITI (Ministerstvo zahrani¢niho obchodu a primysiu —

Japonsko) (metoda C.4-F)
Obecné a spolecné Uvahy pro viech Sest zkousek jsou uvedeny v ¢asti |
metody. Specifické body jednotlivych metod jsou uvedeny v ¢astech Il az
VI1I. Prilohy obsahuji definice, vzorce a navody.
Mezilaboratorni srovnévaci test OECD provedeny v roce 1988 ukézal, ze
metody poskytuji shodné vysledky. V zavidosti na fyzikalnim charakteru
latky, ktera ma byt zkousena, se vsak miize davat prednost urcité metode.
VYBER VHODNE METODY
Pro volbu ngjvhodngjsi metody jsou nezbytné informace o rozpustnosti,
tenzi par a o adsorpénich vlastnostech chemické latky. Pro vypocet
teoretickych hodnot a/nebo ovéreni naméienych hodnot parametrd, napi.
TSK, TCO,, DOC, TOC, CHSK (viz piilohy | a Il) je nutné znat
chemickou strukturu nebo vzorec.
Zkusebni chemické létky, jegichz rozpustnost ve vodé je aespon
100 mg-l ™, 1ze zkouset viemi metodami za predpokladu, 7e netékai a
neadsorbuji se. Pro latky Spatné rozpustné ve vodg, které tekaji nebo se
adsorbuji, jsou vhodné metody uvedené v tabulce 1. Zpisob, jakym je
treba zachézet s l&tkami spatné rozpustnymi ve vodé a slatkami tekavymi,
je popsan v priloze Ill. Mirn¢ tékavé latky je mozno zkouset metodou
Ubytku DOC, pokud je ve zkusebnich nadobach (které musi byt vhodné
uzavieny) dostatecné velky prostor pro plyn. V tomto piipadé musi byt
provedena abioticka kontrola pro zohlednéni piipadné fyzikani ztréty.

Tabulka 1: Pouzitelnost zkus$ebnich metod

ZKkouska Analytickd metoda Vhodnost pro latky
§patné tékavé | adsorbujici
rozpustné e

na Ubytek DOC rozpustény organicky — — +/ -
uhlik

modif. zkouska OECD | rozpustény organicky — — +/ -

—naUbytek DOC uhlik

na uvoliovani CO, respirometrie; uvoliovani + — +
CO,

manometrickd manometricka + +/ - +

respirometrie respirometrie; spotieba
kydiku

zkouska v uzavienych | respirometrie: rozpustény +/ - + +

lahvickach kyslik

MITI respirometrie; spotieba + +/ - +
kysliku
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Pro interpretaci ziskanych vysledki, zegména pokud jsou vysledky nizké
nebo margindlni, se vyzaduji informace o ¢istoté nebo relativnich podilech
hlavnich slozek zkusebniho materiau.

Pro volbu vhodnych zkusebnich koncentraci mohou byt velmi uzite¢né
informace o toxicit¢ zkusebni chemickeé latky pro bakterie (ptilohalV);
tyto informace mohou byt dulezité pro sprédvnou interpretaci nizkych
hodnot biologického rozkladu.

REFERENCNI LATKY

Pro ovéieni postupu se soub¢zné se zkouskou a ve vlastni baice zkousgji
referenéni chemické l&ky, které spliuji kritéria snadné biologické
rozlozitelnosti.

Vhodnymi chemickymi latkami jsou anilin (Cerstvé piedestilovany),
natrium-acetét, natrium-benzoét. Vsechny tyto referencni chemické latky
se za podminek v uvedenych metodach rozkladaji, i kdyz se zamérne
nepiida zadné inokulum.

Byl podan navrh hledat referencni chemickou latku, ktera by byla snadno
rozlozitelng, avsak vyzadovala by piidani inokula. Navrzen byl
kalium-hydrogen-ftalat. O této latce je tieba jesté ziskat vice udaju, nez ji
bude mozné prijmout jako referen¢ni 1atku.

V respirometrickych zkouskach mohou v dusledku nitrifikace ovlivnit
spotiebu kysliku latky obsahujici dusik (viz prilohy [1 aV).

PODSTATA ZKUSEBNICH METOD

Roztok nebo suspense zkusebni Iatky v minerdnim prostredi se inokuluje
a kultivuje v aerobnich podminkach v temnu nebo v difuznim svétle.
Mnozstvi DOC ve zkusebnim roztoku pochazejici z inokula se musi
udrzovat ve srovnani s DOC pochézejiciho ze zkusebni latky co nejnizsi.
Endogenni aktivita inokula se zohledni na zakladé soubézné depé
zkousky sinokulem, avsak bez zkousené latky, trebaze endogenni aktivita
bunék v pritomnosti |atky presné neodpovida aktivité v endogenni
kontrolni zkousce. Za Ucelem kontroly postupu se soubézné provadi
zkouska s referencni |atkou.

Obecn¢ se rozklad sleduje stanovenim parametri jako DOC, tvorba CO»
nebo spotieba kysliku a meéfeni se provadéji vdostatecné krétkych
intervalech, aby bylo mozné identifikovat zacatek a konec biologického
rozkladu. Méteni automatickymi respirometry je kontinuani. Nékdy se
dopliitkové Kk jinému parametru méri DOC, avsak obvykle pouze na
zacéku a na konci zkousky. Lze rovnéz pouzit specifickou chemickou
analyzu, kterou se vyhodnoati primarni rozklad zkusebni [&tky nebo kterou
se stanovi koncentrace kteréhokoli vzniklého meziproduktu (ve zkousce
MITI povinné).

Zkouska obvykle trva 28dni. Je vsak mozné ukoncit méreni pied
uplynutim 28 dni, tj. jakmile vykazuje kiivka biologického rozkladu platd
po tii po sobé nésledujici méreni. Je také mozné mereni po 28 dnech
prodlouzit, jestlize z kiivky vyplyva, ze biologicky rozklad zacal, avsak
28. dne jeste nebylo jesté dosazeno plato.

KRITERIA JAKOSTI

Reprodukovatelnost

Vzhledem k charakteru biologického rozkladu a smésnych populaci
bakterii pouzivanych jako inokula se stanoveni provadéji nejméné
duplicitné.
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Je obecné znamo, ze ¢im vyssi je koncentrace mikroorganisma piidanych
na pocdtku do zkusebniho média, tim mensi jsou rozdily mezi
vicenasobnymi metenimi. Okruzni testy rovnéz ukazaly, ze mezi vysledky
ziskanymi raznymi laboratoremi mohou byt velké rozdily, avsak u snadno
biologicky rozlozitelnych sloucenin se obvykle dosahuje dobré shody.
Platnost zkousky

Zkouska se povazuje za platnou, je-li nakonci zkousky nebo poptipadé na
konci 10denniho obdobi rozkladu rozdil hodnot krajnich vysledki
vicenasobnych méteni rozkladu zkusebni chemické latky v oblasti platd
kiivky mensi nez 20% a dosahl-li stupen rozkladu referencni laky
vyjadieny v procentech Urovné snadné biologické rozlozitelnosti do
14 dni. Neni-li splnéna kterdkoli z téchto podminek, méieni se opakuje.
Vzhledem Kk naroénosti metod neznamengji nizké hodnoty nutné
skutecnost, ze zkusebni latka neni v podminkach zivotniho prostiedi
biologicky rozlozitelnd, ale znamengji, ze k prokézani biologické
rozlozitelnosti jsou tieba dalsi studie.

Jestlize ve zkousce toxicity zahrnujici jak zkusebni latku, tak referencni
chemickou latku doslo béhem 14dni kméné nez 35% rozkladu
(stanoveného podle DOC) nebo k méné nez 25% rozkladu (stanoveného
podle TSK nebo TCO,), Ize zkusebni chemické laky povazovat za
inhibujici (viz také prilohalV). Série zkousek by méla byt opakovana,
pokud mozno s nizsi koncentraci zkusebni chemické latky a/nebo svyssi
koncentraci inokula, avsak ne skoncentraci vyssi nez 30 mg tuhych latek
v litru.

OBECNE POSTUPY A PRIPRAVA

Obecné podminky pro zkousky jsou shrnuty v tabulce 2. Pristroje a dalsi
experimentani podminky specifické pro jednotlivé metody jsou popsany
dale v kapitolach pro tyto prislusné metody.



Tabulka 2: ZkuSebni podminky

Zkouska ;kouéka na Zkoué!«;} na Manometricka Modif. screeningova | Zkouskav uzgvfenych ZkouskaMITI (1)
Ubytek DOC uvoliovani CO, respirometrie zkouska OECD lahvickach
Koncentrace zkusebni 1&tky
mgl ™" 100 2-10 100
mg DOC/I 10-40 10- 20 10 - 40
mg TSK/I 50 -100 5-10
Koncentrace inokula (buriky/I, <30mg/l SL nebo < 100 ml odpadni vody/I 0,5 ml sekundarni <5 ml odpadni vody/Il 30mg/l SL
priblizng) (107-10% odpadni vody/l (10*-10°% (10-10%
(107
Koncentrace prvka
v minerdlnim médiu (v mg-™?)
P 116 11,6 29
N 13 0,13 13
Na 86 8,6 17,2
K 122 12,2 36,5
Mg 2,2 2,2 6,6
Ca 9,9 9,9 29,7
Fe 0,05-0,1 0,05-0,1 0,15
pH 74+0,2 nejlépe 7,0
Teplota 22+2°C 25+1°C

DOC = rozpustény organicky uhlik, TSK = teoreticka spotieba kysliku, SL = suspendované |atky
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Redici voda

PouzivA se deionizovand nebo destilovana voda neobsahujici inhibujici
koncentrace toxickych latek (napk. ionty Cu?"). Voda smi obsahovat nejvyse 10 %
obsahu organickénho uhliku vneseného zkusebnim materidlem. Vysoka cistota
vody pro zkousky je nezbytnd pro to, aby se nevyskytovaly vysoké hodnoty
sepého pokusu. Kontaminace muze pochazet z vlastnich pritomnych necistot,
z materidlu ménice ionti, z rozkladnych latek z bakterii a fas. Pro kazdou sérii
méfeni se pouzije pouze jedna sarze vody, kterd byla predem prekontrolovana
analyzou DOC. Tato kontrola neni nutnd u zkousky v uzavienych lahvickéch,
spotieba kysliku vodou v§ak musi byt nizka.

Zasobni roztoky mineralnich slozek

Pro pripravu zkusebnich roztokt se pripravi zésobni roztoky o vhodnych
koncentracich minerdlnich slozek. Nize uvedené zasobni roztoky je mozné pouzit
(pti raznych zred'ovacich faktorech) pro metodu s ubytkem DOC, modifikovanou
screeningovou metodu OECD, metodu suvolfiovanim CO,, pro manometrickou
respirometrii a pro metodu s uzavienymi lahvi¢kami.

Ziedovaci faktory a specificka piiprava minerdniho media pro zkousku MITI
jsou uvedeny v oddilech pro jednotlivé zkousky.

Zasobni roztoky:

Zapouziti reakénich ¢inidel ¢istoty p.a. se piipravi nasledujici zasobni roztoky:

a)  Dihydrogenfosforetnan draselny, KH2POa4 8,50 ¢g
Hydrogenfosfore¢nan didraselny, Ko;HPO4 21,759
Hydrogenfosforecnan disodny dihydrat, Na,HPO,4-2H,O 33,409
Chlorid amonny, NH,Cl 0,509
Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr. pH roztoku musi
byt 7,4.

b)  Chlorid vdpenaty bezvody, CaCl, 27509
nebo chlorid vépenaty dihydrét, CaCl,-2H,0 36,409

Rozpusti se ve vodé adoplni na 1 litr.

c)  Siran horednaty heptahydrat, MgSOas-7H20 22509
Rozpusti se ve vodé adoplni na 1 litr.

d) Chlorid zelezity hexahydrat, FeCls-6H,0 0,259
Rozpusti se ve vodé adoplni na 1 litr.

Poznamka: Aby nebylo nutné pripravovat tento roztok bezprostiedné pred

pouzitim, ptida se jedna kapka koncentrované kyseliny chlorovodikové nebo 0,4 g

disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) na 1 litr.

Zasobni roztoky chemickych latek

Pokud je rozpustnost vyssi nez 1g-|’1, rozpusti se napiiklad 1 — 10g (podle

potieby) zkusebni nebo referencni latky v deionizované vodé a doplni se na 1 litr.

Jinak se zasobni roztoky piipravuji v minerdinim meédiu, nebo se chemicka latka

piida piimo do minerdniho média. Pokud jde o postup s méné rozpustnymi

chemickymi lakami, viz prilohalll; ve zkousce MITI (metoda C.4-F) se

nepouzivaji ani rozpoustédla, ani emulgacni cinidla

Inokula

Inokulum lze ziskat ztady zdroju: zaktivovaného kau, ze splaskovych vod

(nechlorovanych), z povrchovych vod a pad nebo zjegich smési. Pouzivali se
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aktivovany kal ve zkousce na Ubytek DOC, na uvolinovani CO, a ve zkousce
manometrickou respirometrii, mél by byt odebran z Gistirny nebo zlaboratorni
jednotky cistici prevazné domovni odpadni vody. U inokuli zjinych zdroja byl
zjisten vetsi rozptyl vysdedki. V modifikované screeningoveé zkousce OECD ave
zkousce v uzavienych lahvickéch je potiebné ziedenéjsi inokulum bez viocek kalu
a nejvhodnéjsim zdrojem je voda z druhého stupré ¢istirny domovnich odpadnich
vod nebo z laboratorni jednotky. Pro zkousku MITI se inokulum ziskéva ze smesi
zdroju aje popsano v oddilu vénovaném této zkousce.

Inokulum z aktivovanych kalii

Odebere se cerstvy vzorek aktivovaného kalu z aerac¢ni nédrze cistirny odpadnich
vod nebo laboratorni jednotky cistici prevazné domovni odpadni vody. Podle
potieby se filtraci pies jemné sito odstrani hrubé céstice a ka se udrzuje
v aerobnich podminkach.

Jinou moznosti je usazeni nebo odstiedéni (napi. 10 min pii 1100Q) po
odstranéni hrubych ¢éstic. Voda nad usazeninou se odstrani. Ka se promyje
minerdnim médiem. Koncentrovany ka se suspenduje v minerdnim médiu na
koncentraci 3 — 59 suspendovanych tuhych latek na litr a az do pouziti se
provzdusiuje.

Ka by mél byt odebran z dobie fungujici konvenéni ¢istirny. Je-li nutné odebrat
kal zcistirny svysokym vykonem nebo piedpoklédali se, ze ka obsahuje
inhibitory, je ttebajg promyt. Po dukladném promichani se kal necha usadit nebo
se odstredi, voda nad usazeninou se odstrani a promyty kal se opét suspenduje
v nové davce minerdniho média Tento postup se opakuje, dokud se ka
nepovazuj e za prosty prebytec ného substratu nebo inhibitoru.

Po opakovaném suspendovani nebo z neupravovaného kalu se t¢sné pired pouzitim
odebere vzorek pro stanoveni hmotnosti susiny suspendovanych tuhych |atek.
Dalsi moznosti je homogenizace aktivovaného kalu (3 — 5 g suspendovanych latek
v litru). Ka se 2 min zpracovava v mechanickém misi¢i pii stredni rychlosti.
Promichany kal se necha 30 min, popiipack déle, usazovat a kapalina se dekantuje
pro pouziti jako inokulum v koncentraci 10 ml nalitr mineralniho média.

Jiné zdroje inokula

Inokulum lze ziskat z vystupu zdruhého stupné cistirny odpadnich vod nebo
laboratorni jednotky zpracovavajici prevéazné domovni odpadni vody Odebere se
cerstvy vzorek a béhem piepravy se udrzuje v aerobnich podminkéach. Necha se
1 h usadit nebo se Zfiltruje pres hruby filtracni papir a dekantovana kapalina nebo
filtr& se az do powziti udrzuje v aerobnich podminkéch. Na litr média |ze pouzit
a 100 ml tohoto typu inokula.

Dasim zdrojem inokula je povrchova voda. V tomto pripadé se odebere vzorek
vhodné povrchové vody, napi. ficni nebo jezerni vody, a uchovava se az do
pouziti v aerobnich podminkéach. V pripack potieby se inokulum zkoncentruje
filtraci nebo odstiedénim.

Pi'edbéZna uprava inokuli

Inokula je mozné predbézné upravit pro experimentdni podminky, ae nikoli
predbézné adaptovat na zkusebni latku. Predbézna Uprava spociva v aeraci
aktivovaného kalu v mineranim médiu nebo vystupu z druhého stupre cistirny po
dobu 5—-7dni pii zkusebni teploté. Predbéznd Uprava nékdy zlepsi presnost
zkusebnich metod snizenim hodnot ze slepych pokusi. Predbézna Uprava inokula
pro zkousku MITI se nepovazuje za nutnou.

Abiotické kontroly
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V pripadé potreby se kontroluje mozny abioticky rozklad zkusebni latky
stanovenim Ubytku DOC, piijmu kysliku nebo uvoliiovani oxidu uhlicitého ve
sterilnich kontrolach bez inokula. Sterilizace se provédi filtraci pires membranu
(0,2 — 0,45 um) nebo piidanim vhodné toxické latky v odpovidgjici koncentraci.
Pouzivali se membranova filtrace, odebirgji se vzorky asepticky, aby byla
zachovana sterilita. Pokud nebyla predem vylouc¢ena adsorpce zkusebni |étky,
mely by zkowsky, kterymi se sleduje biologicky rozklad podle Ubytku DOC,
zejména pii pouziti inokula z aktivovaného kalu, zahrnovat abiotickou kontrolu,
ktera je inokulovana aintoxikovana.

Pocet nasazenych banék

Pocet nasazenych banék v typické zkousce je uveden v oddilech vénovanych
jednotlivym zkouskam.

Mohou byt pouzity tyto barky:

Zkusebni suspense: obsahujici zkusebni latku ainokulum

Slepa zkouska s inokulem: obsahujici pouze inokulum

Kontrolni zkouska postupu: obsahujici referen¢ni [&tku ainokulum

Abioticka sterilni kontrola: sterilni, obsahujici zkusebni latku (viz 1.6.6)

Kontrola adsorpce: obsahujici zkusebni latku, inokulum a sterilizacni ¢inidlo
Kontrolatoxicity: obsahujici zkusebni latku, referen¢ni 1atku ainokulum
Stanoveni ve zkusebni suspensi a slepy pokus sinokulem musi byt provadény
soubézné. Doporucuje se, aby stanoveni v ostatnich baikach bylo provéadéno
rovnéz soubezng.

To vs§ak nemusi byt vzdy mozné. Je tieba zgjistit, aby se odebiral dostatesny pocet
vzorka nebo aby se provakl dostatecny pocet odecti pro vyhodnoceni procenta
Ubytku v 10dennim obdobi rozkladu.

DATA A HODNOCENI

Pti vypoctu rozkladu v procentech D, se pouzji stredni hodnoty z meéreni
parametru provedenych duplicitné v obou zkusebnich nédobéach a ze depého
pokusu sinokulem. Vzorce jsou uvedeny dde v oddilech pro jednotlivé zkousky.
Prubéh rozkladu se znézorni graficky a vyznati se 10denni obdobi rozkladu.
Vypocte se a uvede Ubytek v procentech dosazeny na konci 10denniho obdobi
rozkladu a hodnota pro platé kiivky nebo popiipack hodnota odpovidgjici konci
zkousky.

V respirometrickych zkouskéch mohou v diasledku nitrifikace ovlivnit spotiebu
kysliku latky obsahujici dusik (viz prilohy 1l aV).

Méreni rozkladu prostiednictvim stanoveni DOC

Za ucelem posouzeni platnosti zkousky (viz 1.5.2) by se méla hodnota rozkladu D;
v procentech v kazdém casovém okamziku, ve kterém se odebral vzorek,
vypocitat oddélené pro kazdou banku obsahujici zkusebni latku, a to pomoci
stiednich hodnot meéieni DOC provedenych duplicitné. Vypocte se podle

nasledujici rovnice:
D, = {1— ﬂ) %100

Co—Cio
kde
D= rozklad v procentech v ¢ase,
Co=  stifedni pocétecni koncentrace DOC v inokulovaném kultivatnim médiu
obsahujicim zkusebni latku (v mg DOC nalitr),
C, = stfedni  koncentrace DOC v inokulovaném kultiva&nim médiu

obsahujicim zkusebni latku v ¢ase ¢t (v mg DOC nalitr),
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Cpo=  stiedni pocatecni koncentrace DOC ve slepém inokulovaném minerdnim
médiu (v mg DOC nalitr),

Coe=  stiedni koncentrace DOC ve depém inokulovaném mineralnim médiu
v ¢aset (v mg DOC nalitr).

V sechny koncentrace se stanovi experimentalné.

Rozklad méreny specifickou analyzou

Je-li mozné ziskat specifické analytické Udaje, vypocte se primarni biologicky

rozklad z rovnice:

S, - S
D, =2 —"2100
Sp

kde
D, = rozklad v procentech v ¢ase ¢, obvykle po 28 dnech,
Sa = zbylé mnozstvi zkusebni latky v médiu sinokulem na konci zkousky

(mg),
Sb= zbylé mnozstvi zkusebni latky ve slepém pokusu s vodou/meédiem, do

kterych byla piidana pouze zkusebni |atka (mg).
Abioticky rozklad

Pouzije-li se abioticka sterilni kontrola, vypocte se abioticky rozklad v procentech
podle rovnice:

abioticky rozklad v % = S0 =Gt 109
Cs0)

kde:

Cs0)= koncentrace DOC ve sterilni kontrole v den O,

Cyy = koncentrace DOC ve sterilni kontrole v den .

ZPRAVY

Protokol o zkousce mé pokud mozno obsahovat nasledujici Udaje:

— zkusebni areferencni chemické latky ajgich Cistota;

— zkusebni podminky;

— inokulum: charakter a misto (mista) odbéru, koncentrace a jakakoli
piedbézna Uprava;

— podil a charakter pramyslového odpadu obsazeného v odpadni vodé,
jsou-li znamy;

— délka zkousky ateplota;

— v pripadé Spatné rozpustnych zkusebnich laek pouzity zpusob
Zpracovani;

— pouzita zkusebni metoda; mély by byt uvedeny védecké divody a
vysvétleni pro veskeré zmeny postupu;

— prehled dat;

— veskeré pozorované projevy inhibice;

— jakykoli pozorovany abioticky rozklad;

— specificka anal yticka data o chemické latce, pokud existuji;

— anal ytické data o meziproduktech, pokud existuji;

— graf zavidosti rozkladu v procentech na ¢ase pro zkusebni a referencni
l&tku; je treba zietelné oznacit fézi iniciace, fazi rozkladu, 10denni
obdobi rozkladu a smeérnici (ptilohal). Vyhovuje-li zkouska kritériim
jakosti, je mozné v grafu pouzit stiedni hodnotu rozkladu v procentech
v baikach obsahujicich zkusebni latku;

— rozklad v procentech po 10dennim obdobi rozkladu, v oblasti platé a na
konci zkousky.



IVA. METODA PRO STANOVENI ,,SNADNE“ BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI
POMOCI UBYTKU ROZPUSTENEHO ORGANICKEHO UHLIKU (DOC) — metoda
C.4-A podle prilohy smérnice 92/69/EHS

IVA.1

IVA 2
IVA 2.1

IVA 2.2

IVA 2.3

IVA 2.4

PODSTATA METODY

Odmeteny objem inokulovaného minerdnino média obsahujiciho znamou
koncentraci zkusebni latky (10 — 40 mg DOC na litr) jako nominani jediny zdroj
organického uhliku se provzdusiuje v temnu nebo v difusnim svétle pri 22 + 2 °C.
Rozklad se deduje v kratkych intervalech béhem 28denniho  obdobi
prosttednictvim analyzy DOC. Stupenn biologického rozkladu se vypocte
vyjédienim koncentrace rozlozeného DOC (opravené na koncentraci DOC ve
sepé zkousce sinokulem) v procentech koncentrace, ktera byla pritomna na
zacatku. Stupen primarniho biologického rozkladu lze rovnéz vypocditat
z doplnkoveé chemickeé analyzy provedené na zacatku a nakonci kultivace.

POPIS METODY

Aparatura

a) Erlenmeyerovy baiky, napr. 250 ml az 2 litry, podle objemu pottebného
pro analyzu DOC,;

b) Trepacka upravend pro umisténi Erlenmeyerovych banek, bud

sautomatickou regulaci teploty nebo pouzivana v mistnosti s konstantni
teplotou, a sdostatecnym vykonem pro udrzeni aerobnich podminek ve
vsech bankéch;

C) Filtratni aparatura svhodnymi membranami;
d) Anayzator DOC;

€) Pristroj pro stanoveni rozpusténého kysliku;
f) Odstiedivka;

Priprava mineralniho média

Priprava zésobnich roztoku je popsanav bodé 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku a) s800 ml fedici vody, prida se po 1 ml roztoki b) az d) a
doplni se tedici vodou na 1 litr.

Priprava a predbézna uprava inokula

Inokulum lze ziskat ztady zdroju: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod,
z povrchovych vod, z pid nebo z jgich smési.

Viz1.6.4,1.6.4.1,1.6.4.2al.6.5.

Piiprava banék

Do dvoulitrovych Erlenmeyerovych banék se naptiklad odmeéti 800 ml
minerainihno média a do jednotlivych banék se pridaji dostatecna mnozstvi
zasobnich roztoka zkusebni a referenéni létky tak, aby se ziskaly koncentrace
l&ky odpovidajici 10 — 40mg DOC na litr. Zkontroluji se hodnoty pH a
popiipadé se upravi na 7,4. Baiky se inokuluji aktivovanym kalem nebo jinym
zdrojem inokula (viz 1.6.4), aby se ziskala vydedné koncentrace nejvyse 30 mg
suspendovanych latek na litr. Pripravi se rovnéz Kkontroly sinokulem
v mineranim médiu, avsak bez zkusebni nebo referencni |atky.

Podle potieby se pouzije jedna nadoba ke kontrole mozného inhibi¢niho G¢inku
zkusebni latky inokulaci roztoku, ktery obsahuje srovnatelna mnozstvi jak
zkusebni, tak referencni chemicke latky v minerdnim meédiul.



IVA 2.5

IVA 2.6

IVA 3
IVA 3.1

IVA 3.2

IVA 3.3

IVA 4

Podle potieby se také pouzije dalsi, sterilni baika s roztokem chemické latky bez
inokula, a to ke kontrole, zda se zkusebni chemicka latka rozkladé abioticky (viz
1.6.6).
Existuje-li dale podezieni, ze se zkusebni latka vyznamné adsorbuje na skle, kalu
apod., provede se piedbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce, a tedy
vhodnosti zkousky pro danou l&tku (viz tabulkal). Nasadi se bainka obsahujici
zkusebni latku, inokulum a sterilizaéni ¢inidlo.
Obsah vsech banék se doplni minerainim médiem na 1 litr a po promichéni se
z kazdé banky odebere vzorek pro stanoveni pocétecni koncentrace DOC (viz
piilohall, bod4). Usti bangk se zakryji napt. hlinikovou fdlii tak, aby byla
umoznéna volna vymeéna vzduchu mezi bainkami a okolni atmosférou. Banky se
poté umisti do tiepacky a zahgji se zkouska.
Pocet banék v typické zkousce
Bankalaz2: Zkusebni suspense
Banka3 a4: Slepa zkouska s inokulem
Baka5: Kontrolni zkouska postupu
Déle se doporucuji nebo se podle potieby pouziji:
Baka 6: Abioticka sterilni kontrola
Banka7: Kontrola adsorpce
Banka8: Kontrolatoxicity
Viz takébod 1.6.7.
Provedeni zkousky
Béhem zkousky se ve znamych c¢asovych intervalech duplicitné stanovuje
koncentrace DOC v kazdé barce, a to dostatecné c¢asto, aby bylo mozné urcit
zacatek 10denniho obdobi rozkladu a ubytek v procentech na konci 10denniho
obdobi rozkladu. Pro kazdé stanoveni se odebere pouze minimdni nezbytné
mnozstvi zkusebni suspense.
Pred kazdym odbérem vzorki se podle potieby nahradi ztrdty odpaiovanim
z ban¢k pridanim potiebného mnozstvi fedici vody (1.6.1). Pred odbérem vzorka
se kultivatni médium dobie promichd a zgisti se, aby latky ulpélé na sténach
nadob piesly do roztoku nebo suspense. Vzorky se ihned po odbéru Zfiltruji pres
membranu nebo odstiedi (viz prilohall, bod4). Zfiltrované nebo odstredéné
vzorky se analyzuji tyz den, v opaéném pripadé se uchovavai nejdéle 48 h pii 2 —
4 °C nebo delsi dobu pii teploté nizsi nez —18 °C.
DATA A ZPRAVY
Zpracovani vysledki
Rozklad v procentech v ¢ase ¢ se vypocte podle bodu 1.7.1. (stanoveni DOC) nebo
podle bodu 1.7.2 (specificka analyza).
Vsechny vydedky se uvedou na piislusnych formulétich prehledu dat.
Platnost vysledki
Viz bod 1.5.2.
Zpravy
Viz bod 1.8.
PREHLED DAT
Ddeje uveden priklad prehledu dat.
ZKOUSKA NA UBYTEK DOC
1. LABORATOR
2. DATUM POCATKU ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA

Nazev:



K oncentrace chemické 1atky v zasobnim roztoku: mg: ™

Poséatesni koncentrace chemické | atky v médiu v dase fo: mg-l ™"
4, INOKULUM

Zdroj:

Provedena Uprava:

Predbézné Uprava, pokud byla provedena:

K oncentrace suspendovanych ltek v reakéni smesi: mg-l™

5 STANOVENI UHLIKU
Analyzétor uhliku:
Baiika . DOC po n dnech (mg1 %)
O [n | ny, | ng | n
a
1 a2
a, sttedni hodnota
Zkusebni 14tka ainokulum (;am
1
2 ba
b, stiedni hodnota
Ch(t)
a
3 2
¢, stiedni hodnota
Ce
Slepa zkouska sinokulem d
bez zkusebni |atky 4 d,
d, sttedni hodnota
Cdm
Cetn T Cao
Coiery = 2
6. VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT
Baika ¢. Rozklad v % po » dnech
0 N1 Ny N3 Ny
C,n—G
1 Dy =|1- =0 1100 | 0
Ca0) — Coi(0)
C -C
2 Do=|1-2O""HO | 100 | 0
Ch0) ~ Chi()
Stredni hodnota” D= % 0

x

Hodnoty D1 a D2 by nemély byt primérovény, pokud je mezi nimi
vyznamny rozdil.
Poznamka: Podobné formulae 1ze pouzit pro referencni chemickou latku a
kontrolu toxicity.

7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinnd)
Cas (dny)
0 t
DOC (mg-?) ve sterilni kontrole Cyo) Cyqy

Cyo — C.
abioticky rozklad v % = —X2_~S0) . 100
Cso0)
8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (nepovinnd)



IVB.

Zbylé mnozstvi zkusebni Primarni rozklad
chemickeé latky na konci v procentech
zkousky (mg-™)
Sterilni kontrola S,
Inokul ované zkusebni médium S S”S;S“ x 100
b

METODA PRO STANOVENi ,SNADNE“  BIOLOGICKE

ROZLOZITELNOSTI POMOCI UBYTKU ROZPUSTENEHO ORGANICKEHO
UHLIKU (DOC) - MODIFIKOVANA SCREENINGOVA ZKOUSKA OECD - metoda
C.4-B podle prilohy smérnice 92/69/EHS

IVB.1

IVB.2
IVB.2.1

IVB.2.2

PODSTATA METODY

Odmeteny objem minerdiniho média obsahujiciho znamou koncentraci zkusebni
létky (10 — 40 mg DOC na litr) jako jediny zdroj organického uhliku se inokuluje
0,5ml odpadni vody na litr média. Smés se provzdusiuje vtemnu nebo
v difusnim svétle pii 22+ 2 °C.

Rozklad se deduje v krakych intervaech béhem 28denniho  obdobi
prostiednictvim analyzy DOC. Stupen biologického rozkladu se vypocte
vyjadienim koncentrace rozlazeného DOC (opravené na koncentraci DOC ve
slepé zkousce sinokulem) v procentech koncentrace, ktera byla pritomna na
zacatku. Stupenn primarniho biologického rozkladu lze rovnéz vypocitat
z doplnkové chemické analyzy provedené na zacatku a na konci inkubace.

POPIS METODY

Aparatura

a) Erlenmeyerovy banky, napt. 250 ml az 2 litry, podle objemu potiebného
pro analyzu DOC;

b) Trepacka pro umisténi Erlenmeyerovych banék, bud’ s automatickou

regulaci teploty nebo pouzivana v mistnosti skonstantni teplotou, a
sdostatecnym vykonem pro udrzeni aerobnich podminek ve vsech

bankéch;
C) Filtrani aparatura svhodnymi membranami;
d) Anayzétor DOC;
€) Pristroj pro stanoveni rozpusténého kysliku;
f) Odstiedivka.

Piiprava mineralniho média

Priprava zésobnich roztoku je popsanav bodé 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku @) s 800 ml fedici vody, piida se po 1 ml roztoki b) az d) a
doplni se fedici vodou na 1 litr.

V této metodé se pouziva jako inokulum pouze 0,5ml odpadni vody na litr, a
proto je nutné do média dodat stopové prvky a rustové faktory. Toho se dosahne
piidanim 1 ml kazdého z dale uvedenych roztokt najeden litr vysledného média:
Roztok stopovych prvkii:

Siran manganaty tetrahydréat, MnSO,-4H,O 39,9 mg
Kyselina boritd, H:BOs 57,2 mg
Siran zine¢naty heptahydrat, ZnSO4-7H20 42,8 mg
Heptamol ybdenan hexaamonny, (NH4)sM 07024 34,7 mg

Chelét Fe (FeCl; skysdlinou ethylendiaminotetraoctovou)  100,0 mg
Rozpusti se v fedici vodé a doplni se touto vodou na 1 000 ml.
Vitaminovy roztok:



IVB.2.3

IVB.2.4

IVB.2.5

IVB.2.6

Kvasni¢ny extrakt 15,0 mg

Kvasniény extrakt se rozpusti ve 100ml vody. Sterilizuje se prichodem
membranou 0,2 um, nebo se pripravi cerstve.

Piiprava a predbézna tdprava inokula

Inokulum se ziska z vystupu druhého stupné cistirny nebo laboratorni jednotky
zpracovavajici prevézné domovni odpadni vody.

Viz1.6.4.2al 6.5.

Pouzije se 0,5 ml nalitr minerdlniho média.

Priprava banék

Do dvoulitrovych Erlenmeyerovych banék se napiiklad odmeéii 800 ml
minerainino média a do jednotlivych banék se pridaji dostatecna mnozstvi
zasobnich roztoka zkusebni a referenéni latky tak, aby se ziskaly koncentrace
latky odpovidgjici 10 — 40mg DOC na litr. Zkontroluji se hodnoty pH a
popiipadé se upravi na 7,4. Banky se inokuluji odpadni vodou z druhého stupné
¢isténi odpadnich vod (viz 1.6.4.2) vobjemu 0,5 ml na litr. Pripravi se rovnéz
sepé zkousky sinokulem v minerdnim médiu, avsak bez zkusebni nebo
referencni latky.

Podle potieby se pouzije jedna nadoba ke kontrole mozného inhibi¢niho Geinku
zkusebni latky inokulaci roztoku, ktery obsahuje srovnatelna mnozstvi jak
zkusebni, tak referencni chemické I&tky v minerdnim médiu.

Podle potieby se také pouzije dalsi, sterilni baika s roztokem chemické latky bez
inokula, a to ke kontrole, zda se zkusebni chemicka latka rozkladana abioticky
(viz 1.6.6).

Existuje-li dale podezieni, ze se zkusebni latka vyznamné adsorbuje na skle, kalu
apod., provede se piedbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce, a tedy
vhodnosti zkousky pro danou latku (viz tabulkal). Nasadi se bainka obsahujici
zkusebni latku, inokulum a sterilizaéni ¢inidlo.

Obsah vsech banék se doplni minerainim médiem na 1 litr a po promichéni se
z kazdé banky odebere vzorek pro stanoveni pocétecni koncentrace DOC (viz
piilohall, bod4). Usti bangk se zakryji napt. hlinikovou fdlii tak, aby byla
umoznéna volna vymeéna vzduchu mezi bainkami a okolni atmosférou. Banky se
poté umisti do tiepacky a zahgji se zkouska.

Pocet banék v typické zkousce

Bankalaz2: Zkusebni suspense

Banka3 a4: Slepa zkouska s inokulem

Baka5: Kontrolni zkouska postupu

Déle se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:

Baika 6: Abioticka sterilni kontrola

Banka 7: Kontrola adsorpce

Banka8: Kontrolatoxicity

Viz takébod 1.6.7.

Provedeni zkousky

Béhem zkousky se ve znamych casovych intervalech duplicitné stanovuje
koncentrace DOC v kazdé bance, a to dostateéné c¢asto, aby bylo mozné urcit
zacatek 10denniho obdobi rozkladu a ubytek v procentech na konci 10denniho
obdobi rozkladu. Pro kazdé stanoveni se odebere pouze miniméni nezbytné
mnozstvi zkusebni suspense.

Pred odbérem vzorkt se podle potieby nahradi ztrédty odparovanim z banék
piidanim potiebného mnozstvi fedici vody (1.6.1). Pied odbérem vzorka se
kultivani médium dobie promiché a zgjisti se, aby |atky ulpélé na sténach nédob



IVB.3
IVB.3.1

IVB.3.2

IVB.3.3

IVB.4

piesly do roztoku nebo suspense. Vzorky se ihned po odbéru zfiltruji pies
membranu nebo odstiedi (viz prilohall, odst.4). Zfiltrované resp. odstiedéné
vzorky se analyzuji tyz den, v opaéném pripadé se uchovavai nejdéle 48 h pii 2 —
4 °C nebo delsi dobu pii teploté nizsi nez —18 °C.

DATA A ZPRAVY

Zpracovani vysledki

Rozklad v procentech v ¢ase ¢ se vypocte podle bodu 1.7.1. (stanoveni DOC) nebo
podle bodu 1.7.2 (specificka analyza).

Vsechny vydedky se uvedou na prislusnych formul&ich prehleda dat.

Platnost vysledki

Viz bod 1.5.2.

Zpravy

Viz bod 1.8.

PREHLED DAT

Ddeje uveden priklad prehledu dat.

MODIFIKOVANA SCREENINGOVA ZKOUSKA OECD

1. LABORATOR

2. DATUM POCATKU ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA
Néazev:

K oncentrace chemické 1atky v zasobnim roztoku: mg- ™

Pocaes ni koncentrace chemické latky v médiu v ¢ase f: mg-I‘l
4, INOKULUM

Zdroj:

Provedena Uprava:

Predbéznd Uprava, pokud byla provedena:

K oncentrace suspendovanych | atek v reakgni smési: mgl™

5 STANOVENI UHLIKU
Anayzétor uhliku:
Baiika . DOC po » dnech (mg- ™)
0 N1 Ny N3 Ny
a
1 dz
a, sttedni hodnota
Zkusebni 14tka ainokulum %m
1
2 ba
b, sttedni hodnota
Cb(r)
C1
3 2
¢, stiedni hodnota
Ce)
Slepa zkouska sinokulem di
bez zkusebni latky 4 d,
d, sttedni hodnota
Ci([)
Cey +Caqr)
Ch © 2
6. VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT

| Bankac. | | Rozkladpondnech |




OIn|In|ng|ng
0
C -C
1 Dy = |1- O =200 g0
Ca0) — Chi(0)
0
Cyy —C
2 Dy = |1- 20 ~H 1,900
Cp0) — Col(0)
Stredni hodnota” D= @ 0

Hodnoty D; a D, by nemély byt primérovany, pokud je mezi nimi
vyznamny rozdil.

Poznamka: Podobné formulé&e lze pouzit pro referencéni chemickou latku a
kontrolu toxicity.

7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinnd)
Cas (dny)
0 t
DOC (mg- ) ve sterilni kontrole C«0) Csy)
Cyg —C
abioticky rozkladv % = 2% . 100
Cso
8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (nepovinnd)
Zbylé mnozstvi zkusebni Primarni rozklad
chemické latky na konci v procentech
zkousky (mg1™)
Sterilni kontrola M
I nokul ované zkusebni médium S, Sb; % 100
b

IVC. METODA PRO STANOVENI ,,SNADNE“ BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI
POMOCI UVOLNOVANI OXIDU UHLICITEHO (CO;) - MODIFIKOVANA
STURMOVA ZKOUSKA - metoda C.4-C podle prilohy smérnice 92/69/EHS

IVC.1 PODSTATA METODY
Odmeieny objem inokulovaného minerdniho média obsahujici zndmou
koncentraci zkusebni latky (10— 20 mg DOC nebo TOC na litr), ktera je jedinym
zdrojem uhliku, se provzdusinuje v temnu nebo v difusnim svétle regulovanym
proudem vzduchu bez CO,. Rozklad se sleduje po dobu 28 dni prostiednictvim
vznikgjiciho CO; jimaného v roztoku hydroxidu barnatého nebo sodného, kde se
stanovi titraci zbytkového hydroxidu nebo jako anorganicky uhlik. Mnozstvi CO>
vzniklého ze zkusebni 1atky (po korekci na CO. pochazegjici z ¢istého inokula) se
vyjédii v procentech TCO,. Stupen biologického rozkladu muaze byt také vypocten
z doplnkového stanoveni DOC na zac étku a ha konci inkubace.

IVC.2 POPIS METODY

IVC.2.1 Pristroje

a) Baky na 2 — 51 vybavené provzdusnovaci trubici dosahujici az ke dnu
nadoby a vystupnimo tvorem;
b) Magnetické michacky pro zkouseni spatné rozpustnych létek;

C) Absorpeni lahv;
d) Zatizeni pro regulaci a méreni pratoku vzduchu;



IVC.2.2

IVC.2.3

IVC.24

€) Zatizeni pro odstranovani CO, pii pripravé vzduchu bez CO,, popiipadé
mize byt pouzita smés kysliku bez CO» a dusiku bez CO> ve spravném
pomeru (20 % O2 a 80 % N») z lahvi se stlacenymi plyny;

f) Zaizeni na stanoveni CO, bud’ titracné nebo pomoci analyzatoru
anorganického uhliku;
0) Zarizeni pro membranovou filtraci (podle volby);

h) Anayzétor DOC (podle volby).

Priprava mineralniho média

Priprava zésobnich roztoku je popsanav ¢éasti 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku a) s800 ml fedici vody, piida se po 1 ml roztoku b) az d) a
doplni se tedici vodou na 1 litr.

Priprava a predbéZna tprava inokula

Inokulum Ize ziskat ztady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod,
z povrchovych vod, z pad nebo z jgich smési.

Viz1.6.4,1.6.4.1,1.6.42al.6.5.

Piiprava banék

Jako priklad jsou uvedeny hodnoty pro baiky na 5litra obsahujici 3litry
suspense. V pripadé pouziti mensich objemi se hodnoty imérné upravi, musi byt
ovsem zgjisténo, aby bylo mozné presné méiit vznikajici CO..

Do kazdé banky na 5litra se prenese 2400 ml minerdniho média. Prida se
vhodné mnozstvi pripravenénho inokula (viz 1.6.4.1 a 1.65), aby koncentrace
suspendovanych |&tek v konesném objemu 3| inokulované smési byla 30 mg ™.
Eventudln¢ |ze negjdrive ziedit pripraveny kal v minerdnim médiu na suspensi o
koncentraci 500 —1 000 mg-~* a poté pridat alikvotni ¢asti do baiky na 5 litrd,
aby byla dosazena koncentrace 30 mg-™1; zgjisti se tim vétsi presnost. Mohou byt
pouzity i jiné zdrojeinokula (viz 1.6.4.2).

Inokulovana smés se pies noc provzdusiuje vzduchem bez COp, aby se ze
systému odstranil oxid uhli¢ity.

Oddé¢len¢ do dvojic bangk se ze zasobnich roztoka prida zkusebni latka a
referencni latka tak, aby koncentrace pochazejici z chemickych laek byla
v rozmezi 10 az 20mg DOC nebo TOC na litr; nekteré lahve se nasadi jako
kontrola inokula bez pridani chemickych létek. Spatné rozpustné latky se odvézi
Podle potieby se jedna baika pouzije ke kontrole mozného inhibi¢niho G¢inku
zkusebni latky, a to pridanim zkusebni i referencni laky ve stegnych
koncentracich jako v ostatnich bankach.

Podle potieby se dalsi banka pouzije k ovéteni, zda se zkusebni |atka nerozklada
abioticky, pricemz se pouzije roztok chemické latky bez inokula (viz 1.6.6).
Sterilizace se provadi ptidanim vhodné koncentrace toxicke | atky.

Ve viech bankéch se upravi objem na 3 1 ptidavkem minerdniho média bez CO..
Podle potieby Ize odebrat vzorky pro stanoveni DOC (viz ptilohall, bod 4)
alnebo pro specifickou analyzu. Poté se na vystup plynt u ban¢k pripoji absorpéni
lahve.

V pripadé pouziti hydroxidu barnatého se za kazdou banku na 5 litrt zaradi fri
absorpeni lahve, kazd& obsahujici 100ml roztoku Ba(OH), o koncentraci
0,0125 mol 1. Roztok nesmi obsahovat srazeninu sirani a uhligitanu barnatého a
jeho koncentrace musi byt stanovena bezprostredné pred pouzitim. Je-li pouzit
hydroxid sodny, spoji se 2 absorpéni lahve, z nichz druhé slouzi jako kontrola, ze
byl veskery CO, zachycen v prvni absorpeni lahvi. K tomuto Uc¢elu se hodi
absorpeni 1ahve opatiené sérovymi uzavéry. Do kazdé absorpeni lahve se prida po



IVC.2.5

IVC.2.6

IVC.3
IVC3.1

200 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,05mol-I™%, coz postacuje k absorpci
veskerého oxidu uhli¢itého, ktery by se uvolnil pti Uplném rozkladu I&tky. Roztok
hydroxidu sodného, i kdyz je cerstvé pripraven, obsahuje stopy uhli¢itanu;
korekce se provede odectenim mnozstvi uhli¢itani ve slepém pokusu.
Pocet banék v typické zkousce
Baikala2: ZKkusebni suspense
Banka3 a4: Slepa zkouska s inokulem
Banka5: Kontrolni zkouska postupu
Dd e se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:
Banka6: Abioticka sterilni kontrola
Banka 7: Kontrolatoxicity
Viz takébod 1.6.7.
Provedeni zkousky
Zkouska se zah§ji probublavanim vzduchu bez CO, suspensi pii pratoku 30 —
100 ml-min~t. Za G¢elem analyzy obsahu CO, se pravidelné odebiraji vzorky
absorbentu. Doporucuje se, aby se v prub&hu prvnich 10dnt provadély anayzy
kazdy druhy az treti den a dale pak kazdy paty den az do 28. dne, coz umozni
rozpoznat obdobi 10denniho obdobi rozkladu.
28. den se (nepovinng) odebere vzorek pro stanoveni DOC a/nebo pro specifickou
analyzu, zméii se pH suspensi a poté se do kazdé baiky prida 1 ml koncentrované
HCl; provzdusiuje se pies noc, aby se odstranil CO2 piitomny v suspensi.
Posledni analyza uvolnéného CO> se provede 29. den.
Ve dnech, kdy se provadi stanoveni CO,, se odpoji absorpéni lahev shydroxidem
barnatym blizsi zkusebni baiice a roztok hydroxidu barnatého se titruje 0,05M
HCI za pritomnosti fenolftaleinu jako indikétoru. Zbyvajici dvé absorpeni lahve se
posunou k barce a na konec fady se zaradi nova absorpéni lahev se 100 ml cerstvé
pripraveného 0,0125M hydroxidu barnatého. Titrace se provadgji podle potieby,
napr. je-li pozorovana v prvni absorpcni lahvi zietelnd srazenina a pred tim, nez
vznikne viditelna srazenina ve druhé absorpéni lahvi, nebo alespon jednou tydng.
Jinou moznosti je provést pii pouziti NaOH jako absorbentu odbér malého vzorku
hydroxidu sodného pomoci injekeni stiikacky (podle pouzitého analyzatoru
uhliku) z absorpeni lahve, které je ngjblize k baice. Vzorek se nastrikne ptimo do
|C-¢ésti analyzétoru uhliku pro analyzu anorganického uhliku.
Obsah druhé absorpéni lahve se anadyzuje pouze na konci zkousky scilem
stanovit korekci namozny Unik CO,.
DATA A ZPRAVY
Zpracovani vysledki
Mnozstvi CO, zachyceného v absorpeni lahvi je v pripadé titracniho stanoveni
dano vztahem:

Mg CO,=(100% Cg —0,5x V' x Cp) x 44

kde

V= objem HCI spotiebovany pii titraci 100 ml obsahu absorpeni lahve (ml),
Cg=  koncentrace roztoku hydroxidu barnatého (mol-™),

Ca=  koncentrace roztoku kyseliny chlorovodikové (mol-l™").

Je-li Cg 0,0125mol-™ a Ca 0,05 mol-I™, je spotieba pro titraci 100 ml roztoku
Ba(OH), 50 ml ahmotnost CO, je déna vztahem:

0'25 x 44 x pocet ml HCI spotiebované pri titraci =1,1x ml HCI

V tomto pripadé se tedy k prepoctu objemu HCI spotiebovaného pii titraci na
hmotnost vzniklého CO, pouzije faktor 1,1.



S pouzitim prislusnych vysledka titrace se vypocte hmotnost CO, vzniklého ze
samotného inokula a inokula se zkusebni latkou a jgich rozdil je hmotnost CO2
vzniklého ze samotné zkusebni 1atky.

Je-li napi. vysledkem titrace samotného inokula 48 ml a inokula se zkusebni
l&tkou 45 ml, je mnozstvi

CO; zinokula=1,1 x (50 — 48) = 2,2 mg,

COz zinokulaa zkusebni latky = 1,1 x (50 — 45)= 5,5 mg,

atedy hmotnost CO, vzniklého ze zkusebni |atky 3,3 mg.

Biologicky rozklad v procentech se vypoéte podle vztahu:

vznikly CO, v mg x 100

TCO, x pridana zkusebni ldtka v mg

rozklad v procentech =

nebo

vznikly CO, v mg x 100
TCO piidany ve zkousce v mg x 3,67
piicemz 3,67 je prevodni faktor (44/12) pro uhlik aoxid uhligity.
Rozklad v procentech se po kazdém obdobi vypocte dosazenim hodnoty TCO:2
vypocitané pro kazdy den az do doby, kdy byl méien.
Pti zachytavani do NaOH se vypocte hmotnost vzniklého CO,, vyjadieného jako
anorganicky uhlik v mg, vynasobenim koncentrace anorganického uhliku
v absorpeni lahvi objemem absorpéniho roztoku.

rozklad v procentech =

Rozklad v procentech se vypocte podle vztahu:

anorg. C ze zkuseb. banky v mg — anorg. C ze slep. pokusu v mg

TCO,V %= x 100

IVC.3.2

IVC.3.3

IVC.4

TOC piidany jako zkusebni latkav mg

Ubytky DOC se (nepovinng) vypogitaji podle bodu I.7. Tento vysledek spolu
s ostatnimi vysledky se zaznamengji do prislusného formuléie piehledu dat.
Platnost vysledkii
Obsah anorganického uhliku ve zkusebni suspensi v minerdnim médiu na zacétku
zkousky musi byt mensi nez 5% TC a celkové mnozstvi CO, vzniklé na konci
slepé zkousky sinokulem nesmi za normanich okolnosti prekrocit 40 mg na litr
média. Jsou-li hodnoty vétsi nez 70mg CO, na litr, méla by byt data i
experimenta ni postup kriticky piehodnoceny.
Viztakél.5.2.
Zpravy
Vizl.8.
PREHLED DAT
Déle je uveden piiklad piehledu dat:
ZKOUSKA NA UVOLNOVANI OXIDU UHLICITEHO
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA

Nazev:

K oncentrace chemickeé | &tky v zasobnim roztoku: mg ™

Pozétesni koncentrace chemické latky v médiu: mg-l™

Celkoveé mnozstvi uhliku pridaného do barky: mg C

TCO2: mg CO2



4. INOKULUM
Zdroj:
Provedena Uprava:
Predbézné Uprava, pokud byla provedena:
K oncentrace suspendovanych latek v reakéni smesi: mg-l™

5. TVORBA OXIDU UHLICITEHO A ROZLOZITELNOST
Metoda: Ba(OH)2 / NaOH / jina
Cas CO, uvolrgny CO; uvolnény Celkové mnozstvi TCO,
(dny) | vezkousce (mg) ve depé zkousce CO, (pramer ve kumulativni CO»
(mg) zkousce minus TCO, x100
pramgr ve slepé
zkousce) (mg)

1|2 [ pramer | 3 | 4 [ pramer 1 2 1 2 | pramer
0
n
1]
N3
28

Poznamka: podobny formul& 1ze pouzit i pro referen¢ni latku a pro kontroly

toxicity. ) )
6. ANALYZA UHLIKU (podie volby)
Anayzétor uhliku:
Cas (dny) Slepy pokus (mg-) Zkusebni latka (mg- )
0 Coo) Co
28 Cb(t) Ct

" nebo nakonci kultivace

, Cz - Cb(t)
odstranény DOCv %= | 1- — |x 100

0~ Cho)
7. ABIOTICKY ROZKLAD (nepovinné)
abioticky rozklad v %= tvorba CO, ve steri I_.rpc):ogm. po 28 dnech v mg <100
2

IVD. METODA PRO STANOVENI ,,SNADNE“ BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI
MANOMETRICKOU RESPIROMETRII C.4-D podle piilohy smérnice 92/69/EHS

IVD.1

PODSTATA METODY

Odmeéieny objem inokulovaného mineraniho média obsahujici  znamou
koncentraci zkusebni chemické latky (100 mg zkusebni l&tky na litr, davgjici
ngiméné 50 — 100 mg TSK na litr), ktera je jedingm zdrojem organického uhliku,
se micha v uzaviené nadobé pii konstantni teploté (tolerance +1 °C nebo mensi)
na dobu 28dna. Spotieba kysliku se stanovi bud® mérenim mnozstvi kysliku
(elektrolyticky produkovaného), ktery je potiebny k udrzeni konstantniho objemu
plynu v respira¢ni nadobce, nebo ze zmén objemu nebo tlaku (nebo obojiho)
v aparatuie. Uvolnény CO, se jima v roztoku hydroxidu draselného nebo v jiném
vhodném absorbentu. Mnozstvi kysliku, které je zkousenou latkou spotiebovano



IVD.2
IvD.2.1

IVD.2.2

IVD.2.3

IVD.2.4

IVD.2.5

(korigované na spotrebu kysliku inokulem ve slepé zkousce, ktera se provadi
soucasné), se vyjadii v procentech TSK nebo CHSK. Popripadé mize byt
zdoplikové specifické chemické analyzy provedené na zatdku a na konci
kultivace vypocten primarni biologicky rozklad a zanadyzy DOC dplny

biologicky rozklad.

POPIS METODY

Pristroje

a) vhodny respirometr;

b) regul ator teploty s presnosti na+1 °C nebo lepsi;
C) zarizeni pro membranovou filtraci (nepovinné);
d) analyzétor uhliku (nepovinnég).

Priprava mineralniho média

Priprava zésobnich roztoku je popsanav ¢ésti 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku a) s800 ml fedici vody, prida se po 1 ml roztoki b) az d) a
doplni setedici vodou na 1litr.

Piiprava a predbéZna Gprava inokula

Inokulum lze ziskat ztady zdroju: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod,
z povrchovych vod, z pid nebo z jgich smési.

Viz1.6.4,1.6.4.1,1.6.4.2al.6.5.

Priprava banék

S pouzitim zasobnich roztoki se pripravi samostatné sady roztoka zkusebni
chemickeé l&ky a referencni chemické I&tky v minerdlnim médiu o koncentraci
odpovidajici obvykle 100 mg chemické laky na litr (davaici ngméne 50 —
100 mg TSK nalitr).

TSK se vypocéte ztvorby amoniovych soli, pokud lze vylougit nitrifikaci,
v opatném piipadé by mel byt vypocet zalozen na tvorbé dusi¢nant (viz
prilohall, bod 2).

Zmgéti se pH av pripadé potieby se upravi na7,4 + 0,2.

Spatné rozpustné latky se pridaji v pozdgjsim stadiu (viz dale).

M&li se stanovit toxicita zkusebni laky, pripravi se dalsi roztok v minerdnim
meédiu, jenz obsahuje referencni i zkusebni latku, a to ve stgfnych koncentracich
jako v roztocich obsahujicich jen jednu l&tku.

Pozaduje-li se stanoveni fyzikané-chemické spotreby kysliku, pripravi se roztok
zkusebni latky obvykle o koncentraci 100 mg TSK nallitr sterilizovany piidavkem
vhodné toxické latky (viz 1.6.6).

Pripravené objemy roztoka zkusebni a referencni chemické latky se rozdéli
alespon duplicitné do banék. Do dalsich ban¢k se prida pouze minerdni médium
(pro kontrolu inokula) a podle potieby smés roztoku zkusebni a referencni
chemicke latky a sterilni roztok.

Je-li zkusebni chemicka latka Spatné rozpustna, odvézi se nebo odméri v tomto
stadiu ptimo do banek, nebo se postupuje podle prilohy I11. Do lahvi pro absorpci
CO2 se prida hydroxid draselny, pelety hydroxidu sodného nebo jiny absorbent.
Pocet banék v typické zkousce

Bankalaz2: Zkusebni suspense

Banka3 a4: Slepa zkouska s inokulem

Baka5: Kontrolni zkouska postupu

Déle se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:

Baka6: Sterilni kontrola

Banka7: Kontrolatoxicity

Viz takébod 1.6.7.



IVD.2.6

IVD.3
IVD.3.1

IVD.3.2

Provedeni zkousky

V baitkéch se necha ustavit pozadovand teplota a vybrané banky se inokuluji

pridanim aktivovaného kau nebo jiného zdroje inokula, aby nebyla koncentrace

suspendovanych latek vétsi nez 30 mg: 2. Zatizeni se sestavi, spusti se michatka,

piezkousi se na vzduchotésnost a zah§ji se mereni spotieby kysliku. Obvykle neni

treba vénovat zkousce zadnou zvl&stni pozornost, kromé nezbytnych odecta a

denni kontroly teploty a michani.

Z pravidelnych ¢astych odesta se podle postupu uvedeného vyrobcem zaiizeni

vypocte spotieba kysliku. Na konci inkubace, obvykle po 28 dnech, se zméii pH

v bankach, a to zvI&té tehdy, je-li spotieba kysliku mala nebo vétsi nez TSKyna

(plati pro latky obsahujici dusik).

V pripack potieby se na zacétku a na konci odebira vzorek z respiracnich nadobek

pro stanoveni DOC nebo pro specifickou analyzu (viz ptilohall, bod 4). Fi

pocatecnim odbéru z banky se zgjisti, aby byl znam objem zkusebni suspense,

kterd v bance ziustala. Je-li kyslik spotiebovavan latkami obsahujicimi dusik,

stanovi se prirastek koncentraci dusi¢nani a dusitani za 28 dni a vypocéte se

korekce na spotiebu kysliku nitrifikaci (ptiloha V).

DATA A ZPRAVY

Zpracovani vysledki

Spotieba kysliku (mg) zkusebni lédtkou za danou dobu (korigovana na spotiebu

kysliku inokulem za stejnou dobu ve slepé zkousce) se podéli hmotnosti zkusebni

létky v bance. Ziské se tak hodnota BSK vyjadiena v mg kysliku na mg zkusebni

|&tky:
BSK = spoti. O, zk. chem. latkou v mg — spoti. O, ve slep zkousce v mg

hmotnost zkusebni chem. latky v barice v mg
= mg Oz namg zkusebni chemické |atky.

Biologicky rozklad v procentech se vypocte bud’ z rovnice:

biolog. rozklad v % = % TSK = Lok (Mg O, namg chem. latky) 4o,
TSK (mg O, namg chem. létky)

nebo z rovnice:

BSK (mg O, namg chem. latky)
COD (mg O, na mg chem. latky)
Je tieba poznamenat, ze tyto dvé metody nemusi poskytovat stejné hodnoty;
pirednost se dava prvni metodg.

Pro létky, jez obsahuji dusik, se pouzije vhodna hodnota TSK (pro NH, nebo
NOs) podle toho, zda se o¢ekava nitrifikace, ¢i nikoli (ptilohall, bod 2). Jestlize
k nitrifikaci dochdzi, avsak neni Uplna, vypocte se korekce na spotiebu kysliku pfi
nitrifikaci ze zmén koncentrace dusitani a dusi ¢nana (piiloha V).

V piipadé, ze se provadi nepovinné stanoveni organického uhliku anebo
specifické chemickeé |&tky, vypocte se stupei rozkladu podie bodu 1.7.

Vsechny vysdedky se zaznamengji do piislusného formulare pirehledu dat.

Platnost vysledki

Obvykl& spotteba kysliku inokulem je 20— 30 mg O, nalitr a neméla by byt vétsi
nez 60mgl™ za 28 dni. Hodnoty veétsi nez 60mgd™ vyzaduji kritické
piehodnoceni vysledku a experimentani techniky. Je-li pH mimo rozpéti 6 —8,5 a
spotieba kysliku zkusebni |&tkou je mensi nez 60 %, méla by byt zkouska
opakovana snizsi koncentraci zkusebni latky.

Viz také 1.5.2.

% COD = x 100.




IVD.3.3

IVD.4

Zpravy
Viz1.8.
PREHLED DAT
Déle je uveden piiklad prehledu dat:
ZKOUSKA MANOMETRICKOU RESPIROMETRI{
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA
Nazev:
K oncentrace zésobniho roztoku: mg-™
Posatesni koncentrace v médiu, Co: mg-l™*
Objem zkusebni banky (7): ml
TSK nebo CHSK: v mg O, namg zkusebni latky (NH4, NOs):
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedena Uprava:
Predbézna Uprava, pokud byla provedena
K oncentrace suspendovanych 1atek v reakéni smési: mg:l™

5. SPOTREBA KYSLIKU: BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST
Cas (dny
0 7 14 21 28
Spotieba O, (mg) ;
zkusebni latkou —
a, pramer
Spotieba O, (mg) ve i
slepé zkousce b primer
Kori ) (Cll — bm)
origovand BSK (mg)
(a2 —bm)
(a 1—b)
BSK namg zkusebni CoV
létky (a—b)
CoV
Rozklad v % D, (ay)
BSK Dy (ay)
Tk * 100 Pramer”
¥ = objem média ve zkusebni baice

Hodnoty D1 a D> by nemé¢ly byt pramérovany, je-li mezi nimi vyrazny

rozdil.
Poznamka: Podobny formuléf |ze pouzit i pro referencni latku a pro kontroly
toxicity.
6. KOREKCE NA NITRIFIKACI (viz piiloha V)

Den 0 28 Rozdil

i) Koncentrace dusi¢nanu (mg N nalitr) (N)
i) Kyslikovy ekvivalent (4,57 x N x V) (mg) — —
iii) Koncentrace dusitani (mg N nalitr) (N)
iv) Kyslikovy ekvivalent (3,43 x N x V) (mg) — —
ii +iv) Celkovy kyslikovy ekvivalent — —

7. ANALYZA UHLIKU (podle volby)
Analyzétor uhliku:
| Cas (dny) [ Slepazkowska(mgl™) | Zkusebni latka(mgl D) |




0 (Co) (Co
* 28 (Cog) (C)
nebo na konci inkubace

‘s G - Cbl(t)
odstranény DOCv % = | 1- — | x100

0~ “bl(0)
8. SPECIFICKA ANALYZA (nepovinné)
S,=  koncentrace ve fyzikdiné-chemické kontrole (sterilni) po
28 dnech,
Sa= koncentrace v inokulované barice po 28 dnech.
biologicky rozklad v % = 222, 100
b
9. ABIOTICKY ROZKLAD (nepovinné)
a= spotieba kysliku ve sterilnich baikach po 28 dnech v mg,

spotieba kysliku namg zkusebni chemické latky = i
0
(viz oddil 1 a3)

abioticky rozklad v % = — 27190

CoV/ x TSK '

IVE. METODA PRO STANOVENI ,,SNADNE“ BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI
POMOCI ZKOUSKY V UZAVRENYCH LAHVICKACH - metoda C.4-E podle
prilohy smérnice 92/69/EHS

IVE.1.

IVE.2
IVE.2.1

IVE.2.2

IVE.2.3

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Roztok zkusebni latky v mineralnim médiu, obvykle o koncentraci 2 az 5 mg-l ™,
se inokuluje malym mnozstvim mikroorganisma ze smésné kultury a udrzuje se
ve zcela naplnénych uzavienych lahvickach, vtemnu a pii konstantni teploté.
Rozklad se sleduje po dobu 28 dnt prostiednictvim analyzy rozpusténého kysliku.
Mnozstvi spotiebovaného kysliku po korekci na soubéznou slepou zkousku
sinokulem se vyjadii jako TSK nebo CHSK.

POPIS METODY

Piistroje a pomicky

a) Lahve pro analyzu BSK se sklenénymi zatkami, napi. na 250 — 300 ml.

b) Vodni |18zen nebo inkubétor pro udrzovani lahvicek pri konstantni teploté
(tolerance +1 °C nebo mensi) v temnu.

C) Velké skleréné lahve na 2 — 51 pro pripravu média a pro naplnéni
lahvicek pro analyzu BSK.

d) Kyslikova elektroda a oxymetr nebo vybaveni a ¢inidla pro Winklerovu

titracni metodu.
Piiprava mineralniho média
Priprava zésobnich roztoku je popsanav ¢éasti 1.6.2.
Smisi se po 1 ml roztoka @) az d) adoplni sevodou na 1 litr.
Piiprava inokula
Inokulum se obvykle ziskéva z vystupu z druhého stupn¢ cistirny odpadnich vod
nebo laboratorni jednotky zpracovévgjici piev&zné domovni odpadni vody.
Alternativnim zdrojem inokula maze byt povrchova voda. Obvykle se pouzije
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jedna kapka (0,05ml) az 5ml filtrétu na litr média; k nalezeni optimaniho
objemu dané odpadni vody mize byt nezbytné provést pokusy (viz 1.6.4.2 al.6.5).
Priprava lahvi¢ek

Minerani médium se alespon 20 min siln¢ provzdusnuje. V sechny série zkousek
se provedou s minerdnim médiem ze stejné davky. Obecné je médium piipraveno
k pouziti po 20 h sténi pii zkusebni teploté. Pro kontrolu se stanovi obsah kysliku
v médiu; jeho obsah by mél byt asi 9 mg™ pii 20 °C. Vsechny operace pienosu
média nasyceného vzduchem a jeho plnéni se provedou tak, aby nevznikay
bublinky, napt. pomoci nasévasek.

Pripravuji se shodné skupiny lahviéek pro analyzu BSK pro stanoveni se zkusebni
ldkou a referencni latkou v soubéznych sériich experimentt. Pripravi se
dostatecny pocet lahvicek, veetné slepych pokusi, tak, aby v kazdém zvoleném
Casovém intervalu, napt. 0, 7, 14, 21 a 28 dnd, bylo mozné provést alespon dvé
meéieni spotieby kysliku. K tomu, aby bylo mozné rozpoznat 10denni obdobi
rozkladu, maze byt potieba vice lahvicek.

Velké lahve se piiblizné do jedné tietiny naplni provzdusnénym médiem. Poté se
zvl&t do jednotlivych velkych lahvi piida dostatecny objem zasobniho roztoku
zkusebni latky a referencni latky, a to obvykle tak, aby nebyla konec¢na
koncentrace chemickych létek vétsi nez 10 mg-l™. Ke slepému pokusu v dal§i
velké lahvi se nepiidavaji zadné chemické latky.

S cilem zgjistit, aby aktivita inokula nebyla omezena, nesmi koncentrace kysliku
v lahvickach pro analyzu BSK klesnout pod 0,5 mg-l‘l. Toto omezuje koncentraci
zkusebni latky na 2 mgl™. Pro laky, které se $patné rozkladaji, a pro létky
snizkou hodnotou TSK lze pouzit koncentraci 5 — 10mg™. V nekterych
piipadech se doporucuje provést soubézné série méreni pii dvou raznych
koncentracich zkusebni 14tky, napr. pii 2 a5 mgl™. Obvykle se TSK pogita na
z&kladé tvorby amonnych soli, ale v piipadech, kdy se piedpoklada nitrifikace
nebo kdy dochazi k nitrifikaci, se TSK vypocéte na zakladé tvorby dusi¢nani
(TSKno3, viz prilohall, bod?2). V ptipadech, kdy nitrifikace neni UpIng, se
provede korekce na zmeny anayticky stanovenych koncentraci dusitana a
dusi¢nanu (viz priloha V).

M&li byt vysetiena toxicita zkusebni latky (napi. v piipade drive zjisténé nizké
biologické rozlozitelnosti), je nezbytné nasadit dalsi sérii lahvicek.

Pripravi se dalsi velka lahev sprovzdusnénym mineranim médiem (naplnéna asi
do jedné tretiny objemu), do které se prida zkusebni a referencni chemicka latka o
konecné koncentraci obvykle stejné jako v pripadé ostatnich velkych lahvi.
Roztoky ve velkych lahvich se inokuluji vystupem z druhého stupné cistirny
odpadnich vod (jedna kapka nebo 0,05 az 5 ml-1™) nebo z jiného zdroje inokula,
jako je napt. fi¢ni voda (viz 1.6.4.2). Nakonec se lahve doplni na objem
provzdusnénym minerdnim meédiem za pouziti hadicky, ktera saha na dno, aby se
dosahl o dostatet ného promichani.

Pocet lahvicek v typické zkousce

V typické zkousce se pouziji nasledujici lahvicky:

nejméné 10 lahvicek se zkusebni |atkou ainokulem (zkusebni suspense),

ngiméné 10 lahvicek pouze s inokulem (slepa zkouska s inokulem),

ngimeéné 10 lahvicek s referencni |&tkou ainokulem (kontrolni zkouska postupu),
a podle potieby 6 lahvicek se zkousenou létkou, referencni latkou a inokulem
(kontrola toxicity). Pro rozpoznani 10denniho obdobi rozkladu je vsak potiebny
dvojnésobny pocet lahvicek.

Provedeni zkousky
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Vsechny piipravené roztoky se ihned po pripravé rozdéli do prislusné skupiny
lahvicek pro analyzu BSK, ato pomoci hadi¢ky zavedené do spodni ¢tvrtiny velké
lahve (nikoliv ke dnu) tak, aby se vsechny lahvi¢cky pro analyzu BSK zcela
naplnily. Jemné se poklepe, aby se odstranily bublinky. V lahvickach se
Winklerovou metodou nebo pomoci oxymetru ihned stanovi obsah rozpusténého
kysliku k pocatku zkousky (k ¢asu nula@). Obsah lahvicek Ize konzervovat pro
pozdéjsi analyzu piidavkem siranu manganatého a hydroxidu sodného (prvnim
Winklerovym ¢inidlem). Pied provedenim zbyvagjicich kroka Winklerovy metody
se peclivé uzaviené lahvicky obsahujici kydlik vazany ve formé hydratovaného
oxidu manganitého skladuji v temnu nejdéle 24 h pti teplot¢ 10 — 20 °C. Zbyvajici
soubézné pripravené lahvicky se uzaviou tak, aby v nich nezustaly bublinky
vzduchu, a inkubuji se vtemnu pii 20 °C. Kazd4 série musi byt doprovézena
Uplnou sérii slepého pokusu s inokulovanym médiem. Ve vsech sériich se béhem
28 dnu inkubace v pravidelnych intervalech (ngméné jednou tydné) stanovi
alespon ve dvou lahvickéch obsah rozpusteného kysliku.

Tydenni vzorky umozni stanoveni rozkladu v procentech ve 14dennim obdobi
rozkladu, zatimco vzorky odebirané kazdé 3 — 4 dny umozni rozpoznat 10denni
obdobi rozkladu, coz vyzaduje dvojnasobny pocet lahvicek.

U létek obsahujicich dusik se provede korekce na spotiebu kysliku pri nitrifikaci.
K tomuto U¢elu se stanovi koncentrace rozpusténého kysliku oxymetrem a poté se
zlahvicky pro analyzu BSK odebere vzorek pro stanoveni dusitani a dusi¢ nand.
Z prirastku  koncentrace dusitan a dusi¢cnania  se vypoéte mnozstvi
spotiebovaného kysliku (viz priloha V).

DATA A ZPRAVY

Zpracovani vysledki

Nejprve se vypocte BSK, ke které doslo po kazdé ¢asoveé periodk, ato ode¢tenim
spotieby kysliku (v mgO2 na litr) ve slepém pokusu sinokulem od spotieby
zkusebni chemickou latkou. Takto korigovana spotieba se vydéli koncentraci
zkusebni 1atky (mgl™) a ziska se specificka BSK v mg kysliku na mg zkusebni
l&tky. Biologicka rozlozitelnost v procentech se vypocte jako podil specifické
BSK a gpecifické TSK (vypoctené podle prilohy I, bodu 2) nebo CHSK
(stanovené analyticky, viz prilohall, bod 3), tedy:

spoti. O, zk. chem. latkou v mg — spoti. O, ve slep. pokusu v mg

BSK = hmotnost zkusebni chem. lIatky v bance v mg
= mg Oz namg zkusebni chemické |atky.
rozklad v % = BSK (mg O,na mg zkuseb. chem. Ie}tky) 100
TSK (mg O, namg zkuseb. chem. latky)
nebo
rozklad v % = BSK (mg O, namg zkuseb. chem. latky) <100

COD (mg O, na mg zkuseb. chem. létky)
Je tieba poznamenat, ze tyto dvé metody nemusi poskytovat stejné hodnoty;
prednost se dava prvni metode.
Pro latky, jez obsahuji dusik, se pouzije odpovidgjici hodnota TSK (pro NHa nebo
NOs) podle toho, zda se ocekava nitrifikace, ¢i nikoli (ptilohall, bod 2). Jestlize
k nitrifikaci dochézi, avsak neni Uplna, vypocéte se korekce na spotiebu kysliku pfi
nitrifikaci ze zmeén koncentrace dusitani a dusi ¢nana (priloha V).
Platnost vysledkii



Spotieba kysliku ve slepém pokusu sinokulem by neméla byt po 28 dnech vyssi
nez 1,5mgl™. Vy&i hodnoty vyzaduji piesetreni experimentdni techniky.
Zbytkova koncentrace kysliku ve zkusebnich lahvickéch by neméla nikdy
klesnout pod 0,5 mg-~. Takto nizké trovné kysliku jsou platné pouze tehdy,
Ize-li pouzitou metodou stanoveni rozpusténého kysliku tak nizké arovné presné
Zmefit.
Viz také 1.5.2.
IVE.3.3  Zpravy
Viz1.8.
IVE.4 PREHLED DAT
Ddeje uveden priklad prehledu dat:
ZKOUSKA V UZAVRENYCH LAHVICKACH
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA
Nazev:
K oncentrace zasobniho roztoku: mg- ™
Pocéte:ni koncentrace v lahviéce: mg- 1
TSK nebo CHSK: v mg O, namg zkusebni |atky
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedena Uprava:
Predbézna Uprava, pokud byla provedena:
Koncentrace v reakéni smési: mg-l™
5. STANOVENI ROZPUSTENEHO KYSLIKU:
Metoda: Winklerova metoda/ oxymetr
Analyzy lahvi¢ek
Doba kultivace (d) Rozpusteny kyslik
(mg- ")
O | m|n

Slepa zkouska (bez 1 C1
chemickeé latky) 2 C,

Pramer my =

Zkusebni chemicka 1 a,
|étka 2 as

Pramgr

Poznamka: podobny formul& 1ze pouzit i pro referen¢ni latku a pro kontroly
toxicity.
6. KOREKCE NA NITRIFIKACI (viz priloha V)

Doba kultivace 0 Ny ny N3
i) Koncentrace dusi¢nania (mg N nalitr)
i) Zmeénakoncentrace dusi¢nania (mg N nalitr) —
iii) Kyslikovy ekvivalent (mg-™) —
iv) Koncentrace dusitana (mg N nalitr)
V) Zména koncentrace dusitani (mg N nalitr) —
vi) Kyslikovy ekvivalent (mg:™?) —
iii + vi) Celkovy kyslikovy ekvivalent (mg-1%) —

7. UBYTEK ROZPUSTENEHO KYSLIKU: ROZKLAD
V PROCENTECH



Ubytek po n dnech
(mg™)
Ny Ny N3

LAHVICKA L: (o — mix) — (mpo — mix)
LAHV|CKA 2: (mto — m,x) — (mbo — mbx)
LAHVICKA 1:

[(mto —Mx )_(mbo —Mpx )] %100

% D, =
°"1 = konc. zkus. chem. Iatky x TSK

LAHVICKA 2:

% ~ [(mto—m,x)—(mbo—mbx )]><100
oD2 = - ~
konc. zkus. chem. I&ky x TSK

)

2

Hodnoty nelze pramérovat, je-li mezi nimi vyrazny rozdil.
mo=  hodnota pro zkusebni lahvicku v ¢ase 0
= hodnota pro zkusebni lahvicku v ¢ase x

my = hodnota pro slepy pokusv ¢ase 0
mpx = hodnota pro slepy pokus v ¢ase x
Pouziji se rovnéz korekce nanitrifikaci z bodu iii +vi v oddilu 6.
8. UBYTEK ROZPUSTENEHO KYSLIKU VE SLEPEM POKUSU
Spotieba kysliku ve slepém pokusu je (myy — mpgs) VMgl ™. Tato spotieba je
dilezita pro platnost zkousky. Mé&la by byt mensi nez 1,5 mg-l ™.

*
pramer %D =

IVF. METODA PRO STANOVENI ,,SNADNE“ BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI
POMOCI ZKOUSKY MITI — metoda C.4-F podle prilohy smérnice 92/69/EHS

IVF.1

IVF.2
IVF.2.1

IVF.2.2

PODSTATA METODY

Méteni spotieby kysliku v michaném roztoku nebo suspensi zkusebni chemické
latky v minerdnim médiu inokulovaném specidni kulturou neadaptovanych
mikroorganismi se provadi automaticky po dobu 28 dni za tmy v uzavieném
respirometru pri 25+ 1 °C. Uvolnovany oxid uhli¢ity se jima v hydroxidu
sodném. Biologicka rozlozitelnost se vyjadri jako spotieba kysliku (korigovanana
slepy pokus) vyjadiena v procentech teoretickeé spotieby kysliku (TSK). Priméarni
biologicka rozlozitelnost vyjadiena v procentech se rovnéz vypocte z doplikové
specifické chemické analyzy provedené na zacdtku a na konci kultivace,

popiipade z analyzy DOC.
POPIS METODY
Piistroje a pomiicky
a) automaticky elektrolyticky mefic BSK nebo respirometr standardné
vybaveny 6 baikami na 300 ml opatienymi uzavéry obsahujicimi
absorbent COy;
b) mistnost s konstantni teplotou nebo vodni |azen nastavenana 25 + 1 °C;
C) zaizeni pro membranovou filtraci (nepovinné);
d) analyzétor uhliku (nepovinné).
Piiprava minerialniho média
a)  Dihydrogenfosforecnan draselny, KH,PO, 8,50
Hydrogenfosforec¢nan didraselny, Ko:HPO4 21,759
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrét, 44,609
NaHPO4-12H20

Chlorid amonny, NH,Cl 1,709



IVF.2.3

IVF.2.4

IVF.2.5

Rozpusti se ve vodé adoplni na 1 litr.
pH roztoku musi byt 7,2.

b)  Siran horecnaty heptahydrét, MgSO,-7H,0 22509
Rozpusti se ve vodé adoplni nal litr.

c) Chlorid vpenaty bezvody, CaCl> 27509
Rozpusti se ve vodé adoplni nal litr.

d) Chlorid zelezity hexahydrat, FeCls-6H,0 0,259
Rozpusti se ve vodé adoplni na 1 litr.

Spoji se po 3 ml roztoka &), b), ), ad) adoplni se nallitr.

Priprava inokula

Odeberou se cerstvé vzorky nggmene z deseti lokalit, kde se pouzivaji a vypousteji
raizné chemické latky. Z mist, jako jsou cistirny mestskych a pramysiovych
odpadnich vod, feky, jezera a moie se odeberou litrové vzorky kalu, povrchovych
pud, vody atd., které se peclivé smichgji. Po odstranéni vyplavenych latek a
ustdleni se pH supernatantu upravi na 7 £ 1 hydroxidem sodnym nebo kyselinou
fosforecnou.

Vhodnym objemem filtrovaného supernatantu se naplni nadoba na aktivaci kalu a
kapalina se 23%2 h provzdwiuje. Tiicet minut po ukonc¢eni provzdusnovani se
odlije priblizné jedna tietina celkového objemu supernatantu a k usazenému
materidu se prida stejny objem roztoku (pH 7), ktery obsahuje vzdy po 0,1 %
glukosy, peptonu a dihydrogenfosforecnanu draselného, a obnovi se
provzdusniovani. Tento postup se opakuje jednou denné. Kalova jednotka musi byt
provozovana podle zésad spravné laboratorni praxe: odtok mé byt ¢iry, teplota méa
byt udrzovana pii 25+ 2°C, pH ma byt 7+, ka se ma dobie usazovat,
provzdusnovani musi byt za vsech okolnosti dostatecné, maji byt pritomni prvoci
a aktivita kalu se ma kontrolovat pomoci referencni latky ngméné kazdeé tii
mésice. Inokulum se nepouziva diive nez po 1 mésici kultivace, ale ne pozdéji nez
po ¢tyfech mésicich. Proto se v pravidelnych intervalech jednou za tfi mésice
odebirgji vzorky z 10 mist.

K udrzeni stginé aktivity cerstvého a starého kalu se filtrovany supernatant
aktivovaného pouzitého kalu misi se stenym objemem filtrovaného supernatantu
cerstvé odebraného kalu pochazejiciho z deseti zdroju a smes se kultivuje podle
vyse uvedeného postupu. Ka se pouzije jako inokulum az 18 — 24 h po uvedeném
Zpracovani.

Priprava banék
Pripravi se nasledujicich 6 banek:

Banka ¢. 1. zkusebni chemicka latka v redici vodé, 100 mg-™*

Banky &. 2, 3, 4: zkusebni chemickalatka v mineralnim médiu, 100 mg-l ™
Banka ¢. 5: referencéni latka (napt. anilin) v mineranim mediu, 100 mg-l‘l
Baika ¢. 6: pouze minerdni médium

Spatré rozpustné chemické latky se odvézi nebo odméii, nebo se zpracuji podle
prilohy 111, svyjimkou téch, u nichz nesm¢ji byt pouzita rozpoustédia ani
emulgatory. Do specidnich uzavéri vsech lahvi se prida absorbent oxidu
uhli¢itého. pH v bankéch ¢. 2, 3 a4 se upravi na7,0.

Provedeni zkousky

Banky ¢. 2, 3, 4 (zkusebni suspense), ¢. 5 (kontrola aktivity), ¢. 6 (depy pokus
sinokulem) se inokuluji malym mnozstvim inokula tak, aby byla vysledna
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koncentrace kalu 30 mg-™. Do lahve &. 1 se inokulum nepridava, slouzi jako
abioticka kontrola. Zatizeni se sestavi, prezkousi se na vzduchotésnost, spusti se
michatka a vtemnu se zahgji méreni spotieby kysliku. Denné se kontroluje
teplota, michani, coulometricky zapisova¢ spotieby kysliku a zaznamengji se
vsechny zmény barvy obsahu ban¢k. Spotieba kysliku pro 6 ban¢k se odecita
piimo, napt. Sestikandovym zapisovatem, ¢imz se ziska kiivka BSK. Na konci
kultivace, obvykle po 28 dnech, se zm¢éii pH v baikéch a stanovi se zbytkova
koncentrace zkusebni chemické latky a jgich produktt rozkladu a v piipadé
zkouseni latek rozpustnych ve vodé také koncentrace DOC (postup podie
ptilohy I1, bodu 4). Zvl&tni pozornost je tieba vénovat tekavym latkam. Pokud se
piedpokl&da nitrifikace, stanovi se podle moznosti koncentrace dusi¢nani a
dusitanu.
DATA A ZPRAVY
Zpracovani vysledki
Spotieba kysliku (mg) zkusebni |&kou za danou dobu (korigovana na spotiebu
inokulem za stegjnou dobu ve slepém pokusu) se podéli hmotnosti pouzité
zkusebni latky. Ziska se tak hodnota BSK vyjadiena v mg kysliku na mg zkusebni
l&tky:
BSK = spoti. O, zk. chem. ldtkou v mg — spoti. O, ve slepé zkousce v mg
hmotnost zkusebni chem. latky v bance v mg
= mg Oz namg zkusebni chemické |atky.

Biologicky rozklad v procentech se vypocte bud’ z rovnice:

biolog. rozklad v % = % TSK = Bk (Mg O, namg chem. latky) _ ;)
TSK (mg O, namg chem. latky)
Pro smés se TSK vypocte z elementarni analyzy, tak jako pro jednoduché
slouceniny. Pouzije se odpovidgjici hodnota TSK (TSKnna Nebo TSKnos) podie
toho, zda se ocekava nitrifikace, ¢i nikoli (ptilohall, bod 2). Jestlize k nitrifikaci
dochazi, avsak neni Uplng, vypocte se korekce na spotiebu kysliku pii nitrifikaci
ze zmén koncentrace dusitani a dusi ¢nanu (piiloha V).
Vypocte se priméarni biologicky rozklad v procentech zUbytku specifické
(vychozi) chemicke létky (viz 1.7.2):
Sb - Sa
D, = x100
Sp
Zjisti-li se pri mereni fyzikdné-chemického Ubytku ztrdta zkusebni chemické
l&tky v baice ¢. 1, zaznamena se to a jako koncentrace zkusebni latky (Sb) po
28 dnech se pro vypocet biologické rozlozitelnosti dosadi tato koncentrace.
Stanovuje-li se koncentrace DOC (nepovinng), vypocte se konetna hodnota
biologického rozkladu v procentech podle vztahu:

D, = (l— w} x100
0~ Cbo

jak je uvedeno v bod¢ 1.7.1. Zjisti-li se pti méteni fyzikane-chemického Ubytku
ztrdta DOC v baince ¢.1, pouzije se pii vypoétu biologického rozkladu
v procentech tato koncentrace DOC.
Vsechny vydedky se zaznamengji do piehledu dat.
Platnost vysledkii
Obvykla spotieba kysliku inokulem je 20— 30 mg O2 nalitr a neméla by byt vétsi
nez 60 mg-l‘l za 28 dni. Hodnoty vétsi nez 60 mg-l‘l vyzaduji kritické
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piehodnoceni vysledkt a experimentalni techniky. Je-li pH mimo rozpéti 6 —8,5 a
spotieba kysliku zkusebni |&kou je mensi nez 60 %, méla by byt zkouska
opakovanasnizsi koncentraci zkusebni 1atky.
Viztakél.5.2.
V piipadé, ze rozklad anilinu vypodéteny ze spotieby kysliku nepiekro¢i po
7 dnech 40 % a po 14 dnech 65 %, povazuje se zkouska za neplatnou.
Zpravy
Viz|.8.
PREHLED DAT
Ddeje uveden priklad prehledu dat:
ZKOUSKA MITI ()
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA
Néazev:
K oncentrace chemické |1 &tky v zasobnim roztoku: mg-™
Posatesni koncentrace chemické latky v médiu, Co: mg-l™*
Objem reakeni smési, Vi ml
TSK: mg G, nalitr

4. INOKULUM
Mista odberu kalu:
1)... 6)...
2)... 7...
3)... 8)...
4)... 9)...
5)... 10)...

Koncentrace suspendovanych latek v aktivovaném kalu po aklimatizaci
se gyntetickymi splasky = ... mg-l ™.

Objem aktivovaného kalu v litru konetného média= ... ml
Koncentrace kalu v konesném médiu = ... mgi™
5. SPOTREBA KYSLiKU: BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST
Typ pouzitého respirometru:
Cas (dny
0 7 14 21 28
Spotieba O, (mg) =
zkusebni l4tkou 2
as
Spotieba O, (mg) ve b
slepé zkousce
(a; - D)
Korigovana spotteba (a, - b)
0O, (mg) (a3 —b)
(a—b) | Baikal
BSK na mg zkusebni CoV
latky Banka 2
Baika 3
Rozklad v % ;
BSK
—— %100 3
TSK Pramer




DO:

BSK:

CHSK:

DOC:

TSK:

Poznamka: podobny formul& |1ze pouzit i pro referencni latku.
’ Hodnoty nelze pramérovat, je-li mezi nimi vyrazny rozdil.
6. ANALYZA UHLIKU (podie volby)

Anayzétor uhliku:

DOC

Baika Nanxiena Korigovana Dt(gbét eko Pramer
v %
hodnota hodnota
Voda + zkusebni a — —
latka
Kal + zkusebni latka by b1—c
Kal + zkusebni latka b, by —c
Kal + zkusebni latka bj bs—c
Kontrolni slepa c — — —
zkouska

. —-(b-
odstranény DOC v % = u x 100
a

7. DATA ZE SPECIFICKE CHEMICKE ANALYZY

Zbytkové mnozstvi zkusebni Rozklad v %
chemickeé latky na konci zkousky
Slepa zkouska s vodou S,
Sa[
Inokulované médium S
Sa3

rozklad v % = 2t 54« 100
Sp
Rozklad v % se vypocte pro banky al, a2, a3.
8. POZNAMKY
Pripoji se kiivka zavislosti BSK nacase, je-li k dispozici.

PRILOHA I
ZKRATKY A DEFINICE

Rozpustény kyslik (dissolved oxygen) (mgl™) je koncentrace kysliku, ktery je
rozpustén ve vodném vzorku.

Biochemicka spotieba kysliku (biochemical oxygen demand, BOD) (g) je mnozstvi
kydliku, jez je v prabéhu metabolizace zkusebni latky spotiebovano mikroorganismy;
vyjadiuje se také jako spotieba kysliku v gramech na gram zkusebni laky. (Viz
metoda C.5).

Chemicka spotieba kysliku (chemical oxygen demand, COD) (g) je mnozstvi
kydliku, jez je spotiebovéno v pribehu oxidace zkusebni latky horkym kyselym
dichromanem; je métitkem mnozstvi pritomnych oxidovatelnych latek; vyjadiuje se
také v gramech kysliku spotiebovaného na gram zkusebni 1atky. (Viz metoda C.6).
Rozpusteny organicky uhlik (dissolved organic carbon) je celkovy organicky uhlik,
ktery je piitomny v roztoku nebo projde pres filtr o velikosti port 0,45 um nebo
zistane v supernatantu po odstied’ovani po dobu 15 min pii zrychleni 40 000 m-s 2
(asi 4000 g).

Teoreticka spotieba kysliku (theoretical oxygen demand, ThOD) (mg) je celkové
mnozstvi kysliku nezbytné pro Uplnou oxidaci chemické laky; vypocte se
z molekulového vzorce léatky (viz prilohall, bod 2) a vyjadiuje se také jako mnozstvi
kysliku v mg nezbytné na mg zkusebni |atky.



TCO,: Teoreticky oxid uhlicity (theoretical carbon dioxide, ThCO,) je mnozstvi oxidu
uhli¢itého, které by melo vzniknout ze zndmého nebo zméreného obsahu uhliku ve
zkusebni létce za predpokladu jeji Uplné mineralizace; vyjadiuje se v mg oxidu
uhlicitého uvolnéného z 1 mg zkusebni laky.

TOC: Cekovy organicky uhlik (total organic carbon) ve vzorku je souctem organického
uhliku v roztoku av suspensi.

IC: Anorganicky uhlik (inorganic carbon).
TC: Celkovy uhlik (total carbon) je souctem organického a anorganického uhliku ve
vzorku.

Primarni biologicky rozklad:

jsou zmeny chemické struktury latky zpiasobené biologickym ptisobenim, vedouci ke ztrate
specifickych vlastnosti |atky.

Uplny biologicky rozklad (aerobni):

je stupen rozkladu latky dosazeny po jgim Uplném zuzitkovani mikroorganismy, vedouci
k produkci oxidu uhli¢itého, vody, mineradnich soli a nové mikrobidni bunécné hmoty
(biomasy).

Snadno biologicky rozloZitelna:

je dohodnuta klasifikace chemickych latek, které prosly screeningovymi zkouskami Uplné
biol ogické rozlozitel nosti; tyto zkousky jsou tak prisné, Ze |ze predpoklédat, ze se latky budou
ve vodném prostiedi za aerobnich podminek rychle a UpIn¢ biologicky rozkladat.

Biologicky rozlozZitelna:

je klasifikace chemickych l&ek, pro néz existuje nepochybny dikaz o jeich biologické
rozlozitelnosti  (priméni  nebo konecné) v kterékoli uzndvané zkousce biologické
rozlozitelnosti.

Odstranitelnost:

je naklonnost latek k jejich odstranéni pii biologickém cisténi odpadnich vod, aniz by byl
nepiiznivé ovlivnén normalni priabéh cisticich pochodua. Léatky snadno biologicky rozlozitelné
jsou obecné odstranitelné, avsak ne vsechny rozlozitelné latky jsou odstranitelné. Mohou zde
pusobit take abiotické procesy.

Faze iniciace:

je doba, ve zkousce na Ubytek rozpusténého organického uhliku, od inokulace do dosazeni
alespon 10% biologického rozkladu. Faze iniciace je casto ruzné dlouhd a spatné
reprodukovatel n4.

Doba rozkladu:

je doba od konce faze zdrzeni do dosazeni 90 % maximalni dosazitel né urovné rozkladu.
10denni obdobi rozkladu:

je 10 dnu, které nasleduji bezprostiredné po dosazeni 10% rozkladu.

PRILOHA I
VYPOCET A STANOVENI NEKTERYCH SOUHRNNYCH PARAMETRU

V zavidosti na zvolené zkusebni metode se vyzaduje uréeni nékterych souhrnnych parametra.
V nésledujicim oddile je popsan vypocet téchto hodnot. Vyuziti téchto parametra je popsano
u jednotlivych metod.

1 Obsah uhliku

Obsah uhliku se pocita ze zndmého elementarniho slozeni nebo se stanovi analyzou prvka ve
zkusebni létce.

2. Teoreticka spotieba kysliku (TSK)

Teoretickou spotiebu kysliku (TSK) Ize vypocitat ze znalosti elementarniho slozeni nebo
z vysledkt analyzy prvkua. Pro latku



CCH hCI cl Nn Nanaooppss
bez nitrifikace,
16[2c + ¥5(h —cl —3n) + 35+ 5,p+ ¥na-o0]|
M

: TSK NH4 = \Y mg/mg

nebo s nitrifikaci,
16[2c + Y5(h—cl) + %N+ 3s+%p+ Y,na—0|
M

TSKNH4 =

3. Chemicka spotieba kysliku (CHSK)

Chemicka spotieba kysliku (CHSK) se stanovi metodou C.6.

4. Rozpus$tény organicky uhlik (DOC)

Rozpusténym organickym uhlikem je podle definice organicky uhlik piitomny ve vodném

roztoku chemickeé latky nebo smési, ktery projde presfiltr o velikosti pora 0,45 pm.

Odeberou se vzorky ze zkusebnich nadob a ihned se filtruji pomoci filtratniho zafizeni

s vhodnym membrénovym filtrem. Prvnich 20 ml (toto mnozstvi maze byt pii pouziti malych

filtra zmenseno) se odstrani. 10 — 20 ml, nebo v pripadé néstiiku mensi objem (objem zévisi

na mnozstvi potiebném pro anayzu), se uschova pro analyzu uhliku. Koncentrace DOC se

stanovi pomoci analyzatoru organického uhliku, ktery umoziuje piesné stanoveni

koncentrace uhliku, ktera je mensi nebo rovna 10 % pocétecni koncentrace DOC pouzité ve

zkousce.

Zfiltrované vzorky, které neni mozné anayzovat ve stegjny pracovni den, se uchovavgji

Vv ledni¢ce 48 h pii 2—4 °C nebo delsi dobu pii teploté nizsi nez —18 °C.

Poznamky:

Membranové filtry jsou ¢asto impregnovany povrchové aktivnimi latkami za Ucelem jgjich

hydrofilizace. Filtr tedy muze obsahovat az nékolik mg rozpustného organického uhliku, ktery

muze ovlivnit stanoveni biologické rozlozitel nosti.

Povrchové aktivni latky a jiné rozpustné organické latky se zfiltrd odstranuji vyvarenim

trikrd jednu hodinu v deionizované vode. Filtry |ze poté skladovat 1 tyden ve vodé. Fri

pouziti filtratnich patron pro jedno powziti se musi u kazdé sarze owvéiit, zda neobsahuje

rozpustny organicky uhlik.

V zavidosti na typu membranového filtru mize dochazet k adsorpci zkusebni latky na filtru.

Doporucuje se ovérit, zdak adsorpci zkusebni chemickeé latky nafiltru nedochézi.

Misto filtrace |ze pouzit k rozliseni TOC od DOC odstied’ovani pii 40 000 m-s™ (4000 g) po

dobu 15 min. Tato metoda viak neni spolehliva pri posatesni koncentraci DOC < 10 mg-l ™,

protoze bud’ nelze odstranit vsechny bakterie, nebo se zpétné rozpousti uhlik, ktery je soucasti

bakteridni plasmy.

LITERATURA

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 12th ed.,
Am. Publ. Hith. Ass., Am. Wat. Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965, p 65.

— Wagner, R. von Wasser, 1976, vol 46, 139.
— DIN-Entwurf 38 409, Teil 41 — Deutsches Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser-

und Schlammuntersuchung, Summarische Wirkungs und Stoffkenngrossen
(GruppeH). Bestimmung des Chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) (H 41),
Normenausschuss Wasserwesen (NAW) in DIN Deutsches Institut fir Normung e.V.

— Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds.
Chemosphere, 1984, vol 13(1), 169.

" Poznamka. M je molekulova hmotnost.



PRILOHA IIT
VYHODNOCENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI SPATNE ROZPUSTNYCH
LATEK

Pri zkouskéch biologické rozlozitelnosti $patné rozpustnych létek s zaslouzi zvl&stni

pozornost nasledujici aspekty.

Zatimco odbér vzorka homogennich kapain je problémem jen ztidka, u tuhych latek se

doporucuje provést homogenizaci vhodnymi prostiedky, aby v disledku nehomogenity

nedoslo k chybam. Zvi&tni pozornost musi byt vénovana odbéram reprezentativnich vzorka

o nékolika miligramech ze smési latek, které obsahuji velké mnozstvi necistot.

V prabéhu zkousek 1ze pouzit raizné zpasoby michani. Je treba vénovat pozornost tomu, aby

michani bylo piimérené pravé pro udrzeni latky v disperzi a nedochézelo k prehiivani,

nadmeérnému pénéni a nadmérnym tiecim silam.

Muze se pouzit emulgétor vytvéregici stabilni disperzi chemické latky. Nesmi byt toxicky pro

bakterie a nesmi se biologicky rozkladat nebo pénit za zkusebnich podminek.

Stejnakritériajako pro emulgatory plati i pro rozpoustedia.

U tuhych zkusebnich latek se nedoporucuje pouzivat tuhé nosice, mohou vsak byt vhodné

Vv pripadé¢ olgovitych latek.

Pouziji-li se pomocné létky, jako jsou emulgatory, rozpoustédia a nosi¢e, musi byt proveden

slepy pokus s pomocnou latkou.

Pro studium biologické rozlozitelnosti spatné rozpustnych létek 1ze pouzit kteroukoli ze tii

respirometrickych zkousek (zkouska na Ubytek CO,, naBSK, zkouska MIT]I).

LITERATURA

— deMorsier, A. et al. Biodegradation tests for poorly soluble compounds.
Chemosphere, 1987, 16, 833.

— Gerike, P. The Biodegradability testing of poorly water soluble compounds.
Chemosphere, 1984, 13, 169.

PRILOHA 1V
VYHODNOCENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI LATEK POTENCIALNE
TOXICKYCH PRO INOKULUM

Je-li chemicka latka podrobena zkouwseni snadné biologické rozlozitelnosti a jevi se jako
biologicky nerozlozitelnd, doporu¢uje se postupovat pii pozadavku rozlisit inhibi¢ni ptisobeni
od odolnosti 1&tky vici rozkladu nasledujicim zptisobem (Reynolds et al., 1987).

Ve zkouskéach toxicity i ve zkouskach biologické rozlozitelnosti se pouziji podobna nebo
stgjnainokula.

K posouzeni toxicity chemickych latek zkousenych ve zkouskéch snadné biologické
rozlozitelnosti se doporucuje pouzit zkousku inhibice dychani aktivovaného kalu
(smernice88/302/EHS), stanoveni BSK nebo metodu inhibice rastu nebo kombinaci téchto
metod.

Neméa-li dojit k inhibici z davodu toxicity, méla by byt koncentrace zkusebni latky pouzita ve
zkouskéach snadné biologické rozlozitelnosti mersi nez 1/10 hodnoty ECs, (nebo mensi nez
ECy) Zjisténé zkouskou toxicity. Létky SECsy>300mgl™ pravdépodobné nemaji pii
zkouskéch snadné biologické rozlozitelnosti toxické Ucinky.

Hodnoty ECso < 20 mg- ™ mohou pi nasledném zkouseni pasobit potize. Mély by byt pouzity
nizké koncentrace, coz vyzaduje pouzit prisné a citlivé zkousky v uzavienych lahvickéch
nebo materid znaceny “C. Pouziti vyssich koncentraci zkusebni 1atky muze byt popripads



umoznéno nasazenim aklimatizovaného inokula. V tomto pripadé se vsak ztréaci specifické
kritérium zkousky snadné biologické rozlozitelnosti.

LITERATURA

Reynolds, L. e al., Evauation of the toxicity of substances to be assessed for
biodegradability. Chemosphere, 1987, 16, 2259.

PRILOHA V
KOREKCE NA SPOTREBU KYSLIKU PRI NITRIFIKACI

Chyby zptsobené tim, ze pri stanoveni spotieby kysliku ve zkouskach latek, které neobsahuiji
dusik, neni vzata v Gvahu nitrifikace, nejsou vyznamné (ngjsou Vétsi nez 5 %), i kdyz je
oxidace amoniaka niho dusiku ve zkusebnich nddobach a ve slepém pokusu nepravidelna. U
zkusebnich l&tek obsahujicich dusik maze dojit ke znatnym chybam.

Dochazi-li k nitrifikaci, avsak nikoli UpIné musi byt spotieba kysliku reakéni smési
korigovana na mnozstvi kysliku spotiebovaného na oxidaci amoniaku a amonnych iontt na
dusitany a dusicnany, jsou-li zmény koncentrace dusitand a dusicnani béhem kultivace
stanoveny pomoci nasledujicich rovnic:

2NH4Cl + 302 =2HNO2+ 2 HCI + 2 H.0 (1)
2HN02+02:2HN03 (2)
Celkove:

2NH,Cl +40, =2HNO; + 2HCl + 2 H,0 (3)

Podle rovnice 1 je spotieba kysliku pii oxidaci 28 g dusiku obsazeného v NH4Cl na dusitan
96 g, tzn., Zze prepocitavaci faktor je 3,43 (96/28). Stejné tak je podle rovnice 3 spotieba
kysliku pti oxidaci nadusi¢nan 128 g, tzn. piepocitavaci faktor je 4,57 (128/28).

Protoze popsané reakce ndsleduji po sobé, pricemz jsou realizovany odlisnymi druhy bakterii,
muze koncentrace dusitani stoupat i klesat; pii poklesu roste odpovidajicim zptisobem
koncentrace dusi¢nant. Spotieba kysliku pii tvorbé dusi¢nani se tedy vypocte vynasobenim
prirastku koncentrace dusicnanu faktorem 4,57, zatimco spotieba kysliku pii tvorbé dusitana
se vypocte vynasobenim prirastku koncentrace dusitantu faktorem 3,43, nebo pii poklesu
obsahu dusitania se ztréty kysliku vypoctou vynasobenim poklesu koncentrace faktorem
—-3,43.

To znamen&

spotieba O pri tvorbe dusicnani = 4,57 x prirastek koncentrace dusi¢nant 4)

spotieba O, pii tvorbeé dusitant = 3,43 x prirastek koncentrace dusitani (5)

ztrata O, pii Ubytku dusitani: = —3,43 x pokles koncentrace dusitant (6)

Tedy

spotieba O, pri nitrifikaci = +3,43 xzména koncentrace dusitani + 4,57 x zména
koncentrace dusi¢nant (7

aproto

spotieba O, v disedku oxidace C = celkova pozorovana spotieba — spotieba v dusledku
nitrifikace (8)

Jinymi slovy, pokud se stanovi pouze celkovy oxidovany N, je mozno za spotiebu kysliku
v dasledku nitrifikace povazovat v prvém priblizeni hodnotu 4,57 x prirastek oxidovaného
dusiku.

Korigovana hodnota spotieby kysliku v disledku oxidace C se potom porovnava s TSK NHs
vypocitanou podle prilohy I1.



V. METODA PRO STANOVENI ROZLOZITELNOSTI - BIOCHEMICKA
SPOTREBA KYSLIKU — metoda C.5 podle pfilohy smérnice 92/69/EHS

V.1
V.11

V.12

V.13

V.14

V.15

V.16

V.2

V.3

V.4

METODA

UvoD

Metoda je uréena pro méteni biochemické spotieby kysiku (BSK) tuhych nebo
kapalnych organickych latek.

Data ziskana pii této zkousce plati pro latky rozpustné ve vodk; tekave laky a
l&tky snizkou rozpustnosti ve vodé |1ze touto metodou alespon v zasadé rovnéz
zkouset.

Metodu Ize pouzit pouze pro organické latky, které nemaji v koncentracich
pouzivanych pii zkousce inhibi¢ni G¢inek na bakterie. Neni-li dana latka pri
koncentracich pouzivanych ve zkousce rozpustng, maze byt nezbytné pouzit pro
dosazeni dobré dispergace zkusebniho materidlu zvlastni postupy, napf. di spergaci
ultrazvukem.

Informace o toxicité chemické I&ky mohou byt uzitecné pii interpretaci nizkych
hodnot vysledku zkousky a pri volbé vhodnych zkusebnich koncentraci.
DEFINICE A JEDNOTKY

Biochemicka spotieba kysliku (BSK) je definovéna jako mnozstvi rozpusténého
kysliku, které je nutné k biochemické oxidaci urc¢itého objemu roztoku létky za
piredepsanych podminek.

Vysledky se vyjadiuji v gramech spotieby kysliku (BSK) na 1 g zkusebni |&ky.
REFERENCNI LATKY

Je z&douci pouzit vhodnou referencni latku pro kontrolu aktivity inokula.
PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Predem stanovené mnozstvi latky rozpusténé nebo dispergované ve vhodném,
dobie provzdusnéném médiu se inokuluje mikroorganismy a kultivuje se v temnu
za stdlé, definované teploty.

BSK se stanovi zrozdilu mezi obsahem rozpusténého kysliku na zacatku a na
konci zkousky. Zkouska musi trvat negmeng pét dni anejdéle 28 dni.

Soubézné musi byt provedena slepa zkouska bez obsahu zkusebni latky.
KRITERIA JAKOSTI

Stanoveni BSK nelze povazovat za ovérené stanoveni biologické rozlozitelnosti
l&tky. Tuto zkousku |ze povazovat pouze za screeningovou zkousku.

POPIS ZKUSEBNIi METODY

Pripravi se predbézny roztok nebo disperse zkusebni I&tky o koncentraci vhodné
pro pouzitou metodu. Poté se stanovi BSK n¢kterou vhodnou vnitrostatni nebo
mezin&rodni standardizovanou metodou.

DATA A HODNOCENI

BSK predbéznénho roztoku se vypocéte vybranou normalizovanou metodou a
piepocte se na BSK vyjadienou v gramech na 1 g zkusebni latky.

ZPRAVY

Uvede se pouzita metoda.

Biochemicka spotieba kysliku se vypocte jako pramér vysledki alespon tii
platnych méieni.

Musi byt uvedeny vsechny informace a poznamky, které jsou dalezité pro
interpretaci vysledka a které by mohly ovlivnit vysledek, zegména pokud jde o
necistoty, fyzikani stav, toxické Gcinky avlastni slozeni zkusebni 1aky.

Pouziti prisad pro inhibici biologické nitrifikace musi byt uvedeno.
LITERATURA



Seznam prikladi standardizovanych metod:

NF T 90-103: Determination of the biochemical oxygen demand.

NBN 407: Biochemical oxygen demand.

NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemisch zuurstofverbruik (BZV).

The determination of biochemical oxygen demand, Methods for the examination
of water and associated materials, HM SO, London.

SO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.

VI. METODA PRO STANOVENI ROZLOZITELNOSTI - CHEMICKA SPOTREBA
KYSLIKU - metoda C.6 podle piilohy smérnice 92/69/EHS

VIl
VI.1.1

VI.1.2

VI.1.3

VI.1.4.

VI.1.5

VI.1.6

METODA

UvoD

Metoda je uréena pro méteni chemické spotieby kysliku (CHSK) tuhych nebo
kapalnych organickych laek provadéné standardnim dohodnutym zpusobem za
pevné stanovenych laboratornich podminek.

Pro provedeni této zkousky a pro interpretaci vysledku jsou uzite¢né informace o
chemickém vzorci latky (napi. zda jde o soli halogent, zeleznaté soli organickych
sloucenin, organickeé slouceniny chloru).

DEFINICE A JEDNOTKY

Chemicka spotieba kysiku (CHSK) je mirou oxidovatelnosti latky, ktera se
vyjadiuje jako ekvivalentni mnozstvi kysliku oxidacniho ¢inidla spotiebovaného
l&tkou za pevné stanovenych laboratornich podminek.

Vysdedek se vyjadiuje jako mnozstvi spotiebovaného kysliku (COD) v gramech
nalg zkusebni latky.

REFERENCNI LATKY

Pri vysetfovani nové latky neni nutné vzdy pouzivat referencni latky. Mély by
v prvni fad¢ dlouzit kobcasné kontrole provedeni metody a kevzaemnému
porovnévani vysledka ziskanych jinymi metodami.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Predem stanovené mnozstvi latky rozpusténé nebo dispergované ve vodé se za
piitomnosti siranu stiibrného jako katalyzétoru oxiduje dichromanem draselnym
v prostiedi koncentrované kyseliny sirové pod zpétnym chladicem. Piebytecny
dichroman se stanovi titraci odmérnym roztokem siranu amonno-zel eznatého.

U latek obsahujicich chlor se pro omezeni ruseni chloridy pridavasiran rtutnaty .
KRITERIA JAKOSTI

Vzhledem k dohodnutym podminkam stanoveni je CHSK , ukazatelem
oxidovatelnosti* ajako takovy se pouziva pro hodnoceni organickych latek.

Ve zkousce mohou rusit chloridy; na stanoveni CHSK mohou mit rovnéz vliv
anorganické redukeni a oxidacni latky.

U nekterych cyklickych sloucenin a u rady tékavych sloucenin (napi. u nizsich
mastnych kyselin) nedochazi v této zkousce k Uplne oxidaci.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Pripravi se po¢ée:ni roztok nebo disperse létky tak, aby bylo dosazeno CHSK od
250 do 600 mg-l .

Poznamky:

" Sroztoky obsahujicimi rtut’ se po pouziti naklada tak, aby nedoslo k praniku rtuti do Zivotniho

prostiedi.



V1.2

VI.3

VI.4

U spatn¢ rozpustnych nebo nedispergovatelnych latek Ize jemné rozmélnénou

l&ku nebo kapalinu v mnozstvi odpovidgjicim 5mg CHSK odvazit a vpravit

piimo do experimentalni aparatury s vodou.

Casto je vyhodné, zeiména v pripadé Spatné rozpustnych latek, stanovit CHSK

upravenou metodou, tj. v uzavienédm systému  svyrovndvacem  tlaku

(H. Kelkenberg, 1975). Touto upravenou metodou Ize ¢asto tspesné kvantifikovat

i latky, u nichz je stanoveni konvencni metodou obtizné — napi. kyselinu octovou.

Metoda vsak také selhava v pripadé pyridinu. Zvysi-li se koncentrace dichromanu

draselného piedepsana v (1), na 0,25 N (0,0416 M), usnadni se piimé navazovani

5—10 mg latky, coz je dulezité pro stanoveni CHSK latek obtizné rozpustnych ve

vodeé (2).

Jinak se CHSK stanovi vhodnou vnitrostatni nebo mezinarodni metodou.

DATA A HODNOCENI

CHSK obsahu experimentalni banky se vypocte vybranou normalizovanou

metodou a prepocte se na CHSK vyjadienou v gramech na 1 g zkusebni |atky.

ZPRAVY

Uvede se odkaz na pouzitou metodu.

Chemické spotieba kysliku se vypocte jako pramér vysledkt alespon téi méteni.

Jsou-li znamy, musi byt uvedeny vsechny informace a poznamky, které jsou

dulezité pro interpretaci vysledka a které by mohly ovlivnit vysledek, zefména

pokud jde o negistoty, fyzikani stav a zakladni vlastnosti zkusebni latky.

Uvede se pouziti siranu rtutnatého za tcelem omezeni ruseni chloridy.

LITERATURA

Q) Kelkenberg, H. Z. von Wasser und Abwasserforschung, 1975, 8, 146.

2 Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble
compounds. Chemosphere, 1984, 13, 169.

Seznam prikladt normovanych metod:

NBN T 91-201 Determination of the chemical oxygen demand.

ISBN O 11 7512494 Chemica oxygen demand (dichromat value) of
polluted and waste waters.

NF T 90-101 Determination of the chemical oxygen demand.

DS 217 Water analysis —Determination of the chemical
oxygen demand.

DIN 38409-H-41 Determination of the chemical oxygen demand
(COD) within the range above 15 mg per litre.

NEN 32355.3 Bepaling van bet chemisch zuurstofverbruik.

SO 6060 Water Quality: Chemica oxygen demand
dichromate methods.

VII. METODA PRO STANOVENI ABIOTICKEHO ROZKLADU - HYDROLYZA
JAKO FUNKCE pH — metoda C.7 podle prilohy smérnice 92/69/EHS

VII.1

VIl.1.1

METODA

Metoda je zal ozena na Pokynech OECD pro zkouseni (1).

UvoD

Hydrolyza je dulezitd reakce ovliviujici abioticky rozklad. Tato reakce ma
zvl&stni vyznam u latek, které jsou malo biologicky rozlozitelné maze ovlivnit
stalost latky v zivotnim prostiedi.



VII.1.2

VII.1.3

VIl.1.4

Vétsinareakci hydrolyzy probiha jako reakce pseudoprvniho iadu, a poloc¢asy jsou
tedy nezdvidé na koncentraci. To zpravidla dovoluje extrapolaci vysedki
ziskanych s laboratornimi koncentracemi na podminky v zivotnim prostredi.
Mimoto byly u nékolika typa chemickych sloucenin publikovany ptiklady
uspokojive shody vysledku nametrenych v ¢isté vodé av prirodnich vodach (2).

Pri provadkni této zkowsky je uzitecné znat hodnotu tlaku par dané létky.

Metoda je pouzitelnda pouze pro latky rozpustné ve vodk. Necistoty mohou
ovlivnit vysedky.

Chovani latek pii hydrolyze by mélo byt zkouméno pii hodnotéch pH, které se
obvykle vyskytuji v zivotnim prostiedi (pH 4 —9).

DEFINICE A JEDNOTKY

Hydrolyzou se rozumi reakce latky RX s vodou. Tuto reakci |ze znézornit prostou
vymeénou skupiny X za skupinu OH:

RX + HOH — ROH + HX Q)
Rychlost, kterou klesa koncentrace latky RX, je dana vztahem:
rychlost = k-[H,O] - [RX] (2

Protoze je voda pritomna vici zkousené latce ve velkém prebytku, oznacuje se
obvykle tento typ reakce jako reakce pseudoprvniho radu, ve které je pozorovana
rychlostni konstanta dana vztahem:

kpozorov. = k'[HZO] (3)
Tuto konstantu |ze ur¢it pro danou hodnotu pH ateplotu 7' z vyrazu:
2,303 C
kpozorov. =——xlog =2 (4)
t
kde
t= ¢as,
Co=  koncentrace latky v ¢ase O,
C, = koncentrace latky v ¢aset,
2,303 = prepocitaci faktor mezi piirozenym logaritmem a dekadickym
logaritmem.

K oncentrace se vyjadii v g™ nebo v mol 1™

K onstanta kpozoroy, Ma rozmer [as] .

»Polacas’ 1., je definovan jako doba potiebna pro snizeni koncentrace latky o
50 %,

Ci=12-Cy (5)
Z rovnic (4) a(5) plyne, ze
Ly, = 01693 / kpozorov. (6)

REFERENCNI LATKY

Pri vysetfovani nové latky neni nutné vzdy pouzivat referencni latky. Mély by
v prvni fad¢ slouzit kobcasné kontrole provedeni metody a kevzgemnému
porovnavani vysledka ziskanych jinymi metodami.

Jako referencni latky byly pouzity nasledujici 1atky (1):

Kyselina acetylsalicylova (aspirin),

0, O-diethyl -O-(2-isopropyl -6-methyl pyrimidin-4-yl)fosforothioat (dimpylét,
diazinon).

PODSTATA ZKUSEBNiI METODY

Latka se rozpusti ve vode v nizké koncentraci; pH ateplota se reguluji.

Vhodnou anal ytickou metodou se sleduje pokles koncentrace latky v zavidlosti na
case.



VII.1.5

VII1.1.6
VIl.1.6.1

Sestroji se graf zavidosti logaritmi koncentraci na ¢ase, a je-li zavidlost lineérni,
|ze zjistit rychlostni konstantu reakce prvniho fadu ze smérnice piimky
(viz bod 2).

Neni-li mozné stanovit rychlostni konstantu pro danou teplotu piimo, je obvykle
mozné odhadnout ji pomoci Arrheniovy rovnice, ktera udava teplotni zavisost
rychlostnich konstant. Z prabéhu linedrni zavidosti logaritmt rychlostnich
konstant, ziskanych pii vhodnych teplotach, na pievracené hodnoté absolutni
teploty (K) Ize extrapolaci ziskat hodnotu rychlostni konstanty, kterou nebylo
maozné stanovit primo.

KRITERIA JAKOSTI

V odkazu (2) se uvadi, ze m¢reni rychlostnich konstant hydrolyzy Ize u 13 t¥id
organickych slou¢enin provadét s vysokou presnosti.

Reprodukovatelnost zavisi zefménanaregulaci pH ateploty a mize byt ovlivréna
pritomnosti mikroorganismi a ve specidnich pripadech koncentraci rozpusténého
kysliku.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Reakeni cinidla

VI1.1.6.1.1 Pufracni roztoky

Zkouska se provadi pri tiech hodnotach pH: 4,0, 7,0 a9,0.

K tomuto &elu se za powziti chemikdii cistoty p.a. a destilované nebo
deionizované vody pripravi pufracni roztoky. Nekteré piiklady pufracnich roztoki
jsou uvedeny v dopliku.

Pouzity pufracni roztok muze mit vliv na rychlost hydrolyzy; je-li tomu tak, je
treba zvolit jiny pufracni roztok. V odkazu (2) se doporucuje pouzit namisto
fosfore¢nanovych pufra¢nich roztoki boritanové a acetétove pufracni roztoky.
Neni-li znama hodnota pH pufraénich roztoka pii zkusebni teploté, Ize ji stanovit
s presnosti na+0,1 pH-metrem kalibrovanym pii zvolené teploté.

VI1.1.6.1.2 Zkusebni roztoky

VI1.1.6.2

VI11.1.6.3

VI1l1.1.6.4

Zkusebni latka se rozpusti ve zvoleném pufrainim roztoku a koncentrace by
neméla prekrocit 0,01 mol-I™ nebo polovinu koncentrace nasyceného roztoku,
podle toho, ktera z téchto hodnot je nizsi.

Pouziti organickych rozpoustédel misitelnych svodou se doporucuje jen u latek
S nizkou rozpustnosti ve vode.

Mnozstvi tohoto rozpoustédlia by melo byt mensi nez 1 % a nemélo by mit vliv na
proces hydrolyzy.

Aparatura

Pouziji se sklenéné baiky se zabrousenymi zatkami, pro néz neni vhodné pouzivat
mazaci tuk.

Pokud jsou chemicka latka nebo pufracni roztok tékavé, nebo provadi-li se
zkouska pti zvysene teploté, uprednostiuji se baiky zatavené nebo jinak uzaviené
a s omezenym prostorem nad roztokem.

Analyticka metoda

Pouzitd metoda musi byt specificka pro stanoveni zkusebni latky pii zkusebnich
koncentracich amize byt i kombinaci vhodnych analytickych technik.

Pouzitd analyticka metoda bude zéviset na povaze latky a musi byt dostatecné
presnd acitliva pro zjisténi Ubytku pocéatecni koncentrace o 10 %.

ZkuSebni podminky

Zkousky se provadi v termostatovaném prostoru nebo za pourziti termostatované
l&zné nastavené na zvolenou teplotu stoleranci £0,5 °C. Teplota se udrzuje a méxi
s presnosti na+0,1 °C. Vhodnymi opatienimi je treba zabranit fotolyze.



U snadno oxidovatelnych latek je nezbytné odstranit rozpustény kyslik (napi.
5minutovym probubldvanim roztoku dusikem nebo argonem pied pripravou
roztokuy).

VII.1.6.5 ZkuSebni postup

VI1.1.6.5.1 Predbézna zkouska
U vsech laek se provede predbéznd zkouska pri teploté 50+ 0,5°C pro tii
hodnoty pH: 4,0, 7,0 a 9,0. Provede se dostatecny pocet méieni, aby bylo mozné
pro kazdé pH odhadnout, zda je pii 50 °C palocas (7)) mensi nez 2,4 h nebo zda
po 5 dnech dojde k hydrolyze méné nez 10 %. (Lze odvodit, ze tyto hodnoty
odpovidaji za podminek, které se nejcastéji vyskytuji v zivotnim prostredi
(25 °C), polocasu kratsimu nez jeden den, resp. delsimu nez 1rok). Jestlize se
v predbézném experimentu ukéze, ze pri 50 °C dojde pii vsech tiech hodnotach
pH (4, 7, 9) za 2,4 h k hydrolyze 50 nebo vice procent zkusebni latky, nebo ze po
5dnech dojde k hydrolyze méné nez 10% zkusebni latky, nejsou dalsi
experimenty nezbytné.
V ostatnich pripadech a pro hodnoty pH, u nichz vyse uvedené podminky
nenastanou, se provede zkouska 1.

VI11.1.6.5.2 Zkouska 1
Zkouska 1 se provede pri jedné teploté, nejlépe pii 50+ 0,5 °C, a pokud mozno za
sterilnich podminek pii pH, pro néz se v predbézné zkousce ukézala nutnost
dalsich zkousek.
Zvoli se dostatecny pocet vzorki, aby byl pokryt stupei hydrolyzy 20 az 70 % a
bylo tak mozné overit, Ze jde pri specifikovaném pH o reakci pseudoprvniho fadu.
Pro kazdé pH, pii némz se zkouska 1 provede, se sanovi rad reakce.
Odhad rychlostni konstanty pri 25 °C:
Rozhodnuti o dalsim experimentdnim postupu zévisi na tom, zda lze ze
zkousky 1 usuzovat nareakci pseudoprvnihoiadu, ¢i nikoliv.
Pokud nelze ze zkousky 1 sjistotou usuzovat na reakci pseudoprvniho tédu, je
treba provést dalsi experimenty podle zkousky 2.
Vyplyvéali sjistotou ze zkousky 1, ze jde o rekci pseudoprvniho fadu, provedou
se dalsi experimenty podle zkousky 3. (Za specidnich okolnosti 1ze vypocitat
rychlostni konstanty pii 25°C z konstant pii 50 °C vypoétenych s pouzitim
vysledki zkousky 1, viz bod 3.2).

VI11.1.6.5.3 Zkouska 2
Tato zkouska se provede pii kazdém pH, pro néz se jgi provedeni ukazalo na
z&kladé vydedka zkousky 1 nezbytnym, ato
— bud’ pii teploté nizsi nez 40 °C,
— nebo pii dvou teplotéch nad 50 °C, které se od sebe lisi nggmeéne 0 10 °C.
Pri kazdém pH a pii kazdé teploté, pii nichz se ma provést zkouska2, se
v priméienych intervalech zvoli ngméné 6 bodu tak, ze stupen hydrolyzy je
v oblasti 20 az 70 %.
Pro jedno pH a pro jednu teplotu se provede méieni dvakrat. Pokud se zkouska 2
provadi pri dvou teplotéch nad 50 °C, provede se méieni dvakrét nejlépe pri nizsi
z téchto dvou teplot.
Pri kazdém pH a pii kazdé teploté, pri nichz se provede zkouska?2, se podle
moznosti uvede graficky odhad polotasu (t.,).

VI11.1.6.5.4 Zkouska 3
Tato zkouska se provede pii kazdém pH, pro néz se jgi provedeni ukazalo na
zakladé vysdedka zkousky 1 nezbytnym, ato
— bud’ pii teploté nizsi nez 40 °C,



VII1.2

VIIL.3
VIl.3.1

VI1.3.2

Vil.4

— nebo pri dvou teplotéch nad 50 °C, které se od sebe lisi nggméne o 10 °C.

Pri kazdém pH a pti kazdé teploté, pii nichz se ma provést zkouska 3, se zvoli tii

body, prvni v ¢ase 0, druhy a treti pii stupni hydrolyzy vyssim nez 30 %,; vypocte

se konstanta kpozorov. @ POlOCaS L.

DATA

Jde-li o reakci pseudoprvniho fadu, |ze vypocitat hodnoty konstanty kpozoron. PrO

kazdé pH a kazdou zkusebni teplotu zgrafu zavidosti hodnot logaritma

koncentraci na ¢ase pomoci rovnice:
kpozorov. = — SMErnice x 2,303 (7)

Déle je mozné z rovnice (6) vypocitat tu,.

Podle potieby se s pouzitim Arrheniovy rovnice stanovi kos -c.

Pokud chovéni neodpovidareakci pseudoprvniho ¥&du, viz bod 3.1.

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce ma pokud mozno obsahovat nésledujici Udaje:

— specifikaci 1atky;

— vsechny vysledky ziskané s referencnimi latkami;

— podstatu a podrobnosti pouzité anal ytické metody;

— pro kazdou zkousku: teplotu, pH, slozeni pufracniho roztoku, tabulku se
vsemi Udaji o koncentraci a case;

— u reakci pseudoprvniho fadu hodnoty kpozorov. @ ty,, VEEINE Metody jeich
vypoitu;

— u reakce, ktera neodpovida pseudoprvnimu iadu, graf pribéhu zavisosti
logaritmu koncentrace nacase;

— vsechny informace a pozorovani nezbytné pro interpretaci vysl edka.

INTERPRETACE VY SLEDKU

Mize existovat moznost vypocitat prijatelné hodnoty rychlostnich konstant (pii

25 °C) zkusebnich latek za predpokladu, ze pro homology chemické lé&ky jiz

existuji experimentdni Gdaje pro aktivatni energii a za predpokladu, ze Ize

diuvodné o¢ekavat, ze aktivacni energie zkusebni latky je stejného adu.

LITERATURA

Q) OECD, Paris 1981, Test Guideline 111, Decision of the Council C(81),
30 final.

2 W.Mabey, T.Mill.: Criticd Review of Hydrolysis of Organic
Compounds in Water Under Environmental Conditions. J. Phys, Chem.
Ref. Data, 1978, 7 (2), 383-415.

DODATEK
Pufraéni roztoky

CLARK A LUBS

Hodnoty pH uvedené v nésledujicich tabulkéch byly vypoéteny na zakladé meéreni
potencidlu za pouziti Sdrensenovych standardnich rovnic. Skutecné hodnoty pH
jsou 0 0,04 vyssi nez hodnoty v tabulce.

Slozeni pH
kalium-hydrogenftalat (0,1 mol-I™) aHCI (0,1 mol-™) pti 20°C
2,63 ml HCI + 50 ml ftalatu doplnit do 100 ml 3,8

kalium-hydrogenftalt (0,1 mol-I™) aNaOH (0,1 mol ™) pti 20 °C
0,40 ml NaOH + 50 ml ftalatu doplnit do 100 ml 4,0
3,70 ml NaOH + 50 ml ftalatu doplnit do 100 ml 4.2



dihydrogenfosforeznan draselny (0,1 mol-1"*) aNaOH (0,1 mol-I ™) pti 20 °C

23,45 ml NaOH + 50 ml fosforeznanu doplnit do 100 ml 6,8
29,63 ml NaOH + 50 ml fosforeznanu doplnit do 100 ml 70
35,00 ml NaOH + 50 ml fosforeznanu doplnit do 100 ml 7,2
H,BO, (0,1 mol-I™") v KCI (0,1 mol-I"*) aNaOH (0,1 mol 1) pi 20 °C
16,30 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml 8,8
21,30 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml 9,0
26,70 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml 9,2
B. KOLTHOFF A VLEESHOUWER
Slozeni pH
Monokalium-citréat (0,1 mol-™) aNaOH (0,1 mol-"%) pii 18 °C
(je tieba pridat maly krystalek thymolu, aby nevznikaly plisné)
2,0 ml NaOH + 50 ml citr&tu doplnit do 100 ml 3.8
9,0 ml NaOH + 50 ml citratu doplnit do 100 ml 4,0
16,3 ml NaOH + 50 ml citratu doplnit do 100 ml 42
C. SORENSEN
Borax (0,05 mol-I™Y) aHCI (0,1 mol-I™)
Slozeni pH
ml boraxu ml HCl SArensen Walbum
18°C
10°C 40 °C 70°C
8,0 2,0 8,91 8,96 8,77 8,59
8,5 15 9,01 9,06 8,86 8,67
9,0 1,0 9,09 9,14 8,94 8,74
9,5 0,5 9,17 9,22 9,01 8,80
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
Borax (0,05 mol-1™*) aNaOH (0,1 mol-I™%)
Slozeni pH
ml boraxu ml HCl Sorensen Walbum
18°C
10°C 40 °C 70°C
10,0 0,0 9,24 9,30 9,08 8,86
9,0 1,0 9,36 9,42 9,18 8,94
8,0 2,0 9,50 9,57 9,30 9,02
7,0 3,0 9,68 9,76 9,44 9,12

VIII. METODA PRO STANOVENI TOXICITY PRO ZiZALY - ZKOUSKA NA

UMELE PUDE — metoda C.8 podle piilohy smérnice 92/69/EHS
VI METODA

\ATI ] UvVoD

V této laboratorni zkousce se zkousena latka prida do umélé pidy, do které se na
14 dni umisti zizaly. Po této dobé (a nepovinné i po sedmi dnech) se vysetii
letdni Ucinek latky na zizaly. Zkouska je metodou relativné kratkodobého

R 4Y%

orientacniho zjisténi ucinku chemickych latek na zizaly pifi dermdnim a

potravnim ptijmu.

VIIIL.1.2 JEDNOTKY A DEFINICE




VIIIL.1.3
VIIl.1.4
VIIIL.15
VIII.1.6
VIll.1.6.1

LCso: Koncentrace latky, vyhodnocena jako hodnota, pii které v prabéhu zkousky
dojde k uhynuti 50 % pokusnych zvitat.

REFERENCNi LATKA
Referencni |atka se pouziva periodicky jako prostitedek pro dukaz, ze se citlivost
zkusebniho systému podstatné nezménila.
Jako referencni |atka se doporucuje chloracetamid anal yticke cistoty.

PRINCIP ZKOUSKY
Pada predstavuje promenlivé prostredi, takze se pro zkousku pouziva peclivé
definovand umeéla hlinita pada. VvV definované umélé piadé se chovai dospelé
Zizaly druhu Eisenia foetida (viz pozndmku v piiloze) a exponuji se ruznym
koncentracim zkousené latky. Obsah nadob se 14 dni (a nepovinné i 7 dni) po
zacétku zkusky rozprostie na podlozku a spocita)i se zizaly, které pii jednotlivych
koncentracich preziji.

KRITERIA KVALITY
Zkouska je navrzena tak, aby byla z hlediska zkusebniho substratu a organismi
co ngreprodukovatelngjsi. Uhyn v kontrolnich skupinach nesmi na konci zkousky
prekrocit 10 %, jinak je zkouska neplatna.

POPIS ZKUSEBNi METODY

Latky

VI11.1.6.1.1 Substrat pro zkousku

Jako zakladni substrét pro zkousku se pouziva definovana unmgla pada.
() Zakladni substrat (procenta se rozumi nabézi suché hmotnosti):

- 10 % sfagnové raseliny (s pH co ngblize 55 az 6,0, bez viditelnych
zbytku rostlin ajemné mieté),

- 20 % kaolinitického jilu, pokud mozno svice nez 50 % kaolinitu,

- as 69 % pramyslového kiemenného pisku (dominantni jemny pisek svice
nez 50 % castic velikosti 0,05 az 0,2 mm). Pokud zkousena latka neni
dostatecn¢ dispergovatelna ve vode, je tieba ponechat k dispozici pro
pozdéjsi miseni se zkousenou latkou 10 g na kazdou zkusebni nédobu,

- as 1% uhlicitanu vapenatého (CaCOs), praskového, chemicky ¢istého,
piidaného pro Upravu pH na6,0+ 0,5.

(b) Substrét pro zkousku:

Subgtrat pro zkousku obsahuje zakladni substrédt, zkousenou |&ku a

deionizovanou vodu.

Obsah vody ¢ini asi 25 az 42 % swiny zakladniho substratu. Obsah vody v

substrétu se stanovi vysusenim vzorku na konstantni hmotnost pii 105 °C.

Klicovym kritériem je, ze m¢la ptida musi byt vihéena tak, aby neobsahovala

stojici vodu. Je treba vénovat péi miseni, aby se dosdhlo rovnomérného

rozdéleni zkousené latky a substratu. pusob uvedeni zkousené latky do
substréatu je tieba uvést ve zprave.
() Kontrolni substrat:

Kontrolni substrat obsahuje zakladni substrdt a vodu. Pridavéli se aditivni

¢inidlo, musi dalsi kontrola obsahovat stejné mnozstvi aditivniho ¢inidla.
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VIII.1.6.2

VII1.1.6.3

Sklenéné n&doby o obsahu asi jednoho litru (f&dné piikryté plastovymi viky,
miskami nebo plastovou fdlii s otvory pro vétrani), naplnéné mnozstvim vihkého
substratu pro zkousku nebo kontrolniho substratu, ekvivalentnim 500 g suchého
substrétu.

Experimentalni podminky

Nadoby je tieba uchovévat v klimatizovanych komoréch pii 20 + 2 °C se stdlym
svétlem. Intenzita svétlaby meéla byt 400 az 800 lux.

Dobatrvani zkousky je 14 dni, ale je mozné nepovinné vyhodnotit Uhyn sedm dni
po zacétku zkousky.

Pracovni postup

Zkousené koncentrace

Koncentrace zkousené latky se vyjadiuji jako hmotnost 1&tky na hmotnost susiny
zékladniho substratu (mg.kg™).

ZkousSka pro zjisteni rozsahu koncentraci

Aby se ziskaly informace o vhodném rozmezi koncentraci pro definitivni zkousku
provede se predbéznd zkouska, kterou se zjisti rozsah koncentraci, které préave
zpasobuji thyn od 0 do 100 %.

Laku je treba zkouset pti téchto koncentracich: 1000; 100; 10; 1; 0,1 mg
latky.kg™ substrétu pro zkousku (jako susina).

Je-li treba provést Uplnou definitivni zkousku, stati pro zkousku pro zjisténi
rozsahu koncentraci jedna zkusebni skupina na kazdou koncentraci a jedna pro
neexponovanou kontrolu, kazdao 10 zizaéch.

Definitivni zkouska

Vysledky zkousky pro zjisténi rozsahu koncentraci se pouziji pro volbu ngméné
péti koncentraci, odstupiiovanych v geometrické posloupnosti, pravé pokryvaji-
cich rozsah 0 az 100 % mortality, lisicich se o konstantni ¢initel nepievysujici 1,8.
Zkousky pouzivgjici tyto fady koncentraci musi umoznit co nepresnéjsi
stanoveni hodnoty LCso ajejich mezi spolehlivosti.

V definitivni zkousce se pouzivai ngméné ¢tyii zkusebni skupiny na kazdou
koncentraci a ¢tyii neexponované kontrolni skupiny, kazda o 10 zizalach.
Vyledky za tyto replikované skupiny se uvedou praimérem a standardni
odchylkou.

Tam, kde thyn 0 % a 100 % vyvolgji dvé po sobé¢ nasedujici koncentrace, jez
jsou vaci sobé v pomeéru 1,8 , jsou tyto dvé hodnoty dostateiné pro identifikaci
oblasti, do které spada L Csy.

Miseni zakladniho substrdtu a zkousené latky

Substrat pro zkouseni musi byt vsude tam kde je to mozné pripraven bez
jakychkoli pridavnych ¢inidel jinych nez voda. Tésn¢ pred zacdtkem zkousky se
smisi  emulze nebo disperze zkousené latky v deionizované vodé nebo v jiném
rozpoustédle se zakladnim substrdtem pro zkouseni, nebo se na n¢j rovnomeérné
rozstriké rozprasovacem pro chromatografii nebo podobnym rozprasovacem.

Je-li zkousend latka nerozpustna ve vode, maze se rozpustit v co ngmensim
objemu vhodného organického rozpoustédla (naptf. hexanu, acetonu nebo
chloroformu).
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K rozpusténi, dispergaci nebo emulgaci zkousené latky Ize pouzit pouze ¢inidla,
ktera snadno tekaji. Substrdt pro zkouseni je nutné pied pouzitim odvétrat.
Mnozstvi odpafené vody je nutné nahradit. Kontrolni zkouska musi obsahovat
stejné mnozstvi vsech aditivnich ¢inidel.

Neni-li zkousen&latka rozpustng, dispergovatelnd ani emulgovatelna

v organickych rozpoustédiech, pripravi se smés 10g kiemenného pisku a
mnozstvi zkouseneé latky potiebné pro pripravu 500 g zkusebniho substrétu ata se
smiché se 490 g zvlih¢eného z&kladniho substratu (hmotnost se rozumi v susing).
Pro kazdou jednotlivou vsazku pouzitou ve zkousce se do sklenéné nédoby
vpravi mnozstvi vihkého substrétu pro zkousku, ekvivaentni 500 g susiny, a na
povrch substratu se umisti 10 zizal, které byly pied pouzitim kondicionovany po
24 hodiny v podobném vlihkém zé&kladnim substratu, poté rychle omyty a
zbaveny prebytecné vody absorpci filtraénim papirem.

Nadoby se prikryji plastovymi viky s otvory, miskami nebo fdlii, aby se zabranilo
vysychéni substratu, audrzuji se v podminkéch zkousky po 14 dni.

Vyhodnoceni je tieba provést 14 dni (a nepovinné i sedm dni) po zah§eni
zkousky. Substrét se rozprostie na podnos ze skla nebo nerezové oceli. Zizaly se
vysetii a stanovi se pocet piezivgicich jedinch. Zizay se povazuji za mrtvé,
jestlize nereaguji najemné mechanické podrézdéni na pirednim konci.

Provadi-li se vysetieni po sedmi dnech, nadoba se znovu naplni substrdem a
zizaly se znovu vlozi na povrch téhoz substratu.

Organizmy pouzité ve zkouSce

Ke zkousce musi byt pouzity dospélé zizaly Eisenia foetida (viz poznamku v
piiloze) (alespon dvamésice staré s klitellem) o hmotnosti (ve vihkém stavu) 300
az 600 mg. (Pokud se tyka metody chovu, viz priloha.)

VYSLEDKY

ZPRACOVANI A VYHODNOCENI VYSLEDKU

Uvedou se koncentrace zkousené latky s odpovidajicim procentem mrtvych zizal.
Jsou-li idaje vyhovuijici, stanovi se hodnota LCsp a meze spolehlivosti (p = 0,05)
s pouzitim standardnich metod (Litchfield a Wilcoxon, 1949, nebo ekviva entni
metoda). LCsy se udava v mg zkousené |a& ky na 1kg substratu pro zkousku
(v susing).

V piipadech, kdy sklon kiivky koncentraci je pro vy pocet LCxgg piilis strmy, staci
graficky odhad této hodnoty.

Tam, kde thyn 0 % a 100 % vyvolgji dvé po sobé¢ nésledujici koncentrace, jez
jsou vaci sobé v poméru 1,8 jsou tyto dvé hodnoty dostateéné pro identifikaci
rozsahu, do kterého spada L Csp.

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

Je-li to mozné, ma protokol obsahovat tyto informace:

- prohl&seni, ze zkouska byla provedena v souladu s vyse uvedenymi kritérii
kvality,

- 0 druhu provedené zkousky (zkouska pro zjisténi rozsahu koncentraci a
(nebo) definitivni zkouska),
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- presny popis experimentdnich podminek nebo konstatovéani, ze zkouska byla
provedenav souladu s metodou; je nutno uvest veskeré odchylky,

- presny popis, jak byla zkousenalatka smisenase zakladnim substratem,

- informace o organismech pouzitych ve zkousce (druh, stéri, stiedni hmotnost
arozsah jednotlivych hodnot, podminky chovu, dodavatel),

- metoda pouzité ke stanoveni LCs,

- vysedky zkousky v¢etné vsech pouzitych Gdaj,

- popis pozorovanych symptomut nebo zmén v chovani organizmi pouzitych
ve zkousce,

- Uhyn v kontrolnich zkouskéch,

- LG5y nebo ngvyssi zkousend koncentrace nevyvoléavaici uhyn a negnizsi
zkousend koncentrace vyvolavgjici 100 % uhyn 14 dni (a nepovinné sedm
dni) od zacatku zkousky,

- grafické znazorneni kiivky koncentrace/odezva,

- vydedky ziskané s referencni latkou, a’ v souvidosti s touto zkouskou nebo
diiveéjsich zkousek kontroly jakosti.
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PRILOHA
Chov zizal pried zkouskou

Pro u¢ely chovu se 30 az 50 dospelych zizal umisti do chovné schranky s
cerstvym substratem a vyjmou se po 14 dnech. Tyto jedince je mozné pouzit pro
dal§i chovné vsazky. Zizaly vylihlé ze zamotki se pouziji ke zkouseni, kdyz jsou
dospélé (v uvedenych podminkéch po dvou az tiech mesicich).

Podminky chovu
Klimatizovana komora: teplota 20 + 2 °C, nejlépe s neustdlym svétlem (intenzita

400 - 800 lux).
Chovné nadoby: vhodné me¢lké nadoby o objemu 10 az 201.
Substrét: Eisenia foetida je mozné chovat v rtiznych zvitrecich

exkrementech. Jako chovné médium se doporucuje
pouzivat smés 50 % obj. raseliny a 50 % obj.hovéziho



nebo konského hnoje. Médium musi mit pH asi 6 az 7
(upravi se uhli¢itanem vapenatym) a nizkou iontovou

vodivost (méné nez 6 mmhos nebo 0,5 % koncentraci

soli).

Substrat musi byt vihky, ae ne prilis mokry.

Vedle vyse uvedené metody je mozné pouzivat i jiné

aspeEsné postupy.

Poznamka:

Eisenia foetida existuje ve dvou odradéch, které nékteri taxonomoveé rozlisili na
druhy (Bouche, 1972). Jsou si morfologicky podobné, avsak jedna, Eisenia
foetida foetida, m&na ¢lancich typické pii¢né pruhovéani nebo paskovani adruhd,
FEisenia foetida andrei, toto postrada a ma pestre cervené zbarveni. Pokud je to
mozné, je tieba pouzivat Eisenia foetida andrei. Jiné druhy je mozné pouzit,
pokud existuje potirebna metodika.

IX. METODA PRO STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI — ZAHN-
WELLENSOVA ZKOUSKA — metoda C.9 podle prilohy smérnice 92/69/EHS

IX.1 METODA

IX.1.1  UVOD
Cilem metody je stanoveni Uplné biologické rozlozitelnosti ve vodé rozpustnych
netékavych organickych latek statickou zkouskou, pri které jsou tyto latky
vystaveny ucinku vysokych koncentraci mikroorganismu.
Pii interpretaci vysledkt musi byt zohlednéna fyzik@né-chemicka adsorbce na
suspendovaneé pevne ¢astice.
Zkousené l&ky jsou zied’ovany v koncentracich odpovidgjicich hodnotdm DOC
nebo TOC od 50 do 400 mg.I"t nebo hodnotdm CHSK 100 - 1000 mg.I"t. Tyto
pomeérné vysoké koncentrace umoziuji dostateiné spolehlivou anayzu.
Slouceniny s toxickymi vlastnostmi mohou vsak proces rozkladu zpomalit.
Mirou biologické rozlozitelnosti zkousené latky v této metodé je Ubytek
rozpusténého organického uhliku nebo chemické spotieba kysliku. Specifickymi
analytickymi metodami muze byt stanovenai priméarni biologicka rozlozitelnost
|atek.
Touto metodou mohou byt zkouseny pouze organické l|&ky, které pri
koncentracich pouzitych ve zkousce:
—  jsou za podminek zkousky rozpustné ve vode,
—  maji zapodminek zkousky nevyznamnou tenzi par,
— neinhibuji bakterie,
—  jsou ve zkusebnim systému jen omezené adsorbovany,
—  pénénim nesnizuji svou koncentraci ve zkouseném roztoku.
Pokud jsou stanoveny nizké nebo margindni hodnoty biologické rozlozitelnosti,
je nutné pro interpretaci vysedkia zna obsah negdulezitéjsich komponent
zkousene latky.
Pro interpretaci nizsich hodnot biologické rozlozitelnosti a volbu vhodnych
koncentraci zkousené latky jsou dulezité rovnéz informace o toxicité zkousené
|&tky.

1X.1.2 DEFINICE A JEDNOTKY



IX.1.3

IX.1.4

IX.1.5

IX.1.6
IX.1.6.l
X.1.6.1.1

1X.1.6.1.2

Procentua ni hodnota biologického rozkladu v ¢ase se vypocita podle vztahu:

D, (%) = [1— ﬂ} .100
kde:

Dr=rozklad (%) v ¢ase T,

C, = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkousené |atky 3 h od zahgjeni zkousky (mg.l™),

Cr = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkousené latky v dobs odbéru vzorku (mg.l™),

Cs = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly v dobé odbéru vzorku (mg.l'l),

Csa = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly 3 h od zahgeni zkousky (mg.I™).

Stupen rozlozitelnosti se zaokrouhluje na celéa procenta.

Jako procentudlni rozlozitelnost je udavan procentua ni Ubytek hodnot DOC

(nebo CHSK) zkousené | atky.

Rozdil mezi hodnotami namérenymi po 3 h po zahgeni zkousky a mezi

vypocitanymi a zefména vsak namerenymi pocatecnimi hodnotami, poskytuje

uzite¢nou informaci o rozlozitelnosti zkouseneé latky (viz 3.2).

STANDARDNI LATKY

Pri posuzovani rozlozitelnosti novych [&ek mohou byt v jednotlivych pripadech

vyuzity referencni materidly, v této metodice vsak nejsou doporuceny zadné.

PRINCIP METODY

Aktivovany kal, minerdni zivné médium a zkousend latka ve vodném roztoku

jako zdroj uhliku se smichgji v 1 - 41 sklen¢né nadobé s michadlem a aera¢nim

zarizenim. Suspenze je michana a aerovana az 28 dni pii teplote 20-25° C

v difuznim svétle nebo temnu. Rozklad je sledovan denné nebo v jinak vhodné

stanovenych c¢asovych intervalech prostiednictvim meéreni hodnot DOC (nebo

CHSK) v odebraném vzorku po jeho prefiltrovani. Procentudni hodnota

biologického rozkladu v ¢ase je definovana jako pomér mezi hodnotami DOC

(nebo CHSK) v dob¢ odbéru vzorku a po 3 h od zah§jeni zkousky. Vysdedek je

vyjadien graficky jako funkce ¢asu.

V pripadé, ze se analyticky stanovuji zmeény koncentraci pavodni molekuly latky,

jsou tyto zmény mékitkem primarni biologické rozlozitelnosti.

KRITERIA KVALITY

Dostatecna reprodukovatel nost byla ovéiena mezilaboratornimi zkouskami.

Citlivost metody je znaéné zavidd na variabilite kontrolniho vzorku, na pomérné

malé piesnosti stanoveni mnozstvi organického uhliku a na koncentraci zkousené

l&tky v suspenzi.

POSTUP ZKOUSENI

Piiprava

Reagencie

Voda Pitna voda s obsahem organického uhliku mensim nez 5 mg.I™ .Koncentrace
vépenatych a horesnatych iontt nesmi piekrogit 2,7 mmol.l", jinak je
nutne jako rozpoustédlo pouzit deionizovanou nebo destilovanou vodu.

A B4

Kyselinasirova p. a 50g.I"?

Hydroxid sodny p.a. 409"

Minerani zivné médium: v jednom litru deionizované vody se rozpusti:
Chlorid amonny NH,Cl p.a. 385 g

NaH,PO, . 2H,0 p.a 334 g

KH,PO, p.a 859

K2HPO4 p.a 21,759

Tento roztok slouzi zaroven jako tlumi¢ pH.
Pristroje



Sklenéné nadoby o objemu 1-41.

Sklen¢né nebo kovové michadlo, které by mélo byt umisténo 5 - 10 cm nad dnem
nédoby. Pouzito mize byt rovnéz magnetické michadlo se 7 - 10 cm dlouhym
ramenem.

Sklen¢né aeradni trubice o vnittnim praméru 2 - 4 mm. Vyusténi trubice by mélo
byt umisténo cca 1 - 10 cm nad dnem nadoby.

Odstredivka (cca 3 550 g).

pH-metr.

Oximetr.

Papirovy filtr.

Membranovy filtracni pristroj.

Membranovy filtr o velikosti pora 0,45 um, ktery béhem filtrace neuvoliuje a
neabsorbuje uhlik.

Anayzétor ke stanoveni obsahu organického uhliku a vybaveni ke stanoveni
CHSK.

1X.1.6.1.3 Priprava inokula

Aktivovany kal z biologické cistirny se promyva opakované vodou predepsané
kvality abud’ se opakované centrifuguje nebo sedimentuje.

Aktivovany kal musi mit vhodneé slozeni, tzn., ze musi obsahovat co nejvice druht
bakterianich kultur. Inokulum mize byt namichano z raznych zdroju (napi. z
cistirny, z padniho extraktu, z #i¢ni vody, atd.).

Stanoveni aktivity aktivovaného kalu je popsano v kap. 1. 6. 2 nazvané Funkeni
kontrola

I1X.1.6.1.4 Priprava pracovnich roztokii zkousené latky

1X.1.6.2

Do zkusebni nadoby odméiime 500 ml vody, 2,5 ml.I"t minerdniho Zivného
roztoku a pridame aktivovany kal v mnozstvi 0,2 az 1,0 g.I™* susiny v konetné
smési a odpipetujeme takovy objem zakladniho roztoku zkousené latky, aby bylo
dosazeno koncentrace rozpusténého organického uhliku od 50 do 400 mg.I™
suspenze. Odpovidajici hodnoty CHSK jsou 100 az 1000 mg.I". Doplnime vodou
na celkovy objem 1 - 4 |. Zvoleny objem je zavisly na poctu odebiranych vzorka
nutnych ke stanoveni hodnot DOC nebo CHSK a na tom, kolik odbéra bude
vyzadovat zvoleny ana yticky postup.

Zpravidla postacuje objem 2 |. Sou¢asné je s kazdou zkusebni sérii nasazena
alespon jedna kontrola, do které je odméien aktivovany kal a minerdni zivné
médium doplnéné na stejny objem jako méa zkousena sires.

Pracovni postup

Kultivatni nadoby se inkubuji pii difusnim svétle nebo v tmavé komoie pri
teploté 20 - 25 °C, za stdlého michani pomoci magnetického michadla nebo
Sroubovitého michadla. Nédoba se provzdwsiuje tlakovym vzduchem, ktery je
cistén, pokud je to potiebné, vatovym filtrem nebo pies promyvacku. Musi byt
zgjisteno, aby nedoslo k usazovani kalu a koncentrace rozpusténého kysliku
nekleslapod 2 mg.I ™.

V pravidelnych ¢asovych intervalech se méti pH (napt. denné) a pokud je to
potiebné upravuje se na hodnotu pH 7 - 8.

Ztraty vyparovanim se vyrovnavaji destilovanou nebo deionizovanou vodou vzdy
pied odebranim vzorku. Je (¢elné oznxiit hladinu kapaliny pied zatatkem
zkousky a znovu zaznamenat vysku hladiny po odebrani vzorku pii vypnuté aeraci
amichani. Prvni vzorky se odebirgji 3 h po zahgeni zkousky, aby aktivovany kal
dostatecné adsorboval zkousenou latku.

Rozklad zkousené | atky se sleduje stanovenim hodnoty DOC a CHSK
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v pravidelnych ¢asovych intervalech. Vzorky z néddoby se zkousenou latkou a z

kontroly se pred analyzou filtruji na promytém papirovém filtru. Prvnich 5 ml

filtratu se vyléva Kaly, které se spatr¢ filtruji mohou byt oddéleny 10 min

odstiedénim. Stanoveni DOC a CHSK se provede ngmén¢ dvakrét. Vsechny

banky se nechaji inkubovat 28 dni.

Poznamka: Vzorky, které jsou po uvedeném postupu jesté zakaené, se filtruji na

membranovém filtru, ktery nesmi uvolnovat nebo adsorbovat organickeé latky.

Funkéni kontrola aktivovaného kalu

Paralelne se ke kazdé <érii pokusi nasazuje referenéni néddoba s kalem, médiem,

vodou a referenéni 1atkou, ktera slouzi ke kontrole citlivosti aktivovaného kalu.

Doporucovan je diethylenglykol.

Adaptace

V relativre kratkych ¢asovych intervalech (napt. denn¢) jsou provadkny analyzy a

naméiené hodnoty jsou vynaseny do grafu. Na inhibi¢ni kiivce lze zpocétku

rozlisit tzv. adaptacni fazi (viz obr. 2), proto by zkouska neméla byt nasazovana

ke konci tydne. Jestlize na konci normani délky zkowsky dochézi znovu k

adaptaci, maze byt zkouska prodiouzen az do konec¢ného rozlozeni zkousené

|&tky.

Upozornéni: Pokud chcete dukladrné poznat chovani aktivovaného kalu, upravte

ho nasledujicim postupem:

Michadlo a aeracni zatizeni se vypne, aby se mohl aktivovany kal usadit. Kapalha

faze se vypusti, dekantovany kal v nadob¢ se doplni vodou na objem 2 I, 15 min

se micha a znovu se necha sedimentovat. Kapalna faze se znovu vypusti a

zkouska se opakuje se sedimentovanym kalem a stejnou zkousenou latkou podie

kap. 1.6.1. 4 al.6. 2. Aktivovany kal mize byt upraven také centrifugaci.

Adaptovany kal muze byt smichéan s ¢erstvym aktivovanym kalem tak, aby bylo

dosazeno koncentrace 0,2 - 1 g susiny nalitr suspenze.

Priprava pro analyzu

Vzorky se filtruji pres promyté papirové filtry (kK promyvani se pouziva

deionizovana voda).

Zakaené vzorky se filtruji pies membranové filtry (0,45 um).

Ve filtratech vzorku (prvnich 5 ml filtratu se nepouzivd) se pristrojem na méreni

TOC stanovi dvakrét koncentrace rozpusténeho uhliku DOC . Jestlize nemuze byt

filtrét analyzovan v den odbéru vzorku, musi byt do pristiho dne uchovén

v ledni¢ce. Delsi skladovani se viak nedoporucuje.

CHSK se vefiltratu vzorku stanovi standardnim postupem podle této vyhl&ky.

VYHODNOCENi ZKOUSKY

Koncentrace DOC anebo CHSK se ve vzorcich stanovi dlekap. 1. 6. 2 nggméné

dvakrét. Biologicka rozlozitelnost v ¢ase t se vypocita podle vzorce 1. 2 a jgi

hodnota se zaokrouhluje na cela procenta. Takt stanovena rozlozitelnost se

oznacuje jako , Biologicka rozlozitelnost stanovena Zahn-Wellensovou zkuskou®.

Pozndmka: Jestlize je dosazeno Uplného rozlozeni zkousené latky pred fadnym

probéhnutim zkousky a vysledek je potvrzen dalsi anayzou provedenou

nasledujici den, mize byt zkouska ukoncena.

ZAVERECNA ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkousce by mély byt uvedeny nasledujici Udaje:

—  pocétecni koncentrace |atky,

—  vsechny informace a experimenta ni vysledky (nézev zkousené l&ky,
referencni latka, kontrolni vzorek),
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—  koncentrace latky po 3 h,

— inhibi¢ni kiivka s popisem,

— datum azdroj odbéru kalu, stav adaptace, pouzita koncentrace atd.,

—-  védecké oduvodnéni pripadnych zmén v provedeni zkousky.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Postupné ubyvéani DOC nebo CHSK béhem dnu az tydnt naznat uje, ze zkousena

|&tka je biologicky rozkladana.

V mnoha ptipadech muze ovliviiovat vysledky zkousky fyzikéné-chemicka

adsorbce. To |ze prokézat tim, Zze se zjisti Uplné nebo ¢astecné odstranéni DOC

nebo CHSK béhem prvnich tfi hodin zkousky a rozdil mezi supernatantem z

kontroly a ze zkouseného vzorku je ne¢ekané maly.

Ma&li se rozlisit Uplnéd nebo ¢astecna biologicka rozlozitelnost od adsorbce, musi

se provést dalsi zkowsky.

Ty mohou byt provedeny vice postupy, nejspravnéjsi je ale pouzit supernatant

nebo inokulum v nekteré zkouwsce snadné biologické rozlozitelnosti (nejlépe v

respirometrickeé zkousce.

Zkousené latky, které vykazuji velky ubytek DOC nebo CHSK anejsou ovlivnény

adsorbci 1ze pokladat za biologicky rozlozitelné. Céasteiny, neadsorbéni Ubytek

znamena, ze latka je piingimensim aespon ¢astecné biologicky rozlozitelni

Jestlize je Ubytek DOC nebo CHSK minimalni nebo zadny, mohla nastat inhibice

mikroorganismi pusobenim zkousené latky. Tato inhibice se muze projevovat

rozpusténim nebo Ubytkem kalu nebo zékalem zkousené suspenze. V takovych

piipadech se zkouska opakuje s nizsimi koncentracemi zkousené létky.

Vyssi citlivosti muze byt dosazeno specifickymi anaytickymi metodami nebo

pouzitim latek znagenych “C. Jestlize je pouzita zkousena latka s 1*C, je mozné

stanovenim **CO, prokazat, ze nastal rozklad zkousené | atky.

Pokud je udavan vysledek jako primarni biologicka rozlozitelnost, mély by byt

uvedeny, pokud je to mozné, zmeény v chemickeé strukture, které zpasobily snizeni

obsahu vychozi, rodi¢ovské, zkousené | atky.

Musi se také dokladovat oveéreni analytické metody a vydedky stanoveni v

zivném meédiu bez pridavku zkousené | atky.

LITERATURA

(I) OECD Paris, 1981, Test Guideline 302 B, Beschluss des Rates C (81) 330
Fina

(2) Anhang V C.9 Abbaubarkeit. Chemischer Sauerstoffbedarf, Richtlinie der
Kommission 84/449/EWG (Amtsblatt den Européischen Gemeinschaften
Nr. L 251 vom 19. September 1984).

PRILOHA

PRIKLAD VYHODNOCENI

Organicka latka: 4 - ethoxybenzoovakyselina
Teoreticka koncentrace ve zkousce: 600 mg.I™t

Teoreticka DOC : 390 mg.I*t

Inokulum: meéstska cistirnav .....

K oncentrace: | gsusiny . I

Adaptace: bez adaptace

Analytika: stanoveni DOC



Mnozstvi vzorku: 3ml

Referen¢ni |atka: diethylenglykol

Toxicita zkousené latky: zédné toxické Ucinky pii koncentraci
mersi nez 1000 mg.l™*
Pouzita zkouska: zkouskave
fermentacnich trubicich

Doba Referencni |atka Zkousena latka
zkousky | d.p. DOC | DOCn |Rozklad| DOC | DOCn | Rozklad
mg.? | mgl? | mgl? % mg-It | mg.l? %
0 - - 300 - - 390 -
3h 4,0 298,0 | 294,0 2 3716 | 3676 6
1 den 6,1 288,3 | 282,3 6 3733 | 367,2 6
2 dny 5,0 281,2 | 276,2 8 360,0 | 355,0 9
5dna 6,3 2705 | 2642 | 12 193,8 | 1875 52
6 dnu 7,4 2533 | 2459 | 18 1439 | 136,5 65
7 dni 11,3 2125 | 201,2 | 33 1045 | 932 76
8 dnu 7,8 1425 | 1347 | 55 589 | 51,1 87
9 dnu 7,0 35,0 280 | 91 181 | 111 97
10 dni 18,0 37,0 190 | 94 20,0 2,0 99

Poznamka: DOC stanovenavv triplikatech.
dl. p. = slepy pokus

Obrazek 1

Priklad kiivek biologického rozkladu

Létky
—-—a Pepion

OB A Alifaticky amin

O—-7 Glykolether

[ S— —— e -

! : '*  Doba (dny)



Rozklad
(%)
o1y

Obrazek 2

Priklad adaptace kalu

Litka
Polyvinylalkohol
s—a adaptovany

4A—4A neadaptovany

r u r T t T ™

i f ' I 1§ Doba (dny)
fize adaptace —'L— fize rozkladu koncc

X. METODA PRO STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI -
SIMULACNI ZKOUSKA S AKTIVOVANYM KALEM — metoda C.10 podle piilohy

smérnice 92/69/EHS

X.1 METODA

X.1.1 UVOD

X.11.1  Obecné poznamky

X.1.12

Metoda je vhodna pouze pro ty organické l&ky, které v pouzivanych
koncentracich:

—  jsou natolik rozpustné ve vodg, aby bylo mozné pfipravit zasobni roztok,

— maji zapodminek zkousky zanedbatelnou tenzi par,

— neinhibuji bakterie.

Je wzitecné mit informace o relativnim podilu nejdilezitéjsich komponent
obsazenych ve zkouseném materidlu, zvlasté tehdy, kdyz biologické rozlozitelnost
dosahuje nizkych nebo margindnich hodnot. Pti interpretaci nizkych hodnot
biologické rozlozitelnosti a volbé vhodné zkusebni koncentrace je potiebné znat
Udaje o toxicité latky vici mikroorganismum.

Stanoveni uplné biologické rozlozitelnosti (analyza DOC/CHSK)

Cilem metody je stanoveni Uplné biologické rozlozitelnosti organické latky na
z&kladé meéreni Ubytku zkousené latky a vzniklych metabolita

v koncentracich DOC vice nez 12 mg.l' (nebo CHSK cca 40 mg.1") ve
zkusebnim zarizeni s ndplni aktivovaného kalu. Prokézalo se, ze optimani je
koncentrace DOC 20 mg /1.

Je nutné znét obsah organického uhliku nebo CHSK zkousené | étky.
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Stanoveni primarni biologické rozloZitelnosti (specificka analyza)

Cilem metody je stanoveni primérni biologickeé rozlozitelnosti zkousené latky pri
koncentraci cca 20 mg/l v modelovém zatizeni s aktivovanym kalem (pokud to
umoznuje analytickd metoda nebo toxicita zkousené latky, muze byt pouzita
koncentrace zkousené latky vyssi nebo nizsi). To dovoli odhadnout primarni
biologickou rozlozitelnost zkousené létky (vymizeni piavodni , rodi¢ovské*
chemickeé struktury).

Cilem metody neni stanoveni stupné mineralizace zkousené latky.

Ke kvantitativni analyze musi byt k dispozici vhodna metoda.

DEFINICE A JEDNOTKY
Analyza DOC/CHSK
Ubytek |&tky je vyjadien vztahem:

r-(E-E)
DR = ——=-100% (1)
DR= DOC nebo CHSK Ubytek v % vztazeny na zkousenou laku pri dané
stiedni dob¢ prodieni,
T = koncentrace zkowsené latky na pritoku do zkusebni jednotky v mg.I™

DOC nebo CHSK,
E = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku ze zkusebni jednotky v mg. | *
Eo, = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku z kontrol ni Jednotky v mg. I,
Rozklad je definovan jako procentudni Ubytek DOC nebo CHSK pii udané dobé
zdrzeni, vztazeny na zkousenou | &ku.
Specificka analyza
Procentudlni odstranéni zkousené latky z vodné faze (Rw) béhem udaného ¢asu
prodleni:

R CCCO 100% (1b)

1

C. = koncentrace zkougené laky v pritoku do zkusebniho zatizeni (v mg.l™)

stanovena specifickou anayzou,
Co= koncentrace zkousené Iatky na odtoku ze zkusebniho zaiizeni (v mg.l™)

stanovena specifickou analyzou.
REFERENCNI LATKY
Pri zkowseni novych latek je nékdy vhodné pouzit referencni latku. Specifické
referencni |&ky doposud nejsou doporuceny.
PRINCIP ZKUSEBNICH METOD
Ke stanoveni Uplné biologicke rozlozitelnosti se pouzivaji dvé paraelné pracujici
modelova zatizeni s aktivovanym kalem (potvrzujici zkouska OECD nebo
zarizeni s porézni nadobkou). Zkousena latka se pridava na pritoku do jedné z
jednotek (se syntetickou nebo s komunalni odpadni vodou), zatimco ve druhé je
obsazena pouze odpadni voda. Ke stanoveni primérni biologické rozlozitel nosti
pomoci specifické analyzy zkousené latky na piitoku a odtoku je zapotiebi jedna
jednotka.
Na odtoku se méii koncentrace DOC nebo CHSK nebo se stanovi koncentrace
zkousené latky specifickou analyzou.
DOC zkousené latky se nestanovuje, pouze se konstatuje.
Pfi méteni DOC nebo CHSK se vychézi z toho, Ze rozdil mezi primeérnymi
koncentracemi na odtoku ze zkusebni a z kontrolni jednotky je zpusoben
nerozlozenou ¢asti zkousenych |atek.
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Jestlize jsou provadény specifické analyzy, lze stanovovat zmény koncentrace
ptvodni chemickeé latky (primarni biologicka rozlozitel nost).

Ob¢ za‘izeni mohou byt provozovana jako , spiazend’ pomoci postupu vzaemné
inokulace.

KRITERIA KVALITY

Koncentrace zkousené létky se voli s ohledem na druh anal ytické metody a jeji
mez stanovitel nosti.

POPIS ZKUSEBNi METODY

Priprava

Pristroje

Pokud se neprovadi specificka analyza, pouzivaji se dvé modelové zkusebni
jednotky stejného typu. Mohou byt pouzivany dvatypy zatizeni:

Potvrzujici zkouska OECD

Zarizeni se sklada ze zasobni nadoby (A) na syntetickou odpadni vodu,
davkovaciho cerpadla (B), aeracni nadoby (C), sedimentacni nédoby (D),
mamutky (E) k recirkulaci aktivovaného kalu a shérné nédoby vycisténé vody (F).
Nadoby (A aF) musi byt ze skla nebo z vhodné umélé hmoty objemu ngjméne 24
|. Cerpadio (B) musi zajistovat konstantni pritok syntetickych splaska do aeracni
nédoby. Pouzit muze byt jakykoliv vhodny systém zgjist'ujici stanoveny piitok a
koncentraci. Za normanich podminek je vyska separdtoru (D) nastavena tak, aby
objem kultiva¢ni suspenze v aerachi nadobé byl 3 1. V dolni ¢asti konické ¢ésti
aeracni nadoby je ponoiena porézni aeracni krychlicka. Mnazstvi dodavaného
vzduchu mize byt kontrolovano pratokomérem. Mamutka (E) je osazena tak, aby
byl aktivovany kal ze separdtoru do aktivacni nadoby dopravovan rovnomérné.
Zaiizeni s porézni nadobkou

Porézni nédobka je vyrobena z porézni polyethylenové félie (tloustka 2 mm,
maximalni velikost pora 95 mikroni) stocené do valce o praméru 14 cm s
konickym dnem 45 °, obrézky 1 a 2 v ptiloze 2. Porézni nadobka je umisténa v
nepropustné nadobé o prameru 15 cm zhotovené z vhodné umélé hmoty, ktera ma
nad konickou ¢asti odtok ve vysce 17,2 cm, ¢imz je

v zafizeni vymezen objem 3 I. Na hornim konci vnitini nadoby je upevnén
kruhovy drzék tak, ze mezi vr¢jsi a vnitini nédobou je 0,5 cm odtokova mezera.
Celé zatizeni je umisténo do vodni lazné regulované termostatem. Vzduch je
piivadén na dno vnitini nadoby pomoci vhodného rozvadéce.

Néadoby (A) a(E) musi byt vyrobeny ze skla nebo vhodné umélé hmoty a maji mit
objem ngimén¢ 24 |. Cerpadio (B) umoziuje konstantni piitok odpadnich vod do
aeracni nadoby. Mize byt pouzit jakykoliv vhodny systém za predpokladu, ze
zarucuje stanoveny pritok a koncentraci.

K dispozici musi byt zasoba dalsich poréznich nadobek jako ndhrada za zanesené;
zanesené nadobky se ¢isti namoc¢enim na 24 hodin do roztoku chlornanu sodného
a promytim pitnou vodou.

Filtrace

Pouzivaji se membranové filtracni pristroje a membranové filtry (velikost pért
0,45 um). Membranovy filtr nesmi uvolinovat uhlik ani nesmi adsorbovat
zkousenou létku pri filtraci.

Odpadni voda

Mize byt pouzito bud’ vhodné syntetické médium nebo komundlni odpadni voda.
Priklad syntetického média:

V| | pitnévody serozpusti:

pepton 160 mg,
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masovy extrakt 110 mg,

mocovina 30 mg,
NaCl 7 mg,
CaCl,.2H,0O 4 mg,
MgSO, . 7 H,O 2mg,
K,HPO, 28 mag.

Komunalni odpadni vody:

Odebirgji se cerstvé kazdy den z piepadu mechanického stupné cistirny,

kterd cisti prevazné méstské odpadni vody.

Zasobni roztok zkousené latky

Pripravi se napi. 1% roztok zkousené latky, ktery se bude piidavat do zkusebni
jednotky. Stanovi se koncentrace zkousené latky a ur¢i se prislusny objem
zasobniho roztoku, ktery je potiebné pridat k odpadni vodé nebo dalsim
cerpadlem ptimo do zkusebni jednotky, aby byla dosazena pozadovana zkusebni
koncentrace.

Inokulum

Poznamka: Jedi pouzivana komundni odpadni voda neni vhodné pouzivani
inokula s malou koncentraci bakterii, ale méa se pouzivat aktivovany kal.
Mohou se pouzivat inokula z riznych zdroj .

Priklady vhodného inokula:

a) Inokulum z odtoku biologické ¢istirny odpadnich vod

Inokulum muze byt ziskano z odtoku dobie fungujici ¢istirny zpracovavajici
prevazné komunalni odpadni vody. Vzorek odtoku musi byt v dobé mezi
odbérem a pouzitim uchovan v aerobnich podminkach. Inokulum se pripravi
filtraci vzorku vody pies hruby filtr, prvnich 200 ml filtrétu se vylije. Az do
okamziku pouziti se filtrét uchovéva v aerobnich podminkéch. Inokulum musi
byt pouzito ve stejny den kdy bylo pfipraveno. K inokulaci se uziva nggmen¢ 3
ml.

b) Sm¢snéinokulum

Inokulum odebrané z odtoku cistirny:

Viz ptedchozi popis.

Inokulum z pady:

100 g zahradni zeminy (Urodna, nesterilni zemina) se suspenduje v | |
nechlérované pitné vody (nevhodné jsou zeminy s vysokym obsahem jilu,
pisku a humusu). Po zamichani se nechd suspenze 30 minu dekantovat.
Kapand faze se piefiltruje, prvnich 200 ml se vylije. Filtrat se ihned
provzdusiuje az do okamziku pouziti. Inokulum je mozné pouzit pouze ten
den, kdy bylo piipraveno.

Inokulum z povrchové vody:

Dalsi dil smésného inokula se ziskdva z mesosaprobnich povrchovym vod.
Odebrany vzorek se filtruje, prvnich 200 ml se vylije. Az do okamziku pouziti
se filtrét udrzuje v aerobnich podminkach. Inokulum musi byt pouzito pouze
ten den, kdy bylo piipraveno.

Smésné inokulum se ziskd smisenim a dobrym promichanim stejnych
objemovych dila vsech tii dil¢ich inokuli. K o¢kovani se pouzivaji ngiméng 3
ml smésného roztoku.

¢) Inokulum z aktivovaného kalu
Pouziva se aktivovany kal (s obsahem suspendovanych pevnych ¢astic do 2,5 g/l)
odebrany z aeracni nédrze ¢istirny komundnich odpadnich vod.
Postup
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Zkouska se provadi pii laboratorni teplote, kterd se ma udrzovat mezi 18 - 25 °C.
Zkouska mize byt event. provadéna pri nizsich teplotéch (do 10 ° C). Pokud se
zkousena | &tka za téchto podminek rozklada, nejsou zapotiebi zadné dalsi méreni.
Jestlize vsak pri nizsi teploté rozkladana neni, musi byt zkouska opakovana pri
teplot¢ 18- 25° C.

Faze zapracovani: tvorba kalu/stabilizace kalu

Féazi rastu/stabilizace kalu je obdobi, bé hem kterého dochazi za provoznich
podminek k ustaleni koncentrace aktivovaného kalu afunkce zkusebni jednotky
Rozbéhova faze zacina prvni vsadkou zkousené latky a konéi dobou, kdy
naméieny Ubytek zkousené |&tky dosahne relativné konstantni hodnoty. Tato faze
by nemél trvat déle nez 6 tydna.

Hodnotici faze je dobatrvgjici 3 tydny od okamziku kdy Ubytek zkousené |atky
doséhl relativné konstantni, zpravidla vysoké, hodnoty. Pro latky, které se béhem
Sest tydna trvajici rozbéhove faze nerozkladaji nebo jejich tbytek dosahuje
nizkych hodnot se za vyhodnocovaci fézi povazuje obdobi dalsich tii
nasledujicich tydna.

Na zacétku zkousky se zkusebni jednotka(y) naplni zkusebni kapalinou s
inokulem.

Zapne se provzdusnovani a mamutka (pii pouziti zkusebniho zatizeni podle
OECD) a zapne se davkovaci zarizeni.

Pritok odpadnich vod bez zkousené lIatky do aeracni nadoby se udrzuje na
rychlosti | I.h™ nebo 1/2 1.h™; doba zdrzeni tak doséhne 3 h nebo 6 h.

Intenzita provzdusnovani musi byt regulovanatak, aby se udrzoval obsah aerasni
nadoby ve vznosu a obsah rozpusténého kysl iku nekles pod hodnotu 2 mg.I™.
Pénéni smesi se zabranuje vhodnymi prostredky, které neinhibuji kal.

Kal, ktery se shromazd'uje v horni ¢asti aerani nadoby a u prukazné zkousky
OECD na dné¢ sedimentacni néadoby a v cirkulacnim okruhu musi byt alespon
jednou za den vracen do matetné suspenze setrenim nebo jinym vhodnym
zptisobem.

Jestlize kal $patné sedimentuje |ze zvysit jeho hustotu pridavkem 2 ml 5%
roztoku chloridu zelezitého. Pridavek je mozné opakovat podle potieby.

Odtok ze sedimentacni nadrze se shromazd’uje v naddobéch E nebo F po dobu 20 -
24 hod. Pred odebranim vzorku se smés dukladné promichd Néadoby E aF se
musi peclivé cidtit.

Pro potieby sledovéani U¢innosti procesu a pro potieby jeho fizeni se stanovi
ngmén¢ dvakrat tydné CHSK nebo DOC Zfiltrovaného pramérného vzorku
vytoku ze zatizeni afiltrované smési davkované do zatizeni. K filtraci se pouziva
membranovy filtr s velikosti péra 0,45 um. Prvnich 20 ml filtrétu se vylije.
Pokud se rozkladné procesy ustéli, vyrovnaji sei poklesy CHSK nebo DOC.
Susinakalu v aera¢ni nédobé se stanovuje dvakrét tydng (g.1 7).

Zatizeni mohou byt provozovana dvéma zpisoby: pokud je susina kalu vyssi nez
2,5 g."" piebytecny kal se vypusti nebo se denng odebere z kazdé nadoby 500 ml
suspenze, takze stiedni doba zdrzeni kalu v zatizeni je 6 dni.

Jestlize jsou naméiené a hodnocené parametry (G¢innost metody stanovena na
z&kladé ubytku CHSK nebo DOC, koncentrace kalu, schopnost sedimentace kalu,
zékal kapané faze v sedimentacni nédobe¢ atd.) dvou jednotek dostate:né stabilni,
mize byt zahgjeno pridavani zkousené latky dle kap. 1. 6. 2. 2 do nétoku do jedné
z jednotek.

Alternativné mize byt zkousend | &tka pridavana na zacétku faze rastu kalu (1. 6.
2. 1), zvl&st tehdy, kdyz je jako inokulum pouzivan aktivovany kal.
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Pracovni postup

Zadodrzovani podminek pro rozbéhovou fazi se do pritoku do zkusebniho
zarizeni pridava zasobni roztok zkousené latky (cca 1 %), aby obsah DOC v
suspenzi byl v rozmezi 10 - 20 mg.I* nebo CHSK 40 mg.I™.

Zésobni roztok se bud’ denné piimichava do odpadni vody nebo se privadi pomoci
¢erpadla pfimo do suspenze. Koncentrace se postupné zvysuje az na pozadovanou
hodnotu. Vyzkouseny mohou byt i vyssi koncentrace nez udava predchozi
odstavec, pokud nemé zkousena latka na aktivovany kal toxické ucinky.

Do kontrolni jednotky se davkuje pouze odpadni voda bez zkousené latky. Z
odtoku se odebiraji vzorky pro analyzu afiltruji se na membranovém filtru s
velikosti pora 0,45 um. Prvnich 20 ml filtrétu se vyléva

Filtréty vzorka musi byt analyzovany v den odbéru nebo musi byt konzervovany
(napt. pridavkem 0,05 ml 1% chloridu rtut' natého na 10 ml filtratu, ulozenim na
24 h pri teploté 2 - 4 °C nebo pii -18 ° C na delsi dobu).

Doba trvani rozbéhové faze od okamziku pridavku zkousené latky by nemegla
piekrocit 6 tydni. Vyhodnocovaci faze by nemeéla byt kratsi nez 3 tydny, aby
bylo mozné provést 14 - 20 stanoveni nutnych k vyhodnoceni zkousky.

Spiazena zatizeni

Zatizeni jsou sprazenatak, ze je mezi nimi 1x denné vymenovano 1,5 | suspenze
(vcetn¢ kalu) z aeracnich nadob. Dochazi-li k silné adsorbci zkousené latky,
odeberese 1,51 kapalné faze ze sedimentacni nddoby a piidava se do aeracni
nédoby druhého zatizeni.

Analytika

Ke sledovéani chovani zkousené latky se pouzivaji dvé metody stanoveni:

DOC aCHSK.

Hodnoty DOC se stanovi dvakrat pomoci analyzatoru uhliku a CHSK se stanovi
podle literatury (2).

Specificka anayza

Koncentrace zkousené latky se stanovi vhodnou analytickou metodou. Je-li to
mozne, stanovi se zvl&st mnozstvi |atky adsorbované na aktivovany kal.

DATA A VYHODNOCENI

SPRAZENA ZARIZENI

Pokud je pouzivano spiazené zarizeni, pocita se denn¢ stupen odstranéni, DR,
postupem podle 1. 2. 1.

Tyto denni hodnoty se opravi na hodnotu Dr. , zohlednénim pienosu materialu pfi
ockovani. Tento vypocet se provadi dle rovnice (2) pro stiedni dobu prodieni 3
hodiny a podle rovnice (3) pro stiedni dobu prodleni 6 hodin.

DR = 8pr-10 )
7 7

pR = 2pr-1% 3
3 3

Ze ziskanych hodnot se vypocita jegich pramér a dale standardni odchylka podie
rovnice (4)

n

— 2
> (DRe- DR
g — 1/i=1 4
DRc n— 1 ( )
kde:
Spre =  Standardni odchylka,
DRc = praimér hodnot DR,
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n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR: se diminuji vhodnou statistickou metodou, napi.
Naimovou metodou (6) pro 95% hladinu vyznamnosti, pramér a standardni
odchylka se potom vypoctou s vyloucenim odlehlych hodnot Drg:

Vysdledek se vyjadii dle (5) :

DRc = DRC * tnil; a SDRc (5)

~n
kde

t.1; o = tabulkova hodnota t pro n dvojic hodnot e a E, a statistickou mez
spolehlivosti P (P=1-a), kde P = 95% (l).

Vysledkem je praimér s udanymi mezemi tolerance pro 95% hladinou
vyznamnosti piipadné s udanou standardni odchylkou, poétem dat hodnot DR,
bez odlehlych hodnot a poctem odlehlych hodnot.

Napr.

DRc = 98,6 £2,3% Ubytku DOC,
s = 4,65% ubytku DOC,

n = 18§

X = pocet odlehlych hodnot.

NESPRAZENA ZARIZENI
Provozni vykon zatrizeni mize byt ovéren nésledovné:
% odstranéni CHSK nebo DOC =

_ CHSKnebo DOCodp.vody — CHSK nebo DOC vytoku

CHSK nebo DOC odp.vody

Vyn&enim denné namérenych Ubytka do grafu se zdurazni vechny trendy, napf.
adaptace.
Vyuziti stanoveni CHSK/DOC
Z denné nametenych hodnot se podle kap. 1.2.1 vypocita procentudni Ubytek DR.
Z tady hodnot DR se spocita jejich pramér a podle rovnice (6) standardni
odchylka:

. 100

n

>)(DR-DR )

Sy = |[£L 6
o — (6)

kde

spr =  standardni odchylkahodnot Dri

DR =  pramér hodnot Dr;,

n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR se eiminuji vhodnou statistickou metodou napi. podie
Naimova (6) piti 95% hladiné vyznamnosti, stiedni hodnota a standardni
odchylka jsou potom znovu vypocitany s vylouc¢enim odlehlych hodnot DR.
Vysledna hodnota se pocita dle rovnice (7)

DR = DR+ t"-%-sm (7)

kde

t.1; o - tabulkové hodnotat pro n dvojic hodnot e a E, a statistickou n mez

spolehlivosti P (P=1-a), kde P=95 % (I).
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Vysdedkem je pramér s mezemi tolerance pii 95% hladiné vyznamnosti s udanou
standardni odchylkou, poétem dat hodnot DR bez odlehlych hodnot a poctem

odlehlych hodnot.

Napt ..

Dr =  (98,6+ 2,3%) Ubytku DOC,
s = 4,65% ubytku DOC,

n = 18,

X =  pocet odlehlych hodnot.

Pouziti vysledki specifické analyzy

Odstranéni zkousené latky z vodné faze (R,) v % se pocitapodlie 1. 2. 2.
ZAVERECNA ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkousce by mély byt uvedeny pokud je to mozné nasledujici Udaje:

provozni podminky, které jsou zaznamenany do formulaie uvedeného v
piiloze ¢. 3 této metody;

druh pouzitého zkusebniho zaiizeni (zatizeni pro prakaznou zkousku OECD
nebo zatizeni s porézni nédobkou);

Zpusob provozovani zarizeni: sprazend nebo nespirazena zatizeni;

druh odpadnich vod:  syntetické nebo komunani odpadni vody, u
komunalnich odpadnich vod datum a misto odbéru;

druh inokula, datum a misto odbéru;

popis pouzitych anaytickych metod, pokud byly provadény
specifické analyzy;

grafické vyjadieni zavidosti Ubytku CHSK nebo DOC na case ve féazi
rozbéhové a vyhodnocovaci;

vysledek stanoveni obsahu zkousené latky prostiednictvim CHSK nebo
DOC v zasobnim roztoku;

pii provadéni specifické analyzy: grafické vyjadieni procentudlniho ubytku
zkousené latky z kapalné faze béhem rozb¢hové a vyhodnocovaci féze v
zavidosti na case;

stiedni Ubytek DOC nebo CHSK zkousené laky a standardni odchylka
vysledku ziskanych béhem vyhodnocovaci faze, kdy Ubytek zkousené atky
je konstantni;

grafickeé vyjadieni koncentrace aktivovaného kalu v zavidosti na ¢ase;
pozndmky tykgjici se aktivovaného kalu (odstranovani piebytecného kau
ze zarizeni, tvorba shluka, pouziti chloridu zelezitého atd.);

promérované koncentrace zkousené latky;

vysledky analyz kalu;

vsechny informace o zkousené laice a o referencni l&ce, pokud
byla pouzita;

védeckeé zdivodnéni viech odchylek azmén metody.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pricinou nizké hodnoty Ubytku zkousené latky z vodné faze maze byt inhibice
mikroorganismi zptisobena touto latkou. Projevuje se to predevsim rozpousténim
a ztratou kalu, zakalovanim kapalné faze a snizenim G¢innosti  odstranovani
CHSK nebo DOC v zatizeni.

Neékdy hraje roli fyzikdné-chemickd adsorbce. Vztah mezi biologickym
pusobenim na latku a jgi fyzikdlné-chemickou adsorpci je mozné rozlisit po
odpovidajici desorpci.
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K rozliseni Uplného nebo ¢astes ného biologického rozkladu od adsorbce je nutno
provést dalsi zkousky.

Nabizi se zde vice moznosti. Nejlepsim postupem je pouziti kapalné faze ze
sedimenta¢ni nadoby jako inokula v nékteré ze zkousek snadné biologicke
rozlozitelnosti (nejlépe v respirometrické zkousce).

Vysoké hodnoty Ubytku DOC nebo CHSK jsou zpravidla zpusobovany
biologickym rozkladem, nizké hodnoty Ubytku naproti tomu nelze odlisit od
jinych mechanizmt odstranéni latky. Pokud napi. rozpustna sloué¢enina vykazuje
stupen adsorbce 98 % a denné je odstranovano 10 % kalu, dochazi az ke 40 %
odstranéni latky v tomto kalu. Je-li denr¢ odstraniovano 30 % kalu, maze
eliminace na zakladé adsorbce a odstranéni kalu stoupnout na 65 % (4):

Pri pouzivéni specifickych analyz je tieba brét na zietel vliv struktury I&ky na
specifickou analyzu. Ubytek létky stanoveny specifickou analyzou nemuze byt
interpretovan jako mineralizace | aky.
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PRILOHA 1

Obrazek 1

A = zasobnik E = mamutka
B = davkovaci zatizeni F = z&sobnik navytok
C = aera¢ni komora (objem 3 litry) G = aerétor

D = sedimentacni nadoba H = pratokomér (nepovinng)



Obrazek 2
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Obrazek 1
Zatizeni pouzivané pro stanoveni biologické rozlozitel nosti

f"_

i

A = zasobnik E = zasobnik na vytok
B = davkovaci ¢erpadio F = vzduchovaci kédmen
C = porézni aera¢ni nadobka G = rotametr

D = vn¢jsi nepropustna nédoba



Obrazek 2
Detaily ttilitrové vzduchovaci porézni nadobky
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PRILOHA 3

Provozni podminky simula¢ni zkousky s aktivovanym kalem
Oznac v kazde skupiné

Zarizeni:

prikazna zkouska OECD
zarizeni s porézni nadobkou
Zpusob provozu:
samostatna jednotka
Spiazena zarizeni
nesprazena zatizeni
Preockovani:

zé&dné

aktivovanym kalem
kapalnou fazi vzniklou odstranénim sedimentu

Stfedni doba zdrzeni:



3 hodiny
6 hodin

Zivné médium:
komundlni odpadni voda
synteticka odpadni voda

Inokulum:

z ¢istirny odpadnich vod
smésné inokulum
aktivovany kal

Pridavani zkousené latky:
na zac atku

postupné

po vytvoreni kalu

Anayzy:
specificka
CHSK
DOC

XI. METODA PRO STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI — ZKOUSKA
INHIBICE DYCHANI AKTIVOVANEHO KALU - metoda C.11 podle piilohy

smérnice 92/69/EHS
XI.1 METODA
XI1.1.1 UVOD

Popsana metoda hodnoti vliv zkousené latky na mikroorganizmy méienim
intenzity jgich dychani za definovanych podminek v ptitomnosti raznych
koncentraci zkousené latky.

Ucelem této metody je poskytnout rychlou vyhledavaci metodu, kterou je mozné
urcit latky, které mohou nepriznivé ovlivnit aerobni mikrobidni ¢istirny vod, a
naznacit vhodné koncentrace zkousenych latek, které ngisou inhibujici a které je
mozno pouzit ve zkouskach biologické rozlozitelnosti.

Definitivni zkousce mize predchazet zkouska pro nalezeni pracovni oblasti. Muze
poskytnout informace o oboru koncentraci, které je mozné pouzit v hlavni
zkousce.

Do schématu zkousky jsou zarazeny dvé kontroly, jedna na za¢atku a druh&a na
konci fady pokusi. Kazdou davku aktivovaného kalu je také nutno kontrolovat s
pouzitim referencni [&tky.

Tato metoda se nejsnaze aplikuje na latky, které diky své rozpustnosti a nizké
t¢kavosti zistavai ve vode.

U laek s nizkou rozpustnosti v médiich pouzivanych ve zkousce muze byt
nemozné stanovit ECsxo.

Pokud mé zkousena latka sklon k rozkladu oxidac¢ni fosforylaci mohou vysledky
zalozené na absorpci kysliku vést k nespravnym zavéram,

Pro provedeni zkousky je uzitecné znat nasledujici informace:

— rozpustnost ve vodeg,
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X1.1.3

X1.1.4

X1.1.5

X1.1.6
X1.1.6.1
X1.1.6.1.1

X1.1.6.1.2

— tlak par,

— strukturni vzorec,

— Cistota zkousené | &tky.

Doporuceni:

Aktivovany kal mize obsahovat potenciané patogenni organizmy a je tieba s
nim zachézet opatrné.

DEFINICE A JEDNOTKY

Respiracni rychlost je spotieba kysliku mikroorganizmy odpadnich vod v
aerobnim kalu, obecné vyjéadienajako mg O, na 1l mg kalu za hodinu.

Pro vypocet inhibicniho Gginku zkousené latky pri  urcité koncentraci se
respirani rychlost vyjadiuje jako procento pramérné hodnoty dvou kontrolnich
respiracnich rychlosti:

(1 L} -100 = %inhibice

- R¢ + Re,
kde:
Rs= rychlost spotieby kysliku pii pouzité koncentraci zkousené latky,
Rc, = rychlost spotieby kysliku v kontrolni zkousce 1,
Rc2 = rychlost spotieby kysliku v kontrolni zkousce 2.

ECso v této zkousce je koncentrace zkowsené latky, pii které respiracni rychlost

¢ini 50 % hodnoty vychazejici z kontrolni zkousky za podminek popsanych v této

metodg.

REFERENCNi LATKY

Jako referencni |atku se doporucuje pouzivat zndmy inhibitor dychani 3,5

dichlorfenol. Ovérenim ECso u kazdé davky aktivovaného kalu by mélo byt

zkontrolovano, ze kal neni abnormalné citlivy.

PRINCIP ZKUSEBNi METODY

Rychlost dychani aktivovaného kalu vyzivovaného standardnim mnozstvim

syntetické odpadni vody se méii po dobé kontaktu 30 minut, 3 hodin nebo v obou

Casech. M é&fi setaké rychlost dychani téhoz aktivovaného kalu v pritomnosti

raznych koncentraci zkousené latky zajinak stejnych podminek. Inhibi¢ni efekt

zkousené l&tky pri urcité koncentraci se vyjadiuje jako procento pramérné

rychlosti dychani ze dvou kontrolnich pokust. Hodnota ECsq se vypocita ze

stanoveni pii riznych koncentracich.

KRITERIA KVALITY

Vysledky zkousky jsou platné, jestlize:

—  respiracni rychlosti dvou kontrolnich pokusi se od sebe lisi ngjvyse o 15 %,

—  ECsg (pro 30 minut nebo pro 3 hodiny) 3,5-dichlorfenolu lezi v prijatém
rozmezi 5 - 30 mg.l'l.

POPIS ZKUSEBNi METODY

Cinidla

Roztoky zkouSené latky

Roztoky zkousené latky se pripravuji cerstvé na zataku studie s pouzitim

zasobniho roztoku. Pouzijelli se nize popsany postup, je vhodna koncentrace

zésobniho roztoku 0,5 g1 ™.

Roztok kontrolni latky

Roztok 3,5-dichlorfenolu lze pripravit naptiklad rozpusténim 0,59 3,5-

dichlorfenolu v 10 ml 1M NaOH, ztedénim destilovanou vodou piiblizné na

30 ml, ptidanim 0,5 M H>SOs do bodu zatingiciho srézeni ( je tieba asi 8 ml

0,5M H>SO4) a koneznym doplnénim smesi destilovanou vodou na 1litr. pH

musi potom lezet mezi 7 a 8.



X1.1.6.1.3 Synteticka odpadni voda

X1.1.6.2

X1.1.6.3

Pouzivand syntetickd odpadni voda se pripravi rozpusténim nasledujiciho
mnozstvi latek v 1 litru vody:

— 16 g peptonu,

— 11 g masového extraktu,

— 3 gmocoviny,

— 0,7gNaCl,

— 0,4 gCaCl2.2H20,

— 0,2 g MgS0O,.7H,0,

— 2,89 K,HPO,.

Poznamka 1: Tato syntetick&d odpadni voda méa stonasobnou koncentraci oproti
vodé popsané v technické zpravé OECD "Névrh metody stanoveni biologické
rozlozitelnosti  povrchové aktivnich |&ek pouzivanych v  syntetickych
detergentech” (11.6.1976), s pridavkem monohydrogenfosforecnanu drasel ného.
Poznamka 2: Nepouzije-li se piipravené médium ihned, je nutné je piechovavat

v temnu pii 0-4°C ne déle nez jeden tyden za podminek, které nezptisobuji
zadné zmeny v jeho sozeni. Médium je také mozné pred uschovanim sterilizovat,
nebo je mozné pepton a masovy extrakt piidat krétce pied provedenim zkousky.
Pred pouzitim je nutné médium dukladné promichat a upravit pH.

Aparatura

Meéfici aparatura: Piesna konstrukce neni podstatnd. Musi viak mit volny prostor
nad kapalinou asonda musi piesné zapadat do hrdla odmérné bariky.

Z bézného laboratorniho vybaveni je tieba zefménatoto:

—  Mg¢tici pristroje,

—  provzdusiovaci zarizeni,

—  mgéfi¢ pH amonitorovaci zaizeni,

—  kydikovaelektroda.

Priprava inokula

Jako mikrobidni inokulum pro zkousku se pouziva aktivovany kal z cistirny
odpadnich vod ¢istici prevédzné domovni odpadni vody.

Je-li to nutné, je mozné pri dodani kalu do laboratore odstranit hrubé céstice
krédtkodobym usazenim (napi. 15 minut) a dekantovat horni vrstvu jemngjsich
tuhych ¢astic pro pouziti. Alternativre je mozné kal po nekolik
sekund.promichat.

Lze-li mimoto piedpokléadat, ze je piitomnalatka majici inhibi¢ni U¢inek, je nutné
kal promyt vodovodni vodou nebo izotonickym roztokem. Po zcentrifugovani se
roztok nad usazeninou dekantuje (tento postup se opakuije tiikrat).

Malé mnozstvi kalu se zv&zi a vysusi. Z vysledku je mozneé vypocitat mnozstvi
vlihkého kalu, které je nutné suspendovat ve vodg, aby se ziskal aktivovany kal

v oblasti koncentraci suspendovanych tuhych latek ve smésné kapainé mezi 2 a
49l Dodrzi-li se nize doporuceny postup ziskd se zkusebni médium s
koncentraci kalu 0,8 a1,6 g.I™".

Neni-li mozné ka pouzit v den kdy byl shromézdén prida se ke kazdému litru
aktivovaneho kalu, pripraveného tak, jak je popsano vyse, 50 ml syntetické
odpadni vody, potom se provzdusiiuje pres noc pii 20 + 2 °C. Poté se udrzuje za
provzdusnovani pro pouziti bdéhem dne. Pred pouzitim se zkontroluje pH ajeli
tieba, upravi se na 6 - 8. Obsah suspendovanych tuhych latek ve sm¢sné kapaling
je tieba stanovit, jak je popsano v piedchozim odstavci.
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Pozaduje-li se pouziti stejné davky kalu v nasledujici dny (nejvyse po ¢tyti dny),
piidava se na konci kazdého pracovniho dne dalsich 50 ml syntetické odpadni
vody nalitr kalu.

Provedeni zkouSky

Trvéni/doba kontaktu: 30 minut a (nebo) 3 hodiny, béhem kterych probiha

provzdusnovani

Voda Pitnavoda (v pripadé potieby zbavena chloru)

Privod vzduchu: Cisty vzduch, prosty oleje. Pritok 0,1 - 11.min™.

Méfici aparatura: Banka s plochym dnem, jak4 se pouziva pro stanoveni
BSK.

Meéfi¢ obsahu kysliku: Vhodna kyslikova elektroda, se zapisovacem.

Zivny roztok: Synteticka odpadni voda (viz vyse).

Zkousena latka: Roztok zkousené latky se pripravi cerstvy na zacétku
zkousky.

Referencni latka: napt. 3,5-dichlorfenol (ngméng¢ ti koncentrace)

Kontrolni zkouska: ~ Naockovany vzorek bez zkousené |atky

Teplota: 20+ 2°C

Dde je uveden navrzeny experimentdni postup, kterého je mozné pouzit jak pro
zkousenou, tak pro referencni latku, pro dobu kontaktu tfi hodiny:

Pouziva se n¢kolika nadob (napr. jednolitrovych kadinek).

Je tieba pouzit alespon pét koncentraci, odstupnovanych o konstantni faktor
neprevysujici pokud mozno 3,2.

V okamziku "0" se 16 ml syntetické odpadni vody doplni vodou na 300 ml. Prida
se 200 ml mikrobidniho inokula a vysledna smés (500 ml) se pievede do prvni
nédoby (prvni kontrola C,).

Nadoby, pouzivané v pokusu, je nutné nepretrzité provzdusinovat, aby bylo
zaruceno, ze koncentrace rozpusténého kysliku nepoklesne pod 2,5 mg.l™ a aby
tésnlé1 pied meéienim rychlosti dychéni cinila koncentrace kysliku priblizné 6,5
mg.l ™.

V okamziku "15 minut" (15 minut je libovolné zvoleny, avsak vhodny interval) se
opakuje totéz az na to, ze se k 16 ml syntetické odpadni vody pied doplnénim
vodou na 300 ml a pridanim mikrobidniho inokula na celkovy objem 500 ml
piida 100 ml zésobniho roztoku zkousené latky. Tato smés se pak pievede do
druhé nadoby a provzdusnuje se jako vyse. Tento postup se opakuje v 15
minutovych intervalech s riznymi objemy zasobniho roztoku zkousené |&tky,
¢imz se ziskd rada nadob obsahujicich razné koncentrace zkousené latky.
Nakonec se piipravi druh& kontrolni nadoba.

Po tiech hodinédch se zaznamena pH, dobie promichany vzorek obsahu prvni
nédoby se pievede do méfici aparatury a v dob¢ do 10 minut se zmeii rychlost
dychani.

Stanoveni se opakuje u obsahu kazdé z nédob v 15minutovych intervalech tak, ze
dobakontaktu v kazdé nédobg je tii hodiny.

Referencni |atka se zkousi na kazdé davce mikrobid niho inokula tymz zpusobem.
Magji-li se méeni provadét po 30 minutach kontaktu, je tieba pouzit jiného
rezimu (napt. pouziti vice nez jednoho metice kysliku).

Vyzaduje-li se méieni chemické spotieby kysliku, pripravi se dalsi nédoby,
obsahujici zkousenou létku, syntetickou odpadni vodu a ¢istou vodu, ade ne
aktivovany kal. Spotieba kysliku se méii a zaznamena po dobé provzdusnovani
30 minut a (nebo) tii hodiny (doba kontaktu).

VYSLEDKY A VYHODNOCENI
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Rychlost dychéni se vypogita ze zaznamu zapisovace mezi piiblizné 6,5 mg.l™ a
2,5mg.™, nebo za desetiminutovou periodu, je-li rychlost dychani nizka. Cast
respiracni kiivky, ze které se vyhodnocuje rychlost dychéni, musi byt lineérni.
Jestlize rychlosti dychani v obou kontrolnich pokusech nelezi v rozmezi 15 % od
sebe navzgem, nebo ECs, (za 30 minut nebo tii hodiny) referencni 1&tky nelezi v
akceptovaném rozmezi (5 - 30 mg.I"t pro 3,5-dichlorfenol), je zkouska neplatné a
musi se opakovat.
Pro kazdou zkusenou koncentraci (viz bod 1. 2) se vypocte inhibice v %. Inhibice
v % se vynese proti  koncentraci na logaritmicko-normanim (nebo logaritmicko-
pravdépodobnostnim) papiru a odecte se hodnota ECx,.
Standardnimi  postupy je mozné stanovit pro hodnoty ECsy 95% meze
spolehlivosti.
ZPRAVA
PROTOKOL O ZKOUSCE
Je-li to mozné, ma protokol o zkousce obsahovat tyto informace:
—  zkousenalétka: chemické identifika¢ni udaje,
—-  systém pouzity pii zkousce: zdroj, koncentrace aveskerapiedbézna Uprava

aktivovaného kalu,
—  experimentdni podminky:

—  pH reakéni smési pired métenim respirace,

—  teplotapri zkousce,

—  batrvani zkousky,

—  referencni latka ajeji zmérend ECsyo,

—  abioticka spotreba kysliku (pokud k ni dochazi).
— vydedky:

—  veskeré naméiené hodnoty,

—  krivkainhibice a metoda vypoétu ECs,

—  ECso aje-li mozné 95% meze spolehlivosti, EC2o a ECgo,

—  veskerapozorovani aveskeré odchylky od této zkusebni metody,

které mohly ovlivnit vysedek.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Hodnotu ECs je tieba povazovat pouze za orientacni hodnotu pravdé podobné

toxicity zkousené latky bud’ pii zpracovani odpadnich vod aktivovanym kalem,

nebo pro mikroorganizmy v odpadnich vodach, protoze dozité interakce, ke

kterym dochazi v zivotnim prostiedi, nelze piesné simulovat l|aboratorni

zkouskou. Mimoto, zkousené latky, které mohou mit inhibi¢ni G¢inky na oxidaci

amoniaku, mohou také zpasobovat atypické inhibi¢ni kiivky. Proto je nutné

interpretovat tyto kiivky opatrne.

LITERATURA

(1) International Standard 1SO 8192-1986.
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XII. METODA PRO STANOVENi BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI -
MODIFIKOVANA ZKOUSKA SCAS — metoda C.12 podle prilohy smérnice 92/69/EHS
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METODA

UVOD

Cilem této metody je hodnoceni potencidni Uplné biologické rozlozitelnosti

netékavych organickych latek rozpustnych ve vodg, jsou-li vystaveny pomérné

vysokym  koncentracim  mikroorganizmtit po dlouhé ¢asové  obdobi.

Zivotaschopnost mikroorganizmi se udrzuje po tuto dobu dennimi pridavky Zivin

z usazené odpadni vody. (Pro potiebu béhem vikenda lze odpadni vodu

piechovévat pii 4°C. Alternativné je mozné pouzit syntetickou odpadni vodu

podle potvrzujici zkousky OECD.)

Pii interpretaci vydledkt (viz 3. 2) je nutné brét v Gvahu, ze mize dochézet k

fyzikane- chemické adsorpci na suspendovanych tuhych latkéch.

V disledku diouhé doby zdrzeni kapalné faze (36 hodin) a prabézného pridavani

zivin nesimuluje zkouska podminky existujici v ¢istirné odpadnich vod. Vysledky

ziskané pri pokusech s ruznymi latkami ukazuji, ze zkouska ma vysoky potencial

bi ol ogického rozkladu.

Podminky poskytované zkouskou jsou vysoce piiznivé pro vybér a adaptaci

mikroorganizma schopnych rozkladat zkousenou latku. (Postup je mozné pouzit

také k ziskavani aklimatizovanych inokuli pro pouziti v jinych zkouskéch.)

V této metodé se pouziva k hodnoceni vysledné biologické rozlozitelnosti

zkousené latky hodnota koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC).

DOC se doporucuje radgji stanovit po okyseleni a precisténi nez jako rozdil Cegy.

- Canorg. .

Soucasné pouziti specifické analytické metody maze umoznit uréeni primarniho

rozkladu latky (GUbytek vychozi chemické struktury).

Metoda je pouzitelnA pouze pro ty organické létky, které v koncentracich

pouzivanych ve zkousce:

—  jsou rozpustné ve vodé (alespoin 20 mg rozpusténého organického uhliku
nalitr),

— magji zanedbatelnou tenzi par,

— nepusobi inhibi¢né na bakterie,

—-  vyznamné se neadsorbuji ve zkusebnim systému,

— neztrécgi se ze zkouseného roztoku penénim.

Je nutné stanovit obsah organického uhliku ve zkouseneé | étce.

Pri interpretaci ziskanych vysledkt, zefména v ptipadech, kdy vysledky jsou

nizké nebo marginani, jsou cenné informace o relativnich podilech hlavnich

slozek ve zkouseném vzorku

Pro interpretaci nizkych vysledkt a pii volbé vhodné koncentrace pri zkousce

mohou byt uzitecné informace o toxicité latky pro mikroorganizmy.

DEFINICE A JEDNOTKY

Cr = koncentrace zkousené |atky na zacétku provzdusnovaci periody, vyjédiena
jako mnozstvi organického uhliku pritomného nebo pridaného k usazené
odpadni vodé (mg.l'l),

Ci= koncentrace rozpusténého organického uhliku v kapaliné nad usazeninou,
ve zkousce, nakonci provzdusiovaci periody (mg.l ™),
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C. = koncentrace rozpusténého organického uhliku v kapaliné nad sedimentem,
v kontrolni zkousce, nakonci provzdusiiovaci periody (mg.l™).
Biologicky rozklad je v této metodé definovan jako Ubytek organického uhliku.
Biologicky rozklad je mozné vyjédiit jako:
1. Procenticky Ubytek D4, mnozstvi denng pridavané laky:
=CT_(Ct_(jc).1OO (1)
T
kde Dgys= rozklad/denni pridavek
2. Procenticky Ubytek Dy mnozstvi latky pritomného na zatatku kazdého dne:

_ 2CT + Cti B Cci B 3Cz(i+1) + 3Cc(i+1)

da

D_ 100 (2
ssd CT + Cn» _ Cci ( (Cl))
2C, -2(C,-C
=—L (€,-C) -100 (2(»))
2C, +(C,-C.)

kde Dred = rozklad/denni pridavek;

indexy i a(i + 1) sevztahuji ke dni meteni.
Rovnice 2(a) se doporucuje, méni-li se DOC v odchézejici vodé den ode dne,
zatimco rovnici 2(b) lze pouzivat, zastavali DOC v odchézejici vodé den ode
dne relativné konstantni.
REFERENCNI LATKY
PRINCIP ZKUSEBNi METODY
Aktivovany kal z cistirny odpadnich vod se vpravi do semikontinuani jednotky
pro aktivovany kal (SCAS, semi-continuous activated sludge unit). Pridaji se
zkousena ladtka a usazena domovni odpadni voda a smés se provzdusiuje
23 hodin. Provzdusnovani se pak ukongi, kal se necha usadit a kapalina nad
usazeninou se odstrani.
Ka zbyly v provzdusinovaci komotre se pak smisi s dalsi alikvotni ¢asti zkousené
l&tky a odpadni vody a cyklus se opakuje.
Biologicky rozklad se ur¢i stanovenim obsahu rozpusténého organického uhliku v
kapaliné nad sedimentem. Tato hodnota se porovna s hodnotou, zjisténou pro
kapalinu ziskanou z kontrolni néddoby, do které byla davkovana pouze usazena
odpadni voda.
Pouzije-li se specificka analyticka metoda, je mozné métit zmeény koncentrace
vychozi chemickeé laky v dasledku biologického rozkladu (primarni biologicky
rozklad).
KRITERIA KVALITY
Reprodukovatelnost této metody, zalozené na Ubytku rozpusténého organického
uhliku, nebyla jesté stanovena. (Pokud se uvazuje primarni biologicky rozklad,
dosahuje se velmi presnych hodnot pro laiky, které se rozkladaji ve vysokém
stupni.)
Citlivost metody je ve velké mite urc¢ena variabilitou slepé zkousky a v mensi
miie presnosti stanoveni rozpusténého organického uhliku a obsahem zkousené
l&tky v kapaling na zatétku kazdého cyklu.
POPIS PRACOVNIHO POSTUPU
Priprava
Sestavi se dostatecny pocet cistych provzdusnovacich jednotek, aternativré je
mozné pouzit origindni zkusebni jednotku SCAS o obsahu 1,51, a trubic pro
piivod vzduchu (obrazek 1) pro kazdou zkousenou latku a pro kontrolni zkousky.
Stlaceny vzduch piivadény do zkusebnich jednotek, piecisteny vatovym filtrem,
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musi byt prosty organického uhliku a musi byt piedem nasycen vodou, aby se
snizily ztréty vypaiovanim.

Vzorek smésné kapaliny, obsahujici 1 - 4 g suspendovanych tuhych latek v 1 litru,
se ziska z cigtirny pracujici s aktivovanym kalem, cistici prevazné domovni
odpadni vody. Pro kazdou provzdusiovaci jednotku je tieba priblizné 150 ml
smesné kapaliny.

Zasobni roztoky zkousené latky se pripravuji s pouzitim destilované vody;
normané pozadovand koncentrace je 400 mg.l™ jako organicky uhlik, coz
piedstavuje koncentraci zkousené latky 20 mg.™t uhliku na zagétku kazdého
cyklu provzdusnovani, nedochazi-li k biologickému rozkladu.

Dovoluje-li to toxicita pro mikroorganizmy jsou piipustné vyssi koncentrace.
Méii se obsah organického uhliku zasobnich roztoka.

Experimentalni podminky

Zkousku je tieba provadst pii 20 - 25 °C.Pouziva se vysoka koncentrace aerobnich
mikroorganizmi (1 - 4 g.I™t suspendovanych latek), a efektivni doba zdrzeni je
36 hodin. Uhlikaté latky v privadené odpadni vodé se v siroké mire oxiduji,
norman¢ béhem osmi hodin po zatatku kazdého cyklu provzdusnovani. Potom
kal endogenn¢ dycha po zbytek provzdusnovaci periody, av této dobé je jedinym
dostupnym substratem zkousend doucenina, pokud se také rychle
nemetabolizuje. Tyto skute¢nosti spolu s denné opakovanym ockovanim,
pouziva-li se jako médium domovni odpadni voda, vytvareji vysoce priznivé
podminky jak pro aklimatizaci, tak pro vysoky stupen rozkladu.

Provedeni zkousky

Ziska se vzorek smesné kapaliny z vhodné cistirny cistici aktivovanym kalem
pievédzné domovni odpadni vody nebo vzorek kapaliny z laboratorni jednotky a
udrzuje se v aerobnich podminkéch az do pouziti v laboratofi. Do kazdé aeracni
i kontrolni jednotky se naplni 150 ml smésné kapaliny (pouzivé-li se originani
jednotka pro zkousku SCAS, je treba uvedené objemy nasobit 10) a zahdgji se
provzdusinovani. Po 23 hodinach se provzdusinovani ukonéi a kal se necha 45 mi-
nut usadit. Postupné se oteviou kohouty vsech nadob a odeberou se 100 ml
podily kapaliny nad usazeninou. Ke kalu zbylému v kazdé aeraini jednotce se
piida 100 ml usazené domovni odpadni vody ziskané bezprostiedné pied
pouzitim. Opét se zahdji provzdusinovani. V té&o etapé se nepiidavaji zadné
zkousené latky, a do jednotek se denn¢ pridava domovni odpadni voda pouze do
té doby, nez se po usazeni ziska ¢ira kapalina nad usazeninou. To trva obvykle
az dva tydny, béhem kterych se obsah rozpusténého organickénho uhliku v
kapaliné nad usazeninou na konci kazdého aeracniho cyklu priblizi konstantni
hodnote.

Na konci téo féze se jednotlivé usazené kaly smisi a do kazdé jednotky se
piedlozi 50 ml vysledného smésného kalu.

Do kontrolnich jednotek se ptida 95 ml usazené odpadni vody a 5 ml vody, a do
zkusebnich jednotek se prida 95 ml usazené odpadni vody plus 5 ml prislusného
zésobniho roztoku zkowsené 1atky (450 mg.l™). Znovu se zahdji provzdusiiovani
a pokracuje se v rem 23 hodin. Kal se pak necha 45 minut usadit, kapalina nad
usazeninou se odebere a analyzuje naobsah rozpusténého organického uhliku.
Vyse uvedeny postup plnéni aodbéru se opakuje v prubéhu zkousky denng.

Mize se ukazat nutnym ocistit pied usazovanim stény jednotek, aby se predesio
hromadéni tuhych l&ek nad hladinou kapaliny. Pro kazdou jednotku se pouziva
samostatna stérka nebo kartas, aby se predeslo vzaemné kontaminaci.

V idednim pripadé se rozpustény organicky uhlik stanovi v kapainach nad
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usazeninami denn¢, i kdyz jsou pripustné méne casté analyzy. Pred analyzou se

kapaliny zfiltruji pres promyté 0,45 um membranové filtry nebo se zcentrifuguji.

Membranoveé filtry jsou vhodné, je-li zaruc¢eno, ze ani neuvoliuji uhlik, ani ve

filtracnim kroku neabsorbuji prislusnou latku. Teplota vzorku po dobu, kdy je v

odstiedivce, nesmi piesahnout 40 °C.

Doba trvani zkousky pro léatky, u kterych dochézi k malému nebo zédnému

biologickému rozkladu neni ur¢ena, ale na zakladé zkusenosti |1ze doporucit, aby

trvala obecné nggmen¢ 12 tydni, avak ne déle nez 26 tydni.

VYSLEDKY A VYHODNOCENI

Hodnoty koncentrace rozpusténého organického uhliku v ¢iré kapaliné nad

usazeninami ve zkusebnich jednotkach a v kontrolnich jednotkach se vynesou

proti ¢asu.

Po skonceni biologickénho rozkladu se koncentrace zjisténa ve zkousce piiblizi

hodnoté v kontrolni jednotce. Jakmile se ve ttech po sobé nasledujicich métenich

Zjisti, ze rozdil mezi obéma Urovnémi je konstantni, provede se takovy pocet

dalsich méfeni, ktery je postatujici pro statistické vyhodnoceni vydedki, a

vypocte se procentni hodnota biologického rozkladu zkousené latky (Dda nebo

Dreg, Viz 1. 2).

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

Je-li to mozné, ma protokol o zkousce obsahovat tyto informace:

— veskeré informace o druhu odpadni vody, typu pouzité jednotky a o
experimentalnich vysedcich tykajicich se zkousené latky, referencni latky (
pokud byla pouzita) a slepé zkousky,

—  teplotu,

—  kiivku Ubytku s popisem, zptisob vypoctu (viz 1. 2),

— datum a lokalitu, kde byly odebrany aktivovany kal a odpadni voda, stav
adaptace, koncentrace atd.,

—  védecké davody pro veskeré zmeny v postupu zkousky,

—  podpis adatum.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Protoze l&tky zkousené touto metodou nejsou snadno biologicky rozlozitelng,

bude normané jakykoli Ubytek DOC, ke kterému dojde pouze v dusedku

biologického rozkladu, béhem dni nebo tydna, postupny, s vyjimkou pripadi,
kdy aklimatizace je nahld, jak je to indikovano ndhlym vymizenim zkousené
latky po nékolika tydnech.

Neékdy muaze hrd vyznamnou Ulohu fyzikané-chemicka adsorpce; to je

indikovano Uplnym nebo ¢astecnym Ubytkem piidaného DOC na zacétku. K ¢emu

dojde potom, zévisi na cinitelich jako je mira adsorpce a koncentrace
suspendovanych |atek v nepouzité odchazejici vodé. Obvykle rozdil mezi
koncentraci DOC v kapalinach nad usazeninou u kontroly a ve zkousce postupné
vzrista z pocaecni nizké hodnoty a tento rozdil pak, pokud nedojde

k aklimatizaci, zastava nanové hodnoté po zbytek experimentu,.

Je-li treba rozlisit mezi biologickym rozkladem (nebo ¢astecnym biologickym

rozkladem) a adsorpci, jsou nezbytné dalsi zkousky. Je mozné je provést fadou

zpasobu, ae nejpresvédeive]si je pouziti kapaliny nad usazeninou nebo kalu jako
inokula ve zkousce vybrané ze zakladniho souboru (nejlépe v respirometrické
zkousce).

Zkouseneé laky, u kterych v této zkousce dochazi k vysokému neadsorpcnimu

Ubytku DOC, je tieba povazovat za potencidlné biologicky rozlazitelné. Céastecny
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neadsorpéni Ubytek ukazuje, ze u latky dochazi alespon k urc¢itému biologickému
rozkladu.

Nizké nebo nulové ubytky DOC mohou byt zptsobeny inhibici mikroorganizma
zkousenou létkou, coz se muze projevit take lyzi a ztratou kalu, takze kapalina
nad usazeninou je zakalend. Zkousku je nutné opakovat s nizsi koncentraci
zkousené létky.

Vyssi citlivosti je mozné dosahnout pouzitim specifické analytické metody nebo
slougeniny znacené C. V piipadk zkousené laky znasené uhlikem **C se
zachycenim *CO, potvrdi, ze doslo k biologickému rozkladu.

Tam, kde jsou vysledky uvedeny také jako priméarni biologicky rozklad, je tieba,
pokud je to mozné, uveést také vysvétleni zmeény chemickeé struktury, kteravede
ke ztrét¢ odezvy u materské zkousené latky.

Je nutné uvést potvrzeni platnosti metody spolu s odezvou zjisténou u média ve

slepé zkousce.
LITERATURA
(1) OECD, Paris, 1981. Test Guideline 302 A, Decision of the Council C(81)
30 final.
PRILOHA 1
Zkouska SCAS: priklad vysledki
Latka Cr Ci- Cc | Procento biolog. | Dobatrvani
(mgl™h) | (mgl?) | rozkladu Dy, |zkousky
(dny)
4 -acetylaminobenzen 17,2 2,0 85 40
sulfonan
tetrapropylenbenzen 17,3 84 51,4 40
sulfonan
4 - nitrofenol 16,9 0,8 95,3 40
diethylenglykol 16,5 0,2 98,8 40
anilin 16,9 1,7 95,9 40
cyklopentantetra: 17,9 3,2 81,1 120
karboxylét




PRILOHA 2
Priklad zkusebni aparatury

—l:——]l}mm—ii

Vzduch

120 mm

Objem 350 m]




XIII. METODA PRO STANOVENI BIOAKUMULACE - PRUTOKOVA ZKOUSKA
NA RYBACH - metoda C.13 podle piilohy smérnice Komise 98/73/ES ze dne 18. zaii
1998, kterou se po dvacaté ¢tvrté prizpisobuje technickému pokroku smérnice rady
67/548/EHS o sbliZovani spravnich a pravnich predpist tykajicich se klasifikace, baleni
a oznacovani nebezpecnych latek

X111
X111
X11.1.2

METODA

Tato bioakumulacni metoda je replikou metody OECD TG 305 (1996).

Uvod

V této metodé je popsan postup pro charakterizovani potencidlu latek
bioakumulovat se v rybach za pratokovych podminek. Ackoliv jsou pritokové
rezimy preferovany, semistatické rezimy se pripoustéji, jsou-li splnéna kritéria
validace.

V metodé jsou dostatecné popsany podrobnosti pro provedeni zkousky, pi¢cemz je
poskytnuta dostatecna volnost pro prizpasobeni experimentdniho uspoiadani
podminka&m v jednotlivych laboratofich a riznym vlastnostem zkusebnich [atek.
Metoda je nejefektivngjsi pro stabilni organické chemikdie s hodnotou logPoy od
1,5 do 6,0 (1), de maze byt také pouzita na superlipofilni latky (s hodnotou
log Py, > 6,0). Predbézné  odhadnuty bioakumulacni  faktor (BCF), nékdy
oznac¢ovan jako Kg, bude pro takové superlipofilni latky pravdépodobné vyssi nez
hodnota bioakumulacniho faktoru v rovnovazném stavu (BCFs), kterd je
ocekavana z laboratornich experimentt. Predbézné odhady pro organické latky
s hodnotou log P,, az asi 9,0 Ize ziskat pomoci rovnice Binteina et a (2). Mezi
parametry, které charakterizuji bioakumulaini potencidl, patti rychlostni konstanta
piijmu (kq), rychlostni konstanta vylucovani (k,) a BCF.

Zkusebni latky znaceni radioizotopy mohou usnadnit analyzu vzorka vody aryb a
mohou byt pouzity v pripadé, ze by méla byt provedena identifikace a
kvantifikace produkta odbourévani. Méfi-li se celkovy obsah radioaktivniho
zistatku (napiiklad spalenim nebo solubilizaci tkang), zaklada se hodnota BCF na
vychozi sloucening, vsech zadrzenych metabolitech a také na asimilovaném
uhliku. Hodnoty BCF zalozené na celkovém obsahu radioaktivniho zbytku tedy
nemohou byt piimo srovnatelné s hodnotou BCF ziskanou specifickou chemickou
analyzou pouze vychozi slouceniny.

V metodéch se znacenim radioaktivnimi izotopy mohou byt pro stanoveni vychozi
slouceniny zarazeny purifikaéni postupy, a je-li to povazovano za nezbytné,
mohou byt charakterizovany hlavni metabolity. Je mozné rovnéz kombinovat
studii metabolismu ryb se studii bioakumulace analyzou a identifikaci rezidui
v tkénich.

Definice a jednotky

Biokoncentrace/Bioakumulace je narust koncentrace zkusebni latky v organismu
(v jeho specifické tkani) nebo na ném vzhledem ke koncentraci zkusebni atky
v okolnim meédiu.

Bioakumulacni faktor (BCF nebo Kg) je koncentrace zkusebni latky v rybach
nebo na nich nebo v jegich specifikovanych tkéanich (C; v pg/g (ppm)) délena
koncentraci chemikaie v okolnim médiu (C,, v ug/ml (ppm)), a to vkazdém
okamziku féze ptijmu pri této zkousce.

Bioakumulacni faktor v rovnovizném stavu (BCFss nebo Kg) se po dlouhou dobu
vyrazné neméni; koncentrace zkusebni Iatky v okolnim médiu je po tuto dobu
konstantni.
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Platé nebo rovnovazny stav je stav dosazeny tehdy, je-li pii grafickém vyjadieni
kiivka ¢asové zavidlosti koncentrace zkusebni latky v rybach (Cr) rovnobézna
S ¢asovou 0sou a tii po sobé jdouci analyzy Cr vzorki odebranych v intervalech
alespon dvou dni se ndlisi vice nez 0 £20 % a neni-li mezi témito tremi dobami
odbéru z&dny vyrazny rozdil. Analyzuji-li se sdruzené vzorky, pozaduji se étyti po
sobé jdouci analyzy. V pripadé zkusebnich latek, jejichz piijem probihd pomalu,
jsou vhodngj §i sedmidenni intervaly.

Bioakumulacni faktory vypoétené primo z rychlostnich konstant kinetiky (ki/k2)
se nazyvaji kinetické koncentracni faktory (BCFy).

Rozdeélovaci koeficient oktanol-voda (P,,) j€ rovnovazny pomeér mezi rozpustnosti
chemikalie v n-oktanolu a ve vodé (metoda A.8) a oznacuje se také jako Kq,.
Logaritmus hodnoty P,y se pouziva jako ukazatel potencidu chemikdlie
bioakumulovat se ve vodnich organismech.

Expozice nebo faze prijmu je ¢asovy Usek, béhem n¢hoz jsou ryby vystaveny
pusobeni zkusebni chemikalii.

Rychlostni konstanta prijmu (K;) je ¢iselnd hodnota definujici rychlost nartstu
koncentrace zkusebni létky v testovacich rybach nebo na nich (nebo v jgich
specifikovanych tkanich), jsou-li ryby této chemikalii vystaveny (ki se vyjadiuje
ve jednotce den™).

Po-expozicni nebo vylucovaci faze je ¢asovy Usek po piemisténi testovacich ryb
z média obsahujiciho zkusebni 1atku do média, které tuto latku neobsahuje, béhem
néhoz se studuje vylucovani létky z testovacich ryb (nebo jgi cisty Ubytek v nich).
Rychlostni konstanta vylu¢ovani (k2) je ¢iselnd hodnota definujici rychlost poklesu
koncentrace zkusebni latky v testovacich rybach (nebo v jgich specifikovanych
tkénich) po jgich premisténi z média obsahujiciho zkusebni [&tku do média, které
tuto 1atku neobsahuje (k, se vyjadiuje ve jednotce den™).

Princip zkuSebni metody

Zkouska mé dve faze: fézi expozice (prijem) a po-expozic¢ni fazi (vylucovani).
Béhem faze piijmu jsou dvé oddélené skupiny ryb stejného druhu exponovany
alespon dvéma koncentracim zkusebni 1atky. Poté jsou premistény do média, které
zkusebni latku neobsahuje, aby zacala faze vylu¢ovani. Faze vylucovani je vzdy
nezbytnd, neni-li prijem l&ky béhem faze piijmu nevyznamny (napi. je-li BCF
mensi nez 10). Koncentrace zkusebni latky v rybéach nebo na nich (nebo v jgjich
specifikovanych tkanich) se sleduje v prabéhu obou fézi zkowsky. Vedle téchto
dvou zkusebnich koncentraci se za stejnych podminek, svyjimkou pritomnosti
zkusebni latky, udrzuje kontrolni skupina ryb, aby mohly byt na odpovidgjici
kontrolni skupiné porovnany mozné nepiiznivé G¢inky pozorované pii
bioakumulagnich zkouskéch a aby byly ziskény pozad’'ové koncentrace zkusebni
l&tky.

Féaze piijmu tva 28 dnu, neni-li prokézano, ze rovnovéhy je dosazeno diive. Délku
faze piijmu a dobu potiebnou k ustaveni rovnovéazného stavu lze predpovedet
pomoaci rovnice v priloze 3. Faze vylucovani poté zatne po premisténi ryb do jiné
nédrze bez zkusebni latky. Je-li to mozné, vypocitaji se bioakumulacni faktory
nejlépe jako pomér (BCF), tj. pomeér koncentrace v rybach (C;) ave vodk (C,) ve
zietelném rovnovazném stavu, a jako kineticky bioakumulacni faktor (BCFy), tj.
pomér rychlostnich konstant prijmu (ki) a vylucovani (k) za piedpokladu
kinetiky prvniho radu. Neridi-li se zjevn¢ namétené hodnoty kinetikou prvniho
r&du, mel by byt pouzit slozitéjsi model (piiloha5).
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Nedojde-li k rovnhovaznému stavu do 28 dni, méla by byt faze prijmu prodlouzena
do jeho dosazeni nebo na 60 dni, podle toho, co nastane diive; poté za¢ne faze
vylucovéni.

Rychlostni konstanta piijmu, rychlostni konstanta vylucovani (Ubytku) (nebo
mozné, intervaly spolehlivosti kazdého z téchto parametri se vypocitaji z modelu,
ktery popisuje namérené koncentrace zkusebni 1atky v rybach a ve vodé. Faktor
BCF se vyjadiuje jako funkce celkové zivé hmotnosti ryby. Pro zvla&stni Ucely
vsak mohou byt pouzity specifikované tkané nebo organy (svaovina, jara), je-li
ryba dostatecné velka nebo je-li mazné ji rozdélit na jedly (vykostény) podil a
negedly podil (vnitrnosti). Vzhledem k tomu, ze u mnoha organickych latek
existuje zretelny vztah mezi potencidem bioakumulace a lipofilii, existuje také
odpovidajici vztah mezi obsahem tuku v testovacich rybach a pozorovanou
bioakumulaci takové latky. Aby se tedy snizilo kolisani vysledka pro tyto latky
svysokou lipofilii (tj. slogP,, > 3), méla by byt bioakumulace vztazena vedle
celkové hmotnosti télataké k obsahu tuku.

Obsah tuku by mel byt stanoven pokud mozno na stejném biologickém materiau,
jaky je pouzit ke stanoveni koncentrace zkusebni |&tky.

Informace o zkuSebni latce

Pred provadénim zkousek bioakumulace by mély byt o zkusebni [&tce znamy tyto
informace:

a) rozpustnost ve vodg,

b) rozdélovaci koeficient oktanol-voda Poy (0znacovany také jako Kow,
stanoveny metodou HPLC, viz A.8),

C) hydrolyza,

d) fototransformace ve vodé stanovena ozérenim slune¢nim nebo
simulovanym slunecnim svétlem za podminek zkousky bioakumulace
3

e) povrchoveé napeti (tj. u latek, u nichz nelze stanovit log Py,),

f) tlak par,

0) popiipadé ochota k biologickému odbouravani.

Dalsi pozadovanou informaci je toxicita pro druh ryby, ktery méa byt pouzit,

nejlépe asymptotickd hodnota LCso (tj. ¢asové nezavisd). Musi byt k dispozici

vhodna analytickd metoda o zndmé spravnosti, presnosti a citlivosti pro
kvantitativni stanoveni zkusebni |atky ve zkusebnich roztocich a v biologickém
materidlu a dale podrobnosti o piipravé a uchovavani vzorka. Mély by byt takeé
znamy meze stanovitelnosti zkusebni latky jak ve vodg, tak v rybich tkanich. Je-li
pouzita zkusebni |atka znacena **C, méla by byt znama aktivita nesistot vyjadiena

v procentech.

Platnost zkousky

Aby zkouska platila, mely by platit nasledujici podminky:

— kolisani teploty je mersi nez +2 °C,

— koncentrace rozpusténého kysliku neklesne pod 60% nasyceni,

— koncentrace zkusebni laky v nadrzi je udrzovana v intervalu £20 %
kolem stiedni hodnoty namétenych hodnot béhem féaze piijmu,

— mortalita nebo jiné neptiznivé Ucinky/choroby jak ukontrolnich, tak
u exponovanych ryb je na konci zkousky mensi nez 10 %; jestlize je
zkouska prodlouzena na nekolik tydnt nebo mésici, mél by byt dhyn
nebo jiné nepriznivé Gcinky v obou skupinach ryb mersi nez 5% za
mesic nebo by nemél prekrocit celkem 30 %.



cl.6 Referen¢ni slouceniny
Pouziti referencénich dlouéenin 0 znamém bioakumulatnim potencidu je
popripadé uzitecné pro kontrolu experimentalniho postupu. Zatim nelze jesté
doporucit zadné specifické latky.

XI1.1.7  Popis zkuSebni metody

XI1.1.7.1 Pristroje a pomiicky
V pripadk vsech ¢asti zaizeni je tieba se duasledn¢ vyhybat pouziti materid,
které maji schopnost rozpoustét, sorbovat nebo vyluhovat a maji nepriznivy
acinek na ryby. Lze pouzit standardni pravouhlé nebo vélcové nadrze vyrobené
zinertniho materidlu a majici vhodny objem s ohledem na népli. Pouziti mékkych
trubek z plastu by mélo byt minimalizovano. Mély by byt pouzity trubky z teflonu
(R), zkorozivzdorné oceli a/nebo ze skla. Zkusenosti ukazaly, ze pro laky
s vysokymi absorpénimi koeficienty, jako jsou syntetické pyrethroidy, je potiebné
silanizované sklo. V téchto piipadech musi byt zafizeni po pouziti zlikvidovano.

XI1.1.7.2 Voda
Ve zkousce se pouzivéa ptirodni voda a méla by byt ziskana z nekontaminovaného
zdroje stalé kvality. Redici voda musi mit kvalitu, kterd umazni preziti zvoleného
druhu ryby po dobu aklimatizace a v pribé¢hu fazi zkousky, aniz by vykazoval
abnormdni klinicky zjev nebo chovani. V idednim piipadé by mélo byt
prokézano, ze testovaci druh muze v fedici vodé prezit, rast a rozmnozovat se
(napt. zkouskou s laboratorni kulturou nebo zkouskou toxicity béhem zivotniho
cyklu). Voda by méla byt charakterizovana alespon hodnotou pH, tvrdosti,
celkovym obsahem nerozpusténych latek, celkovym obsahem organického uhliku
a podle moznosti také obsahem amoniaku a dusicnani, akalitou a v pripadé
moiskych druhi salinitou. Vsechny parametry, které jsou dulezité pro optimani
prospivani ryb, jsou znamy, v prilozel jsou piesto uvedeny doporucené
maximalni koncentrace pro fadu parametra sladkovodni a moiske vody.
Voda by méla mit po celou dobu zkousky stejnou kvalitu. Hodnota pH by méla
byt v rozmezi 6,0 az 8,5, avsak béhem zkousky by se pH nemélo lisit o vice nez
+0,5. Pro ujisténi, ze voda nebude mit ptilisny vliv na vysedky zkousky
(napriklad tvorbou komplext se zkusebni latkou) nebo neptiznivy vliv na stav
obsadky ryb, by mély byt odebirdny v pravidelnych intervalech jeji vzorky pro
analyzu. Stanoveni tézkych kova (napt. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), hlavnich
aniontu, kationtt (napt. Ca, Mg, Na, K, Cl, SO,), pesticida (napi. celkovy obsah
organofosforovych a organochlorovych pesticidu), celkovy obsah organického
uhliku a suspendovanych latek by mél byt proveden kazdé tii mésice, je-li kvalita
fedici vody relativné konstantni. Je-li prokazano, ze kvalita vody je konstantni po
dobu aespon jednoho roku, mohou byt stanoveni méné casta a intervaly lze
prodlouzit (napi. kazdych $est mésici).
Celkovy piirozeny obsah ¢astic arovnéz obsah organického uhliku (TOC) v fedici
vodé by mél byt co negnizsi, aby nedoslo k absorpci zkusebni latky na
organickych latkéch, coz mize snizit jei biologickou dostupnost (4). Maximalni
prijatelnd hodnota je 5mg/l pro ¢astice (susina zachycena filtrem 0,45um) a
2 mg/l pro celkovy organicky uhlik (viz ptilohall). Je-li to nezbytné, me¢la by byt
voda pied powzitim filtrovana. Prispévek kobsahu organického uhliku od
testovacich ryb (exkrety) a ze zbytku potravy by mél byt co ngimensi. V prabéhu
zkousky by neméla koncentrace organickéno uhliku ve zkusebni nadrzi piekrocit
koncentraci organického uhliku pochazejicino ze zkusebni 1atky a z rozpoustédia,
je-li pouzito, o vice nez 10 mg/l (20 %).

XIW.1.7.3 Zkusebni roztoky
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Zasobni roztok zkusebni létky se pripravi ve vhodné koncentraci. Zasobni roztok
by mél byt piipraven nejlépe jednoduchym smichanim nebo protiepanim zkusebni
l&ky siedici vodou. Pouziti rozpoustédel nebo dispersanti (solubiliza¢nich
¢inidel) se nedoporucuje; muze vsak byt v nékterych pripadech nezbytné pro
vytvoreni zasobniho roztoku o vhodné koncentraci. Rozpoustédly, kterd mohou
byt pouzita, jsou ethanol, methanol, ethylenglykol-monomethylester,
ethylenglykol-dimethylester, dimethylformamid a triethylenglykol. Dispersanty,
které mohou byt pouzity, jsou Cremophor RH40, Tween 80, 0,01%
methylcelulosa a HCO-40. Snadno biologicky odbouratelna cinidla je treba
pouzivat rozvazné, nebot mohou zpusobit problémy srastem bakterii
v prutokovych zkouskach. Zkusebni latka muze byt znatena radioaktivnimi
izotopy ameéla by byt nejvyssi ¢istoty (napt. > 98%).
Pro pratokové zkousky je pro zgjisténi koncentraci testované latky nezbytny
systém, ktery plynule davkuje a tedi zasobni roztok zkusebni latky (napt.
davkovaci cerpadlo, proporcionani davkovat, saturacni systém). Prijatelnd je
vymeéna nejlépe péti objemi v kazdé zkusebni n&drzi za den. Uptednostiuje se
pratokovy rezim, neni-li to vsak mozné (napf. jsou-li testovaci organismy
nepriznivé ovliviiovany), muze byt pouzita semi-staticka technika za piedpokl adu,
7e jsou splnéna kritéria validity. Rychlosti pratoku zésobniho roztoku a fedici
vody by meély byt kontrolovany jak 48 hodin pred zkouskou, tak poté alespon
denn¢ béhem zkousky. Tato kontrola by meéla zhrnovat stanoveni rychlosti
pratoku v kazdé testovaci nadrzi a méla by zgigtit, aby se rychlost pratoku
neménila o vice nez 20 % v rdmci jedné nadrze nebo mezi nédrzemi.

Vyber druhu

Dulezitymi kritérii pro vybér druhu jsou jeho dostupnost, moznost ziskat jg ve

vyhovujici velikosti a jeho bezproblémoveé udrzovani v laboratori. Dalsimi kritérii

pro vybér druhu ryb jsou jeho rekreacni, komercni a ekologicky vyznam arovnéz
srovnatelné citlivost, Uspésné diiveéjsi pouziti atd. Doporucené druhy jsou uvedeny

v ptilozell. Mohou byt pouzity jiné druhy, avsak zkusebni postup musi byt

upraven, aby byly vytvoreny vhodné zkusebni podminky. V takovém piipadé by

meély byt uvedeny davody pro vybér druhu a experimenténi podminky.

Chov ryb

Obsédka ryb se neché aklimatizovat alespon dvatydny pii zkusebni teploté a krmi

se odpovidgjici potravou stejného typu jako v prabéhu zkousky.

Po 48 hodinéch aklimatizace se zaznamena Uhyn a pouziji se nasledujici kritéria:

— thyn vyssi nez 10 % popul ace za sedm dnii: vymeénit cel ou obsadku;

— tuhyn 5 az 10 % populace za sedm dnd: nechat aklimatizovat dalsich
sedm dnd;

— uhyn nizsi nez 5 % populace za sedm dnu: nésada se prijimg; dojde i
béhem dalsich sedmi dnt k Ghynu vyssimu nez 5%, cela nésada se
vymeni.

Zgjisti se, aby ryby pouzité pro zkousku nevykazovaly pozorovatelné nemoci a

abnormality. Vsechny nemocné ryby se vymeni. Dva tydny pred zkouskou nebo

v priabéhu zkousky nesmi byt 1é¢eny nemoci u ryb.

Provedeni zkousky

Predbézna zkouska

Mize byt uzitecné provést predbézny experiment s cilem optimalizovat zkusebni

podminky konecné zkousky, napt. vybér koncentrace (koncentraci) zkusebni

l&tky, délkaféze ptijmu a faze vylucovani.

Délka faze ptijmu



Predpoved’ délky faze prijmu Ize ziskat z praktickych zkusenosti (napt. z diivejsi
studie nebo zakumulace podobné chemikalie) nebo z urcitych empirickych
vztahi vyuzivgjicich znalosti bud’ rozpustnosti ve vod, nebo rozdélovaciho
koeficientu oktanol-voda pro zkusebni latku (viz piiloha 3).
Féze prijmu tva 28 dnt, neni-li prokazano, ze rovnovahy je dosazeno drive.
Nedojde-li k rovnovaznému stavu do 28 dnti, méla by byt faze piijmu prodiouzena
do jeho dosazeni, piicemz se provadeji dal si méteni, nebo na 60 dnu, podle toho,
Co nastane drive.

X111.1.8.2.2 Délka faze vyluc¢ovani
Doba odpovidgjici poloviné délky faze piijmu je obvykle dostate¢na k tomu, aby
doslo k primérenému (napi. 95%) snizeni obsahu latky v organismu (vysvétleni
odhadu viz priloha3). Jestlize doba nezbytna pro dosazeni 95% Ubytku je
netcelné dlouhd, prekracuje napiiklad dvakré normani délku faze ptijmu (tj. vice
nez 56 dnt), maze byt pouzita kratsi doba (tj. dokud neni koncentrace zkusebni
l&tky mensi nez 10 % koncentrace v rovnovazném stavu). V piipade latek se
slozitgjsim charakterem piijmu a vylucovani, nez jaky je popsén modelem ryby
sjednim kompartmentem fidicim se kinetikou prvniho téadu, vsak delsi faze
vylucovani umozni stanovit rychlostni konstanty Ubytku. Délka faze vsak mize
byt uréena dobou, po kterou zistdva koncentrace zkusebni latky v rybéch nad
mezi detekce analytické metody.

X111.1.8.2.3 Pocet testovacich ryb
Pocet ryb na jednu zkusebni koncentraci se zvoli tak, aby pro kazdy odbér byly
k dispozici ¢tyti ryby najeden vzorek. Je-li pozadovana vétsi staticka sila, bude na
vzorek nezbytnych vice ryb.
Pouziji-li se pohlavné dospélé ryby, uvede se, zda byly v experimentu pouzity
ryby samic¢iho nebo samciho pohlavi (nebo — uvede se pohlavi ryb pouzitych
v experimentu). V piipack pouziti obou pohlavi spolecné by mélo byt pred
zapocetim expozice prokézano, ze rozdil v obsahu tuku mezi obéma pohlavimi
neni vyznamny; oddéleni samci a samic mize byt nezbytné,
V kazdé zkousce se vyberou ryby podobné hmotnosti, tak aby hmotnost nejmensi
z nich nebyla nizsi nez dvé tietiny hmotnosti ngjvetsi ryby. Vsechny by meély byt
stejného stéi a mély by pochazet ze stejného zdroje. Vzhledem k tomu, ze se jevi,
7e stati a hmotnost ryby maji ¢asto vyznamny vliv na hodnoty BCF (1), musi byt
tyto podrobnosti piesné zaznamenany. Doporucuje se zvéazit pred zkouskou dilci
vzorek obsadky ryb s cilem odhadnout stiedni hmotnost.

X111.1.8.2.4 Nasada
Voli se vysoky pomér mnozstvi vody k mnozstvi ryb, aby se minimalizovalo
snizeni koncentrace Cw zptisobené pridanim ryb na zacatku zkousky a také proto,
aby nedoslo k poklesu koncentrace rozpusténého kysliku. Je dulezité, aby rychlost
nasazovani byla primétenda pouzitému druh. V kazdém piipadé se obvykle
doporucuje rychlost nasazovani 0,1 az 1,0 g ryb (ziva hmotnost) na litr vody za
den. Vysoka rychlost nasazovani muaze byt zvolena, je-li prokdzano, ze
pozadovana koncentrace zkusebni |&tky maze byt udrzovanav mezich £20% a ze
koncentrace rozpusténého kysliku neklesne pod 60% nasyceni.
Pfi volb¢ rezimu nasazovani ma byt piihlédnuto k obvyklému prirozenému
vody Vvétsi plochu dna nez pelagické druhy ryb.

X111.1.8.2.5 Krmeni
Béhem aklimatizace a po dobu zkousky se ryby krmi vhodnou potravou se
znamym obsahem tuku a celkovych bilkovin podavanou v mnozstvi dostatecném



pro udrzeni zdravého stavu a pro udrzeni télesné hmotnosti. Ryby se krmi denné
v prabéhu aklimatizace a po dobu zkousky mnozstvim priblizné 1 az 2 % télesné
hmotnosti; tim se udrzi v prabéhu zkousky obsah tuku u vétsiny druhi ryb na
relativné konstantni Urovni. Mnozstvi krmiva by mélo byt napiiklad jednou tydné
nové piepocitano, aby byla udrzena odpovidgjici télesnd hmotnost a obsah tuku.
Hmotnost ryb v kazdé nadrzi maze byt pro tento vypocet odhadnuta z hmotnosti
ryb naposledy odebranych z doty¢né nadrze. Ryby, které zustaly v néadrzi, se
nevazi.

Nezkrmena potrava a exkrety se odstranuji znédrzi denné krétce po krmeni
(30 minut az jednu hodinu). N&drze se udrzuji v celém prabéhu zkousky v co
piitomnost organického uhliku mize snizovat biologickou dostupnost zkusebni
latky (1).

Ponévadz mnoho krmiv pochazi z rybi moucky, mélo by byt krmivo analyzovano
na pitomnost zkusebni 1&tky. Je rovnéz zadouci, aby bylo krmivo analyzovano na
ptitomnost pesticida a tézkych kova.

X111.1.8.2.6 Svétlo a teplota

Fotoperioda je obvykle 12 az 16 hodin a teplota (+2 °C) by méla odpovidat
testovacimu druhu (viz piiloha2). Druh a charakteristiky osvétleni by mély byt
znamy. Méla by byt vénovana pozornost mozné fototransformaci zkusebni |atky
za svételnych podminek studie. Mély by byt pouzito vhodné osvétleni, aby
nedoslo k expozici ryb fotoproduktim nevyskytujicim se v piirodé. V nékterych
piipadech maze byt vhodné pouzit filtr pro odfiltrovani UV z&eni svinovou
délkou kratsi nez 290 nm.

X111.1.8.2.7 Zkusebni koncentrace

Ryby jsou vystaveny za pritokovych podminek aespoin dvéma koncentracim
zkusebni latky ve vodé. Vyssi (ngjvyssi) koncentrace zkusebni |atky se obvykle
voli tak, aby byla na arovni 1 % jeji asymptotické hodnoty akutni LCsg a aby byla
desetkrét vyssi nez je mez detekce této latky ve vodé pii powziti analytické
metody. Nejvyssi zkusebni koncentraci lze také stanovit délenim akutni
96hodinové LCsy piidusnym pomérem akutni/chronicka letani davka (u
neékterych chemikalii muze koeficient lezet mezi 3 a 100). Je-li to mozné, voli se
druhd (dalsi) koncentrace tak, aby se lisila od vyse uvedené faktorem 10. Neni-li
to mozné z davodu kritéria 1l % z LCsynebo z divodu kritéria meze detekce, mize
byt pouzit nizsi faktor nez 10 nebo by mélo byt zvazeno pouziti zkusebni 1atky
znagené *C. Zadna koncentrace by neméla piekrocit rozpustnost | étky.

Je-li pouzito rozpowstéci cinidlo, neméla by byt jeho koncentrace vyssi nez
0,1 ml/l a melo by byt stejné ve vsech zkusebnich nédrzich. Jeho prispévek,
spolesné s prispévkem zkusebni 1atky, k celkovému obsahu organického uhliku ve
zkusebni vode by mél byt znam. Aviak maximani snaha by méla byt vynalozena
k zamezeni pouziti takovychto latek .

X111.1.8.2.8 Kontroly

X111.1.8.3

Vedle zkusebni série by méla byt zal ozena kontrola sestavajici z redici vody, kterd
popiipadé obsahuje rozpoustéci ¢inidlo, pokud bylo zjisténo, ze toto ¢inidlo nema
z&dné ucinky naryby. Neni-li tomu tak, mély by byt zalozeny ob¢ kontroly.
Cetnost mérent kvality vody

V prabéhu zkousky by mély byt v kazdé nadrzi méreny mnozstvi rozpusté ného
kysliku, TOC, pH a teplota. Celkova tvrdost a popripack salinita by mély byt
meéteny v kontrolach a v jedné nédrzi svyssi (ngvyssi) koncentraci. Mnozstvi
rozpusténého kysliku a popripadé salinita by mély byt méreny alespon trikrat — na



zacétku, priblizné uprostied a na konci féze ptijmu — a jednou tydné ve fazi
vylucovani. Hodnota TOC by méla byt mérena na zacétku zkousky (24 hodin a
48 hodin pred zapocetim faze prijmu) pred nasazenim ryb a aespon jednou tydné
jak v prabéhu féaze piijmu, tak v prabéhu faze vylucovani. Teplota by méla byt
méfena denné, pH na zatatku a na konci kazdé faze a tvrdost vody jednou
v prabéhu zkousky. Teplota by méla byt méfena nejlépe nepietrzité aespon
Vv jedné nadrzi.

XI11.1.8.4 Odbér vzorkii a analyza ryb a vody

XI111.1.8.4.1 Casovy rozvrh odebirani vzorka ryb a vody
Voda ze zkusebnich nadrzi se pro stanoveni koncentrace zkusebni |atky odebira
pied nasazenim ryb a béhem faze prijmu i béhem féze vylucovani. Voda se
odebira alespon ve stejnou dobu jako ryby a pred krmenim. Béhem faze prijmu se
stanovuji koncentrace zkusebni latky, aby se ovéfilo, ze jsou v souladu skritérii
validity.
Ryby se odebirgji alespon pétkrat béhem faze prijmu a alespon ¢tyrikrat béhem
féze vylucovéni. Vzhledem k tomu, Ze v mnoha piipadech bude obtizné stimto
poctem vzorka vypocitat rozumne presny odhad hodnoty BCF, zegfména jde-li o
jinou nez jednoduchou kinetiku prvniho t&du, maze byt U¢elné odebirat vzorky
v obou fézich ¢astgji (viz priloha4). Dodatecné vzorky se ulozi a analyzuji az
poté, co se vysedky prvniho kola analyz ukazi jako nedostatecné pro vypocet
hodnoty BCF o pozadované presnosti.
Priklad prijatelného ¢asového rozvrhu odbéru vzorka je uveden v priloze 4. Jiné
plany |ze snadno odvodit pomoci jiné predpokl adané hodnoty Poy, j€iz pomoci se
vypocita expozi¢ni doba pro 95% prijem.
V odbéru vzorkt se pokratuje béhem faze piijmu do ustaveni rovnovazného stavu
nebo po dobu 28 dnti, podle toho, co nastane diive. Neni-li rovnovézného stavu
dosazeno do 28 dni, v odbéru se vzorki se pokracuje do ustaveni rovnovazného
stavu nebo do 60dnui, podle toho, co nastane diive. Pred zahgenim féaze
vylucovani se ryby piemisti do cistych nadrzi.

X111.1.8.4.2 Odbér vzorka a ptiprava vzorku
Vzorky vody pro analyzy se odebiraji napiiklad odsavanim potrubim z inertniho
materidlu ze stiedu zkusebni nédrze. Vzhledem ktomu, ze se biologicky
nedostupna frakce zkusebni |atky neda ¢asto odcklit od biologicky dostupné
frakce ani filtraci, ani odstredénim (zggménav pripadé superlipofilnich chemikalii,
tj. chemikaii slogP, >5) (1), (5), nemohou byt vzorky takto zpracovany.
Namisto toho je treba Winit opatieni pro to, aby néadrze byly udrzovany co
nejCistsi, a obsah organického uhliku by mél byt pravidelné monitorovan jak
béhem faze prijmu, tak behem faze vylucovani.
Pri kazdém odbéru se z nédrzi odebere vhodny pocet ryb (obvykle alespon ¢tyii).
Odebrané ryby se rychle omyji pod tekouci vodu, osusi se , do sucha‘, ihned se
usmrti nejvhodnéjsi humanni metodou a zvé&zi se.
Ryby avoda se pokud mozno anayzuji ihned po odbéru s cilem predegjit degradaci
nebo ztrdtam a vypocitat piiblizné rychlosti piijmu a vylucovani jesté v prabéhu
zkousky. Okamzita analyza rovnéz zabrani zpozdéni ve stanoveni platd pii jeho
dosazeni.
Nedojde-li k okamzité analyze, vzorky se vhodnym zpusobem uchovaji. Pred
zahgjenim studie je tieba zjitit informace o fadné metodé uchovavani vzorki
s ohledem na doty¢nou zkusebni latku — napiiklad hluboké zmrazeni, udrzovani
pii 4 °C, délka uchovéavani, vyluhovani atd.

X111.1.8.4.3 Kvalita analytické metody



Vzhledem k tomu, Ze cely postup je urcen hlavné spravnosti, presnosti a citlivosti
analytické metody pouzité pro analyzu zkusebni létky, je tieba experimentalné
kontrolovat, ze presnost a reprodukovatelnost chemické analyzy a rovnéz vytézek
zkusebni latky jak z vody, tak ze vzoru ryb jsou pro dotyc¢nou anal ytickou metodu
dostatecné. Kontroluje se také, zda se zkusebni latka nevyskytuje v pouzité fedici
vodg.

Hodnoty Cw a Ct se podle potieby koriguji podle vytézku a pozad’ovych hodnot
kontrol. Vzorky ryb a vody se zpracovavai tak, aby se minimalizovala
kontaminace a ztréty (napt. v disledku absorpce odbérovym zarizenim).

X111.1.8.4.4 Analyza vzorku ryb

XI11.2
XI.2.1

Je-li ve zkousce pouzit materid znaceny radioizotopy, je mozné provést analyzu
s celkovou aktivitou (tj. svychozi latkou i s metabolity) nebo Ize provést separaci,
tak aby mohla byt vychozi latka analyzovana samostatné. V rovnovazném stavu
nebo na konci faze piijmu, podle toho, k ¢emu dojde diive, mohou byt stanoveny
také hlavni metabolity. Je-li hodnota BCF vypoétena z celkove aktivity rezidui
> 1000 %, muze byt G¢elné, a pro urcité kategorie chemikalii, napt. pesticidy, je
to darazné¢ doporuceno, identifikovat a kvantifikovat produkty odbouravani
piedstavujici > 10 % celkového mnozstvi rezidui v tkanich ryb v rovnovézném
stavu. Jsou-li produkty odbouravéni piedstavujici > 10 % celkové aktivity rezidui
identifikovany a kvantifikovany, doporucuje se také identifikovat a kvantifikovat
produkty odbouravani ve vodé.
Koncentrace zkusebni latky by méla byt obvykle stanovena pro kazdou
jednotlivou zvazenou rybu. Neni-li to mozné, mohou byt vzorky pri kazdém
odbéru sdruzovany, avsak sdruzovani omezuje statistické postupy, které Ize na
data aplikovat. Pokud na specifickém statistickém postupu a na sile zalezi, m¢l by
byt ve zkousce nasazen dostatelny pocet ryb vyhovujici pozadovanému
sdruzovani a pozadovaneé sile (6), (7).
Hodnota BCF by meéla byt vyjédiena jako funkce celkové zivé hmotnosti a
v pripade lipofilnich latek také jako funkce obsahu tuku. Obsah tuku v rybéch se
stanovi pokud mozno pri kazdém odbéru. Pro stanoveni obsahu tuku by méla byt
pouzita vhodna metoda (odkazy 8 a 2 v piiloze 3). Jako standardni metoda muze
byt doporucena technika extrakce do chloroformu/methanolu (9). Rizné metody
nedavaji stejné hodnoty (10), je proto dilezité uvést podrobnosti o pouzité
metodé. Je-li to mozné, méla by byt analyza tuka provedena na extraktu
pripravenému pro anayzu zkusebni latky, nebot tuky musi byt casto pred
chromatografickou analyzou odstranény. Obsah tuku v rybéch (v mglkg zivé
hmotnosti) na konci experimentu by se nemé¢l lisit od obsahu na po¢atku od vice
nez 25 %. Mél by byt uveden také podil pevnych latek vtkanich, aby bylo
mozné provést pirepocet koncentrace tuka z zivé hmotnosti na hmotnost susiny.
DATA
Zpracovani vysledki
Ktivka prijmu zkusebni [&tky se sestroji vynesenim jgji koncentrace v rybéch nebo
na nich (nebo ve specifikovanych tkanich) v prabéhu féze prijmu proti ¢asu
v linedrnim meiitku. Dosahla-li kiivka plato, tj. zagina byt rovnobézna s ¢asovou
0sou, vypocita se hodnota BCFg v rovnovazném stavu z pomeru

C; v rovnov&zném stavu (stredni hodnota)

Cw V rovnovaznem stavu (stredni hodnota)

Neni-li rovnovéznéno stavu dosazeno, je mozné vypocitat hodnotu BCF
sdostatecnou presnosti pro posouzeni rizika z ,rovnovaneho stavu v 80%
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(1,6/ky) nebo 95% (3,0/k,) rovnovaze. Také koncentracni faktor BCF, se stanovi
jako pomér dvou rychlostnich konstant prvniho fadu ki/kz. Rychlostni konstanta
vylucovani se obvykle stanovi z kiivky vylucovani (tj. grafu poklesu koncentrace
zkusebni latky v rybéach v ¢ase). Rychlostni konstanta piijmu se poté vypocte
pomoci hodnoty k, a hodnoty C; odvozené z krivky piijmu (viz také prilohab).
Upiednostiiovanou metodou pro ziskani hodnoty BCF, a rychlostnich konstant k;
a ko je metoda nelinearniho odhadu parametra s vyuzitim pocitace (11). K vypoctu
hodnot k1 a ko Ize jinak pouzit grafické metody. Neni-li zjevné kiivka vyluc¢ovéani
kiivkou prvniho t&du, mély by byt pouzity dlozit¢jsi modely (viz odkazy
v priloze 3) amél by byt konzultovan biostatistik.
Interpretace vysledki
Vysledky by mély byt interpretovany opatrné v pripade, ze naméiené koncentrace
zkusebnich roztoka se pohybuji na Urovnich blizkych mezi detekce anaytické
metody.
Jasn¢ vymezené kiivky piijmu a Ubytku jsou ukazatelem dobré kvality dat o
bioakumulaci. Rozdil konstant piijmu/vylu¢ovani pro dvé zkusebni koncentrace
by mel byt nizsi nez 20%. Pozorované vyznamné rozdily v rychlostech
piijmu/vylu¢ovani mezi dvéma pouzitymi zkusebnimi koncentracemi by mely byt
zaznamendny a mélo by byt uvedeno jgich mozné vysvétleni. Interval
spolehlivosti hodnot BCF u dobie navrzenych studii se vseobecné blizi £20 %.

ZPRAVY

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:

ZKkuSebni latka

— fyzikdni povaha a popiipadé fyzika né-chemické vlastnosti,

— chemickeé identifikatni Udaje (véetné obsahu organického uhliku, je-li to
tieba),

— v pripadé znateni radioaktivnimi izotopy jegich piesna poloha a aktivita
primesi, vyjadienav procentech.

Testovaci druh

— védecky nazev, kmen, zdroj, pripadné predbézné osetreni, aklimatizace,
stéri, rozpéti velikosti atd.

ZkuSebni podminky

— pouzity zkusebni postup (napk. prutokovy nebo semistaticky),

— typ a charakteristiky pouzitého osvétleni afotoperioda (fotoperiody),

— usporadani zkousky (napi. pocet a velikost zkusebnich néadrzi, rychlost
vymeny objemu vody, pocet opakovani, pocet ryb v jednom opakovéni,
pocet zkusenich koncentraci, délka fazi piijmu a vylucovani, cetnost
odbéru vzorku ryb avzorki vody),

— metoda pripravy zasobnich roztokt a ¢astost jejich obnovovani (je-li
pouzito rozpoustéci ¢inidlo,musi byt uvedena jeho koncentrace a jeho
piispévek k obsahu organického uhliku ve vodg),

— nomindlni  zkusebni koncentrace, stiedni hodnoty naméienych
koncentraci ve zkwebnich nédrzich, jegich smérodatné odchylky a
metody jejich stanoveni,

— zdroj ftedici vody, popis jakékoliv piedchozi Upravy, vysledky
jakéhokoliv prokazovéni schopnosti zkusebnich ryb zit v této vodé a
charakteristiky vody: hodnota pH, tvrdost, teplota, koncentrace
rozpusténého kysliku, Uroven zbytkového chloru (je-li méiena), obsah
celkového organického uhliku, obsah suspendovanych latek, (popripade)
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sdlinita zkusebniho média a vysledky jakychkoliv jinych provedenych
meieni,

— kvalita vody ve zkusebnich nédrzich, hodnota pH, tvrdost vody, obsah
TOC, teplota a koncentrace rozpusténého kysliku,

— podrobné informace o krmeni (napiiklad typ krmiva, zdroj, slozeni —
alespon pokud mozno obsah tuku a bilkovin, podavané mnozstvi a
cetnost),

— informace o zpracovani vzorki ryb a vody, vcéetrné podrobnosti 0
piipravé, uchovavani, o extrakci a anaytickych postupech (a piesnosti),
pokud jde o zkusebni latku a obsah tuku (je-li meten).

Vysledky

— vysledky jakychkoliv provedenych piedbéznych studii,

— thyn kontrolnich ryb a ryb vkazdé expozi¢éni nadrzi a jakékoliv
pozorované neobvyklé chovani,

— obsah tuku v rybach (je-li stanoven pii zkousce),

— kiivky (v¢etné vsech namétenych dat) piijmu a vylucovani zkusebni
chemikalie rybami, doba dosazeni rovnovéazného stavu,

— hodnoty Ci a Cw (popripadé se smérodatnymi odchylkami a rozpétim)
pro vsechny odbéry (hodnota C; se vyjadiuje v pg/g zivé hmotnosti
(ppm) celého téla nebo specifikované tkang, napt. tuku, a C,, se vyjadiuje
v ug/ml (ppm)); hodnoty C,, pro kontroly (mély by byt uvedeny také
hodnoty pozadi),

— bioakumulaini faktor v rovnovaznéem stavu (BCFs) alnebo kineticky
koncentracni faktor (BCF,) a poptipadé 95% intervaly spolehlivosti pro
rychlostni konstanty piijmu a vylu¢ovani (Ubytku) (vse vztazeno na cely
organismus a na celkovy obsah tuku v rybg, je-li stanoven, nebo na jgi
specifikovanou tkan), intervaly spolehlivosti a smérodatné odchylky
(jsou-li k dispozici) a metody vypoctu/analyzy dat pro kazdou pouzitou
koncentraci zkusebni 1atky,

— v piipadé pouziti latek zna¢enych radioaktivnimi izotopy a je-li to nutné,
musi byt uvedena akumul ace jakychkoliv detekovanych metaboliti,

— vsechny zvl&tnosti zkousky, vsechny odchylky od téchto postupa a
ostatni relevantni informace.

Vsem vysledkam typu , nedetekovano pii uvedené mezi detekce” by meélo byt

piedchézeno predbéznym odzkousenim metod a usporadani experimentu, nebot’

takové vysledky nelze pouzit pro vypocet rychlostnich konstant.

LITERATURA

@ Connell D.W. (1988). Bioaccumulation behaviour of persistent
chemicals with aquatic organisms. Rev. Environ. Contam. Toxicol. 102,
pp. 117-156.

2 Bintein S., Devillers J., Karcher W. (1993). Non-linear dependence of
fish bioconcentration on n-octanol/water partition coefficient. SAR and
QSAR in Environmental Research, 1, pp. 29-390.

3 OECD, Paris (1996). Direct phototransformation of chemicals in water.
Environmental Health and Safety Guidance Document Series on Testing
and Assessment of Chemicals. No 3.

4) Kristensen P. (1991). Bioconcentration in fish: comparison of
bioconcentration factors derived from OECD and ASTM testing
methods; influence of particulate organic matter to the bioavailability of
chemicals. Water Quality Institute, Denmark.



(5) US EPA 822-R-94-002 (1994) Great Lake Water Quality Initiative
Technical Support Document for the Procedure to Determine
Bioaccumulation Factors. July 1994.

(6) US FDA (Food and Drug Administration) Revision. Pesticide analytical
manual, 1, 5600 Fisher's Lane, Rockville, MD 20852, July 1975.

) US EPA (1974). Section 5, A(1). Analysis of Human or animal Adipose
Tissue, in Analysis of Pesticide Residues in Human and Environmental
Samples, Thompson J. F. (ed.) Research Triangle Park, N.C. 27711.

(8 Compaan H. (1980) in ,The determination of the possible effects of
chemicals and wastes on the aquatic environment: degradation, toxicity,
bioaccumulation*, Ch. 2.3, Part 1. Government Publishing Office, the
Hague, Netherlands.

9 Gardner et al, (1995). Limn. & Oceanogr. 30, pp. 1099-1105.

(10) Randal R. C., Lee H., Ozretich R. J,, Lake J. L., Prudl R. J. (1991).
Evaluation of selected lipid methods for normalising pollutant
bioaccumulation. Envir. Toxicol. Chem. 10, pp 1431-1436.

(11) CEC, Bioconcentration of chemical substances in fish: the flow-through
method - Ring Test Programme, 1984 to 1985. Final report March 1987.
Authors: P. Kristensen, N. Nyholm.

(12 ASTM E-1022-84 (Reapproved 1988). Standard Practice for conducting
Bioconcentration Tests with Fishes and Saltwater Bivalve Molluscs.

PRILOHA 1
Chemické charakteristiky prijatelné redici vody
Léaka Koncentradni limit
1 Nerozpusténé latky 5mg/l
2 Celkovy obsah organického uhliku 2mg/l
3 Neionizovany amoniak 1ug/l
4 Zbytkovy chlor 10 pg/l
5 Celkové organofosforové pesticidy 50 ng/l
6 Celkové organochlorové pesticidy a polychlorované bifenyly 50 ng/l
7 Celkovy organicky chlor 25 ng/l
8 Hlinik 1ug/l
9 Arsen 1ug/l
10 Chrom 1ug/l
11 Kobalt 1ug/l
12 Med 1 ug/l
13 Zelezo 1 pg/l
14 Olovo 1ug/l
15 Nikl 1 pg/
16 Zinek 1ug/l
17 Kadmium 100 ng/l
18 Rtut’ 100 ng/l
19 Stiibro 100 ng/l
PRILOHA 2
Doporuc¢ené druhy ryb pro zkouseni
Doporuceny druh Doporucené Doporwena celkova
rozpéti zkusebni délkatla
teploty testovacich jedinci
(W®) (cm)
Danio rerio’ (Teleostei, Cyprinidae) 20- 25 30+05




(Hamilton-Buchanan), danio pruhované

2 Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) 20-25 50+£20
(Rafinesgue), strevle

3 Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) 20-25 50+£30
(Linnaeus), kapr obecny

4 Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) 20-25 40+1,0
(Temminck and Schlegel), halan¢ik japonsky

5 Poeciliareticulata (Teleostel, Poeciliidae) 20-25 30+£10
(Peters), zivorodka duhova

6 Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) 20-25 50+£20
(Rafinesgue), slunetnice

7 Oncorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidage) 13-17 8,0+4,0
(Walbaum), pstruh duhovy

8 Gasterosteus acul eatus (Teleostei Gasterosteidae) 18- 20 30+£1,0
(Linnaeus), koljuskatifostna

1 Meyer A., Orti G. (1993) Proc. Royal Society of London, SeriesB., Vol. 252, p. 231.

V raznych zemich byly pouzity rizné druhy estuarinnich a moiskych druhi, naptiklad:

rybaz ¢eledi Scienidae Leiostomus xanthurus
(Smuhoviti)
halancik Cyprinodon variegatus

rybaz ¢eledi Argentinidae Menidia beryllina
(Stifbronicoviti)

ryba z ¢eledi Enbiotocidae Cymatogaster aggregata

(Pribojkoviti)

platyz z ¢eledi Pleuronectidae  Parophrys vertulus

vranka z ¢eledi Cottidae Leptocottus armatus

koljuskatiiostna Gasterosteus aculeeatus

moi¢ék z ¢eledi Moronidae Dicentracus labrax

ouklej obecna Alburnus alburnus
Dostupnost ryb

Sladkovodni ryby uvedené v seznamu se snadno chovaji a/nebo jsou dobie dostupné po cely
rok, zatimco dostupnost moiskych nebo estuarijnich ryb je omezena na urcité zemé. Lze je
mnozit a chovat bud’ v rybich farméch, nebo v laboratori za kontrolovanych zdravotnich a
parazitologickych podminek tak, aby ryby byly zdravé a byly znamého puvodu. Tyto ryby
jsou dostupné v mnohacastech svéta.

PRILOHA 3
Piredpovéd délky faze prijmu a faze vylucovani
1 Predpoved délky faze prijmu
Pred provedenim zkousky |ze ziskat odhad hodnoty k2 a odtud |ze ziskat dobu
nezbytnou pro dosazeni urc¢itého stupné rovnovazného stavu (v procentech)
z empirickych vztahi mezi k, arozdélovacim koeficientem n-oktanol/voda (Py,)
nebo mezi k, arozpustnosti ve vode (s).

Odhad hodnoty ka (den™) Ize ziskat napriklad z nasledujiciho empirického vztahu
(2):

loghok, = — 0,414 10010 (Pyy) + 1,47 (r>=0,95) (1)

Dalsi vztahy viz odkaz 2.

Neni-li rozdélovaci koeficient (P,,) znam, |ze jgf odhadnout (3) ze znal osti
rozpustnosti 1atky ve vodé (s) pomoci vztahu:

logio(Pov) = 0,862 10g10(s) + 0,710 (r* = 0,994) )

kde s = rozpustnost (v mol/l): (n = 36).



Tyto vztahy plati pouze pro chemikalie s hodnotou log P,, od 2 do 6,5 (4).

Dobu, za kterou dojde k dosazeni ur¢itého stupné rovnovazného stavu vyjadieného
v procentech, |ze ziskat pomoci odhadu hodnoty ko, z obecné rovnice kinetiky
popisujici prijem avylu¢ovani (kinetika prvniho fadu):

dC;
—L =-k,-C,— k,-C
dt 1 w 2 f
nebo je-li C,, konstanta:
C =fic,(1-e*) @
k2

Blizi-li se rovnovazny stav (t—c0), muze byt rovnice 3 zjednodusena (5), (6) na
k
C = k—l C,nebo Ci/Cy =ky/k2 = BCF

2
Pak k1/k2-Cy ptiblizenim koncentrace v rybach v ,, rovnovazném stavu” (Cyg).
Rovnice 3 miaze byt prepsana narovnici:

C, =C,(1-e™) nebo g—f =1-e*! (4)

fs
Pouzitim rovnice 4 |ze predpovédét dobu potiebnou k dosazeni ur¢itého stupné
rovnovéazneho stavu vyjadieného v procentech, je-li hodnota k, piedem odhadnuta
zrovnice 1 nebo 2.
Je pravidlem, Ze statisticky optimalni délka féze ptijmu pro ziskani statisticky
prijatelnych dat (BCF,) je doba nezbytna k tomu, aby kiivka sestrojena vynesenim
logaritmu koncentrace zkusebni |atky v rybach proti ¢asu v linearnim meétitku
dosahla svého stiedniho bodu, popripadé 1,6k,, neboli 80 % rovnovazného stavu, ale
ne vice nez 3,0kz, neboli 95 % rovnovazného stavu (7).
Doba nezbytna pro dosazeni 80 % rovnovazného stavu je pri pouziti rovnice 4

1
0,80=1-€“®  nebo tg = k—6 (5).
2
Podobn¢ 95 % rovnovéazného stavu je dosazeno:
3,0
t. =22 0).
5= (6)

Napriklad délkafaze ptijmu (up) pro zkusebni latku slog Py, = 4 je (pii pouziti
rovnic 1, 5a6):

logiokz = — 0,414-(4) + 1,47 k2 = 0,652 den™

up (80%) = 1,6/0,652, tj. 2,45 dna (59 hodin)
nebo up (95 %) = 3,0/0,652, tj. 4,60 dna (110 hodin).
Podobné pro zkusebni 1&tku s hodnotou s = 10™° mol/I (log(s) = 5,0) je délka faze (pi
pouziti rovnic 1, 2, 5 a 6):

logio(Pov) = 0,862 (-5,0) + 0,710 = 5,02

logiok2 =— 0,414 (5,02) + 1,47

k, = 0,246 den?
up (80%) = 1,6/0,246, tj. 6,5 dni (156 hodin)
nebo  up (95%) = 3,0/0,246, j. 12,2 dni (293 hodin).
Rovnice
teg = 6,54 x 10° Py + 55,31 (hodin)

muaze byt eventuelné pouzita pro vypocet doby potiebné pro dosazeni efektivniho
rovnovazného stavu (4).
Predpoved délky faze vylucovani



Predpoved’ doby nezbytné pro snizeni obsahu latky v organismu na urcitou
procentudni Uroven pocatec ni koncentrace mize byt rovnéz ziskana z obecné
rovnice kinetiky popisujici ptijem avyluc¢ovéni (kinetika prvniho tadu) (1), (8):
V pripadk faze vylucovani se C,, predpoklada rovnanule. Rovnice muze byt
zjednodusena narovnici:
ac, _ k,-C, nebo C,=C,,-e"

dt '
kde Ci, je koncentrace na paatku faze vylucovani. 50% vyloucéeni bude dosazeno
v ¢ase (tso):

G 1 e ™! nebo te, = 0,693
Co 2 K,
Podobné¢ 95% vylou¢eni bude dosazeno v ¢ase
los = 30

k2

Je-li pro prvni fazi zvoleno dosazeni 80% piijmu (1,6/k,) apro fazi vylucovani je
zvoleno dosazeni 95% Ubytku (3,0/k,), je délka faze vyl ovani priblizné
dvojnéasobkem délky faze ptijmu.

Je vsak dulezité poznamenat, ze odhady jsou zalozeny na piedpokladu, ze se piijem a

vylucovani fidi kinetikou prvniho radu. Nefidi-li se zjevne kinetikou prvniho radu,

meél by byt pouzit slozitéjsi model (napr. odkaz (1)).

Literatura (k ptiloze 3)
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PRILOHA 4
Teoreticky priklad planu odbéru vzorki pro bioakumulacni zkousky latek s logP,, = 4

Odbér vzorkit ryb Plin dob odbéru vzorki Pocet vzorkii vody Pocet ryb na
vzorek
Minimalni Dodate¢ny odbér
pozadovana vzorki
cetnost
(dny) ]
Faze piijmu -1 2() Pridavek 45 az 80
0 2 ryb
1 0,3 04 2 4
(@) 4
2. 0,6 0,9 2 4
(@) 4)
3. 1,2 1,7 2 4
(@) (C)
4. 2,4 3,3 2 4
(@) 4)
5. 4,7 2 6
Faze vylucovani Pi‘eneseni ryb do
vody neobsahujici
zkuSebni
chemikalii
6. 50 53 4
4)
7. 59 7,0 4
(©)
8. 9,3 11,2 4
4
9. 14,0 17,5 6
(©)

(") Odber vzorku vody po dodani alespor tif ,, objemi nédrze".
Hodnoty v zavorkéch jsou pocty vzorki (vody, ryb), které maji byt odebrany, je provadén dodatetny odber.
Poznémka: Predbézny odhad ko pro logPo, rovny 4,0 je0,652 den™. Celkova délka experimentu je
stanovena na
3 xup =3 x4,6dnd, tj. 14 dni. Odhad hodnoty ,,up" viz priloha3.

PRILOHA 5
Omezeni modelu

U vétsiny bioakumulacnich dat se predpoklada, ze jsou ,rozumrg” dobie popsany
jednoduchym modelem se dvéma kompartmenty/dvéma parametry, jak je patrné z primky,
kterd aproximuje body pro koncentrace v rybach béhem féze vylucovani, je-li vynesena
na semilogaritmickém papiru. (Nelze-li tyto body popsat ptimkou, mél by byt pouzit slozitéjsi
model (viz napriklad Spacie aHamelik, odkaz 1 v priloze 3).

Graficka metoda stanoveni rychlostni konstanty vylucovani (ibytku) k,
Koncentrace zkusebni latky nalezena v kazdém vzorku ryb se vynese na semi-logaritmickém
papiru proti ¢asu odbéru vzorka. Smérnice této piimky je rovnaka.

_In(Cy,/Cy,)

k.=
? tz_tl



100+
Ce

101

Cu

t 5 t
Je tteba si vSsimnout, ze odchylky od piimky mohou znamenat slozitéjsi model vylucovani,
nez je kinetika prvniho fadu. Pro analyzu typa vylucovani, které se odchyluji od kinetiky
prvniho &du, mohou byt pouzity grafické metody.

Graficka metoda stanoveni rychlostni konstanty pfijmu ki
Pri dané konstanté k, se k; vypocte nasledujicim zptasobem:
_ Ck, - (1)

C, x(1-e")

Hodnota C; se odecte ze sttedniho bodu hladké ktivky piijmu vytvoiené vynesenim logaritmu
koncentrace proti ¢asu (v linearnim me¢titku).
Metoda vypoc¢tu rychlostnich konstant prijmu a vylu¢ovani (ibytku) s vyuZitim pocitace
Upiednostiiovanou metodou pro ziskani hodnoty bioakumula¢niho faktoru arychlostnich
konstant k, a k, je metoda nelinearniho odhadu parametri s vyuzitim pocitace. Témito
programy se naleznou hodnoty k; ak, zalozené na sad¢ po sobé jdoucich dat koncentraci ana
model u:

C =CW-::—1 X (1-e*h 0<t<t )
2

1

C =C,- :—1 x (et _gkely <, 3)
2

kde tc = ¢as konce faze prijmu.

Tento pristup poskytuje odhady smérodatné odchylky ki aka.

Vzhledem k tomu, ze ve vétsing pripadt 1ze odhadnout k, z kiivky vylucovani srelativné

vysokou piesnosti avzhledem k tomu, ze mezi t¢mito dvéma parametry k; ak, existuje silna

korelace, jsou-li odhadovany soucasné, muize byt Ucelné nejdiive vypoditat ko pouze z dat

vyluéovéni a ndsledné vypocitat k1 z dat piijmu pomoci nelineérni regrese.

XIV. METODA PRO STANOVENI RUSTU NA NEDOSPELYCH RYBACH - metoda
C.14 podle prilohy smérnice Komise 2001/59/ES ze dne 6. srpna 2001, kterou se po
dvacaté osmé prizptusobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o



sblizovani spravnich a pravnich puredpusi tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovani
nebezpecénych latek (dale jen ,,smérnice 2001/59/ES*)

XIV.1

XIV.11

XIV.1.2

XIV.1.3

XIV.1.4

METODA

Metoda rastove zkousky pro stanoveni toxicity je replikou metody OECD TG 215
(2000).

UvoD

Zkouska je uréena k posouzeni ucinkt dlouhodobé expozice chemickym latkam
na rast nedospélych ryb. Je zal ozena na metodé pro posouzeni Ucinki chemickych
ldek na rast nedospélého pstruha duhového (Oncorynchus mykiss) pri
pratokovych podminkach, ktera byla vyvinuta v Evropské unii a testovana
v okruznich testech (1, 3). Mohou byt pouzity také jiné dobie popsané druhy.
Byly naptiklad ziskany zkusenosti zrastovych zkousek sdaniem pruhovanym
(Danio rerio) (2, 4, 5) ahalancikem japonskym (Oryzias latipes) (6, 7, 8).

Viz také obecny Uvod, ¢ést C.

DEFINICE

Nejniz§i koncentrace s pozorovanymi uclinky (Lowest observed effect
concentration, LOEC): je ngnizsi zkousena koncentrace zkousené I&ky, pii niz
jsou u latky pozorovany vyznamné Ucinky ve srovnani s kontrolou (na drovni
pravdépodobnosti falesné pozitivniho hodnoceni p <0,05). Vsechny zkousené
koncentrace vyssi nez LOEC musi mit stejné nebo vaznéjsi skodlive Ucinky, nez
Ucinky pozorované pii koncentraci LOEC.

NOEC (no observed effect concentration, koncentrace bez pozorovanych
ucinki): je zkusebni koncentrace bezprostiedné nizsi nez LOEC.

EC,: je pro tuto metodu koncentrace zkouseneé |atky, kterd vyvolava x% zmeénu
rychlosti ristu ryb ve srovnani s kontrolami.

Velikost nasady: je ziva hmotnost ryb v jednotce objemu vody.

Hustota obsadky: je pocet ryb v jednotce objemu vody.

Individualni specificka rychlost ristu ryby: vyjadiuje rychlost ristu jedince
vychézgjici z jeho vychozi hmotnosti.

Primérna specificka rychlost ristu pro nadrz: vyjadiuje stredni rychlost rastu
populace v nadrzi pii urcité koncentraci.

Pseudospecifickd rychlost rastu: vyjadiuje rychlost rastu jednotlivce
vychazegjici ze stiedni pocatecni hmotnosti populace v nadrzi.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Nedospélé ryby v exponencidni fazi rastu se po zvazeni umisti do zkusebnich
nadrzi a vystavi se fadé subletdlnich koncentraci zkousené latky nejlépe za
pratokovych podminek, nebo, pokud mozno za vhodnych semistatickych
podminek (statické podminky s obnovenim média). Zkouska trva 28 dni. Ryby se
krmi denné. Frisun potravy se fidi pocétecni hmotnosti ryb a muze byt po
14 dnech nové vypocten. Nakonci zkousky se ryby opét zvézi. Uginky narychlost
rastu se analyzuji pomoci regresniho modelu s cilem odhadnout koncentraci, kterd
vyvolava x% zmeénu rychlosti rastu, tj. ECx (napi. EC10, EC20 nebo ECzp). Data
mohou byt poptipadé porovnana shodnotami pro kontrolni skupiny scilem
stanovit negjnizsi koncentraci s pozorovanymi U¢inky (LOEC) atim i koncentraci
bez pozorovanych ucinka (NOEC).

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

Vysledky zkousky akutni toxicity (viz zkusebni metoda C.1) provedené nejlépe na
druhu zvolenému pro tuto zkousku jiz musi byt piedlozeny. To znamend, ze jsou
znamy rozpustnost zkousené |&ky ve vodé a tlak jegjich par a je k dispozici



XIV.1.5

X1V.1.6
X1V.1.6.1

X1V.1.6.2

X1V.1.6.3

vhodnd analytickh metoda pro kvantitativni stanoveni latky ve zkusebnich

roztocich, ato se zndmou a dolozenou spravnosti a zndmou mezi stanovitelnosti.

Uzitecnymi informacemi jsou strukturni vzorec, ¢istota latky, jgi stalost ve vodé a

na svétle, pK, Py, a vysledky zkousky snadné biologické rozlozitelnosti (viz

zkusebni metoda C.4).

VALIDITA ZKOUSKY

Mali byt zkouska platnd, musi byt spinény nasledujici podminky:

— mortaita v kontrolnich zkouskach nesmi byt na konci zkousky vétsi nez
10 %,

— nérast stiedni hodnoty hmotnosti ryb v kontrolni skupiné (skupinach) musi
byt dostate¢ny na to, aby umoznil rozeznat minimani vyznamnou zmeénu
rychlosti rastu. Okruzni test (3) ukazal, ze u pstruha duhového musi stredni
hmotnost ryb v kontrolnich skupinach vzrast alespon o polovinu (tj. 0 50 %)
jegich pocétecni hmotnosti za 28 dn; napi. pocatecni hmotnost:
1 g/rybu (=100 %), kone¢na hmotnost po 28 dnech: > 1,5 g/rybu (> 150 %),

—  koncentrace rozpusténého kysliku musi dosahovat aespon 60 % hodnoty
nasyceni vzduchem (ASV) po celou dobu zkousky,

— teplota vody se po celou dobu zkousky nesmi mezi zkusebnimi nadrzemi
lisit o vice nez £ 1°C a m¢la by byt udrzovana v rozpéti 2 °C v rozsahu
teplot stanovenych pro zkusebni druh (dodatek 1).

POPIS ZKUSEBNi METODY

Piistroje a pomiicky

Normalni laboratorni vybaveni a zegfména:

a)  oxymetr apH metr;

b)  vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody a akality;

c) vhodné zatizeni pro regulaci teploty a pro jgi pokud mozno nepietrzité
sledovani;

d) néadrze zchemicky inertniho materidlu o vhodném objemu vzhledem
k doporu¢enému nasazovani a obsadce (viz bod 1.8.5 a dodatek 1);

€) vhodné piesné vahy (tj. vazici spresnosti na+ 0,5 %).

Voda

Jako zkusebni voda muze byt pouzita jakd&koli voda, v niz zkusebni druh

dlouhodob¢ preziva a roste. Méla by mit po celou dobu zkousky stejnou kvalitu.

Hodnota pH vody by méla byt v rozmezi 6,5 az 8,5, aviak béhem zkousky by se

pH nemélo lisit o vice nez +0,5. Doporucuje se tvrdost nad 140 mg/l

(jako CaCO0»). S cilem zgjitit, aby fedici voda neméla nadmérny vliv na vysledek

zkousky (napriklad v dusledku tvorby komplexa zkusebni latky), by mély byt

v urcitych intervalech odebirany vzorky kanayze. Je-li kvalita fedici vody

relativné konstantni, mélo by byt stanoveni tézkych kovu (napt. Cu, Pb, Zn, Hg,

Cd a Ni), hlavnich aniontu a kationti (napt. Ca, Mg, Na, K, Cl a SO,), pesticida

(napt. celkovy obsah organickych fosforovych a chlorovych pesticida), celkovy

obsah organického uhliku a suspendovanych latek provedeno napr. kazdé tii

meésice. Je-li prokazano, ze kvalita vody je konstantni po dobu alespon jednoho
roku, mohou byt stanoveni méné ¢asta a intervaly |ze prodlouzit (napt. kazdych

Sest mésici). Nekteré chemické charakteristiky prijatelné redici vody jsou

uvedeny v dodatku 2.

ZkuSebni roztoky

Zkusebni roztoky o zvolenych koncentracich se piipravi tedénim zasobniho

roztoku.



X1V.1.6.4

X1V.1.6.5

Zasobni roztok by meél byt pripraven nejlépe jednoduchym mechanickym
michanim nebo protiepavanim zkousené latky v fedici vodé (napt. mechanickym
michénim nebo sonifikaci). Pro dosazeni vhodné koncentrace zasobniho roztoku
mohou byt pouzity saturacni kolony.

V nekterych pripadech muze byt pro vytvoireni zésobniho roztoku o vhodné

koncentraci nezbytné pouziti rozpoustédel nebo dispergétora (solubilizacnich

¢inidel). Ke vhodnym rozpowstédiam patii aceton, ethanol, methanol,
dimethylsulfoxid, dimethylformamid a triethylenglykol. Ke vhodnym
dispergatorim patii Cremophor RH40, Tween 80, 0,01% methylcelulosa a HCO-

40. Snadno biologicky rozlozitelna ¢inidla (napi. aceton) nebo vysoce tékavé

slouceniny je tieba pouzivat rozvézné, nebot” mohou zptisobit problémy s ristem

bakterii v prutokovych zkouskach. Je-li pouzito solubilizaéni ¢inidlo, nesmi mit
vyznamné G¢inky na rast ryb ani viditelné neptiznivé Ucinky na nedospélé ryby,
coz musi byt prokézano na kontrolni skupiné vystavené pouze rozpoustediu.

Pri pratokovych zkouskéch je pro zgjisténi fady koncentraci nezbytny systém,

ktery nepretrzité davkuje a tedi zasobni roztok zkousené latky (napi. davkovaci

cerpadlo, zatizeni pro proporcionani fedeéni, saturacni systém). Pritok zésobnich
roztoku a tedici vody by mel byt v pribéhu zkousky kontrolovan v uréitych
intervalech, negjlépe denné, a nemél by se v pribéhu zkousky ménit o vice nez

10 %. Okruzni test (3) ukazal, ze u pstruha duhového je prijatelna vyména vody

6 litri nagram ryb zaden (viz bod 1.8.2.2).

U semistatickych zkousek (s obnovenim média) bude ¢astost obnovovani média

zéviset na stdlosti zkousené latky, avsak doporucuje se obnovovat vodu denné.

Neni-li podle predbéznych zkouwsek stdlosti (viz bod 1.4) koncentrace zkousené

l&ky mezi obnovenimi média stdd, (tj. nepohybuje se vintervalu 80— 120 %

nominani koncentrace nebo klesd pod 80 % naméiené pocétecni koncentrace),
meéla by byt zvazena pratokova zkouska.

Vybér druhii

Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) je doporu¢enym druhem pro tuto zkousku,

nebot’ u n&j bylo v okruznich testech ziskano nejvice zkwsenosti (1, 3). Mohou

vsak byt pouwzity jiné dobie popsané druhy, maze vsak byt nutné zkusebni postup
upravit, aby byly vytvoreny vhodné zkusebni podminky. Jsou napiiklad
zkusenosti sdaniem pruhovanym (Danio rerio) (4, 5) a halan¢ikem japonskym

(Oryzias latipes) (6, 7, 8). V takovém piipadké by mély byt uvedeny v zavérecné

zpréve divody pro vybér druhu a experimenta ni podminky.

Chov ryb

Testovaci ryby by meély pochazet zjednoho chovu (nejlépe ze stgjného treni),

ktery se alespon dva tydny pied zkouskou udrzuje v podminkéch kvality vody a

osvétleni, které jsou podobné podminkam pouzitym ve zkousce. V pribéhu chovu

a vprabéhu zkowsky by mély byt krmeny mnozstvim potravy odpovidajicim

minimané 2 % télesné hmotnosti za den a negjlépe 4 % télesné hmotnosti za den.

Po 48hodinové aklimatizaci se zaznamena mortalita a pouziji se nésledujici

kritéria

— mortality vyssi nez 10 % populace za sedm dni: vymeénit celou obsadku;

— mortality od 5% do 10 % populace: aklimatizace dalsich sedm dnu; je-li
mortalita béhem nasledujicich sedmi dnt vyssi nez 5%, vyméni se cela
obsadka,
mortalita nizsi nez 5 % populace za sedm dni: obsadka se prijme.

Dva tydny pired zkouskou nebo v prabéhu zkousky nesmi byt [é¢eny u ryb zadné

Nemoci.
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USPORADANI ZKOUSKY

»Usporadanim zkousky" se rozumi vybér poctu zkusebnich koncentraci a jeich

odstupnovani, poc¢et nédrzi pro kazdou koncentraci a pocet ryb v nédrzi.

Usporadani by melo byt v idealnim pripade zvoleno sohledem na:

a) cil studie;

b)  metodu statistické analyzy, kterd bude pouzita;

c) dostupnost acenu prostiedkt pro experiment.

Pozadovano je stanoveni statistické vyznamnosti, sjakou méa byt dana velikost

zmeény (napt. zmeény rychlosti rastu) rozeznéna, nebo presnost, sjakou ma byt

odhadnuta hodnota EC, (napi. X =10, 20 nebo 30, pokud mozno ne méné
nez 10). Bez toho nelze stanovit presny rozsah studie.

Je dulezité vzit na védomi, Ze usporadani, které je optimdni pii pouwziti jedné

metody statistické analyzy (nejlépe vyuziva prostredky), neni nezbytné optimal ni

pro jinou metodu. Doporucené usporadani pro odhad LOEC/NOEC tedy nebyva
stejné jako usporadani pro analyzu regresi.

V mnoha ptipadech se regresni analyze déva piednost pied analyzou variance, ato

z davodi diskutovanych Stephanem a Rogersem (9). Neni-li vsak nalezen vhodny

regresni model (r2 <0,9), mél by byt stanoven pomér NOEC/LOEC.

Usporadani pro analyzu regresi

Pro usporadani zkousky, ktera ma byt analyzovana regresi, jsou dulezité tyto

Zietele:

a) koncentrace pouzité ve zkowce musi vkazdém pripadé pokryvat
koncentraci vyvolavajici ucinek (napi. ECi0.2030) a rozsah koncentraci, pfi
nichz dochéazi kesedovanému cinku. Presnost, sjakou mohou byt
odhadnuty koncentrace vyvolavgjicich Ucinek, bude nelepsi, bude-li
koncentrace vyvolavgjici Ucinek lezet uprostted rozsahu zkusebnich
koncentraci. Pii vybéru vhodnych zkusebnich koncentraci mohou byt
uzitecné predbézné orientacni zkousky.

b) aby mohl byt vytvoren uspokojivy statisticky model, méla by zkouska
zahrnovat alespon jednu kontrolni n&drz a pét dalsich nadrzi o raznych
koncentracich. Podle vhodnosti by pii pouziti solubiliza¢niho ¢inidla méla
byt vedle zkusebnich skupin nasazena jedna kontrolni skupina vystavena
koncentraci  solubilizaéniho ¢inidla pouzité pii  nevyssi  zkusebni
koncentraci (viz body 1.8.3 a1.8.4);

c) muze byt pouzita vhodn& geometrick& nebo logaritmicka fada koncentraci
(10) (viz dodatek 3). Upiednostiuje se logaritmické stupinovani koncentraci;

d) jeli k dispozici vice nez Sest nadrzi, mély by byt dalsi nadrze pouzity bud’
pro duplicitni stanoveni, nebo by mély byt pouzity pro koncentrace
rozlozené vrozsahu koncentraci tak, aby se zmemsily rozestupy mezi
koncentracemi. Ob¢ pouriti 1ze doporugit stejnou merou.

Usporadani pro odhad NOEC/LOEC analyzou variance (ANOVA)

Pro kazdou koncentraci by meély byt nejlépe k dispozici nédrze pro duplicitni

stanoveni, statisticka analyza by meéla byt provedena pro kazdou jednotlivou néadrz

(11). Bez duplicitnich nadrzi neni mozné zohlednit jinou variabilitu mezi

nédrzemi, nez jaka je dasledkem rozdilu mezi jednotlivymi rybami. Zkusenosti

ale ukazuji (12), ze variabilita mezi nédrzemi byla velmi maa ve srovnéni
svariabilitou v rdmci nadrze (tj. mezi rybami). Relativné prijatelnou alternativou
je tedy provedeni statistické analyzy pro jednotlivé ryby.

Zpravidla se pouzije alespon pét zkusebnich koncentraci tvoricich geometrickou

fadu s faktorem nepiekracujicim 3,2.
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Provadi-li se zkouska sduplicitnimi nadrzemi, mél by byt pocet duplicitnich
kontrolnich nadrzi, a tedy i pocet ryb, dvojnasobkem poc¢tu ryb pro kazdou
zkousenou koncentraci, ktery by mél byt pro vsechny koncentrace stejny (13, 14,
15). Nejsou-li naproti tomu duplicitni nadrze pouzity, mél by byt v kontrolni
skupiné stejny pocet ryb jako ve skupiné pro kazdou zkusebni koncentraci.

Je-li ANOVA zalozena na nadrzich namisto jednotlivych rybéch (coz by
znamenalo bud’ ryby jednotlivé oznacit nebo pouzit ,, pseudospecifickou” rychlost
rastu (viz bod 2.1.2)), je nezbytné pocet n&drzi dostatecné znésobit, aby bylo
mozné stanovit odchylku pro n&drze v ramci jednotlivé koncentrace. To znamena,
7e by mél byt pocet stupia volnosti pro chybu v analyze variance alespon 5 (11).
Jsou-li duplicitné pouzity pouze kontroly, existuje nebezpeci, ze bude variabilita
chyby vychylena, nebot’ mize naristat se stiedni hodnotou doty¢né rychlosti
rastu. Vzhledem ktomu, ze rychlost rastu snegvétsi pravdépodobnosti klesa
s rostouci koncentraci, povede to k nadhodnoceni variability.

POSTUP

Vybér a viaZeni testovacich ryb

Je dilezité minimalizovat rozdily v hmotnostech ryb na zatatku zkousky. Vhodna
rozpéti velikosti ryb raznych druhtt doporucenych pro tuto zkousku jsou uvedena
v dodatku 1. Rozpéti individuanich hmotnosti na zacétku zkousky by mélo byt
pro celou nasadu ryb pouzitych ve zkousce nejlépe £ 10 % aritmetického primeéru
hmotnosti a v z&dném pripadé by nemélo prekrocit 25 %. Doporucuje se zvéazit
pied zkouskou mensi vzorek ryb scilem odhadnout stiedni hodnotu hmotnosti.

24 hodin pied zahgenim zkousky se obsadka ryb prestane krmit. Poté se provede
nahodny vybér ryb. Za pouziti bézného anestetika (napi. vodny roztok
trikainmethansulfonatu (MS222) o koncentraci 100 mg/l neutralizovany
piidavkem dvou dila hydrogenuhli¢itanu sodného na jeden dil MS 222) se ryby
jednotlivé spresnosti uvedenou v dodatku 1 zvazi za ucéelem stanoveni zvé
hmotnosti (po osuseni do sucha). Ryby shmotnosti v pozadovaném rozsahu se
nahodné rozdéli do nadrzi. Zaznamena se celkova ziva hmotnost ryb v kazdé
zkusebni n&drzi. Pri manipulaci srybami za pouziti anestetik (véetné osuseni a
zvazeni) muze u nedospelych ryb, a zggména u druht o malé velikosti, dojit ke
stresu a poranéni. Snedospélymi rybami se tedy musi manipulovat s nejvyssi
opatrnosti, aby nedoslo u zkusebnich ryb ke stresu a porareni.

Ryby se opét zvazi po 28 dnech zkousky (viz bod 1.8.6). Povazuje-li se vsak za
nezbytné nové vypocitat ptisun potravy, mohou byt ryby opét zvazeny po
14 dnech zkousky (viz bod 1.8.2.3). Ke stanoveni zmén velikosti ryb, na jeichz
zakladé se upravuje prisun potravy, muze byt powzita jinA metoda, napr.
fotografick&d metoda.

Podminky expozice

XIV.1.8.2.1 Délka expozice

Zkouskatrvavice nez 28 dnu.

XIV.1.8.2.2 Velikost nasady a hustota obsadky

Je dilezité, aby velikost ndsady a hustota obsadky vyhovovay pouzitému
zkusebnimu druhu (viz dodatek 1). Je-li hustota obsadky prilis vysoka, dojde
ke stisnéni vedoucimu ke snizené rychlosti ristu a popripadé k nemocem. Je-li
prilis nizké, muze vyvolat teritoridni chovani, coz by mohlo rovnéz ovlivnit rast.
V kazdém pripadé by méla byt velikost nasady tak nizka, aby bylo mozné udrzet
koncentraci rozpusténého kysliku na alespon 60% ASV bez provzdusinovani.
Okruzni test (3) ukézal, ze u pstruha duhového je veikost nésady 16 ryb o



hmotnosti 3—-5g do objemu 40 litra prijatelna. Doporucené obnovovani vody
béhem zkousky je 6 litrit na gram ryb za den.

XI1V.1.8.2.3 Krmeni

Ryby by mély byt krmeny dostatec nym mnozstvim vhodného krmiva (dodatek 1),
aby byla umoznéna prijatelné rychlost rustu. Je tieba dbat na to, aby nedoslo
k rastu mikroorganismi a k zakaleni vody. U pstruha duhového by mélo témto
pozadavkim vyhovovat mnozstvi odpovidajici 4 % jegjich t¢lesné hmotnosti za
den (3, 16, 17, 18). Denni mnozstvi muze byt rozdéleno na dva stejné podily a
podano rybam dvakrat za den s odstupem aespon péti hodin.

Mnozstvi se fidi po¢dtecni hmotnosti ryb v jednotlivé zkusebni nédrzi. Ryby se
opét zvazi 14. den a mnozstvi se nové vypocte. 24 hodin pied vazenim se ryby
piestanou krmit. Nespotiebovana potrava a vykaly se ze zkusebnich nadrzi kazdy
den odstrani dikladnym odsatim ze dna kazdé nadrze.

XIV.1.8.2.4 Svetlo a teplota

X1V.1.8.3

X1V.1.84

X1V.1.8.5

Fotoperioda a teplota vody by mély vyhovovat zkusebnim druham (dodatek 1).
ZKkuSebni koncentrace

Obvykle je nutnych pét koncentraci zkousené latky, ato bez ohledu na uspoiadani
zkousky (viz bod 1.7.2). Pti volbé vhodnych zkusebnich koncentraci by méla
pomoci predchézejici znalost toxicity zkousené latky (napr. ze zkousek akutni
toxicity nebo z orientaénich studii). Pouzije-li se méné nez pét koncentraci, mélo
by byt uvedeno odivodnéni. Ngvyssi zkusebni koncentrace by neméla prekrogit
rozpustnost latky ve vodeé.

Pouzije-li sek usnadnéni pripravy zasobniho roztoku solubiliza¢ni ¢inidlo, neméla
by byt jeho konecna koncentrace vyssi nez 0,1 ml/l a méla by byt ve vsech
zkusebnich né&drzich stgina (viz bod 1.6.3). Méla by vsak byt vynaozena
maximani snahatakove latky nepouzivat.

Kontrolni skupiny

Pocet kontrolnich skupin v fedici vodé zavisi na usporadani zkousky (viz body 1.7
a 1.7.2). Pouzije-li se solubiliza¢ni ¢inidlo, mel by byt nasazen stginy pocet
kontrolnich skupin se solubiliza¢nim ¢inidlem jako s fedici vodou.

Castost analytickych stanoveni a mé&feni

Béhem zkousky se v pravidelnych intervalech (viz nize) stanovuji koncentrace
zkousené latky

Pri pratokovych zkouskéach se prutok zasobnich roztoku toxické latky a fedici
vody kontroluje v urcitych intervalech, nejlépe denng, a nemél by se v prabéhu
zkousky menit o vice nez 10 %. Oc¢ekavai-li se zmény koncentrace zkousené
l&ky v rozmezi + 20 % nomindnich hodnot (tj. od 80 — 120 %, viz body 1.6.2 a
1.6.3), doporucuje se, aby byly ngnizsi a negvyssi zkousené koncentrace
analyzovany na zacatku zkousky a poté v tydennich intervalech. U zkousek, u
nichz se (na zakladé dat o stélosti latky) nepredpoklada, ze se bude koncentrace
zkousené léatky pohybovat v rozmezi + 20 % nominani hodnoty, je nezbytné
analyzovat vsechny zkusebni koncentrace, ato stejné ¢asto jako u stabilnich latek.
U semistatickych zkousek (sobnovenim média), u nichz se ma zkusebni
koncentrace pohybovat v rozmezi +20 % nomindnich hodnot, se doporucuje
analyzovat nejvyssi a ngjnizsi zkusebni koncentrace na zacatku studie ihned po
jejich pripravé a bezprostiedné pied obnovenim a poté v tydennich intervalech. U
zkousek, u nichz se nepredpoklada, Ze se bude zkusebni koncentrace pohybovat
v rozmezi + 20 nominadni hodnoty, musi byt vsechny koncentrace analyzovany
stginé ¢asto jako u stabilnéjsich latek.
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Doporucuje se zakladat vysledky na naméifenych koncentracich. Lze-li vsak
prokézat, ze po celou dobu zkousky byla koncentrace zkousené latky v roztoku
uspokojiveé udrzovéna v rozmezi +20 % nominani hodnoty, mohou byt vysliedky
zalozeny na nominal nich nebo naméienych hodnotach.

Muze byt nezbytné vzorky filtrovat (napi. pres filtr velikosti pori 0,45 um) nebo
odstiedit. Doporucuje se odstred’ovani. Filtrace je pripustnd jen neadsorbuje-li se
zkousena latka nafiltry.

V prabéhu zkousky se meti v kazdé zkusebni nadrzi mnozstvi rozpusténého
kydiku, pH a teplota. Celkova tvrdost, alkalita a popiipadé solnost se meéii
v kontrolnich nédrzich a vjedné nédrzi snevyssi koncentraci. Mnozstvi
rozpusténého kysliku a solnost (podle potieby) se méti alespon ttikrat (na zacatku,
uprostied a na konci zkousky). U semistatickych zkousek se doporu¢uje merit
mnozstvi rozpusténého kysliku castéji, nejlépe pied kazdym obnovenim média a
po ném, nebo aespon jednou tydné. pH se méii na zacatku a na konci kazde
vymeny vody u statickych zkousek a alespon tydné u prutokovych zkousek.
Tvrdost vody a akalita se meii v kazdé zkousce jednou. Teplota se méti nejlépe
nepietrzité aespon v jedné zkusebni nadrzi.

Pozorovani

Hmotnost: na konci kazdé zkousky se musi ryby, které piezily, zvazit za tcelem
X1V .stanoveni zivé hmotnosti (po osuseni do sucha), a to bud’ jako skupina pro
kazdou zkusebni nédrz, nebo jednotlivé. Vazeni ryb jako skupin se upiednostiuje
pied vé&zenim jednotlivych ryb, které vyzaduje, aby byly ryby jednotlivé
oznaceny. V piipadé v&zeni jednotlivych ryb pro stanoveni individua ni specifické
rychlosti rastu by neméla zvolena technika oznateni vyvoléavat u ryb stres
(aternativou ke znateni ryb vymrazenim znacky muze byt popripadé pouziti
barevného rybarského vlasce).

Ryby se v prabé¢hu zkousky vysetiuji denné a zaznamenavaji se jakékoli odchylky
(hemoragie, odbarveni) a neobvyklé chovéni. Kazdy uUhyn se zaznamena a
uhynulé ryby se co negjdiive odstrani. Uhynulé ryby se nenahrazuji, nebot” velikost
nasady a hustota obsadky by mély byt dostatecné na to, aby nedoslo k ovlivnéni
rustu v dasledku zmen poc¢tu ryb. Bude viak nutné upravit mnozstvi krmiva.
DATA A ZPRAVY

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Doporucuje se, aby se navrhu zkousky i analyzy vysdedka zkousky Ucastnil
statistik, nebot’ tato zkusebni metoda umoziiuje znacné variace v experimentalnim
usporadani, ngptiklad v poctu zkusebnich nédrzi, v poétu zkusebnich koncentraci,
v poctu ryb. Pokud jde 0 moznosti usporadani zkousky, nejsou zde uvedeny zadné
pokyny.

Rychlost rastu se nevypocitdva pro zkusebni nédrze, v nichz mortalita prekrocila
10 %. Velikost mortality se ae uvede pro viechny zkusebni koncentrace.

Bez ohledu na pouzitou metodu je hlavnim ukazatelem specificka rychlost rastu »
od okamziku 7 do . Muze byt definovana nékolika zptisoby v zavidosti na tom,
zda jsou ¢i nejsou ryby individudné znaceny nebo zda se pozaduje prumérna
hodnota pro nadrz.
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kde:
r1 = individudni specifickarychlost rastu ryby
r, = prameérnaspecifickarychlost rastu pro nadrz

r3 »pseudospecificka* rychlost rastu

w1, w2 = hmotnosti uréité ryby v ¢ase 11 ar?

loge w1 = logaritmus hmotnosti jednotlivé ryby na zatétku vysetrovaciho
intervalu

loge w, = logaritmus hmotnosti jednotlivé ryby nakonci vysetrovaciho intervalu

loge w; = pramér logaritmi hodnot w; pro ryby vnadrzi na zacétku
vysetiovaciho intervalu

loge w2 = pramér logaritmt hodnot w» pro ryby v nadrzi na konci vysetrovaciho
intervalu

t,t, = c<&as(vednech) zacdtku a konce vysetrovaciho intervalu

r1, ra, r3 mohou byt vypoéteny pro interval 0—28dni a popripadé (bylo-li
provedeno mereni 14. den) pro intervaly 0 — 14 a 14 — 28 dnu.

Analyza vysledki regresi (modelovani zavislosti koncentrace — odezva)

Touto metodou se zavidlosti mezi specifickou rychlosti ristu a koncentraci prolozi
vhodna matematickd funkce, a to umozni odhadnout ,EC,*, tj.jakoukoli
pozadovanou hodnotu EC. U téo metody neni nutny vypocet » pro jednotlivou
rybu (r1) a namisto toho se analyza zalozi na pramérné hodnoté » (r2) pro nadrz.
Dava se piednost posledn¢é uvedené metode. Je také vhodngjsi pri pouziti velmi
malych druh.

Pramérné specifické rychlosti rastu pro nadrz (r,) se graficky vynesou proti
koncentraci kvuli kontrole zavislosti odezvy.

K vyjédieni zavidosti »> na koncentraci se zvoli vhodny model; jeho volba musi
byt radné zdivodnéna.

Lisi-li se pro jednotlivé nadrze pocty ryb, které prezily, proklada se vazeny model
s cilem zohlednit razné velikosti skupin.

Metoda prolozeni modelu musi umoznit odhadnout napiiklad hodnotu ECyy a
stanovit jgi rozptyl (bud’ smérodatnou odchylku nebo interval spolehlivosti). Graf
prolozeného modelu se vynese spolu s daty, aby byla ztegjma vhodnost pouzitého
modelu (9, 19, 20, 21).

Analyza vysledki pro stanoveni LOEC

Bylo-li ve zkousce pouzito pro kazdou koncentraci vice nadrzi, maze byt odhad
LOEC zaozen naanalyze variance (ANOVA) pramérné specifické rychlosti rastu
pro nadrz (viz bod 2.1) nasledované vhodnym srovnanim pramérné hodnoty » pro
kazdou koncentraci spramérnou hodnotou r pro kontrolni skupiny (napi.
Dunnettovym nebo Williamsovym testem (13, 14, 15, 22)), aby se zjistila
negimensi koncentrace, u niz je na urovni pravdépodobnosti 0,05 rozdil vyznamny.
Negsou-li predpoklady pro pouziti parametrickych metod spinény, kvali jinému
nez normanimu rozdéleni (napé. se pouzije Shapiro-Wilkav test) nebo kvuli
heterogennimu rozptylu (Bartlettiv test), méla by byt pied provedenim ANOVA
zvazena transformace dat za U¢éelem homogenizace rozptyla nebo by méla byt
provedenavazendA ANOVA.

Neni-li pro kazdou koncentraci pocet nadrzi znésoben, nebude ANOVA u
jednotlivé nadrze citliva nebo bude nemozna V takovém piipack je prijatelnym
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kompromisem zalozit ANOVA na , pseudospecifické* rychlosti ristu 3 nebo na
jednotlivych rybéch.
Pramérna hodnota 73 pro kazdou koncentraci muze byt poté porovnana
s pramérnou hodnotou 3 pro kontrolni skupiny. Hodnotu LOEC |ze poté nalézt
vyse uvedenym zpasobem. Je treba vzit na védomi, ze tato metoda neumoznuje
zohlednit variabilitu mezi nadrzemi ve vétsi mitre, nez sjakou se pocita v dusedku
variability mezi rybami, a ani pied ni nechrani. Ukézalo se vsak (9), ze variabilita
mezi nadrzemi byla ve srovnani s variabilitou vramci nadrze (tj. mezi rybami)
velmi mald Negjsou-li v analyze vyuzity jednotlivé ryby, musi byt ve zpréavé
uvedena metoda nal ezeni odlehlych hodnot ajeji pouziti musi byt zdivodnéno.

INTERPRETACE VY SLEDKU

Vysledky je tieba interpretovat opatrné, lezi-li naméfené hodnoty koncentraci

toxické laky v roztocich blizko meze stanovitelnosti analytické metody, nebo

klesali u semistatickych zkousek koncentrace zkousené latky od okamziku
piipravy roztoku do jeho obnoveni.

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:

ZKkousena latka

— fyzikdni stav arelevantni fyzika né-chemické vlastnosti,

— Udaje o chemické identité véetné Udaju o cistoté a podle potieby o metodé
kvantitativniho stanoveni zkousené | atky.

Testovaci druh

—  védecky nézev, podle moznosti,

—  kmen, velikost, puvod, jakakoli priprava atd.,

ZkuSebni podminky

— pouzity zkusebni postup (napi. semistaticky/s obnovenim, pratokovy,
nasazovani, hustota obsadky atd.),

— usporédéni zkousky (napi. pocet zkusebnich néadrzi, zkusebni koncentrace a
znasobeni poc¢tu nadrzi, pocet ryb v nédrzi),

— metoda pripravy zasobnich roztoki a ¢astost obnovovéni (je-li pouzito,
uvede se solubilizac¢ni ¢inidlo ajeho koncentrace),

— nomindni zkusebni koncentrace, stiedni hodnota naméienych hodnot
v jednotlivych néadrzich, jeji smérodatnd odchylka a metody jejich stanoveni
a dukazy toho, ze namérené hodnoty odpovidaji koncentracim zkousené
latky v pravém roztoku,

— charakteristiky fedici vody: pH, akalinita, tvrdost, teplota, koncentrace
rozpusténého kysliku, koncentrace zbytkového chloru (je-li mérena), obsah
celkového organického uhliku, obsah suspendovanych latek, poptipadé
solnost zkusebniho média a vysledky jakychkoli jinych provedenych
méfeni,

— kvadlita vody ve zkusebnich nadrzich: pH, tvrdost, teplota a koncentrace
rozpusténého kysliku,

— podrobné informace o krmeni (napi. druh krmiva (krmiv), pavod, podavané
mnozstvi a frekvence krmeni).

XIV.2.34 Vysledky

— doklady o tom, ze kontrolni skupiny vyhovély kriteriu pieziti, a data o
mortalité pro kazdou zkusebni koncentraci,

—  pouzité metody statistické analyzy, statistiky zal ozené na znasobeném pocétu
nadrzi nebo na jednotlivych rybach, zpracovani dat a zdivodnéni pouzitych
metod,
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data ve formé tabulky o individudlnich a stiednich hodnotach hmotnosti ryb
v den O, 14 (bylo-li provadéno vazeni) a 28, hodnoty pramérnych rychlosti
rastu pro nadrz nebo popiipadé pseudospecifickych rychlosti rastu pro
intervaly 0 — 28 dni nebo popripadé 0 — 14 a14 — 28 dnu,

vysledky statistické analyzy (tj. regresni analyzy nebo ANOVA) ngjlépe ve
formé tabulky nebo v grafické formé a hodnota LOEC (p =0,05) a NOEC
nebo ECy, poptipadé se smérodatnymi odchylkami,

vyskyt jakychkoli neobvyklych reakci ryb a viditelné ucinky vyvolané
zkousenou létkou.
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DODATEK 1
DRUHY RYB DOPORUCNE KE ZKOUSENI A VHODNE ZKUSEBNI PODMINKY

Druhy Doporuceny Fotoperioda | Doporwené |Doporucena presnost | Velikost Hustota Krmivo Délka
rozsah (h) rozpéti méfeni nasady obsadky zkousky
zkusebni pocatesni (gl (I (d)
teploty hmotnosti ryb
(€®) 9
Doporuc¢ené druhy:
Oncorhynchus mykiss 12,5-16,0 12-16 1-5 na 100 mg 1,2-2,0 4 susené krmivo pro > 28
pstruh duhovy pladek lososovitych
ryb
Jiné dobfe popsané
druhy: o _
Danio rerio 21-25 12-16 0,050-0,100 nalmg 0,2-1,0 5-10 zivé krmivo >28
. < (Brachionus Artemia)
e ovane 21-25 1216 | 0,050-0,100 nalmg 0210 | 520 | zvékmivo > 28

halan¢ik japonsky

(Brachionus Artemia)




DODATEK 2
NEKTERE CHEMICKE CHARAKTERISTIKY PRIJATELNE REDICI
VODY

Latka Koncentrace
Nerozpusténé latky <20 mg/l
Celkovy organicky uhlik < 2mg/l
Nedisociovany amoniak <1ug/
Zbytkovy chlor <10 pg/l
Celkové organofosforové pesticidy <50 ng/l
Celkové organochlorové pesticidy a polychlorované bifenyly <50 ng/l
Celkovy organicky chlor < 25 ng/l
DODATEK 3

LOGARITMICKA RADA KONCENTRACI VHODNA PRO ZKOUSKU
TOXICITY (9)

Sloupec (pocet koncentraci mezi 100 a 10, nebo mezi 10a 1) (1)

1 2 3 4 5 6 7
100 100 100 100 100 100 100
32 46 56 63 68 72 75
10 22 32 40 46 52 56
3.2 10 18 25 32 37 42
1,0 4,6 10 16 22 27 32
2,2 56 10 15 19 24
1,0 3.2 6,3 10 14 18
18 4,0 6,8 10 13
10 25 4,6 7,2 10
16 32 52 75
10 2,2 3.7 56
15 2,7 4,2
10 19 32
14 24
10 18
13
1,0

Ze doupct muze byt zvolena fada péti (nebo vice) po sobe jdoucich koncentraci. Mezilehlé body
pro koncentrace ve soupci (x) jsou uvedeny ve sloupci (2x + 1). Uvedené hodnoty mohou byt
koncentracemi vyjadrenymi v objemovych nebo hmotnostnich procentech (mg/l nebo pg/l).
Hodnoty mohou byt podle potieby nasobeny nebo déleny jakoukoli mocninou 10. Radave sloupci 1
by mohla byt pouzita pti znatné nejistote, pokud jde stuper toxicity.

XV. METODA PRO STANOVENI TOXICITY NA RYBIiCH EMBRYICH A
POTERU - KRATKODOBA ZKOUSKA - metoda C.15 podle prilohy smérnice
2001/59/ES

XV.1 METODA
Tato zkouska kratkodobé toxicity je replikou metody OECD TG 212
(1998).

XV.11  UvOoD
Tato zkouska kratkodobé toxicity na rybim embryu a vackovém pladku je
krétkodobou zkouskou, pii niz jsou exponovana zivotni stadia od cerstvé
oplodnénych jiker do stadia vackovych pladka. Pii zkousce na embryu a




XV.1.2

XV.13

na vackovem pludku se nekrmi, zkouska by tedy m¢la byt ukoncena
dokud je vatkovy pludek stdle vyzivovan ze zloutkového vaku.

Zkouska je urcena k zjisteéni letdlnich a v omezené miie subletdinich
acinkt chemickych latek na specificka stadia a testovaci druhy. Tato
zkouska by méla poskytnout uzitecné informace, nebot’ by a) mohla byt
prechodem mezi letdnimi a subletalnimi zkouskami, b) mohla byt pouzita
jako screeningova zkouska pro Uplnou zkousku toxicity na ¢asnych
vyvojovych stadiich nebo pro zkousky chronické toxicity a c) mohla by
byt pouzita pro zkouseni na druzich, u nichz ngsou dostatecné rozvinuty
chovné techniky, aby pokryly obdobi od endogenniho k exogennimu
vyzivovani.

Je titeba mit na paméti, ze pouze zkousky pokryvajici cely zivotni cyklus
ryb obecné umoziuji odhadnout chronickou toxicitu chemické latky pro
ryby aze jakékoli omezeni expozice n¢jakého zivotniho stadia mize snizit
citlivost a tim podhodnotit chronickou toxicitu. Ocekéva se tedy, ze
zkouska na embryu a va&tkovéem pladku je méné citliva nez Uplna zkouska
na casnych vyvojovych stadiich, zegména pokud jde o vysoce lipofilni
chemické léaky (logPov>4) a chemické Il&ky se specifickym
mechanismem U¢inku. V citlivostech téchto dvou zkousek se vsak
ocekavaji mensi rozdily v pripadé chemickych latek snespecifickym,
narkotickym mechanismem U¢inku (1).

Pred publikovéanim této zkousky bylo nejvice zkusenosti s touto zkouskou
na embryu a vatkovém pladku ziskano u sladkovodni ryby Danio rerio
Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae — obecny nazev danio
pruhované). Podrobnéjsi pokyny pro zkousku stimto druhem jsou tedy
uvedeny v dodatku 1. To nevyluéuje pouziti jiného druhu, pro ktery jsou
zkusenosti rovnéz k dispozici (tabulky 1A alB).

DEFINICE

Nejnizsi koncentrace s pozorovanymi ucinky (Lowest observed effect
concentration, LOEC): je ngnizsi zkousena koncentrace zkousené | étky,
pii niz jsou pozorovany vyznamné Ucinky ve srovnani skontrolou (na
arovni pravdépodobnosti falesné pozitivniho hodnoceni p < 0,05).
Vsechny zkousené koncentrace vyssi nez LOEC musi mit stejné nebo
vazngjsi skodlive Ucinky, nez U¢inky pozorovaneé pii koncentraci LOEC.
NOEC (no observed effect concentration, Koncentrace bez
pozorovanych ucinki): je zkusebni koncentrace bezprostiedné nizsi nez
LOEC.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Embrya a vackoveé pludky se vystavi rozsahu koncentraci zkousené latky
rozpusténé ve vodé. Zkouska umoziuje volit mezi semistatickym a
pratokovym usporadanim. Volba zavisi na povaze zkousené latky.
Zkouska se zahdji umisténim oplodnénych jiker do zkusebnich nadrzi a
ukonci se tésné pied tim, nez dojde k Uplné absorpci Zloutkového vacku
cerstvych pludki v nékteré ze zkusebnich nadrzi, nebo nez zatne
v kontrolnich skupinéch dochézet k uhynu v dusledku hladovéni. Posoudi
se letdni a subletéini Gcinky a porovngji se skontrolnimi hodnotami
scilem stanovit ngnizsi koncentraci s pozorovanymi Ucinky, tedy
koncentraci bez pozorovanych Gginka. Uginky mohou byt eventudng
analyzovany za pouziti regresniho modelu s cilem odhadnout koncentraci,
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kterd zpusobuje urcity procentudlné vyjadieny ucinek (tj. LC/EC,, kde x

je definovany procentual ni Ucinek).

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

M¢ély by byt dostupné vysledky zkousky akutni toxicity (viz metoda C.1)

provedené nejlépe na druhu zvolenému pro tuto zkousku. Vysledky

mohou byt uzitecné pii vybéru vhodného rozsahu zkusebnich koncentraci
ve zkousce na casnych vyvojovych stadiich. Mély by byt znamy
rozpustnost latky ve vodé (véetné rozpustnosti ve zkusebni vodg) a tlak
par l&ky. M¢la by byt k dispozici vhodna anaytickh metoda pro

kvantitativni stanoveni latky ve zkusebnich roztocich, a to se znamou a

dolozenou spravnosti a zndamou mezi stanovitelnosti.

Uzitetnymi informacemi o zkousené latce pro Ucely stanoveni zkusebnich

podminek jsou strukturni vzorec, ¢istota latky, stdlost nasvétle, pKa, Pov @

vysledky zkousky snadné biologickeé rozlozitelnosti (viz metoda C.4).

VALIDITA ZKOUSKY

Mé&li byt zkouska platnd, musi byt spinény nasledujici podminky:

— celkova mira pieziti oplodnénych jiker v kontrolnich skupinach a
podle potieby v né&drzich, do nichz bylo piidano pouze rozpoustédlo,
musi byt vyssi nebo rovnalimitam stanovenym v dodatcich 2 a 3,

—  koncentrace rozpusténého kysliku musi lezet mezi 60 a 100 %
nasyceni vzduchem (ASV) po celou dobu zkousky,

— teplota vody se po celou dobu zkousky nesmi mezi zkusebnimi
nadrzemi nebo den ode dne lisit o vice nez + 1,5 °C a méla by byt
udrzovanav rozpéti teplot stanoveném pro zkusebni druh (dodatky 2
a3l).

POPIS ZKUSEBNI METODY

ZKkusSebni nadrze

Mohou byt pouzity jakékoli nadrze ze skla nebo zjiného inertniho

materidlu. Rozméry zkusebnich nadrzi by mély byt dostate¢né k tomu,

aby vyhovovaly velikosti nasady (viz bod 1.7.1.2). Doporucuje se, aby
byly nadrze umistény ve zkusebnim prostoru nahodné. Usporadani do
nahodnych bloki s moznosti expozice v kazdém bloku se upiednostiuje
pied zcela nahodnym uspoiadanim, kdyz existuji systémové Ucinky

v laboratori, které mohou byt blokovym usporadanim kontrolovany. Je-li

pouzito blokoveé usporadani, mélo by byt zohlednéno pii nasledné analyze

dat. Nadrze by mély byt chrénény pred nezédoucimi rusivymi vlivy.

Vybér druhii ryb

Doporuc¢ené druhy ryb jsou uvedeny v tabulce 1A. To nevylucuje pouziti

jiného druhu (ptiklady jsou uvedeny v tabulce 1B), zkusebni postup musi

byt ade upraven, aby byly vytvoieny vhodné  zkusebni
podminky.V takovém piipadé by mély byt uvedeny davody pro vybér
druhu a experimental ni podminky.

Chov matecnych ryb

Podrobnosti o chovu matecnych ryb v uspokojivych podminkéch jsou

uvedeny v metodé OECD TG 210 @ av literatuie (2, 3, 4, 5, 6).

Chov embryi a plidki

Embrya acerstvé vykulené pliadky mohou byt exponovany v hlavni nédrzi

v mensich nadobéch s pletivovymi sténami nebo uzévéry, aby jimi mohl

proudit zkusebni roztok. Nevitivého pratoku nédobami |ze dosadhnout

@ OECD, Paris 1992, Test Guideline 210, Fish, Early-life Toxicity Test
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jgjich zavéseni do ramen, pomoci nichz Ize pohybovat nadobami nahoru a
dold, pricemz organismy zustanou stde ponoieny; lze rovnéz pouzit
syfonovy systém pritoku a vypusti. Oplodnéné jikry lososovitych ryb
mohou lezet na podlozce nebo pletivu s dostatecné velkymi oky, aby jimi
mohly plidky po vylihnuti propadnout. K premisténi embryi a pladka
v semistatické zkousce skazdodenni Uplnou vyménou média je vhodné
pouzit Pasteurovy pipety. (viz bod 1.6.6).

Jsou-li k udrzeni jiker v hlavni nadrzi pouzity nadoby, mrizky nebo
pletiva, mély by byt po vylihnuti pladka odstranény @, pokud ovsem
nemaji byt ponechany k zamezeni Uniku ryb. Je-li treba pladky premistit,
nemély by byt vystaveny vzduchu a nemély by se k jgich vytazeni
znédob pouzivat sitky (takova opatrnost neni nutna u méné kiehkych
druhd, napi. u kapra). Okamzik piemisténi se lisi podle druhu a nemusi
byt vzdy nutny. U semistatickych technik mohou byt pouzity kadinky
nebo mélké nédobky a podle potreby mohou byt opatieny sitem
umisténym nepatrné nad dnem kadinky. Je-li objem téchto nédob
dostatecny, aby vyhovoval pozadavkum na nasazovani (viz bod 1.7.1.2)
nemusi byt premisténi embryi nebo pladka nutné.

Voda

Pro tuto zkousku je vhodné jakakoliv voda, kterd vyhovuje chemickym
charakteristikam prijatelné fedicim vody, jak jsou uvedeny v dodatku 4 a
v niz testovaci druhy kontrolnich skupin piezivaji aespon tak, jak je
uvedeno v dodatcich 2 a 3. Méla by mit po celou dobu zkousky stejnou
kvalitu. pH by se nemélo menit o vice nez + 0,5. Pro ujisténi, ze fedici
voda nebude mit prilisny vliv na vysledky zkousky (napiiklad tvorbou
komplext se zkousenou latkou) nebo nepiiznivy vliv na stav matesnych
ryb, by mély byt odebirany v pravidelnych intervalech jgji vzorky pro
analyzu. Je-li kvalita tedici vody relativné konstantni, mélo by byt
stanoveni tézkych kovu (napt. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd a Ni), hlavnich anionta
akationta (napi. Ca, Mg, Na, K, Cl aS0,), pesticida (napt. celkovy obsah
organickych fosforovych a chlorovych pesticidi), celkovy obsah
organického uhliku a suspendovanych latek provedeno napr. kazdé tii
meésice. Je-li prokézano, ze kvalita vody je konstantni po dobu alespon
jednoho roku, mohou byt stanoveni mené ¢asta a intervaly |ze prodlouzit
(napt. kazdych sest mésicit).

ZkuSebni roztoky

Zkusebni roztoky o zvolenych koncentracich se pripravi fedénim
zasobniho roztoku.

Zésobni roztok by mel byt nejlépe pripraven jednoduchym mechanickym
michanim nebo protiepavanim zkousené latky v iedici vodé (napr.
mechanickym michanim a sonifikaci). Pro dosazeni vhodné koncentrace
zasobniho roztoku mohou byt pouzity saturacni kolony. Neméla by byt
pouzivéna rozpoustédla nebo dispergétory (solubilizacni ¢inidla),
v n¢ékterych piipadech vsak muze byt pouziti takovych latek pro vytvoreni
zasobniho roztoku o vhodné koncentraci nezbytné. Ke vhodnym
rozpoustédlam patii aceton, ethanol, methanol, dimethylformamid a
triethylenglykol. Ke vhodnym dispergdtoraim patii Cremophor RH40,
Tween 80, 0,01% methylcdlulosa a HCO-40. Snadno biologicky
rozlozitelna ¢inidla (napt. aceton) nebo vysoce tékavé slouceniny je tieba




XV.1.7

pouzivat rozvazné, nebot” mohou zpasobit problémy srastem bakterii
v pratokovych zkouskéch. Je-li pouzito solubiliza¢ni ¢inidlo, nesmi mit
vyznamné U¢inky na preziti ani viditelné nepiiznivé U¢inky na ¢asna
vyvojova stadia, coz musi byt prokazano na kontrolni skupiné vystavené
pouze rozpoustédiu. Méla by vsak byt vynalozena maximani snaha
takové latky nepouzivat.

U semistatickych technik mohou byt pouzity dva rizné postupy obmeny;
bud’ i) se do ¢istych nadob pfipravi nové zkusebni roztoky a prezivagici
jikry a pladky se smaym objemem starého roztoku opatrné premisti do
novych nédob, aniz by se vystavily vzduchu, nebo ii)se testovaci
organismy ponechgji v nddobé a vymeéni se urcity podil (alespon tii
Stvrtiny) zkusebni vody. Castost obnovovani média bude zéviset na
staosti zkousené latky, avsak doporucuje se obnovovat médium denné.
Neni-li podle predbéznych zkousek stdlosti (viz bod 1.4) koncentrace
zkousené latky mezi obnovenimi meédia staa, (tj. nepohybuje se
vintervau 80-120% nomindni koncentrace nebo klesa pod 80 %
naméiené pocatecni  koncentrace), méla by byt zvézena pratokova
zkouska. V kazdém piipadé je tieba dbéd na to, aby pludky nebyly pfi
obnovovani vody vystaveny stresu.

Pri pratokovych zkouskéch je pro zgjisténi fady koncentraci nezbytny
systém, ktery nepretrzité davkuje a fedi zasobni roztok zkousené léatky
(napt. davkovaci cerpadlo, zatizeni pro proporciondni fedéni, saturacni
systém). Prutok zésobnich roztoka atedici vody by mél byt kontrolovan
v uréitych intervalech, nejlépe denng, a nemél by se v prubéhu zkousky
meénit o vice nez 10 %. Jako vhodny by shledan prutok zgjistujici vymeénu
alespon péti objemu nédrze za 24 h (2).

POSTUP

Uzitecné informace o provéadéni zkousek toxicity na rybim embryu a
vakovém pludku jsou dostupné v literature, piicemz nekteré literarni
zdroje (7, 8, 9) jsou uvedeny v tomto textu v oddilu s literaturou.

XV.1.7.1 Podminky expozice
XV.1.7.1.1 Délka expozice

Zkouska se zah§ji nejlépe do 30 minut po oplodréni jiker. Embrya se
ponoii do zkusebniho roztoku pied zapoc¢etim ryhovani blastuly, nebo co
nejdiive po ném, a v kazdém pripack pied pocatkem stadia gastruly. U
jiker ziskanych od komer¢niho dodavatele nemusi byt mozné zahgjit
zkousku ihned po oplodnéni. Vhledem k tomu, Ze citlivost zkousky muaze
byt zavazné ovlivnéna zpozdéni zacatku zkowsky, méla by byt zkouska
zahgena do osmi hodin po oplodnéni. Vzhledem k tomu, ze se pliadky
v priabéhu expozice nekrmi, ukon¢i se zkouska tésné pied tim, nez dojde
k Uplné absorpci Zloutkovéno vacku u pliadka v nékteré ze zkusebnich
nadrzi, nebo nez zacne v kontrolnich skupinach dochézet k dhynu
v dusledku hladovéni. Déka zkousky bude zaviset na pouzitém druhu.
Ne¢které doporucené délky zkousky jsou uvedeny v dodatcich 2 a 3.

XV.1.7.1.2 Nasazovani

Pocet oplodnénych jiker na zacdtku zkousky by mel byt dostatecny ke
spinéni  statistickych pozadavki. Mély by byt k expozici ndhodné
rozdéleny a na jednu koncentraci by me¢lo byt rozdéleno alespon 30 jiker
rovnym dilem (nebo alespon jak je to jen mozné sohledem na to, ze u
nékterych druha muze byt obtizné ziskat stejné velké podily) mezi aespon



tii dalsi zkusebni nadrze. Velikost nasady (biomasa v jednotce objemu) by
méla byt tak nizk4, aby bylo mozné udrzet koncentraci rozpusténého
kysliku na alespon 60 % ASV bez provzdusnovani. U priatokovych
zkousek se doporucuje nasazovani nepiekracujici 059/l za 24h a
v z&dném okamziku nepiekracujici 5 g/l roztoku (2).

XV.1.7.1.3 Svétlo a teplota

XV.1.7.2

XV.1.7.3

XV.1.74

Fotoperioda a teplota zkusebni vody by m¢ly vyhovovat zkusebnim
druhim (dodatky 2 a 3). Pro sledovani teploty mize slouzit dalsi zkusebni
nédrz.

Zkusebni koncentrace

Obvykle je nezbytnych pét koncentraci zkousené latky lisicich se od sebe
faktorem nepirekracujicim 3,2. Pri vybéru rozsahu zkusebnich koncentraci
by méla byt zohlednéna kiivka zavislosti hodnoty LCso na délce expozice
ve studii akutni toxicity. Za urcitych okolnosti maze byt opravnéné pouzit
méné nez pét koncentraci, napt. v Ilimitni zkousce, a wsi rozsah
koncentraci. Pouziti méné nez péti koncentraci by mélo byt zdavodnéno.
Koncentrace latky, které jsou vyssi nez 96hodinova LCso nebo vyssi nez
100 mg/l, podle toho, co je nizsi, nemusi byt zkouseny. Létky by nemely
byt zkouseny pro koncentrace vyssi, nez je jgich rozpustnost ve zkusebni
vode.

Pouzije-li se k usnadnéni pripravy zasobniho roztoku solubilizaéni ¢inidlo
(viz bod 1.6.6), neméla by byt jeho kone¢na koncentrace ve zkusebni
nédrzi vyssi nez 0,1 ml/l a méla by byt ve vsech zkusebnich nadrzich
stgina

Kontrolni skupiny

Jako dalsi zkusebni sady by mély byt nasazeny kontrolni skupina v redici
vodé (prislusnym zpusoben znasobena) a podle potieby také jedna
kontrolni skupina se solubilizatnim ¢inidlem (pfislusnym zpasoben
Znasobena).

Castost analytickych stanoveni a méfeni

Beéhem zkousky se koncentrace zkousené latky stanovuji v pravidelnych
intervalech.

U semistatickych zkousek, pokud se predpokladd, ze se bude zkusebni
koncentrace pohybovat v rozmezi + 20 % nominanich hodnot (tj. od 80
do 120%, viz bod 1.4 a 1.6.6), se doporucuje anayzovat nejvyssi a
nejnizsi zkusebni koncentrace na zat étku studie ihned po jegjich pripravé a
bezprostiedné pred obnovenim alespon v ngméne  trech nadrzich
(tj. analyzy se provedou navzorku téhoz roztoku—ihned po jeho piiprave
apri jeho vymeng).

U zkousek, u nichz se (na zékladé dat o stdlosti latky) predpoklada, ze se
bude koncentrace zkousené latky pohybovat v rozmezi vétsim nez £ 20 %
nominal ni hodnoty, je nezbytné analyzovat vsechny zkousené koncentrace
ihned po jejich pripravé a pred jgich vyménou, a to stgré ¢asto
(tj. alespon ve trech okamzicich rovnomeérné rozlozenych pres celkovou
dobu zkousky). Stanoveni koncentraci zkousené Iatky pred obnovenim je
treba provést pro kazdou koncentraci pouze u jedné paraleni nédrze.
Stanoveni se provadgji v odstupu ne vice nez 7 dnu. Doporucuje se
zakladat vysledky na namérenych koncentracich. Lze-li viak prokézat, ze
po celou dobu zkousky byla koncentrace uspokojiveé udrzovana v rozmezi



+ 20 % nomina ni hodnoty, mohou byt vysledky zalazeny na nominanich

nebo namétenych pocéatec nich hodnotach.

Pro prutokové zkousky je vhodny podobny vzorkovaci rezim, jako je

popsan u semistatickych zkousek (v tomto ptipadé se vsak neprovadi

meéteni , starych” roztoka). Je-li zkouska delsi nez sedm dnt, doporucuje
se zvysit pocet odbéra v prvnim tydnu (napt. i sady méteni) pro ujisténi,
7€ jsou zkusebni koncentrace stalé.

Muze byt nezbytné vzorky odstiedit nebo filtrovat (napt. pres filtr

svelikosti pori 0,45 um). Vzhledem ktomu, ze vsak odstiedéni ani

filtrace vzdy neoddkli od sebe biologicky dostupny a biologicky
nedostupny podil zkusebni latky, nemusi byt vzorky tekto zpracovany.

V prabéhu zkousky se méfi v kazdé zkusebni nédrzi mnozstvi

rozpusténého kysliku, pH a teplota. Celkova tvrdost a solnost se meéfi

v kontrolnich nadrzich a v jedné nadrzi snejvyssi koncentraci. Mnozstvi

rozpusténého kysliku a solnost (podle potieby) se meti alespon trikrét (na

zacdtku, uprostied a na konci zkousky). U semistatickych zkousek se
doporucuje méfit mnozstvi rozpusténého kysliku castéji, nejlépe pred
kazdym obnovenim média a po ném, nebo alespon jednou tydné. pH se
meéii na zatdtku a na konci kazdé vymeény vody u semistatickych zkousek

a adespon tydné u pratokovych zkousek. Tvrdost vody se méfi v kazdé

zkousce jednou. Teplota se méfi denng, nejlépe nepretrzite alespon

v jedné zkusebni nadrzi.

XV.1.7.5 Pozorovani
XV.1.7.5.1 Stadia vyvoje embrya

Embryondlni stédium (tj. stadium gastruly) na zacétku expozice zkousené

l&tce by mélo byt identifikovano co nejpiesnéji. Lze to provést za pouziti

reprezentativniho vzorku vhodné uchovavanych a ocisténych jiker. Popis

a vyobrazeni embryonanich stadii 1ze také nalézt v literature (2, 5, 10,

11).

XV.1.7.5.2 Lihnuti a prezivani

Lihnuti a prezivani se pozoruje aespon jednou denné a zaznamenavaji se

pocty. Mize byt zédouci provadét na zacdtku zkousky ¢astéjsi pozorovani

(napt. kazdych 30 min b&hem prvnich tii hodin), nebot v nékterych

piipadech mohou byt dilezitéjsi doby pieziti nez pouhé pocéty Uhyni

(napt. dochazi-li k akutnim toxickym G¢inkam). Uhynula embrya a pladky

se odstrani ihned po nalezeni, nebot’ se rychle rozklédaji. Pri odstranovéani

uhynulych jedinci se postupuje smimoradnou opatrnosti, aby se
nezasahlo do sousednich jiker/plidki nebo aby se tyto fyzicky
neposkodily, nebot’ jsou mimoradné subtilni a citlivé. Kritéria uhynuti se

u zivotnich stadii lisi:

— u jiker: zgména v ¢asnych stédiich zietelna ztréta prasvitnosti a
zména ve zbarveni vyvolané koagulaci alnebo srazenim bilkovin
vedoucimi k bilému zakaleni,

— u embryi: absence pohybu nebo tepu srdce nebo neprasvitné
zbarveni u druhut, jeichz embrya jsou za normdnich okolnosti
prasvitna,

— u pladki: nepohyblivost nebo absence dychacich pohyba nebo tepu
srdce nebo bilé neprusvitné zbarveni centrdniho nervového systému
a nedostatecna reakce na mechanické podnéty.

XV.1.7.5.3 Neobvykly vzhled



Pocet pladka vykazujicich neobvykly télesny vzhled nebo pigmentaci a
stav absorpce zloutkového va&tku se zaznamenavaji v piiméienych
intervalech zavisgicich na délce zkousky a na povaze popisované
odchylky. Je tieba s uvédomit, ze neobvykla embrya a pludky se
prirozené vyskytuji a u neékterych druha jich muaze byt v kontrolnich
skupinach tadové nekolik procent. Neobvykli jedinci by méli byt ze
zkusebni nadrze odstranéni pouze v pripadé uhynuti.

XV.1.7.5.4 Neobvyklé chovani

Odchylky, napi. hyperventilace, nekoordinované plavani a netypicka
necinnost se zaznamendvaji v primérenych intervalech zavisgicich na
délce zkousky. Tyto Gcinky, prestoze je obtizné je kvantifikovat, mohou —
jsou-li pozorovany — napomoci interpretovat data o mortalité, tj. mohou
poskytnout informace o mechanismu toxického pasobeni |atky.

XV.1.7.5.5 Télesna délka

Na konci zkousky se doporucuje zmétit individudini délku: muze byt
zmétena standardni délka, délka téla (the fork lenght) nebo celkova délka.
Doslo-li vsak k uhniti ocasni ploutve nebo k erozi ploutvi, pouzije se
standardni délka. Obecné by meél byt v dobie provedenych zkouskach
variaéni koeficient pro délku mezi jednotlivymi kontrolnimi skupinami
< 20 %.

XV.1.7.5.6 Hmotnost

XV.2
XV.21

Na konci se zkousky |ze stanovit jednotlivé hmotnosti; hmotnost za sucha

(24 h pri 60 °C) se upiednostiiuje pied zivou vahou (po osuseni do sucha).

Obecn¢ by meél byt v dobie provedenych zkouskéch variacni koeficient

pro hmotnost mezi jednotlivymi kontrolnimi skupinami < 20 %.

Tato pozorovani povedou k nékterym nebo ke vsem nésledujicim adajam,

které budou k dispozici pro statistickou analyzu:

—  kumulativni mortalita,

—  pocet zdravych pludka nakonci zkousky,

— ¢as zaaku lihnuti a konce lihnuti (tj. 90% vylihnuti v kazdé
paralelni skuping),

—  pocet pladka vylihnutych kazdy den,

— délka(ahmotnost) ryb, které piezily do konce zkousky,

—  pocet pludku, které jsou deformované nebo maji neobvykly vzhled,

—  pocet pladka vykazujicich neobvyklé chovani.

DATA A ZPRAVY

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Doporucuje se, aby se navrhu zkousky i analyzy vysdedka zkousky

Ucastnil statistik, nebot’ tato zkusebni metoda umoziuje znacné variace

v experimentdnim usporadani, napriklad v poétu zkwsebnich nadrzi,

v poctu zkusebnich koncentraci, ve vychozim poétu oplodnénych jiker

v mérenych parametrech. Pokud jde o moznosti usporédani zkousky,

nejsou zde uvedeny zadneé pokyny.

Magji-li byt odhadnuty hodnoty LOEC/NOEC, bude nezbytné analyzovat

odchylky pro kazdou sadu paralelnich skupin pomoci anayzy variance

(ANOVA) nebo pomoci kontingencni tabulky. K vicendsobnému

porovnani vysledka pro jednotlivé koncentrace a pro kontrolni skupiny

mize byt uzitecny Dunnettiv test (12, 13). K dispozici jsou dalsi uzitecné

priklady (14, 15). Vypocte se a uvede stupen Uc¢inku, ktery |ze prokézat

pomoci ANOVA nebo jinych metod (tj. vypovidaci schopnost zkousky).
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XV.2.3

XV.231

XV.232

XV.2.3.3

Je tieba si uvédomit, ze ne vsechna pozorovani uvedena v bod¢ 1.7.5.6

jsou vhodnd pro dtatistickou anayzu pomoci ANOVA. Napiiklad

kumulativni mortalita a pocet zdravych pludka na konci zkousky by
mohly byt analyzovany probitovymi metodami.

Magji-li byt odhadnuty LC nebo EC,, prolozi se daty vhodna kiivka

(vhodné kiivky), jako napt. logaritmické ktivka, a to statistickou metodou,

napi. metodou ngimensich ¢tverci nebo nelinearni metodou nejmensich

¢tverct. Krivka nebo kiivky by mély byt tak parametrizovany, aby bylo
mozné piimo odhadnout pozadované hodnoty LC nebo EC, a jeich
smérodatné odchylky. To znaéné usnadiiuje vypocet intervau
spolehlivosti pro hodnoty LC nebo EC,. Pokud nejsou dobré davody pro

uptednostnéni jinych intervali spolehlivosti, uvede se oboustranny 95%

interval spolehlivosti. Metoda prolozeni by méla pokud mozno umoznit

posouzeni zavaznosti nedostatka prolozeni. Prolozeni |ze provést graficky.

Regresni analyza je vhodna pro vsechna pozorovani uvedena

v bodé 1.7.5.6.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky by mély byt interpretovany opatrré v piipadé, ze se naméiené

koncentrace toxicke Iatky ve zkusebnich roztocich pohybuji na Grovnich

blizkych mezi stanovitelnosti analytické metody. Interpretace vysedki
pro koncentrace vyssi nez je rozpustnost |atky ve vode by méla byt rovnéz
opatrna.

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:

ZKkousSena latka

—  fyzikdni stav arelevantni fyzikané-chemické vlastnosti,

— Udaje o chemické identit¢ véetné Udgu o cistoté a podle potieby o
metodé kvantitativniho stanoveni zkousené | étky.

Testovaci druh

—  védecky nédzev, kmen, pocet matecnych ryb (tj. kolik samic¢ek bylo
ve zkousce pouzito pro opatieni pozadovaného poctu jiker), zdroj a
metoda sbéru oplodnénych jiker a nadsledné zpracovani.

ZkuSebni podminky

— pouzitda zkusebni metoda (napi. semistaticka nebo pratokova
metoda, doba od oplodnéni do zac¢atku zkousky, nasazovani atd.),

—  fotoperioda (fotoperiody),

— usporadani zkousky (napr. pocet zkusebnich nadrzi a jegich
znasobeni, pocet embryi v nadrzi),

— metoda ptipravy zasobnich roztoki acastost obnoveni (je-li pouzito,
uvede se solubiliza¢ni ¢inidlo ajeho koncentrace),

— nominalni zkusebni koncentrace, nam¢rené hodnoty ve zkusebnich
nadrzich, jejich stiedni hodnoty a smérodatné odchylky a metody
jgiich stanoveni a jeli zkousend l|&ka rozpustnAd ve vodé
v koncentracich nizsich, nez jsou vysetiované koncentrace, uvede se
dukaz toho, ze naméiené koncentrace odpovidaji koncentraci
zkousené latky v roztoku,

—  charakteristiky fedici vody: hodnota pH, tvrdost, teplota,
koncentrace rozpusténého kysliku, koncentrace zbytkového chloru
(je-li meéfena), obsah celkového organického uhliku, obsah
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XV.3

suspendovanych latek, popiipadk salinita zkusebniho média a
vysledky jakychkoli jinych provedenych méteni,

kvalita vody ve zkusebnich nadrzich: pH, tvrdost, teplota a
koncentrace rozpusténého kysliku.

Vysledky

vysledky ptipadnych predbéznych studii stélosti zkousené |&tky,
doklady o tom, ze kontrolni skupiny splnily obecné pozadavky na
piijatel nost preziti pro testovaci druh (dodatky 2 a 3),

Udaje o mortalité nebo preziti v embryondnim stadiu a ve stadiu
pliadku a Udaje o celkové mortalité nebo preziti,

doba do vylihnuti, poc¢et vylihnutych jedinca,

Udaje o délce (ahmotnosti),

vyskyt a popis morfologickych odchylek, pokud se vyskytly,

vyskyt a popis ucinka na chovani, pokud se vyskytly,

statisticka analyza a zpracovani dat,

s pozorovanymi Gcinky (LOEC) na Urovni pravdé podobnosti falesné
pozitivniho hodnoceni p = 0,05 a koncentrace bez pozorovanych
acinka (NOEC) pro kazdou posuzovanou reakci, véetné popisu
pouzité statistické metody a Udaje o tom, jak velky ucinek bylo
mozné odhalit,

u zkousek analyzovanych pomoci regresnich metod, hodnoty LC a
ECx aintervaly spolehlivosti a graf prolozeného modelu pouzitého
pro jgjich vypocet,

vysvétleni jakékoli odchylky od této zkusebni metody.
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TABULKA 1A: Druhy ryb doporucené pro zkousku

Sladkovodni

Oncorhynchus mykiss
pstruh duhovy (9, 16)

Danio rerio
danio pruhované (7, 17, 18)

Cyprinus caprio
kapr obecny (8, 19)

Oryzias latipes

halancik japonsky (20, 21)
Pimephales promelas
stievle (8, 22)

TABULKA 1B: Priklady dalsich dobie popsanych druhi, které byly také pouzity

Sladkovodni Morské
Carassius auratus Menidia peninsulae
karas zlaty (8) (23,24, 25)
Lepomis macrochirus Clupea harengus
sunegnice modra (8) sed’ (24, 25)

Gadus morhua

treska (24, 25)
Cyprinodon variegatus
(23, 24, 25)

DODATEK 1
NAVOD K PROVEDEN{ ZKOUSKY TOXICITY NA EMBRYICH A
VACKOVYCH PLUDCICH DANIA PRUHOVANEHO (BRACHYDANIO
RERIO)

UvoD

Danio pruhované pochazi z indického pobrezi Coromandel, kde Zije v bystiinach. Je
béznou akvarijni rybou z ¢eledi kaprovitych. Informace o pé¢i o né a o jeho chovu
jsou uvedeny v standardnich piiruckach o tropickych rybach. Prehled jeho biologie a
pouziti ve vyzkumu ryb podava Lade (1).

Ryba ziidka dorusta délky vice nez 45 mm. Ma vacové télo se 7—9 horizontdnimi
tmavé modrymi stiibitymi pruhy. Pruhy pokracuji pies ocasni a fitni ploutve. Hibet
maolivové zeleny. Samecci jsou Stihlgsi nez samicky. Samicky jsou stribrnéjsi amaji
rozsifené biicho, zejména pied tienim.

Dospélé ryby dok&zi snaset velké kolisani teploty, pH a tvrdosti vody. Maji-li se
ziskat zdravé ryby poskytujici jikry dobré kvality, mély by byt zajistény optimani
podminky.

Pri tieni samecek sleduje samicku, dorézi nani a pri vypuzeni jiker je oplodni. Jikry,
které jsou prasvitné a nejsou piilnavé, dopadaji na dno, kde mohou byt pozieny




rodici. Natreni mavliv svétlo. P¥i odpovidajicim rannim svétle se ryby trou v prvnich
hodinéch po rozednéni.
Sami¢ka muze klést v odstupu jednoho tydne davky o neékolikatisicich jiker.

PODMINKY PRO MATECNE RYBY, REPRODUKCE A CASNA VYVOJOVA

STADIA

Vybere se vhodny pocet zdravych ryb, které se adespon dva tydny pied

piedpokladanym tienim udrzuji ve vhodné vodé (napi. dodatek 4). Skupiny ryb by

mély mit moznost se pred kladenim jiker pro zkousku alespon jednou vytiit. Hustota
obsadky ryb by v tomto obdobi neméla piesdhnout 1 gram ryb na litr. Pravidelna
vymeéna vody nebo pouziti piecistovacino systému umozni obsadku zvysit. Teplota

v chovnych né&drzich se ma udrzovat na 25 + 2 °C. Ryby by m¢ly dostavat rozmanitou

stravu, kterd muaze obsahovat napriklad komer¢ni suché krmivo, ¢erstvé vylihnuté

Arthemia, chironomidy, dafnie, bilé ¢cervy (Enchytraeids).

Déle jsou uvedeny dvé metody, které v praxi vedly k ziskani dostatecného mnozstvi

zdravych oplodnénych jiker pro provedeni zkousky:

i) Osm samic¢ek a 16 samecki se umisti do nadrze obsahujici 50 litra redici
vody, chranéné pied piimym svétlem a ponechgji se aespon 48 h co nejvice
v klidu. Na dno nédrze se odpoledne v den pied zapocetim zkousky umisti
podlozka pro tieni. Podlozka pro treni se skléda z 5—7 mm vysokého rdmu
(z plexiskla nebo jiného vhodného materidu) s2—5mm hrubym rostem
nahore a s 10 — 30um jemnym rostem vespod. Na hrubém rostu je ptipevnén
treci substrét vyrobeny z nylonovych viaken. Poté co byly ryby drzeny 12 h
v temnu se slabé nasviti, ¢imz se vyvolatieni. Dvé az ¢tyii hodiny po vytieni
se podlozka pro tieni vyjme a jikry se seberou. Podlozka pro tieni zabrani
rybam v pozirani jiker a zaroven umaozni snadny sbér jiker. Skupiny ryb by
se mely pred tienim ur¢enym k produkci jiker pro zkousku vytiit alespon
jednou.

i) Pét az deset sameckt a samicek se alespon dva tydny pied zamyslenym
trenim chova oddélené. Po 5 az 10dnech se biicha sami¢ek roziti a
zviditelni se jgich pohlavni papily. Samecci papily nemaji. Treni se provede
v tiecich n&drzich opatienych falesnym dnem z pletiva (jako vyse). Nadrz se
naplni fedici vodou tak, aby voda sahala 5 — 10 cm nad rost. Jedna samicka a
dva samecci se umisti do nadrze den pred zamyslenym tienim. Teplota vody
Se postupné zvysi jeden stupen nad aklimatizacni teplotu. Vypne se osvétleni
a n&drz se poneché co nejvice v klidu. Rano se slab¢ nasviti, ¢imz se vyvola
treni. Po 2—4 h se ryby vyjmou a jikry se seberou. Je-li potieba vice davek
jiker, nez |ze ziskat od jedné samicky, nasadi se paraelné dostatecny pocet
trecich n&drzi. Zaznamendnim reprodukeni Uspésnosti (mnozstvi a kvality)
jednotlivych samicek pred zkouskou, |ze vybrat pro chov samicky s ngjvyssi
Uspésnosti.

Jikry se pirenesou do zkusebnich nadrzi sklenénou trubickou (o vnitinim praméru ne
mensim nez 4 mm) opatienou pruznym nasavacim balénkem. Mnozstvi vody, které se
prenasi sjikrami, by mélo byt co ngmersi. Jikry jsou tézsi nez voda a z trubicky
vypadnou do vody. Je tieba zabranit tomu, aby jikry (a pladky) pfisly do kontaktu se
vzduchem. Mikroskopickym vysetienim vzorku (vzorkut) jiker se ovéfi, ze v prvnich
stédiich vyvoje nedoslo k nepravidelnostem. Desinfekce jiker neni piipustna.

Mortalita jiker je ngjvyssi béhem prvnich 24 h po oplodréni. V této dob¢ je ¢asto

pozorovana mortalita 5—40 %. Jikry degeneruji v dasledku neGspésného oplodnéni

nebo vyvojovych vad. Zda se, ze kvalita davek jiker zavisi na sami¢ce, nebot’ nekteré



samic¢ky soustavné kladou jikry dobré kvality, jakou jiné samicky neposkytuiji.
Rovnéz rychlost vyvoje a lihnuti se mezi snaskami lisi. Uspssné oplodnéné jikry a
pladky se zloutkovym vackem piezivaji dobie, obvykle jich preziva vice nez 90 %.
Pii 25°C se z jiker lihnou jedinci po 3 —5 dnech po oplodréni a zloutkovy vécek je
absorbovan pfiblizné po 13 dnech po oplodnéni.

Embryondni vyvoj byl dobte popsan Hisaokou a Battlem (2). Diky prusvitnosti jiker
a pladka cerstvé po vylihnuti Ize vyvoj ryb dobre sledovat a lze pozorovat
malformace. Priblizné ¢tyti hodiny po vytieni Ize rozlisit neoplodnéné jikry od
oplodnénych (3). K tomuto vysetieni se jikry a pludky umisti do nddobky o malém
objemu a prohlizeji se pod mikroskopem.

Zkusebni podminky pozadované pro ¢asnavyvojova stadia jsou uvedena v dodatku 2.
Optimalni hodnoty pH atvrdosti vody jsou 7,8 a 250 mg/l, vyjadieno jako CaCOs.

VYPOCTY A STATISTIKA

Navrhuje se dvoufézovy pristup. V prvni fazi se statisticky analyzuji data o mortalite,
nenormanim vyvoji a dob¢ lihnuti. Poté se pro ty koncentrace, pti nichz nebyly
pozorovany zadné neptriznive G¢inky na tyto parametry, statisticky vyhodnoti télesna
délka. Tento piistup se doporucuje, nebot’ toxicka ldtka mize selektivné usmrcovat
mensi ryby, prodluzovat dobu lihnuti a indukovat makroskopické malformace a tedy
zkreslovat délku. Krom¢ toho tak bude pro kazdou expozici méren zhruba stejny
pocet ryb, cimz se zgjisti validita statistiky zkousky.

STANOVENI LCso aECso
Procento preziti jiker a cerstvych pladka se vypocte a zkoriguje na mortalitu
v kontrolnich skupinach podle Abbottovy rovnice (4):

P=100-C=P «100

C
kde:
P = korigované procento pieziti
P = procento pieziti pozorované ve zkusebni koncentraci
C = procento preziti v kontrolni skuping

Podle moznosti se vhodnou metodou stanovi hodnota L Csg ha konci zkousky.
Pozaduje-li se, aby byly do statistiky pro ECsy zahrnuty morfologické odchylky, Ize
k tomu nalézt navod v préci Stephana (5).

ODHAD LOEC A NOEC

Cilem zkousky na jikrach a vackovych pludcich je porovnat koncentrace, u nichz byl
pozorovatelny ucinek, skontrolnimi skupinami, tj. stanovit LOEC. Powzije se tedy
metoda vicenasobného srovnani (6, 7, 8, 9, 10).
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DODATEK 2
ZKUSEBNI PODMINKY, DELKA ZKOUSKY A KRITERIA PREZITi PRO DOPORUCENE DRUHY

Druh Teplota Salinita Fotoperioda Délka stadii Typicka délka zkousky Preziti v kontrolnich
(°C) (%o) (h) (d) skupinach
(minimalni hodnota v %)
Embryo V&kovy Uspésnost | Po vylihnuti
plidek lihnuti
SLADKOVODNI
Brachydanio rerio 25+1 — 12-16 35 8-10 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 80 90
Danio pruhované (od casného stadia gastruly) do
5 dni po vylihnuti (8 - 10 dnt)
Oncorhynchus mykiss 100+£1@Q|— 0(3) 30-35 25-30 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 66 70
Pstruh duhovy 12+1(2) (od casného stédia gastruly) do
20 dni po vylihnuti (50 - 55 dni)
Cyprinus carpio 21-25 — 12-16 5 >4 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 80 75
Kapr obecny (od casného stédia gastruly) do
4 dni po vylihnuti (8 - 9 dni)
Oryzias latipes 24 +1 (1) |— 12-16 8-11 4-8 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 80 80
Haancik japonsky 23+1(2) (od casného stédia gastruly ) do
5 dni po vylihnuti (13 - 16 dni)
Pimephales promelas 25+2 — 16 45 5 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 60 70
Stievle (od ¢asného stédia gastruly) do
4 dna po vylihnuti (8 - 9 dni)

' Proembrya

Pro pludky.

Temno pro embrya a pltdky do jednoho tydne po vylihnuti, svyjimkou okamzika prohlidky. Poté po dobu zkousky tlumené svétlo.




ZKUSEBNI PODMINKY, DELKA ZKOUSKY A KRITERIA PREZITi PRO JINE DOBRE POPSANE DRUHY

DODATEK 3

Druh Teplota Salinita Fotoperioda Délka stadii Typicka délka zkouSky Pieziti v kontrolnich
°O) (%o) (h) (d) skupinach
(minimalni hodnota v %)
Embryo Vackovy Usp&snost | Po vylihnuti
plidek lihnuti
SLADKOVODNI
Carassius auratus 24+1 — — 34 >4 Pokud mozno ihned od oplodnéni |— 80
karas zlaty (od casného stédia gastruly) do
4 dni po vylihnuti (7 dni)
Leopomis macrochirus 21+1 — 16 3 >4 Pokud mozno ihned od oplodnéni |— 75
slunegnice modra (od ¢asného stédia gastruly) do
4 dni po vylihnuti (7 dni)
MORSKY
Menidia peninsulae 22-25 15-22 12 15 10 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 80 60
(od casného stadia gastruly) do
5 dni po vylihnuti (6 - 7 dni)
Clupea harengus 101 8-15 12 20-25 35 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 60 80
Sed (od casného stadia gastruly) do
3 dni po vylihnuti (23 - 27 dni)
Gadus morhua 5+1 5-30 12 14-16 35 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 60 80
Treska (od casného stédia gastruly) do
3 dni po vylihnuti (18 dni)
Cyprinodon variegatus 25+1 15-30 12 — — Pokud mozno ihned od oplodnéni |> 75 80
(od casného stédia gastruly) do
4/7 dni po vylihnuti (28 dni)




DODATEK 4

NEKTERE CHEMICKE CHARAKTERISTIKY PRIJATELNE REDICI

VODY

Létka

Koncentrace

Nerozpusténé latky <20 mg/l

Celkovy organicky uhlik <2mg/l

Nedisociovany amoniak <1ug/l

Zbytkovy chlor <10 pg/l

Celkové organofosforové pesticidy <50 ng/l

Celkové organochlorové pesticidy a polychlorované bifenyly <50 ng/l

Celkovy organicky chlor <25 ng/l

XVI.

METODA PRO STANOVENI AKUTNI ORALNI TOXICITY PRO

VCELU MEDONOSNOU - metoda C.16 podle piilohy smérnice 2001/59/ES

XVI.1

XVI.1.1

XVI1.1.2

XVI.1.3

METODA

Tato zkouska akutni toxicity je replikou metody OECD TG 213 (1998).
UvoD

Tato zkouska toxicity je laboratorni metodou uré¢enou k posouzeni orani
akutni toxicity ptipravka na ochranu rostlin ajinych chemickych latek pro
dospélou délnici veely medonosné.

Pii posuzovani a hodnoceni toxickych charakteristik latek muze byt
nezbytné stanoveni akutni ordni toxicity pro véelu medonosnou, napr.
miaze-li dojit k expozici veéel dané chemické latce. Zkouska akutni ordni
toxicity se provadi scilem stanovit vlastni toxicitu pesticidi a jinych
chemickych latek pro véely. Vysedky této zkousky by meély byt pouzity
pro formulovani potieby dalsiho posuzovéni. Tato metoda mize byt
pouzita zeiména ve stupnovanych programech hodnoceni nebezpe:nosti
pesticidi pro veéely zalozenych na postupném piechodu od laboratornich
zkousek k semi-polnim experimentam (1). Pesticidy mohou byt zkouseny
ve forme ucinné 1atky (U. 1.) nebo ve formé formulovanych piipravka.

K ovéfeni citlivosti véel a presnosti zkusebniho postupu se pouzije
referencni latka

DEFINICE

Akutni oralni toxicita: je neptiznivy G¢inek, ke kterému dojde nejpozdgji
do 96 h od oraniho podéani jedné davky zkousene | atky.

Davka: je mnozstvi pozité zkousené latky. Davka se vyjadiuje hmotnosti
(ug) zkousené laky na jeden testovaci organismus (Ug ha véelu).
Skutecnou davku u kazdé veely nelze vypoditat, nebot’ se véely krmi
kolektivné. Lze vsak odhadnout pramérnou davku (celkové pozité
mnozstvi zkousené | atky délené poctem veel v klicce).

LDs, (stiedni letalni davka) oralné: je statisticky vypoctena jednotliva
davka létky, ktera muze po ordnim podanim zpasobit uhyn 50 % jedinci.
Hodnota LDsp se vyjadiuje v ug zkousenou létky na jednu véelu. U
pesticidi muze byt zkousenou lakou bud G¢inna latka (0.1) nebo
formulovany pripravek obsahujici jednu nebo vice G¢innych latek.
Mortalita: jedinec se povazuje za uhynuly, jeli zcela nepohyblivy.
PODSTATA ZKUSEBNiI METODY

Dospelé délnice veely medonosné (Apis mellifera) se exponuji fadé davek
zkousené latky rozptylené do cukerného roztoku. V¢ely jsou poté krmeny




XVI.14

XVI.1.5
XVI.1.51

XV1.1.5.2

XVI1.1.5.3

stenym roztokem neobsahujicim zkousenou latku. Mortdita se
zaznamenava denn¢ béhem alespon 48 hodin a porovnava se s kontrolnimi
hodnotami. Jestlize mortalita v prabéhu 24 a 48 h roste, zatimco kontrolni
mortalita zistava na prijatelné drovni, tj. <10 %, je vhodné zkousku
prodiouzit na maximané 96 h. Vysledky zkousky se analyzuji scilem
vypocitat LDsg pro 24 h a 48 h a v piipadé prodiouzené studie pro 72 h a
96 h.
VALIDITA ZKOUSKY
Ma&li byt zkouska platnd, musi byt spinény nésledujici podminky:
— pramérna mortalita u vsech kontrolnich skupin nesmi na konci
zkousky prekrocit 10 %,
—  LDsp pro referen¢ni latku odpovida predpokl adané hodnoté .
POPIS ZKUSEBNi METODY
Velstvo
Pouziji se mladé dospélé veely délnice z téhoz plemena, tj. véely stejného
stari, stgné krmené, stejného druhu atd. Veely by mély byt ziskany
z primérené krmeného, zdravého veelstva s matkou, pokud mazno bez
nemoci a se zndmou anamnézou a fyziologickym stavem. M¢ély by byt
vybrany rano v den zkousky nebo by mély byt vybrany vecer pied
zkouskou a drzeny v podminkéch zkousky do pristiho dne. Vhodné jsou
veely z plasti bez pladka. Veely by nemély byt vybirany brzy na jaie
nebo pozdé na podzim, nebot’ se béhem téchto obdobi fyziologicky meni.
Musi-li byt zkousky provedeny brzy na jare nebo pozdé na podzim, mély
by se véely vylihnout v inkubatoru a mély by byt Ziveny plastovym pylem
(pyl sebrany zplastu) a cukrovym roztokem. V¢ely osetrované
chemickymi |&tkami, jako jsou antibiotika a prostiedky proti varoédze, by
nemély byt pouzity pro zkowsky toxicity po ¢tyfi tydny od konce
posledniho osetteni.
Podminky chovu a krmeni
Pourziji se snadno cigtitelné a dobre vétrané klicky. Lze pouzit jakykoli
vhodny materidl, napt. klicky z korozivzdorné oceli, pletiva, plastu nebo
jednorézoveé dievéné klicky atd. Nasazuji se pokud mozno skupiny po 10
véelach. Velikost zkusebnich klicek by méla vyhovovat poctu ved, tj.
meéla by poskytovat dostatek prostoru.
Veely by mély byt drzeny v temnu v experimentdni mistnosti pii teploté
25+ 2 °C. Po dobu zkousky se zaznamenava relativni vihkost, ktera je
obvykle 50 — 70 %. Obsluha, véetné exponovani a pozorovani, mize byt
provadéna za (denniho) svétla. Jako potrava se pouziva vodny roztok
cukru o konesné koncentraci 500 g-"t (50% (m/V)). Po podéani zkusebni
davky se podava potrava podle libosti. Systém krmeni by mél umoziovat
zaznamenani piijmu potravy pro kazdou klicku (viz bod 1.6.3.1). Lze
pouzit sklenénou trubi¢ku (priblizné 50 mm dlouhou, s pramérem 10 mm,
z(zenou na otevieném konci napramér asi 2 mm).
Piiprava vcel
Shromézdéné veely se ndhodné rozdéli do klicek, které se nahodné umisti
v experimentalni mistnosti.
Pred zatatkem zkousky mohou veely az 2 h hladovét. Doporucuje se, aby
nebyla v¢eldm pied expozici podavana potrava, aby byly na zacétku
zkousky rovnocenné, pokud jde o obsah zazivaciho Ustroji. V¢éely v agonii
se pied zahgjenim zkousky nahradi zdravymi véelami.



XVI1.1.54 Priprava davek

XVI.1.6
XVI1.1.6.1

XV1.1.6.2

XV1.1.6.3

Je-li zkousend |&tka misitelna svodou, mize byt rozptylena piimo v 50%
cukerném roztoku. U technickych piipravki a latek s nizkou rozpustnosti
ve vod¢é mohou byt pouzita vehikula, jakou jsou organicka rozpoustédla,
emulgétory nebo dispergétory s nizkou toxicitou pro véely (napi. aceton,
dimethylformamid, dimethylsulfoxid). Koncentrace vehikula zévisi na
rozpustnosti zkousené latky a m¢la by byt stejna pro vsechny zkousené
koncentrace. Obecn¢ je primérena 1% koncentrace vehikula a neméla by
byt piekracovana.

Pripravi se vhodné kontrolni roztoky, tzn. Pouziji-li se k rozpusténi
zkousené latky rozpoustédio nebo dispergétor, pouziji se dvé samostatné
kontrolni  skupiny: roztok ve vodé a cukerny  roztok
s rozpoustédlem/nosi éem v koncentraci pouzité v davkach.

POSTUP

ZkuSebni a kontrolni skupiny

Pocet zkousenych dévek a jegich opakovani by meél spliovat statistické
pozadavky na stanoveni LDsp na rovni spolehlivosti 95 %. Zpravidla se
pro zkousku pozaduje aespon pét zkusebnich koncentraci tvoficich
geometrickou fadu s faktorem nepiekracujicim 2,2 a pokryvagjicich rozsah
pro LDs,. Redici faktor a pocet koncentraci pro davkovani se viak stanovi
sohledem na smérnici kiivky toxicity (davka versus mortdita) a
s ohledem na statistickou metodu zvolenou pro analyzu vysledka. Vhodné
koncentrace pro davky je mozné zvolit pomoci orientacni zkousky.

Kazda zkusebni koncentrace se poda alespon tiem paralelnim zkusebni
skupindm o 10 vcelach. Vedle zkusebnich skupin se nasadi alespon tii
kontrolni skupiny, kazda o 10 v¢elach. Nasadi se také zkusebni skupiny
pro pouzité rozpoustédlo nebo nosi¢ (viz bod 1.5.4).

Referen¢ni latka

V rdmci  zkusebnich skupin se pouzije referenéni latka. Vyberou se
alespon tifi davky pokryvgici ocekavanou hodnotu LDsy. Pro kazdou
zkusebni davku se nasadi alespon tii paralelni klicky po deseti véelach.
Prednostni referencni |atkou je dimethodat, pro néjz se uvadi LDso, 24 h,
ordné vrozmezi 0,10-0,35 pg Winné laky na véelu (2). Jsou viak
prijatelné i jiné referencni latky, pokud Ize piedlozit dostatek udajt pro
ovéieni ocekavane reakce na davku (napi. parathion).

Expozice

XV1.1.6.3.1 Podavani davek

Kazdé zkusebni skupiné véel se poda 100 —200 pl 50% vodného
cukerného roztoku obsahujiciho zkousenou latku ve vhodné koncentraci.
VEtsi objem je nezbytny u l&tek s nizkou rozpustnosti, nizkou toxicitou
nebo nizkou koncentraci ve formulaci, nebot’ v cukerném roztoku musi
byt pouzit vétsi podil. Sleduje se mnozstvi spotiebované potravy se
zkousenou l&kou. Po spotiebovéani potravy (obvykle do 3—4h) se
zklicky odebere krmici zatizeni a nahradi se krmicim zatizenim
obsahujicim pouze cukerny roztok. Cukerny roztok se poté podava podie
libosti. U nékterych sloucenin mize vést odmitnuti potravy s vysokymi
koncentracemi k tomu, ze je spotrebovano malo potravy nebo ze se
nespotiebuje zadné potrava. Po maximané 6 h se nespotiebovana potrava
se zkousenou latkou nahradi samotnym cukernym roztokem. Stanovi se



mnozstvi spotiebované potravy se zkousenou latkou (napi. mérenim
objemu nebo zvé&zeni nespotiebované stravy).

XVI1.1.6.3.2 Délka zkousky

XVI1.1.6.4

XVI1.1.6.5

XVI.2
XVl1.21

XV1.2.2

XVI1.221

XV1.2.2.2

Zkouska trva 48 h od okamziku, kdy byl zkusebni roztok nahrazen

samotnym cukernym roztokem. Vzroste-li mortalita béhem prvnich 24 h o

10 %, zkouska se prodlouzi na 96 h, pokud mortaita v kontrolnich

skupinach nepirekro¢i 10 %.

Pozorovani

Mortalita se zaznamenda po 4 h od zahgeni zkousky a poté po 24h a48 h

(rozumi se po podani davky). Jeli nezbytné pozorovani prodlouzit,

provedou se dalsi vyhodnoceni v 24hodinovych intervalech az do

maximéné 96 hodin, pokud mortalita Vv kontrolnich  skupinach

neprekracuje 10 %.

Odhadne se mnozstvi spotiebované potravy. Porovnanim rychlosti

spotiebovani potravy se zkousenou latkou a bez ni 1ze ziskat informaci o

prijatelnosti potravy se zkousenou l&kou. Zaznamend se neobvyklé

chovani pozorované béhem doby zkousky.

Limitni zkouska

V nekterych pripadech (napk. oéekavéali se u latky nizkd toxicita) miuze

byt provedena limitni zkouska za pouziti 100 pg G¢inné latky na véelu

s cilem prokézat, ze LDsq je vyssi nez tato hodnota. Pii ni se postupuje

stejnym zpusobem, tj. nasadi se tii paraelni zkusebni skupiny pro kazdou

zkusebni koncentraci, odpovidajici kontrolni skupiny, stanovi se mnozstvi

spotiebované potravy sucinnou latkou a pouzije se referencni létka.

Dojde-li k uhynim, musi se provést Uplna studie. Jsou-li pozorovény

subletalni ucinky (viz bod 1.6.4), zaznamenaji se.

DATA A ZPRAVY

DATA

Data se shrnou do tabulky, pricemz se pro kazdou zkusebni skupinu,

kontrolni skupiny a skupiny sreferencni latkou uvede pocet pouzitych

véel, mortalita v kazdém pozorovacim case a pocet veel s neprizniveé

ovlivnénym chovénim. Udaje o mortalité se analyzuji vhodnymi

statistickymi  metodami  (napf. probitovou analyzou, klouzavym

pramérem, prolozenim binomického rozdéleni) (3, 4). Sestroji se kiivky

zavidosti davka-odezva pro kazdy ¢as pozorovani a vypoctou se smérnice

kiivek a stredni letéini dévky (LDsy) s95% intervalem spolehlivosti.

Korekce na mortalitu ve kontrolnich skupinach Ize provést Abbottovou

korekci (4,5). Pokud nebyla potrava zcela spotiebovana, stanovi se

spotiebovana davka zkousené latky na skupinu. LDsy se vyjadii v g

zkousené latky naveelu.

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce mus obsahovat nasledujici informace:

ZKkouSena latka

— fyzikani stav a relevantni fyzikdlnéchemické vlastnosti (napi.
stalost ve vode, tlak par),

— Udaje o chemické identité veéetné strukturniho vzorce, cistota, (tj. u
pesticidu identita a koncentrace U¢inné latky (Gcinnych latek)).

Testovaci druh

— védecky nézev, plemeno, priblizné stéfi (v tydnech), metoda vybéru
vée, datum vyberu,



informace o v éelstvech pouzitych pro vybér testovacich véel, veetné
informaci o zdravotnim stavu, nemocech dospélci, o0 pripadné
piipravé atd.

XVI1.2.2.3 ZkuSebni podminky

teplota arelativni vihkost v experimentalni mistnosti,

podminky chovu veetré typu, velikosti amateridlu klicek,

metody piipravy zasobnich a zkwsebnich roztoka (jdi pouzito,
uvede se rozpouwstédlo ajeho koncentrace),

metoda pripravy zasobnich roztoka acastost obnoveni (jeli pouzito,
uvede se solubiliza¢ni ¢inidlo ajeho koncentrace),

usporadani zkousky, napi. pouzité zkusebni koncentrace a jgjich
pocet, pacet kontrolnich skupin, pro kazdou koncentraci a kontrolu
pocet paralelnich klicek apocet véel naklicku,

datum zkousky.

XVI1.2.2.4 Vysledky

vydedky predbézné orientacni zkousky, byla-li provedena,

primarni Udaje: mortalita pro kazdou zkousenou koncentraci
v kazdém ¢ase pozorovani,

graf kiivek zavidosti davka-odezva na konci zkousky,

hodnoty LDsy s95% intervaly spolehlivosti pro kazdy doporuceny
¢as pozorovani ato pro zkousenou latku a pro referencni létku,
statistické metody pouzité pro stanoveni LDsy,

mortalitav kontrolnich skupinéch,

jiné pozorované nebo naméiené biologické Ucinky, napi. neobvyklé
chovani vcel (véetné odmitnuti  zkusebni  davky), rychlost
spotiebovani  potravy v exponovanych a  neexponovanych
skupinach,

jakékoli odchylka od zde popsaného zkusebniho postupu a jiné
dulezité informace.
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XVII. METODA PRO STANOVENI AKUTNI KONTAKTNI TOXICITY PRO
VCELU MEDONOSNOU — metoda C.17 podle piilohy smérnice 2001/59/ES



XVII.1

XVIl.1.1

XVII.1.2

XVII.1.3

XVIl.1.4

XVII.1.5
XVI1.1.5.1

METODA
Tato zkouska akutni toxicity je replikou metody OECD TG 214 (1998).
UvoD
Tato zkouskatoxicity je laboratorni metodou uré¢enou k posouzeni akutni
kontaktni toxicity ptipravka na ochranu rostlin ajinych chemickych latek
pro dospélou délnici véely medonosné.
Pfi posuzovéani a hodnoceni toxickych charakteristik latek muze byt
nezbytné stanoveni akutni kontaktni toxicity pro véelu medonosnou, napr.
maze-li dojit k expozici véel dané chemické latce. Zkouska akutni
kontaktni toxicity se provédi scilem stanovit vlastni toxicitu pesticidu a
jinych chemickych latek pro veely. Vysledky této zkousky by mély byt
pouzity pro formulovéni potreby dalsiho posuzovani. Tato metoda muze
byt pouzita zeména ve stupinovanych programech hodnoceni
nebezpecnosti pesticida pro véely zalozenych na postupném pirechodu od
laboratornich zkousek k semi-polnim experimentam (1). Pesticidy mohou
byt zkouseny ve formé ucinné létky (U.1.) nebo ve formé formulovanych
pripravki. K ovéreni citlivosti véel a piesnosti zkusebniho postupu se
pouzije refereneni latka.
DEFINICE
Akutni kontaktni toxicita: je nepriznivy Uc¢inek, ke kterému dojde
nejpozdgji do 96 h od lokdni aplikace jedné davky zkousené latky.
Davka: je mnozstvi aplikované zkousené laky. Davka se vyjadiuje
v hmotnosti (1g) zkousené 1atky na jednoho zkusebniho zivogicha (ug na
veelu).
LDsy (stfedni letalni davka) kontaktné: je statisticky vypocétena
jednotliva davka létky, ktera muze po kontaktni aplikaci zpasobit thyn
50 % jedinci. Hodnota LDsy se vyjadiuje v ug zkousené latky na jednu
véelu. U pesticidi muze byt zkousenou latkou bud’ G¢innalatka (0. I) nebo
formulovany ptipravek obsahujici jednu nebo vice U¢innych | tek.
Mortalita: jedinec se povazuje za uhynuly, je-li zcela nepohyblivy.
PODSTATA ZKUSEBNI METODY
Dospelé délnice véely medonosné (Apis mellifera) se exponuji fadé davek
zkousené latky rozpusténé ve vhodném nosi ¢i ptimou aplikaci na hrudnik
(jako kapicky). Zkouska trva 48 h. Jestlize mortalita v prabéhu 24 a 48 h
roste, zatimco kontrolni mortalita zastava na piijatelné arovni, tj. < 10 %,
je vhodné zkousku prodiouzit na maximané 96h. Mortalita se
Zzaznamenava denné a porovnava se s kontrolnimi hodnotami. Vysledky
zkousky se analyzuji s cilem vypocitat LDsg pro 24 h a 48 h a v pripadé
prodlouzené studie pro 72 ha 96 h.
VALIDITA ZKOUSKY
Méali byt zkouska platnd, musi byt spinény nasledujici podminky:
— pramérna mortalita u vsech kontrolnich skupin nesmi na konci
zkousky prekrocit 10 %,
—  LDso pro referencni standard odpovida specifikovanému rozsahu.
POPIS ZKUSEBNI METODY
Vybér véel
Pouziji se mladé dospélé veely délnice z téhoz plemena, tj. véey stejného
stari, stgné krmené, stejného druhu atd. Veely by mély byt ziskany
z ptimetené krmeného, zdravého véelstva s matkou, pokud mozno bez



XVI1.1.5.2

XVI1.1.5.3

XVvil.1.5.4

XVII.1.6

nemoci a se zndmou anamnézou a fyziologickym stavem. Mély by byt
vybrany rano v den zkousky nebo by mély byt vybrany vecer pied
zkouskou a drzeny v podminkéch zkousky do pristiho dne. Vhodné jsou
veely z plasti bez pladka. Veely by nemély byt vybirany brzy na jaie
nebo pozdé na podzim, nebot’ se béhem téchto obdobi fyziologicky méni.
Musi-li byt zkousky provedeny brzy na jare nebo pozde na podzim, mély
by se véely vylihnout v inkubatoru a mély by byt Ziveny plastovym pylem
(pyl sebrany zplastu) a cukrovym roztokem. V¢ely osetrované
chemickymi latkami, jako jsou antibiotika a prostredky proti varoaze, by
nemély byt pouzity pro zkowsky toxicity po ¢tyfi tydny od konce
posledniho osetteni.

Podminky chovu a krmeni

Pourziji se snadno cigtitelné a dobre vétrané klicky. Lze pouzit jakykoli
vhodny materidl, napt. klicky z korozivzdorné oceli, pletiva, plastu nebo
jednorézové dievéné klicky atd. Velikost zkusebnich klicek by méla
vyhovovat poctu vee, tj. klicky by mély poskytovat dostatek prostoru.
Nasazuji se pokud mozno skupiny po 10 veeach.

Veely by mély byt drzeny v temnu v experimentdni mistnosti pii teploté
25+ 2°C. Po dobu zkousky se zaznamenéva relativni vihkost, kterd je
obvykle 50 — 70 %. Obsluha, véetné exponovani a pozorovani, muze byt
provadéna za (denniho) svétla. Jako potrava se pouziva vodny roztok
cukru o konesné koncentraci 500 g™ (50% (m/V)) a podava se za pouziti
véeliho krmitka po dobu zkousky podle libosti. Lze pouzit sklenénou
trubicku (priblizné 50 mm dlouhou, s pramérem 10 mm, zUzenou na
otevieném konci na pramer asi 2 mm).

Priprava véel

Shromazdéné veéely mohou byt za Gcelem aplikace zkusebni léatky
narkotizovany oxidem uhli¢itym nebo dusikem. Mnozstvi anestetika
v dobé expozice by mélo byt minimalizovano. Véely v agonii se pied
zahgenim zkousky nahradi zdravymi veéelami.

Piiprava davek

Zkusebni l&ka se aplikuje jako roztok v nosi¢i, tj. vorganickém
rozpoustédlie nebo ve vodk se smécedlem. Jako organické rozpoustédlio se
upiednostiuje aceton, mohou vsak byt pouzity i jinarozpoustédla s nizkou
toxicitou pro vcéely (napt. dimethylformamid, dimethylsulfoxid). U
formulovanych pripravka dispergovanych ve vodé a u silné polarnich
organickych  latek  nerozpustnych v organickych  nosi¢ovych
rozpousteédliech Ize aplikaci usnadnit jejich rozpusténi ve slabém roztoku
komer¢niho sm&edla (napi. smécedla Agral, Cittowett, Lubrol, Triton,
Tween).

Pripravi se vhodné kontrolni roztoky, tzn. pouziji-li se k rozpusténi
zkusebni latky rozpoustédio nebo dispergator, pouziji se dvé samostatné
kontrolni skupiny: roztok ve vodé aroztok srozpoustédlem/nosi¢em.
POSTUP

XVI1.1.6.1 ZkuSebni a kontrolni skupiny

Pocet zkousenych davek ajejich paralelnich experimenti by mél spltiovat
statistické pozadavky na stanoveni LDsp na hladiné spolehlivosti 95 %.
Zpravidla se pro zkousku pozaduje aespon pét zkusebnich koncentraci
tvoricich geometrickou fadu sfaktorem neprekracujicim 22 a
pokryvagjicich rozsah pro LDsy. Pocet davek se vsak stanovi s ohledem na



smérnici  kiivky toxicity (davka versus mortalita) a sohledem na
statistickou metodu zvolenou pro analyzu vysdedki. Vhodné davky je
mozné zvolit pomoci orientac¢ni zkousky.

Kazda zkusebni koncentrace se poda alespon tiem paralelnim zkusebni
skupindm o 10 v¢el&ch.

Vedle zkusebnich skupin se nasadi aespon tti kontrolni skupiny, kazda o
10 veelach. Je-li pouzito organické rozpoustédio nebo smécedlo, zaradi se
dalsi tfi kontrolni skupiny po 10 véeléch pro rozpoustédio a smacedlo.

XVI11.1.6.2 Referencni latka

V rédmci zkusebnich skupin musi byt pouzita referencni latka. Vyberou se
alespon tifi davky pokryvajici ocekavanou hodnotu LDsy. Pro kazdou
zkusebni davku se nasadi alespon tii paraelni klicky po 10 vcelach.
Uptednostiiovanou referencni latkou je dimethodt, pro n¢jz se uvadi LDsp,
24 h, kontaktné v rozmezi 0,10 — 0,30 pg ucinne latky na veéelu (2). Jsou
vsak prijatelné i jiné referencni 1atky, pokud |ze predlozit dostatek Udajt
pro ovéieni o¢ekavané reakce na davku (napi. parathion).

XVI1.1.6.3 Expozice
XVI11.1.6.3.1 Podavani davek

U narkotizovanych véel se jednotlivé provede lokélni aplikace. Vedy se
néhodn¢ rozdéli do raznych zkusebnich a kontrolnich skupin. Objem 1 pl
roztoku obsahujici zkusebni ladtku ve vhodné koncentraci se aplikuje
mikroaplikdtorem na zédovou oblast hrudniku kazdé veéely. Mohou byt
pouzity i jiné objemy, je-li to opodstatnéné. Po aplikaci se véely umisti do
zkusebnich klicek a zasobi se cukernym roztokem.

XVI11.1.6.3.2 Délka expozice

Zkouska ma trvat nejlépe 48 h. Jestlize mortalita v prabéhu 24 a 48 h
roste, je vhodné zkousku prodlouzit na maximané 96 h, pokud kontrolni
mortalita neprekracuje 10 %.

XVI11.1.6.4 Pozorovani

Mortalita se zaznamen& po 4 h od aplikace a poté po 24 h a 48 h. Je-li
nezbytné pozorovani prodlouzit, provedou se dasi vyhodnoceni
v 24hodinovych intervalech az do maximané 96 h, pokud mortalita
v kontrolnich skupinéch neprekracuje 10 %.

Zaznamena se neobvyklé chovani pozorované béhem doby zkousky.

XVI11.1.6.5 Limitni zkou$ka

XVII.2.
XVIl.2.1

V nekterych ptipadech (napi. ocekavéli se u latky nizka toxicita) muze
byt provedena limitni zkouska za pouziti 100 ug G¢inné latky na veéelu
s cilem prokéazat, ze LDsp je vyssi nez tato hodnota. Postupuje se stejnym
zpasobem, véetné nasazeni tii paralelnich zkusebnich skupin pro kazdou
zkusebni davku, odpovidgjicich kontrolnich skupin a pouziti referencni
l&ky. Dojde-li kudhynim, musi se provést Uplna studie. Jsou-li
pozorovany subletalni G¢inky (viz bod 1.6.4), zaznamenagji se.

DATA A ZPRAVY

DATA

Data se shrnou do tabulky, pii¢emz se pro kazdou zkusebni skupinu,
kontrolni skupiny a skupiny sreferencni latkou uvede pocet pouzitych
véel, mortalita v kazdém pozorovacim case a pocet veel sneprizniveé
ovlivnénym chovanim. Udaje o mortdité se analyzuji vhodnymi
statistickymi  metodami  (napi. probitovou  analyzou, klouzavym
pramérem, prolazenim binomického rozdéleni) (3, 4). Sestroji se kiivky



zavidosti davka-reakce pro kazdy ¢as pozorovani (tj. 24 h, 48 h a podle

potieby 72 h, 96 h) a vypoctou se smeérnice kiivek a stiedni letalni davky

(LDso) s 95% intervalem spolehlivosti. Korekce na mortalitu v kontrolnich

skupinéch lze provést Abbottovou korekci (4,5). LDsy se vyjadii v ug

zkusebni latky naveelu.
XVI1.2.2  PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:
XVII1.2.2.1 ZkouSena latka

— fyzikdni stav afyzikané¢-chemicke viastnosti (napi. stélost ve vode,
tlak par),

— Udaje o chemické identité véetné strukturniho vzorce, ¢istota, (tj. u
pesticidi identita a koncentrace Ucinné latky (G¢innych |atek)).

XVI1.2.2.2 Testovaci druh

— védecky nézev, plemeno, priblizné stéfi (v tydnech), metoda vybéru
shromézdeéni veel, datum vybéru,

— informace o v¢elstvech pouzitych pro shromézdéni testovacich vee,
vcéetre informaci o zdravotnim stavu, nemocech dospélci, o
piipadné piiprave atd.

XVI1.2.2.3 ZkuSebni podminky

— teplotaardativni vihkost v experimentdni mistnosti,

—  podminky chovu v¢etre typu, velikosti a materidu klicek,

— metody aplikace zkousené latky, napr. pouzité nosné rozpoustédlo,
aplikovany objem zkusebniho roztoku, pouzité anestetikum,

— usporadani zkousky, napt. pouzité zkusebni davky a jgich pocet,
pocet kontrolnich skupin, pro kazdou dévku a kontrolu pocet
paraelnich klicek a pocet véel naklicku,

—  datum zkousky.

XVI1.2.2.4 Vysledky

— vysledky predbézné orientat ni zkousky, byla-li provedena,

— prim&ni dataa dataa mortalita pro kazdou zkousenou davku
v kazdém case pozorovani,

— graf kiivek zavidosti ddvka-odezva na konci zkousky;

— hodnoty LDso s95% intervaly spolehlivosti pro kazdy doporuceny
¢as pozorovani, ato pro zkousenou latku a referencni latku,

—  statistické metody pouzité pro stanoveni LDsy,

— mortaitav kontrolnich skupinach,

— jiné pozorované nebo zmeérené biologické Ucinky a jakékoli
neobvyklé reakce vedl,

— jakakoli odchylka od zde popsaného zkusebniho postupu metody a
jiné dulezité informace.
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METODA PRO STANOVENI ADSORPCE / DESORPCE

V ROVNOVAZNEM STAVU — metoda C.18 podle piilohy smérnice 2001/59/ES

XVIIIL.
XVIII.1.
XVII.1.1
XVII1.1.2

METODA

Tato metoda je replikou metody OECD TG 106 pro stanoveni pudni
adsorpce/desorpce nésadovou rovnovaznou metodou (Batch Equilibrium
Method) (2000).

UvoD

Tato metoda se opira o okruzni testy a semina o vybéru pid pro vyvoj
zkousky adsorpce (1, 2, 3, 4) arovnéz o existujici narodni metodiky (5, 6,
7,8,9, 10, 11).

Studie adsorpce/desorpce jsou uzitecné pro ziskavani dilezitych informaci
0 mobilite a distribuci chemickych latek v padnich, vodnich a vzdusnych
sozkéch biosféry (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21). Informace Ize
pouzit k predpovedi nebo napi. odhadu dostupnosti chemicke latky pro
rozklad, (22, 23), transformace a piijmu organismy (24), vymyvani
padnim profilem, (16, 18, 19, 21, 25, 26, 27, 28); t¢kani z pady (21, 29,
30); odtoku z padniho povrchu do vod (18, 31, 32). Data o adsorpci
mohou byt pouzita pro Ucely porovnéni a modelovani (19, 33, 34, 35).
Rozdéleni chemické latky mezi padu a vodni fazi je dozity proces, ktery
zavisi na fadé raznych faktora: na chemické povaze létky (12, 36, 37, 38,
39, 40), na charakteristikach pady (4, 12, 13, 14, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49) anaklimatickych faktorech, jako jsou srézky, teplota, sSlunecni
svit a vitr. Pocetné fenomény a mechanismy Ucastnici se adsorpce
chemické laky v pudé tedy nelze vcelém rozsshu definovat
zjednodusenym laboratornim modelem, najakém je zalozena tato metoda.
Prestoze nelze timto pokusem podchytit vsechny mozné pripady
Z zivotniho prostiedi, poskytuje cenné informace o vyznamnosti adsorpce
chemické latky z hlediska zivotniho prostiedi. Viz také obecny Gvod.
POUZITI

Tato metoda je zaméiena na odhad adsorpcniho/desorpéniho chovani
l&tky v padéch. Cilem je ziskat sorpcni charakteristiky, které 1ze pouzit
pro predpoved’ rozdéleni za nejriznéjsich podminek v Zivotnim prostiredi;
k tomuto Gcelu se pro chemickou l&tku stanovuji rovnovéazné adsorpéni
koeficienty v riznych puadach jako funkce pudnich charakteristik (napt.
obsahu organického uhliku, obsahu jilu, padni textury a pH). Pro co
nejsirsino podchyceni interakci dané I&tky spuadami vyskytujicimi se
v prirodé musi byt pouzity pri zkousce razné druhy pud.

V této metodé vyjadiuje adsorpce proces vazani chemické latky na padni
povrch; nerozlisuje se mezi raznymi adsorpénimi procesy (fyzikdni a
chemickou adsorpci) a procesy, jako jsou povrchové katalyzovany



rozklad, adsorpce velkych mnozstvi nebo chemicka reakce. Adsorpce na

koloidnich ¢asticich (pramer < 0,2 um) vznikajicich v ptidé se nebere

v Uvahu.

Padnimi parametry, které jsou povazovany za nejdalezitéjsi, jsou: obsah

organického uhliku (3, 4, 12, 13, 14, 41, 43, 44, 45, 46, 47, 48), obsah jilu

a pudni textura (3, 4, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48) a pro disociyjici

slouceniny také pH (3, 4, 42). Dalsimi padnimi parametry, které mohou

mit vliv na adsorpci/desorpci urcité latky jsou efektivni kationtova
vyménna kapacita (ECEC), obsah amorfnich oxidi zeleza a hliniku,

zeiména u vulkanickych atropickych pad (4) arovnéz mérny povrch (49).

Zkouska je navrzena pro posouzeni adsorpce chemické latky na raznych

druzich pad sriznym obsahem organického uhliku, jilu, rdznou pudni

texturou araiznym pH. Je trojstupnova:

Stupei 1: Predb¢zna zkouska za Gcel em stanoveni:

—  poméru pada/roztok,

— rovnovéazného adsorp¢niho ¢asu a mnozstvi zkousené
latky adsorbovaného v rovnovéze,

— adsorpce zkousené latky na st¢nach zkusebni nadoby
astélosti zkousené latky v prubéhu zkousky.

Stupen 2: Screeningova zkouska: studie adsorpéni  kinetiky a
stanoveni distribucnich koeficientt Ky a Ko, pro pét druha
pud ajednu koncentraci.

Stuper 3: Stanoveni Freundlichovych isotherm za uUcelem zjisténi
vlivu koncentrace na velikost adsorpce na pudach.

Studie desorpce prostrednictvim desorpéni kinetiky/ Freundlichovych

desorpenich isotherm (dodatek 1).

XVII1.1.3 DEFINICE A JEDNOTKY

Symbol Definice Jednotky
4 procento adsorpce v ¢aset, %
Ay, procento adsorpce v adsorpéni rovnovéze %
m (1) mnozstvi zkousené latky adsorbované na puadé |ug
P viaset
mZ“S(Ati) mnozstvi zkousené latky adsorbované na pudé za|ug
casovy interval Az,
mgdS(eq) mnozstvi zkousené |&ky adsorbované na puadé |ug

v adsorpéni rovnovéze

mnozstvi zkousené laky ve zkusebni nadobé na|ug

m
° zacatku adsorpeni zkousky

m=(t) mnozstvi zkousené latky nametené v podilu (vi) |HO
v okamziku ¢;

m™ (eq) mnozstvi zkousené latky v roztoku v adsorpéni |ug
rovnovaze

M yn monontvi pudni féze vyjédiené v suché hmotnosti |g
pidy

Ca hmotnostni koncentrace zasobniho roztoku latky Hg-cm™

C, pocéteni  hmotnostni  koncentrace  zkusebniho | pg-cm™
roztoku v kontaktu s padou

C2(t,) hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi v ¢ase ug-cm'3
t, kdy je provadéna andyza

C;dS(eq) mnozstvi 1atky adsorbované na padé v adsorpini |pg-cm

rovnovaze




Symbol Definice Jednotky
C(eq) hmotnostni  koncentrace laky ve vodné fazi |pg-cm™
Vv adsorp¢ni rovnovaze
v, pocétecni objem vodné féze v kontaktu spadou |cm?®
b&hem adsorpéni zkousky
v objem podilu, ve kterém je latka stanovovéna cm’®
K, distribu¢ni koeficient pro adsorpci cmig?
K, adsorpsni koeficient normalizovany na organicky |cm>g’
uhlik
K distribu¢ni  koeficient normalizovany na obsah|cmig?
8 organického materidlu
K Freundlichav adsorpeni koeficient ug- " (em¥) gt
1/n Freundlichiv exponent
D, procento desorpce v ¢aset; %
D,, procento desorpce za ¢asovy interval At, %
Ky zdanlivy desorpni koeficient cm’g!
K= Freundlichiiv desorpeni koeficient ugt v (cmd) Vgt
m® (1) mnozstvi zkousené 1&tky desorbované z pady v éase | g
]
m® (At) mnozstvi zkousené latky desorbované z pudy za|pg
Sasovy interval At
m= (eq) analyticky stanovené mnozstvi latky ve vodné fézi | g
v desorpéni rovnovéze
m® (eq) celkové mnozstvi zkousené latky desorbované |ug
Vv desorpeni rovnovaze
mgS( At) mnozstvi latky, kterd zastava adsorbované na padeé | g
po uplynuti ¢asového intervalu At
m?, mnozstvi latky, které zbylo (aniz se adsorbovalo) po |ug
ustaveni adsorpcni rovnovéhy, a to v dudedku
nekvantitativni vymeény objemu vodné faze
C*(eq) mnozstvi zkousené latky, které zistalo adsorbované | pg-g™
na pudé v desorpéni rovnovaze
C*(eq) hmotnostni  koncentrace laky ve vodné fazi |pg-cm™
v desorpéni rovnovaze
V. celkovy objem vodné féaze vkontaktu spadou |cm?®
béhem experimentu pro studium desorpéni kinetiky
provedeného sériovou metodou
V. objem supernatantu odebraného ze zkusebni nédoby | cm?
po dosazeni adsorpéni rovnovéhy a nahrazeného
stejnym objemem 0,01M roztoku CaCl,
P objem podilu odebraného k analyze od okamziku ¢, |cm?®
: b&hem experimentu pro studium desorpéni kinetiky
provedeného sériovou metodou
4 objem roztoku odebraného ze zkusebni nédoby (i) |cm?®
' ke stanoveni zkowsené latky v experimentu pro
studium desorpcni kinetiky (paralelni metoda)
VF objem roztoku odebraného ze zkusebni nédoby ke |cm?®
' stanoveni zkousené latky v desorpéni rovnovaze
MB mnozstevni bilance %
me celkové mnazstvi  zkousené latky extrahované |ug
Z pudy a ze stén zkusebni nadoby ve dvou krocich
V. objem supernatantu ziskany po dosazeni adsorpini |cm?®
rovnovéhy
P, rozdélovaci koeficient oktanol/voda

disocia®ni konstanta




XVIIl.1.4

XVIII.1.5

XVII1.1.6

Symbol Definice Jednotky

s, rozpustnost ve vock gl™

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Znamé objemy roztoka zkousené laky o zndmé koncentraci, znatené

nebo neznacené radionuklidy, se v 0,001M CaCl, pridgi k padnim

vzorkim o znamé susing, které byly piedbézné uvedeny do rovnovéhy

s0,01IM CaCl,. Smeés se piimétenou dobu protiepava. Pidni suspenze se

poté oddéli centrifugaci a podle pozadavka Zfiltruje a vodna féaze se

analyzuje. Mnozstvi zkousené létky adsorbované na piadnim vzorku se

vypocte z rozdilu mezi poc¢atecnim mnozstvim zkousené latky v roztoku a

mnozstvim, které v ném zbylo nakonci experimentu (neprima metoda).

Alternativné |ze adsorbované mnozstvi zkousené latky stanovit také piimo

analyzou pudy (piima metoda). Tato metoda, ktera zahrnuje postupnou

extrakci vhodnym rozpoustédlem se doporucuje v piipadech, kdy nelze

presné stanovit rozdil koncentraci latky v roztocich. Jde napiiklad o tyto

pripady: adsorpce zkousené latky na sténach zkusebnich nédob, nestalost

zkousené latky v poméru k délce experimentu, nizka adsorpce s malou

zménou koncentrace v roztoku a vysoka adsorpce, jgimz dasledkem je

nizka koncentrace, kterou nelze presné stanovit. Pouzije-li se latka

znacena radioizotopy, lze extrakci pady obegit analyzou pudni faze

spocivajici v jgim spdeni a v meéteni kapainovou scintilacni

spektrometrii. Méfeni  kapalinovou scintilacni  spektrometrii  je

nespecifickou technikou, ktera nerozlisuje mezi matefskymi a

transformacnimi produkty; méla by tedy byt pouzita pouze tehdy, je-li

zkousené chemicka latka po celou dobu studie stala.

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

Chemikdlie musi byt analytické cistoty. Doporucuje se pouziti

radioizotopové neznatenych zkousenych latek se zndmym dlozenim a

alesponn 95% cistotou, nebo zkousenych latek znacenych radioizotopy,

které maji znamé dlozeni a jsou radioizotopové cisté. U  stopovaci

s kratkym polo¢asem rozpadu musi byt provedena korekce na rozpad.

Pred provadknim zkousek adsorpce-desorpce by mély byt o zkousené

|&tce znamy tyto informace:

a) rozpustnost ve vodeé (A.6);

b) tlak par (A.4) a/nebo Henryho konstanta;

c)  abioticky rozklad: hydrolyzajako funkce pH (C.7);

d) rozdélovaci koeficient (A.8);

€) snadna rozlozitelnost (C.4) nebo aerobni a anaerobni transformace
Vv pude;

f)  pK,disociovatelnych latek;

g) piima fotolyza ve vode (tj. UV-Vis absorpeni spektrum ve vodg,
kvantovy vytézek) afotodegradace v padé.

POUZITELNOST ZKOUSKY

Zkouska je pouzitelna u latek, pro néz existuje anaytickd metoda

sdostatecnou sprévnosti. Dulezitym parametrem, ktery muze ovlivnit

spolehlivost vysledku, zeiména pii nepiimé metodg, je stdlost zkousené

l&tky po celou dobu zkousky. Je tedy nezbytné ovérit stabilitu v predbézné

studii; je-li v prabéhu zkousky pozorovana transformace |atky, doporucuje

se, aby bylav hlavni studii provedena analyzajak padni, tak vodné faze.




Obtize mohou nastat pii provadéni této zkousky u latek snizkou

rozpustnosti ve vodg (Sy<10* gl ™) a rovn&z u silng nabitych latek

v dusledku toho, Zze koncentraci ve vodné fazi nelze zmérit s dostatecnou

spravnosti. V téchto pripadech musi byt podniknuty dalsi kroky.

Doporuceni pro feseni téchto problémi je uvedeno v prislusnych ¢astech

této metody.

Pii zkouseni tekavych latek je tieba dbat na to, aby nedoslo v pribéhu

studie ke ztrétam.

XVII.1.7 POPISMETODY
XVII1.1.7.1 Pristroje, pomiicky a reak¢ni ¢inidla

Standardni laboratorni vybaveni, zef ména:

a)  Zkumavky nebo nadoby pro provedeni experimenti. Je dilezité, aby
tyto zkumavky nebo nédoby
—  pattily k centrifuze, aby se minimaizovaly nepresnosti

v disledku manipulace a prenasenti,
— byly zinertniho materidlu, ktery minimalizuje adsorpci
zkousené latky najegjich sténach.

b) Misici zatizeni: pieklgpéci misi¢ nebo rovnocenné zatizeni; misi¢
musi v prabéhu miseni udrzovat padu v suspenzi.

c) Centrifugas nejlépe vysokootackova, napf. s odstiedivym
zrychlenim>3000g, snastavenim teploty, schopnd odstiedit
z vodného roztoku ¢astice o prumgru vétsim nez 0,2 um. Kyvety by
mély byt béhem tiepani a centrifugace opatieny vicky, aby nedoslo
ke ztrédtam tékavych latek a vody; aby se minimalizovala adsorpce
na vickach, pouziji se vicka z neadsorbujicich materialt, napi. vicka
se zavitem potazenateflonem.

d) Volitené filtra¢ni zarizeni; filtry o velikosti pora 0,2 um, sterilni,
na jedno pouziti. Zvl&stni pozornost by méla byt vénovéna volbé
filtra¢niho materidlu, aby na ném nedoslo kza&dnym ztratam
zkousené latky; u spatré rozpustnych zkousenych latek se organicky
filtracni materid nedoporucuje.

€)  Analytické pristroje vhodné pro méteni koncentrace zkousené | atky.

f)  Laboratorni sus&na umoznujici udrzovat teplotu od 103 °C do
110 °C.

XVI11.1.7.2 Charakterizace a vybér pid

Pady by meély byt charakterizovany tiemi parametry, které jsou

povazovany za nhedulezitési pro adsorpéni  kapacitu:  obsahem

organického uhliku, obsahem jilu a padni texturou a hodnotou pH. Jak jiz
bylo uvedeno, (vizoddil Pouziti), mohou mit vliv na dalsi

adsorpci/desorpci ur¢ité latky fyzikaneé-chemické charakteristiky pudy a

meély by byt v takovych ptipadech zohlednény.

Metody pouzité pro charakterizaci pady jsou velmi dilezité a mohou

vyznamné ovlivnit vysledky. Doporucuje se tedy, aby bylo podle

odpovidgjici metody 1SO (1SO-10390-1) pH méieno v 0,01M CaCl, (jde o

roztok pouzity pii zkouseni adsorpce/desorpce). Doporucuje se rovrnez,

aby byly ostatni dalezité pudni charakteristiky stanoveny standardnimi
metodami (napt. 1SO ,, Handbook of Soil Analysis"); to umaozni, aby byla
analyza sorpcénich dat zalozena na mezindrodné standardizovanych

padnich parametrech. Nékteré existujici standardni metody andyzy a



charakterizace pady jsou uvedeny v literatuie (50 — 52). Ke kalibraci
metod zkouseni pad se doporucuji referenéni pady.

Navod pro vybér pad pro adsorpéni/desorpéni experimenty je uveden
v tabulce 1. Sedm vybranych druha piad pokryva puadni druhy vyskytujici
se v mirném zemgpisném pasmu. V piipadé disociovatelnych zkousenych
l&tek by mély vybrané pudy pokryvat sirokych rozsah pH, aby bylo mozné
hodnotit adsorpci latky v jgi disociované a nedisociované formeé. Navod
k volb¢ poctu riznych pad, které maji byt pouzity v jednotlivych stadiich
zkousky, je uveden v bod¢ 1.9. Provedeni zkousky.

Uprednostiji-li se jiné druhy pad, mély by byt charakterizovany stejnymi
parametry a jegjich charakteristiky by se mély pohybovat ve stgfném
rozpéti jako v tabulce 1, trebaze kritériim neodpovidaji piesné.

Tabulkal: Navod pro vybér pudnich vzorki pro adsorpci/desorpci
Druh Rozsah pH Obsah Obsahjilu Textura pidy*
pady | (v 0,01M CaCly) organického (%)

uhliku

(%)

1 45-55 10-20 65- 80 jil
2 >75 35-50 20- 40 jilovitohlinita
3 55-7,0 15-30 15- 25 prachovitohlinita
4 40-55 30-40 15- 30 hlinita
5 <40-60° <05-15>° <10-15° hlinitopiszita
6 >7,0 <05-107%° 40- 65 jilovitohlinita/jil
7 <45 >10 <10 pisek/hlinitopistita

Podle FAO a severoamerického systému (85).

Hodnoty jednotlivych parametrti by mély pokud mozno lezet v uvedeném rozsahu.
Vyskytnou-li se obtize pti hledani vhodného pidniho materidlu, jsou prijatelné
hodnoty lezici pod uvedenym minimem.

U pud s obsahem organického uhliku nizsim nez 0,3 % mize byt porusena korelace
mezi obsahem organického uhliku a adsorpci. Doporucuji se tedy pudy
s minimalnim obsahem organického uhliku 0,3 %.

XVII1.1.7.3 Sbér a uchovavani pudnich vzorki
XVI1.1.7.3.1 Sher

Neni doporucena za&dna specificka technika odbéru vzorku; technika

odbéru zavisi naucelu studie (53, 54, 55, 56, 57, 58).

Je treba zohlednit:

a) nezbytné jsou informace o historii lokality; zahrnuji informace o
lokaliteé, vegetaci, pouziti pesticidd nebo hnojiv, o biologickych
vnosech nebo ndhodné kontaminaci. Pokud jde o popis mista
odbéru, méla by byt dodrzena doporuceni normy 1SO o vzorkovani
puad (1SO 10381-6);

b) misto odbéru musi byt definovano soufadnicemi UTM (Universal
Transversal Mercator-Projection/European Horizontal ~Datum)
nebo zemépisnymi souradnicemi; to by mohlo umoznit opakovany
odbér dané putdy v budoucnu nebo usnadnit definovani pidy podie
raznych klasifikacnich systémt pouzivanych v raznych zemich.
Kromé toho by méla byt vzorkovan pouze horizont A do maxima ni
hloubky 20 cm. Zvlasté jeli u piadniho druhu ¢. 7 soucasti pady
horizont 0y,, mél by byt zahrnut do vzorkovéni.

Padni vzorky by meély byt prepravovany v kontejnerech a za teploty, jez

zaruci, ze nedojde k vyrazné zmen¢ pavodnich charakteristik pady.

XVIII.1.7.3.2 Uchovavani



Prednost se dava se pourziti cerstvé odebranych pud. Pouze neni-li to
mozné, mohou byt pudy uchovavany pii teploté okoli, pripadné vysusené
na vzduchu. Pro dobu uchovavani neexistuje zadny doporuceny limit, ale
pudy uchovavané déle nez tii roky by mely byt pied pouzitim
analyzovany na obsah organického uhliku, pH a CEC (kationtovou
vymeénnou kapacitu).

XVI.1.7.3.3 Zpracovani piidnich vzorku a jejich priprava ke zkousce

Pady se vysusi na vzduchu pii teploté okoli (nejlépe pti 20— 25 °C).
Rozruseni pud se provede minimalni silou, aby se pavodni textura pady
zménila co nggméng. Pady se prosgji na situ <2 mm; pti prosévani by
meéla byt dodrzovana doporuceni normy SO (1SO 10381-6). Doporucuje
se opatrna homogenizace, nebot’ zlepsuje reprodukovatelnost vysledka.
VIhkost kazdé pudy se stanovi na tiech dil¢ich vzorcich zahtivanim na
105 °C, dokud se vyznamné meéni hmotnost (piiblizné 12 h). Ve vsech
vypoc¢tech je hmotnosti pudy hmotnost po swseni (susina), tj. hmotnost
pudy korigovana na obsah vihkosti.

XVII1.1.7.4 Priprava zkousené latky pro aplikaci na pidu

XVII1.1.8

Zkousena latka se rozpusti v 0,01M roztoku CaCl, v destilované nebo
deionisované vodk; roztok CaCl, se pouzije jako vodna rozpoustédiova
faze ke zlepseni centrifugace a minimaizaci kationtové vymeny.
Koncentrace zasobniho roztoku by méla byt nejlépe o tii fady vyssi nez
mez stanovitelnosti pouzité analytické metody. Tento prédh zabezpetuje
presnost meieni sohledem na metodiku, jez je zakladem tohoto postupu;
kromé toho by m¢la byt koncentrace zasobniho roztoku pod rozpustnosti
zkousené létky ve vodé.

Zasobni roztok se pripravuje nejlépe tésné pred aplikaci na padni vzorky a
uchovava se uzavieny v temnu pii 4 °C. Skladovatelnost zavisi na stal osti
zkousené latky anajegi koncentraci v roztoku.

Pouze u §patné rozpustnych laek (S, < 10* gl muze byt nezbytné
pouzit solubilizacni cinidlo, je-li obtizné zkousenou l&ku rozpustit.
Solubiliza¢ni ¢inidlo: @ by melo byt misitelné svodou, napi. methanol
nebo acetonitril, b) jeho koncentrace by neméla piekrocit 1 % celkového
objemu zasobniho roztoku a jesté méné by ho mélo byt vroztoku
piichazejicim do kontaktu s padou (nejlépe v koncentraci nizsi nez 0,1 %),
a c) nenelo by byt surfaktantem nebo by nemélo podiéhat solvolytickym
reakcim se zkousenou chemickou l&kou. Pouziti solubilizatniho ¢inidla
by mélo byt uvedeno a odivodnéno v pirehledu dat.

Jinou moznosti u Spatné rozpustnych léatek je jgich primichani do systému
(spiking): zkousend l&tka se rozpusti v organickém rozpoustédie a aikvot
se pridd do smési pady a 0,01M roztoku CaCl, v destilované nebo
deionisované vodé. Obsah organického rozpoustédla ve vodné fazi by mél
byt co ngnizsi a obvykle by nemél piekrocit 0,1 %. Nedostatkem
prfimichani v organickém rozpoustédie je nereprodukovatelnost objemu.
To muze znamenat zaneseni dalsi nepiesnosti, nebot koncentrace
zkousené | atky a spolurozpoustédla nebyvaji ve vsech zkouskach tytéz.
PREDPOKLADY PRO PROVEDENI ZKOUSKY
ADSORPCE/DESORPCE

XVII1.1.8.1 Analytickd metoda

Klicovymi parametry, které mohou mit vliv na spravnost meéieni sorpce,
jsou spravnost metody analyzy jak roztoku, tak adsorbované faze, stélost a



Cistota zkousené latky, dosazeni sorpcni rovnovahy, velikost zmeény
koncentrace v roztoku, pomér puda/roztok a zmeény v padni struktuie
béhem ustavovani rovnovahy (35, 59 — 62). Nékteré priklady tykajici se
problematiky spréavnosti jsou uvedeny v dodatku 2.
Spolehlivost pouzité anaytické metody musi byt ovérovana pri
koncentracich, které se mohou vyskytnout v pribéhu zkousky. Je na
experimentatorovi, aby vyvinul vhodnou metodu snaezitou spravnosti,
presnosti, reprodukovatel nosti, mezi stanovitelnosti avytézkem. Navodem
k provedeni takové zkousky je nize uvedeny experiment.
Vhodny objem 0,01M CaCl,, napi. 100 cn®, se protiepava 4 h s napt. 20 g
pudy o vysoké adsorpcni schopnosti, tj. svysokym obsahem organickénho
uhliku a jilu; tato hmotnost a objem se mohou meénit podle pozadavki
analyzy, avsak pomér padalroztok 1:5 je vhodnou vychozi hodnotou.
Smés se odstiedi a vodnou fazi |ze Zfiltrovat. K vodné fazi se prida urcity
objem zasobniho roztoku zkousené létky, aby bylo dosazeno nomindni
hodnoty v koncentratnim rozsahu, ktery se mize vyskytnou v prabéhu
zkousky. Tento objem by nemél prekrocit 10 % konec¢ného objemu vodné
féze, aby byl charakter roztoku pied ustavenim rovnovahy zménén co
ngjméné. Roztok se analyzuje.
Zalozi se jeden slepy pokus spiadou a roztokem CaCl, (bez zkousené
l&tky) scilem odhalit nahodné chyby analytické metody a matricové jevy
Zptisobené padou.
Mezi analytické metody, které mohou byt pouzity v sorpénich métenich,
patii plynova chromatografie skapanhou stacionarni fazi, (GLC),
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), spektrometrie
(napt. GC/hmotnostni spektrometrie, HPLC/hmotnostni spektrometrie) a
kapalinova scintiladni spektrometrie (pro latky znatené radioizotopy). Bez
ohledu na pouzitou analytickou metodu se za piiméiené povazuji vyteézky
od 90 % do 110 % nomindni hodnoty. M&i byt mozné provést stanoveni
a zhodnoceni poté, co dojde k rozdéleni, musi byt meze stanovitelnosti
analytické metody alespon o dvatady nizsi nez nominani koncentrace.
Charakteristiky a meze stanovitel nosti analytické metody pouzitelné pro
provedeni studii adsorpce hraji vyznamnou roli pii definovéani zkusebnich
podminek a pii celém experimentalnim provedeni zkousky. Tato metoda
sleduje obecny experimenta ni postup a obsahuje doporuceni a pokyny pro
aternativni feSeni, jsou-li analytickh metoda a laboratorni vybaveni
omezeny.

XVII1.1.8.2 Vybér optimalnich poméri pida/roztok
Vybér vhodnych poméra piadalroztok pro sorpéni studie zévisi na
distribu¢nim koeficientu Ky a na pozadovaném relativnim stupni adsor pce.
Zmeéna koncentrace latky v roztoku je uréujici pro statistickou spravnost
méfeni v dusedku formy adsorpéni rovnice a omezeni anaytické
metodiky pii stanovovani koncentrace chemické laky v roztoku.
V obecné praxi je tedy uzitecné urcit nékolik pevnych pomeért, pro néz je
adsorbovany podil vyssi nez 20 %, nejlépe > 50 % (62), a dbét na to, aby
byla koncentrace zkousené létky ve vodné fézi dostatecné vysoké pro jei
spravneé zmeteni. To je zvlaste dulezité u vysokych adsorbovanych podil .
Vyhovujici pristup k vybéru vhodnych poméra ptda/voda je zalozen na
odhadu hodnoty Ky bud predbéznymi studiemi, nebo zavedenymi
metodami odhadu (dodatek 3). Vhodny pomeér Ize poté vybrat na zakladé



grafického provedeni zavidosti poméru pudalroztok na Ky pro dany
adsorbovany podil (obrdzek 1). Vtomto grafickém vyjadieni se
predpokléadd, ze je adsorpéni rovnice linedrni*. Pouzitel ny pomér se ziska
upravenim rovnice pro Ky (4) do tvaru rovnice (1):
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Distribu¢ni koeficient Ky (cm*-g™)
Obrazek 1. Vztah mezi poméry ptida/roztok a hodnotou Ky pri riznych
adsorbovanych podilech zkousené latky

Na obrazku 1 jsou uvedeny pozadované pomery puda/roztok jako funkce
Ky pro ruzné arovré adsorpce. Napiiklad pii poméru pada/roztok 1:5 a pri
Kgqrovno 20 by doslo priblizné k 80% adsorpci. M&li dojit pti té&e
hodnoté Ky k 50% adsorpci, musi byt pouzit pomér 1:25. Tento pristup
k vybéru vhodnych poméra pada/roztok umoziiuje vyzkumnikovi pruzné
vyhovét experimentd nim potiebam.

Obtize nastévgji v oblastech, kdy se chemicka latka adsorbuje siln¢ nebo
velmi dabé. Je-li adsorpce nizka, doporu¢uje se pomer pada/roztok 1:1,
trebaze u nékterych vyslovené organickych druht pady muze byt

b (eq) =Ko Clg (eq)



k ziskéni suspenze nezbytny nizsi pomér. Analyticka metodika méreni
malych zmén koncentrace roztoku musi byt peclivd;, v opatném pripadé
bude méieni nepresné. Na druhé strané se mize pii velmi vysokych
distribu¢nich koeficientech Ky dospét az k poméru pada/roztok 1:100,
mé&li v roztoku zistat vyznamné mnozstvi chemické laky. Je vsak tieba
dbét na dobré promichani a musi byt ponechana dostate¢na doba k tomu,
aby systém dosahl rovnovéhy. Jinym piistupem je v téchto extrémnich
piipadech, kdy chybi vhodna metodika, odhadnuti hodnoty Ky metodou
zalozenou napiiklad na hodnotéch P, (dodatek 3). Mize byt uzitetny
zvl&ste u slabé adsorbovanych polarnich chemickych latek s P, <20 au
lipofilnich/silng adsorbovanych chemickych latek s P,, > 10%.
XVI111.1.9 PROVEDENI| ZKOUSKY
XVII1.1.9.1 ZkuSebni podminky
Vsechny experimenty se provadéji pri teploté okoli a pokud mozno pi
konstantni teploté od 20 °C do 25 °C.
Parametry odstred’ovani by mély umoznit odstranit z roztoku ¢éstice vetsi
nez 0,2 um. Tuto velikost maji ngimensi ¢astice povazované za pevné
Céstice a je hranici mezi pevnymi a koloidnimi ¢asticemi. Navod ke
stanoveni parametri odstied’ovani je uveden v dodatku 4.
Nezarucuje-li centrifuga, ze budou castice vétsi nez 0,2 um odstranény,
mohla by byt pouzita kombinace odstied’ovani afiltrace pies 0,2um filtry.
Tyto filtry musi byt z vhodného inertniho materialu, aby na nich nedoslo
k zadnym ztratdm zkousené latky. V kazdém pripadé by meélo byt
ov¢reno, ze pri filtraci nedochazi k zadnym ztratdm zkousené | atky.
XVII1.1.9.2 Stupeii 1 — piedbéZna studie
Ucel provedeni predbézné studie byl jiz uveden v oddile Pouziti.
Névodem pro zalozeni takoveé studie je nize navrzeny experiment.
XVIIN.1.9.2.1 Vybér optimalnich poméni puda/roztok
Pouziji se dva padni druhy a tiéi poméry pada/roztok (sest experimentu).
Jeden puadni druh s vysokym obsahem organického uhliku a nizkym
obsahem jilu a druhy padni druh s nizkym obsahem organického uhliku a
vysokym obsahem jilu. Jsou navrzeny nasledujici pomeéry pada/roztok:
— 50 g pidy a50 cm® vodného roztoku zkousené | &tky (pomer 1/1),
— 10g pady a50 cm?® vodného roztoku zkousené |atky (pomgr 1/5),
— 2 gpady a50 c® vodného roztoku zkousené 1atky (pomer 1/25).
Minimani mnozstvi pady, se kterym Ize experiment provest, zavisi na
laboratornim vybaveni a na G¢innostnich charakteristikach pouzitych
anal ytickych metod. Doporucuje se vsak pouzit alespon 1 g, anejlépe 2 g,
aby zkouska poskytla spolehlive vysledky.
Jeden kontrolni vzorek obsahujici pouze zkousenou latku v 0,01M CaCl,
(bez pudy) se podrobi naprosto stejnym krokium jako zkusebni systémy,
scilem owtit stdost zkousené latky v roztoku CaCl, a jegi moznou
adsorpci na sténéch zkusebni nadoby.
Stejnému zkusebnimu postupu se podrobi slepy vzorek skazdou pudou a
celkem 50 cm® 0,01M roztoku CaCl, (bez zkousené léatky). Ucelem je
kontrola pozad’ovych hodnot béhem analyzy scilem detekovat
interferujici latky nebo rozeznat kontaminované pady.
Vsechny experimenty véetné kontrolnich a slepych vzorku se provedou
alespoin dvojmo. Celkovy pocet vzorku, které by mély byt pro studii
pripraveny, |ze odvodit z metodiky, podle které bude postupovéano.



Metody pro predbéznou studii a hlavni studii jsou zpravidla stginé,
vyjimky jsou podle potieby uvedeny.
Vzorky vysusené na vzduchu se den pied experimentem uvedou pies noc
(12h) do rovnovéhy protiepavanim s45cm® 0,01M CaCl,. Poté se
uréitym objemem zésobniho roztoku zkousené I&tky upravi konecny
objem na 50 cm®. Tento objem pridaného zésobniho roztoku: &) by nemgl
byt vyssi nez 10 % konetného objemu 50 cm® vodné faze, aby byl
charakter roztoku pied ustavenim rovnovahy zmeénén co negméné; a
b) mél by zgjistit, ze bude pocétecni koncentrace zkousené latky
v kontaktu sptadou (Cp) aespoi 0 dva rady vyssi nez mez stanovitel nosti
analytické metody; tento prah zabezpetuje moznost proveést presné méreni
i pri vysoké adsorpci (> 90 %) a pozdgji stanovit adsorpcni izotermy.
Doporucuje se rovnéz, aby pocétecni koncentrace létky (Co) pokud mozno
nepiekracovala polovinu hodnoty rozpustnosti |atky.
Priklad vypoc¢tu koncentrace zasobniho roztoku latky (C,s) je uveden
nize. Predpoklada se mez stanovitelnosti 0,01 pg-cm™ a 90% adsorpce;
pocatecni koncentrace zkousené latky v kontaktu s padou by tedy méla
byt nejlépe 1 ug-cm"3 (o dva rady vyssi, nez je mez stanovitelnosti). Za
piedpokladu, ze bude priddn maximani doporuceny objem zésobniho
roztoku, tj.5cm® do 45cm*® 0,01M roztoku CaCl, pro ustaveni
rovnovéhy, (=10% piidavek zésobniho roztoku v celkovém objemu
vodné faze 50cm®), by me&la byt koncentrace zésobniho roztoku
10 pg-cm™; je o tii rady vysii nez mez stanovitelnosti analytické metody.
Hodnota pH vodné faze se méii pred kontaktem spadou a po ném, nebot’
hraje vyznamnou roli v celém adsorpénim procesu, zvl&sté u disociujicich
|&tek.
Smés se protiepavd, dokud se neustavi adsorpéni rovnovaha. Doba
nezbytnd k dosazeni rovnovéhy vpudé siiné kolisa v zavidosti na
chemickeé latce a pudé; zpravidla sta¢i 24 h (77). V predbézné studii 1ze
vzorky odebirat postupné v prabéhu michani po 48 h (napiiklad 4, 8, 24,
48 h). Cas anayzy by mél byt volen pruzné s ohledem na pracovni plan
laboratore.
Existuji dvé moznosti, jak provadét analyzu zkousené laky ve vodném
roztoku: @) paraleini metoda a b) sériova metoda. Je tieba zdiraznit, ze
ackali je paralelni metoda experimentdné naro¢ngjsi, je jgi matematické
zpracovani jednodussi (dodatek 5). Volba metodiky, podle které bude
postupovano, se vsak ponechava na experimentétorovi, ktery bude muset
zvézit dostupné laboratorni vybaveni a prostiedky.

a) Paralelni metoda: pro kazdy pomér pudalroztok se pripravi tolik
vzorki, kolik bude ¢asi, v nichz se ma provest vysetieni adsorpeni
kinetiky. Po centrifugaci a podle pozadavku po filtraci se z prvni
zkusebni nadoby odebere pokud maozno celd vodna faze a méii se
napt. po 4 h; vodnéa faze druhé zkusebni nadoby se takto zpracuje a
zméii po 8 h, vodné faze tieti zkusebni nadoby se takto zpracuje a
zZméfi po 24 h atd.

b)  Sériovd metoda: pro kazdy pomér pada/roztok se pripravi pouze dva
vzorky. V definovanych ¢asovych intervalech se smés zcentrifuguje
a faze se odd¢li. Maly podil vodné faze se ihned analyzuje na
zkousenou latku; v experimentu se poté pokracuje s puvodni smési.
Nasleduje-li po centrifugaci filtrace, mé¢la by mit laborator zatizeni



pro filtraci malych podila vodné faze. Doporucuje se, aby celkovy
objem odebraného podilu nepresahova 1% celkového objemu
roztoku, aby se vyznamné nezmenil pomér puadalroztok a aby se
nesnizilo mnozstvi rozpusténé latky dostupné béhem zkousky pro
adsorpci.
Procento adsorpce 4, se pro kazdy ¢as (1) vypocte z nominani pocatesni
koncentrace a namérené koncentrace v odbérovém case (¢;) po korekci na
hodnoty ze slepého pokusu. Sestroji se kiivky zavislosti 4, na case

(obrézek 1 v dodatku 5) za ucelem odhadu miry dosazeni rovnovézného
pl até’. Rovnéz se vypocte hodnota Kq v rovnovaze. Na zaklade této
hodnoty K4 se zobrazku 1 vyberou vhodné poméry pudalroztok tak, aby
adsorpce dosahovala vice nez 20 % a nejlépe vice nez 50 % (61). Vsechny
prislusné rovnice a zasady pro sestrojovani kiivek jsou uvedeny v oddile
Dataazpravy av dodatku 5.

XVI11.1.9.2.2 Stanoveni rovnovazného adsorpcniho casu a mnozstvi zkousené latky
adsorbovaneho v rovnovaze

Jak jiz bylo uvedeno, umoziuje kiivka zavidosti A4, nebo C*na tase
odhadnout dobu nezbytnou pro dosazeni adsorpéni rovnovéhy a
adsorbované mnozstvi zkusebni I&tky v rovnovéze. Priklady téchto kiivek
jsou na obrazcichl a 2 v dodatku 5. Rovnovéazny cas je ¢as nezbytny
k tomu, aby bylo v systému dosazeno platé.
Nevyskytuje-li se u ur¢ité pady platd, ale nepretrzity narast, muze to byt
zpasobeno komplikujicimi faktory, jako jsou biologicky rozklad a pomaa
difuse. Biologicky rozklad |ze prokézat opakovanim experimentu se
sterilizovanym vzorkem pudy. Neni-li ani v tomto piipadé dosazeno plato,
meél by experimentétor pétrat po jiném jevu, ke kterému by mohlo pii jeho
studiich dochézet; muze tak ucinit vhodnou zménou experimentélnich
podminek (teploty, doby protiepavéani, poméra pudalroztok). Ponechéva
se na rozhodnuti experimentétora, zda bude pokracovat ve zkusebnim
postupu i pres pripadné nedosazeni rovnovéahy.

XVI11.1.9.2.3 Adsorpce na sténach zkuSebni nadoby a stalost zkousené latky
Neékteré informace o adsorpci zkousené latky na sténach zkusebni nédoby
a rovnéz o stdlosti zkousené latky lze odvodit z analyzy kontrolnich
vzorka. Pozoruje-li se Ubytek vétsi, nez by odpovidalo obvyklé chybé
analytické metody, muze dochazet k abiotickému rozkladu a/nebo
adsorpci na sténach zkusebni néddoby. Tyto dva jevy lze rozlisit
dikladnym omytim stén nadoby znamym objemem vhodného
rozpoustédla a analyzou vyplachu na zkousenou l&ku. Neni-li zjisténa
adsorpce na sténéch zkusebni nadoby, je Ubytek dukazem abiotické
nestalosti zkousené laky. Jeli zjisténa adsorpce, je nezbytné zménit
materid zkusebnich néddob. Data o adsorpci ha sténéch zkusebnich nadob
ziskana v tomto experimentu vsak nelze primo extrapolovat na experiment
pada/roztok. Pritomnost ptidy bude mit na tuto adsorpci vliv.
Dalsi informace o stalosti zkousené létky |ze odvodit z mnozstevni bilance
vychozi latky provedené po urcitém ¢case. To znamend, ze se na zkusenou
l&tku analyzuji vodna féaze, extrakty pady a stény zkusebni nadoby. Rozdil

2 K odhadu dosazeni rovnovazného platé by mohly byt rovnéz pouzity kiivky zavislosti koncentrace
zkousené 1atky ve vodné fazi (C2) na case



mezi mnozstvim piidané zkowsené latky a souctem mnozstvi zkousené
l&tky ve vodné fézi, v extraktech pady a na st¢nach zkusebni nadoby je
roven mnozstvi, které se rozlozilo, vytékalo a/nebo se neextrahovalo. M&
li byt provedena mnozstevni bilance, mélo by byt v dobé experimentu
dosazeno adsorpéni rovnovahy.

Mnozstevni bilance se provede u obou druha pad a pro jeden pomér
puda/roztok u kazdé pady, u néhoz je Ubytek v rovnovaze vétsi nez 20 % a
nejlépe vétsi néz 50 %. Je-li experiment pro nalezeni poméru dokoncen
analyzou posledniho vzorku po 48 hodinach, faze se oddéli centrifugaci a
podle pozadavka filtraci. Odebere se pokud mozno veskera vodna faze a
k padé¢ se ptida vhodné extrakéni rozpoustédio (extrakéni koeficient
alespon 95 %) za Ucelem extrakce zkousené latky. Doporucuji se alespon
dvé extrakce za sebou. Stanovi se mnozstvi zkowené latky v padé a
v extraktech ze zkusebni nadoby a provede se mnozstevni bilance
(rovnice 10, Data a zpravy). Je-li nizsi nez 90 %, povazuje se zkousena
|&tka za nestdlou v poméru k délce zkousky. Studie vsak muze pokracovat,
piicenz se zohledni nestalost zkousené laiky; v takovém piipadke se
doporucuje, aby byly v hlavni studii analyzovény ohx faze.

XVII1.1.9.3 Stupeii 2 — adsorp¢ni kinetika pri jedné koncentraci zkouSené latky
Pouzije se pét druhi pad vybranych ztabulky 1. Je vyhodné zahrnout
mezi téchto pét pad nékteré nebo vsechny pudy z predbézné studie.
V tomto piipack nemusi byt stupen 2 opakovan pro puady pouzité
v predbézné studii.

Rovnovazny ¢as, pomér pada/roztok, hmotnost padniho vzorku, objem
vodné faze v kontaktu s padou a koncentrace zkouseneé latky v roztoku se
voli na zékladé vysledka predbézné studie. Analyzy se provadji nejlépe
po 2, 4, 6, 8 (podle moznosti také po10) a 24 h kontaktu s pudou;
protiepavani mize byt prodlouzeno az na maximané 48 h u chemickych
l&ek, u nichz je pro dosazeni rovnovahy podle vysledka piedbéznych
studii nezbytny delsi ¢as. Casy, kdy méa byt provedena analyza, 1ze volit
pruzne.

Kazdy experiment (s jednou pudou a sjednim roztokem) se provede
alesponi dvojmo, aby bylo mozné odhadnout rozptyl vydedku. S kazdym
experimentem se provede slepy pokus. Provede se spadou a s0,01M
roztokem CaCl, bez zkousené l&ky a se stejnou hmotnosti a objemem
jako v experimentu. Stejnému zkusebnimu postupu se podrobi kontrolni
vzorek zkousené latky v 0,01M roztoku CaCl, (bez pudy), ktery slouzi
jako pojistka proti necekanym vysledkam.

Procento absorpce se vypocte pro kazdy cas (4,) a pro kazdy interval

(4, ) (podie potieby) a vynese se proti ¢asu. Rovnéz se vypoctou

distribu¢ni  koeficient Ky vrovnovaze a adsorpéni  koeficient
normalizovany na obsah organického uhliku K, (pro nepolérni organické
chemické laky).

Vysledky zkousky adsorpeni Kinetiky

Pro popis sorpéniho chovani v padé je zpravidla dostatecné piesny
linearni model Ky (35, 78), ktery je vyrazem vlastni mobility chemickych
|&ek v padé. Napiiklad chemické laky sKy <1cm®g?t jsou v zésads
povazovany za zcela mobilni. Podobn¢ byla MacCalem etal (16)
vyvinuto klasifikaéni schéma mobility zalozené na hodnotéch Kou. Kromé



toho existuje klasifikatni schéma vymyvatelnosti zal ozené na vztahu mezi
KouwaDT-50" (1, 32, 79).
Podle studii statistickych chyb (61) nelze z poklesu koncentrace ve vodné
fazi presné odhadnout hodnoty Ky nizsf nez 0,3cm®g?, a to ani pii
nejpiiznivejsim (z hlediska spréavnosti) pomeéru padalroztok, tj. pii poméru
1:1. V takovém pripadé se doporucuje analyza obou fézi — pady i roztoku.
S ohledem na vyse uvedené poznamky se doporucuje pokra¢ovat ve studii
adsorpéniho chovani chemické laky v padé a jegi ptipadné mobility
stanovenim Freundlichovych adsorpénich isotherm pro ty systémy, u
nichz je presné stanoveni K4 mozné postupem, popsanym v této zkusebni
metod¢. Piesné stanoveni je mazné, jelli soucin hodnoty Ky a poméru
puda/roztok > 0,3 pii meéreni zalozeném na poklesu koncentrace ve vodné
fézi (neptima metoda), nebo jeli >0,1 pri analyze obou fazi (primé
metoda) (61).

XVII1.1.9.4 Stupenn 3 — adsorpéni isothermy a desorpéni kinetika/desorpcni
isothermy

XVII1.1.9.4.1 Adsorpcni isothermy
Pouzije se pét koncentraci zkowseneé latky, nejlépe v rozsahu dvou radu;
pii volbé koncentraci se zohledni rozpustnost ve vodé a vysledna
rovnovazna koncentrace ve vodné fézi. V prabéhu zkousky se u kazdé
pudy pouzije tentyz pomér puda/roztok. Adsorpéni zkouska se provede
vyse uvedenou metodou pouze stim rozdilem, ze se vodna faze analyzuje
pouze jednou po uplynuti doby, ktera je nezbytna pro dosazeni rovnovahy
a ktera byla stanovena diive ve stupni 2. Stanovi se rovnovazné
koncentrace v roztoku a adsorbované mnozstvi se vypocte z Gbytku
zkousené latky v roztoku nebo ptimou metodou. Adsorbované mnozstvi
na jednotku mnozstvi pady se vynese jako funkce rovnovazné koncentrace
zkousené létky (viz oddil Data a zpravy).
Vysledky z experimentu pro stanoveni adsorp¢nich isotherm
Z dosud navrzenych matematickych modelt adsorpénich isotherm se
k popisu adsorpénich procesi pouziva Freundlichova isotherma nej ¢ astéji.
Podrobngjsi informace o interpretaci a vyznamu adsorpénich modela jsou
uvedeny v literature (41, 45, 80, 81, 82).
Poznamka: Je tieba poznamenat, ze hodnoty K (Freundlichovych
adsorpénich koeficientl) pro ruzné laky lze porovnévat pouze tehdy,
jsou-li hodnoty K¢ vyjédieny ve stejnych jednotkach (83).

XVI11.1.9.4.2 Desorpéni kinetika
Ucelem tohoto experimentu je vysetiit, zda je chemicka |dtka adsorbovana
na puadé vratné nebo nevratn¢. Tato informace je dilezitd, nebot” desorpeni
proces hrge také dulezitou roli v chovéni chemické l&ky v padé.
Desorpéni data jsou krom¢ toho wzitetnym vstupem pro pocitacové
modelovani vyluhovani a pro simulaci vyplavovani rozpusténych |étek.
Je-li studie desorpce pozadovana, doporucuje se, aby byla nize popsana
studie provedena na kazdém systému, na kterém bylo v predchozim
experimentu pro studii adsorpéni kinetiky mozné provést presné stanoveni
K.
Podobn¢ jako u studie adsorpéni kinetiky existuji dvé moznosti, jak
postupovat pii experimentu pro studium desorpcni kinetiky: a) paralelni
metoda a b) sériovA metoda. Volba metodiky, podle které bude

1 DT-50: doba rozkladu 50 % zkousené létky.



postupovano, se ponechava na experimentatorovi, ktery bude muset zvazit

dostupné laboratorni vybaveni a prostiedky.

a) Pardelni metoda: pro kazdou pudu zvolenou pro pokroceni do
studie desorpce se pripravi tolik vzorka se stggnym pomerem
puda/roztok, kolik bude ¢asi, v nichz se ma studovat desorpeni
kinetika. Zvoli se nejlépe stginé casové intervay, jako u
experimentu pro studium adsorpcni kinetiky; celkovy ¢as se vsak
prodlouzi podle potieby, aby v systému bylo dosazeno rovnovahy.
S kazdym experimentem (s jednou pudou a sjednim roztokem) se
provede slepy pokus. Provede se s ptidou a s 0,01M roztokem CaCl,
bez zkousené latky se stggnou hmotnosti a objemem jako
v experimentu. Stejnému zkusebnimu postupu se podrobi kontrolni
vzorek zkouseneé latky v 0,01M roztoku CaCl (bez pudy). V sechny
smési pady sroztokem se protrepavaji do ustaveni adsorpcni
rovnovahy (ktera se zjistuje postupem uvedenym diive ve stupni 2).
Poté se faze oddéli centrifugaci a vodna féaze se pokud mozno
kvantitativné odebere. Objem odebraného roztoku se nahradi
stejnym objemem 0,01M CaCl> bez zkousené latky a nova smés se
opét protiepava. Kupiikladu po 2h se pokud mozno kvantitativné
odebere a zméii vodné faze prvni zkusebni nadoby, totéz se provede
svodnou fazi druhé zkusebni nédoby po 4 h, svodnou fazi treti
zkusebni nadoby po 6 h atd., az do dosazeni desorpéni rovnovahy.

b)  Sériovd metoda: po experimentu pro stanoveni adsorpéni kinetiky se
smés zcentrifuguje a vodna faze se pokud mozno kvantitativné
odebere. Objem odebraného roztoku se nahradi stejnym objemem
0,01M CaCl, bez zkowsené latky. Nova smés se protiepava az do
ustaveni desorpcni rovnovahy. Béhem této doby se ve stanovenych
¢asovych intervalech smés centrifuguje za uc¢elem oddéleni fézi.
Maly podil vodné féze se ihned analyzuje na zkousenou latku;
v experimentu se poté pokracuje sptavodni smési. Objem kazdého
jednotlivého podilu by mel byt mensi nez 1 % celkového objemu.
Ke smési se piida stejny objem cerstvého 0,01M roztoku CaClz, aby
se zachoval pomér piadalroztok, a v protiepavani se pokracuje po
dalsi ¢asovy interval.

Procento desorpce se vypocte pro kazdy ¢as (D, ) a pro kazdy interval

(D,,) (podie potreb studie) a vynese se proti casu. Rovnéz se vypocte

hodnota desorpéniho koeficientu Kyes V rovnovéze. Vsechny piislusné
rovnice jsou uvedeny v oddile Data a zpravy av dodatku 5.
Vysledky z experimentu pro studium desorpcni kinetiky
Spolezny graf kiivek zavislosti procenta desorpce D, a adsorpce 4, na
¢ase umozni posoudit vratnost adsorpéniho procesu. Je-li desorpcni
rovnovéhy dosazeno do dvojnasobku c¢asu potiebného pro adsorpéni
rovnovahu a jeli celkova desorpce vyssi nez 75 % adsorbovaného
mnozstvi, povazuje se adsorpce za vratnou.

XVI111.1.9.4.3 Desorpcni isothermy
Freundlichovy desorpéni isothermy se vysetiuji na padach pouzitych ke
stanoveni adsorpénich isotherm. Zkouska desorpce se provede zptasobem
popsanym Vv oddile Desorpeni kinetika, pouze s tim rozdilem, ze se vodna
féze analyzuje pouze jednou, a to v desorpéni rovnovéze. Vypocte se



desorbované mnozstvi zkousené latky. Mnozstvi zkousené laky, které
zistalo adsorbované na padé po dosazeni desorpéni rovnovahy se vynese
jako funkce rovnové&zné koncentrace zkousené létky v roztoku (viz oddil
Dataazpravy adodatek 5).

XVIIl.2  DATA A ZPRAVY
Data z analyzy se predlozi ve forme tabulky (viz dodatek 6). Uvedou se
jednotlivd méfeni a vypocétené pramérné hodnoty. Predlozi se grafy
adsorpénich isotherm. Vypocty se provedou nize uvedenym zpisobem.
Pro Gcely zkousky se predpoklédd, ze hmotnost 1 cm?® vodného roztoku je
1g. Pomér piadalroztok muze byt vyjadien steinym cislem pro rozmer
hmot./hmoat. i pro rozmér hmot./obyj.

XVIIl.2.1 ADSORPCE

Adsorpce (4, ) je definovana jako procentudni podil latky z celkového

mnozstvi latky na zacéatku zkousky, ktery se za zkusebnich podminek
naadsorboval na pudé. Jeli zkowsena laka stdla a neadsorbuje se

vyznamné na sténach nadoby, vypocte se 4, pro kazdy ¢as z rovnice:
 my%(1)-100

4, =" (o) ®
mg

kde:

4 = procento adsorpce Vv ¢ase ti (%);

my=(t;) = mnozstvi zkowsené latky adsorbované na puadé
v ¢ase £; (UQ);

mg = mnozstvi zkousené latky ve zkumavce na zacatku
zkowsky (ng);

Podrobné informace o zpisobu vypoctu procenta adsorpce 4, pro

paralelni a sériovou metodu jsou uvedeny v dodatku 5.

Distribu¢ni koeficient Kq je pomér mezi mnozstvim laky v pudé a
hmotnostni koncentraci 1&tky ve vodném roztoku za zkusebnich podminek
apri dosazeni adsorpc¢ni rovnovéahy.

_GP(eq) _mpF(ea) v,

K = cm®.g™ 4
T (en)  mm(eq) mpﬁda( o) x
kde:

C=(eq) = mnozstvi latky adsorbované na pudé v adsorpéni
rovnovéze (Ug-g™)

Cx(eq) = hmotnostni koncentrace latky ve vodné fézi
v adsorpéni rovnovéaze (ug-cm'3). Tato
koncentrace se stanovi anayticky a zohledni se
hodnoty ze slepych pokusi

m® (eq) = mnozstvi zkousené |&ky adsorbované na padé
v adsorpéni rovnovaze (Jug)

m™® (eq) = mnozstvi zkousené laky v roztoku v adsorpeni
rovnovaze (.g)

Mpida = mnozstvi padni faze vyjadiené v suché hmotnosti
pady (g)

Vo = pocéecni objem vodné faze v kontaktu s pudou



(cm?®).
Vztah mezi Aeq aKqje dén rovnici:

Aeq Vo 3 -1
K, = cm®-
T (em®-g7) ®)

puda

kde:

Aeq = procento adsorpce v adsorpéni rovnovaze, %.
Vztah adsorpeniho koeficientu normalizovaného na obsah organického
uhliku K, distribu¢niho koeficientu Ky a obsahu organického uhliku
v piadnim vzorku je nasledujici:

Ko =Ky -m(cm3-g Y (6)
kde:
% ou = procentuani obsah organického uhliku v padnim
vzorku (g-gb).

Koeficient Ky, je jedinou velicinou, ktera charakterizuje rozdéleni hlavné
anorganickych nepolérnich latek mezi organickym uhlikem v pudé nebo
sedimentu a vodou. Adsorpce téchto chemickych latek koreluje s obsahem
pevného sorbujiciho organického materidlu (7); hodnoty K, zavisi na
specifickych charakteristikach huméznich frakci, jegjichz sorpéni kapacit
se vyznamneé lisi z davodu pavodu, vzniku atd.
XVII1.2.1.1 Adsorp¢ni isothermy

Rovnice Freundlichovych adsorpénich isotherm vyjadiuji vztah mezi
adsorbovanym mnozstvim zkousené latky a koncentraci zkousené latky
Vv roztoku v rovnovéaze (rovnice 8).

Data se zpracovavaji jako v oddile o adsorpci a pro kazdou zkusebni
nadobu se vypocte mnozstvi zkousené latky adsorbované na pudé po

adsorpéni zkousce (C,"jds (eq)), jinde oznaceno jako x/m). Predpoklada se,
ze rovnovéhy bylo dosazeno a ze Csds(eq) piedstavuje rovnovaznou

hodnotu:
ads ads
: my-(eq) | Co —Cios(€0) |-V, .
Cy(eq) === G -] (ug-g7) @)
mpﬂda mpuda
Freundlichova adsorp¢ni rovnice matento tvar (8):
Cy%(eq) = K- C5(eq) (1g-g7) ®
nebo v linedrni forme:
log C3*(eq) =log KX* +1/n-log Cieg (eq) 9)
kde:
KX = Freundlichuv adsorpéni koeficient; ma rozmer

cm3.g? pouze tehdy, je-lli 1/n=1; v ostatnich
piipadech se smérnice 1/n projevi v rozméru

K'e:x:is ‘_ﬂgl-l/n (Cms)l/” .g-l:|

n = regresni konstanta; 1/n se zpravidla pohybuje od
0,7 do 1,0, coz znamend, ze jsou sorpcni data
¢asto nelineérni.



Rovnice (8) a (9) se vyjadii graficky a hodnoty K a 1/n se zjisti
regresni analyzou sohledem na rovnici 9. Vypocte se rovnéz korelacni
koeficient »* prolozeni logaritmické rovnice. Piiklad takové kiivky je
uveden na obrazku 2.

CAPﬁda IDgCAPﬁda

Cavod logCAVod

Obrazek 2 Freundlichovy adsorpéni kiivky, normani a linearizovana

forma

XVIII1.2.1.2 Hmotnostni bilance

XVIIl.2.2

Hmotnostni bilance (MB) je definovana jako procentudni podil létky
znomindniho mnozstvi latkky na zatatku zkousky, ktery lze znovu
analyticky vyziskat po adsorpcni zkousce.

Zpracovani dat se bude lisit podle toho, zda je rozpoustédio neomezené
misitelné s vodou. V pripadé rozpoustédel misitelnych s vodou mohou byt
data zpracovana pro stanoveni mnozstvi latky znovu ziskané extrakci
rozpoustéedlem stejnym zpiasobem, jako voddile o desorpci. Jeli
rozpoustéedlo misitelné svodou omezené, musi byt provedeno stanoveni
mnozstvi znovu ziskane létky.

Hmotnostni bilance pro adsorpci se vypocte nize uvedenym zpasobem;
jako mg se ozna¢i soucet mnozstvi zkusebni latky extrahovanych
organickym rozpoustédiem z pudy a ze stén zkusebni nadoby:

(Ve C5(e) +m, )-100

MB = (%) (10)
Vy-C,

kde:

MB = hmotnostni bilance (%)

me = celkové mnozstvi zkousené laky extrahované
z pady a ze stén zkusebni nadoby ve dvou krocich
(HO)

Co = pocaecni hmotnostni  koncentrace zkusebniho

roztoku v kontaktu s ptdou (ug-cm'3)

Vrec = objem supernatantu vyziskany po dosazeni
adsorpcni rovnovahy (cm's)

DESORPCE

Desorpce (D) je definovdna jako podil zkusebni létky zdiive

adsorbovaného mnozstvi, ktery se za zkusebnich podminek desorboval:
mda (f)
omR(eq) (%)

kde:



D = procento desorpceV ¢aset; (%)

t

A (D = mnozstvi zkousené létky desorbované z pidy
v ¢aseti (1Q)
mie.(€0) = mnozstvi zkousené latky adsorbované na pidé

v adsorpéni rovnovaze (ug)
Podrobné informace o zphsobu vypoctu procenta desorpce D, pro

paralelni a sériovou metodu jsou uvedeny v dodatku 5.

Zdanlivy desorpéni koeficient (Kges) j€ za zkusebnich podminek pomer
mezi mnozstvim zkousené latky, ktera zustala v padé a hmotnostni
koncentraci desorbované latky ve vodném roztoku po dosazeni desorpeni

rovnovahy:
ads des
Ko=) ) Vy (g ) (12)

Myoq (a]) mpﬂda

kde:

Kes = desorpéni koeficient (cm3g?)

m® (eq) = celkové mnozstvi zkousené latky desorbované
z pudy v desorpéni rovnovéze (ug)

It = celkovy objem vodné faze v kontaktu s pudou

b&hem zkousky desorpéni kinetiky (cm®)
Névod pro vypocet hodnoty m%(eq) je uveden v dodatku 5 v oddile o

vod

desorpci.
Poznamka:
Provede-li se predchézejici adsorpéni zkouska paralelni metodou, je
objem V7 v rovnici 12 roven V.

XVII1.2.2.1 Desorpéni isothermy
Rovnice Freundlichovych desorpénich isotherm vyjadiuji vztah mezi
mnozstvim zkousené latky, které zustalo adsorbované na padé a
koncentraci zkousené 1atky v roztoku v desorpéni rovnovaze (rovnice 16).
Pro kazdou zkusebni nadobu se mnozstvi zkousené létky, které zistalo
v desorpcni rovnovéze adsorbované na pudg, vypocte takto:

ads des
Ci=(eq) = o D () (n9-97) (13)
Myida
mnozstvi m&(eq) je definovano takto:
Moq (€0)) = myy (€q)- %— Mg (19) (14)
kde:
C;‘e;(eq) = mnozstvi  zkowené  latky, které zustalo
adsorbované na padé v desorpéni rovnovaze
(Mgg?)
m®= (eq) = anayticky stanovené mnozstvi laky ve vodné
fézi v desorpéni rovnovaze (J1g)
m® = mnozstvi latky, které zbylo (aniz se adsorboval o)

vod

po ustaveni adsorpcni rovnovahy, ato v diasledku
nekvantitativni vymeny objemu vodné faze, (ug)
m (eq) = mnozstvi latky v roztoku v adsorpéni rovnovéze

- ()



Mo = Mo (€0]) - [—Vf’ e ] (15)

VO
VF =  objem roztoku odebraného ze zkusebni nadoby ke
stanoveni zkousené létky v desorp¢ni rovnovéaze
(o)
Vr = objem supernatantu odebraného ze zkusebni

nadoby po dosazeni adsorpéni rovnovéhy a
nahrazeného stggnym objemem 0,01M roztoku

CaClz (cm?)

Freundlichova desorp¢ni rovnice vypadatakto (16):

Cye(eq) =K% -Cyn(ea)”  (ng-97) (16)
av linearni formé:

log Cy(eq) =log K= +1/n-1og i3 (eq) (17)
kde:
K = Freundlichav desorpéni koeficient
n =  regresni konstanta
Croa (e) = hmotnostni koncentrace latky ve vodné fézi

v desorpeni rovnovéze (ug-cm®).
Rovnice 16 a 17 se vyjadii graficky a hodnoty K al/n se zjisti regresni
analyzou s ohledem narovnici 17.
Poznamka:
Je-li Freundlichaiv adsorpéni nebo desorpéni exponent 1/n roven 1, bude
Freundlichova adsorpeni nebo desorpeni konstanta (K ** a Ke %) rovna
adsorpéni resp. desorpéni rovnovazné konstanté (Kqg resp. Kaes) a kiivky
zavidosti Cs na Caq budou linedrni. Ngjsou-li exponenty rovny 1, kiivky
zavidosti C, na Cyog budou nelinearni a adsorpeni a desorpéni konstanty
se budou poddl isotherem lisit.
XVIIl.2.2.2 Zprava o zkouSce

Protokol o zkousce by m¢l obsahovat nésledujici informace:
— uplndidentifikace pouzitych padnich vzorka véetng:

— zem¢pisné informace o lokalité (zemépisna sitka, zemepisna

délka),

—  datum odbéru vzorku,

— vyuziti pady (napr. zemédelska puda, lesni puda atd.),

—  hloubka odbéru vzorka,

—  obsah pisku/prachovych ¢asticljilu,

—  pH (v0,01M CaCly)

— obsah organického uhliku,

—  obsah organického materidu,

—  Obsah dusiku,

—  pomer C/N,

—  kationtova vymeénné kapacita (mmol/kg),

—  vs8echny informace tykajici se shéru a uchovavani vzorka,

— podle potieby vsechny informace pro interpretaci

adsorpce/desorpce zkousené laky,

— odkaz na metody reference pouzité pro stanoveni jednotlivych

parametru,
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podle potieby informace o zkousené latce,

teplota pii experimentu,

parametry centrifugace,

analyticky postup pouzity pri analyze zkouseneé latky,

odiavodnéni jakéhokoli pouziti solubilizacniho ¢inidla pii priprave
zasobniho roztoku zkousené | étky,

vysvétleni korekci provedenych ve vypoctech, je-li to dulezité,

data podle formul &e (dodatek 6) a graficka znazornéni,

vsechny informace a pozorovani uzitetné pro interpretaci vysedka
zkousky.
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DODATEK 1

SCHEMA ZKOUSKY
A Navrzeni vhodné anal ytické metody
v .
<
=
=
E < _Jerealizovatel na? Zkouska se nerealizuje
-9
Ano

Predbé&zna studie
2 pady
Volba optimélniho Stanoveni Overeni adsorpce Overeni stalosti
poméru pidalroztok rovnovazneho na stenéch nédoby z mnozstevni hilance
casu vychozi | atky
. V /
2 Jedosrfer}o Je-li mnozstevni
z rovnovéaznéno bilance < 90 %, je zkusebni latka

plata? nestala po dobu zkowsky. Zkouskamiize

pokra¢ovat, budou-li analyzovany obé

A
no faze (ptidaa vodny roztok)

| Adsorpeni kinetika | €—

v

% 5 pid

: |

=

&

Ky(mpadel Vo) > 0,3 (nepi: imou metodou: merenim dbytku v roztoku)

v Kg(mpaVo) > 0,1 (piimou metodou: méfenim obou fazi)
A * podle potieby

on

S

s A o

Z | Adsorpeni isotermy | | Desorpéni kinetika |

v v

| Desorp¢ni isotermy |

, DODATEK 2 )
VLIV SPRAVNOSTI ANALYTICKE METODY A ZMENY KONCENTRACE
NA SPRAVNOST VYSLEDKU ADSORPCNI STUDIE

Z nasledujici tabulky (84) je ztegjmé, ze je-li rozdil mezi po¢atecni hmotnosti zkousené
l&tky (mo = 110 pg) ajeji rovnovaznou hmotnosti v roztoku (m™ «(€0) = 100 pg), je
dusledkem 5% chyby meéteni rovnovézné koncentrace 50% chyba ve vypoctu
hmotnosti zkousené latky adsorbované na pidé (madss(eq)) a 52,4% chyba ve vypoctu
Ky.

Mnozstvi pudy  mpyga = 10 ¢



Objem roztoku Vo = 100 cm®

my=(eq) | Cog (eq) R m*(q) | C(eq) | R K, R
(ug) (ug-cm®) (1g) (wag?)
PROA=9%
skute¢na skute¢na
o § " 100 1,000 hodnota | - 1,00 hodnota |
= < g101 1,010 1% 9 0,90 10 % 0,891 10,9 %
oS g L4105 1,050 (5% 5 0,50 50% 0476  |524%
=7 =9 3109 1,090 9% 1 0,10 90 % 0,092 90,8 %
PRO A =55 %
skute¢na skute¢na
_ 8 50,0 0,500 hodnota. | 690 6,00 hodrota. | 1200
= < §505 0,505 1% 59,5 5,95 08% [11,78 1,8 %
I g 8 'L 3525 0,525 5% 57,5 5,75 4,0 % 10,95 8,8%
S =0 3550 0,550 10 % 55,0 5,50 83% 10,00 16,7 %
PRO A =99 %
skute¢na skute¢na
_ 8 1,100 0,011 hodroa. | 1982 10,89 hodrota. | 9%
= gLl 001111 |1% 108,889 |10,8889 [0,01% |980 1,0 %
o9 8 L 41155 0,01155 |5% 108,845 [10,8845 |0,05% |942 4,8 %
ST eV 00121 |10% 108,790 /10,8790 [0,10% [899 9,2%
kde:
—Cio (eq) my*(eq) ¥,
miy® (eq) = my —mig(eq), Cp* (eq) = [ ] Ky = 0
M podem Mg (€0) Myogen
m;ds (eq) = mnozstvi zkousené latky v pudé v rovnovéaze, ug
m™ (eq) = mnozstvi zkousené latky ve vodné fazi v rovnovéaze, ug
C**(eq) = mnozstvi zkougené Iatky v padé v rovnovéze, pg-g*
C*(eq) = mnOZStV| zkousené laky ve vodné féazi vrovnovéze,
ug-cm®
R = analyticka chyba stanoveni m™ (eq)
R = vypoctend chybavyplyvajici z analytické chyby R.
DODATEK 3
METODY ODHADU K4
1. Metody odhadu umoziuji predpoveédét Ky na zéklade korelaci napriklad
s hodnotami p,, (12, 39, 63 —68), s daty o rozpustnosti (12, 19, 21, 39, 68 —
73) nebo s daty o polarité ziskanymi pii pouziti HPLC s obréacenou fézi (74
p ymi pri p
— 76). Jak je patrné z tabulky 1 a 2, vypoctou se z takovych rovnic hodnoty
Ko, nebo Ky, apoté nepiimo hodnoty Ky z rovnic:
100 _ K, 100 _
Kou:Kd' (Cm3'g 1) Kom — (Cms'g 1)
%o0u 1,724 %ou
2. Tyto korelace jsou zalozeny na dvou predpokladech: 1) adsorpci latky

ngjvice ovliviuje organicky materid v piadé a 2) mechanismus interakce je
pievazné nepolérni. V dasledku toho tyto korelace 1) ngjsou pouzitelné na
poléarni 1atky (nebo jsou pouzitelné jen do uréité miry) a 2) nejsou pouzitelné
v piipadech, kdy je obsah organického materidu v pudé velmi maly (12).
Kromé toho, ackoli byla zjisténa uspokojiva korelace mezi P, a adsorpci



(19), nelze totéz fici o korelaci mezi rozpustnosti ve vodé a mirou adsorpce
(29, 21); v tomto ohledu jsou tyto studie protichadné.

3. Nekteré piiklady korelace mezi adsorpénim koeficientem a rozdélovacim
pomeérem oktanol/voda nebo rozpustnosti ve vode jsou uvedeny v tabulkéach
laz
Tabulka 1. Piiklady korelaci mezi adsorp¢nim distribu¢nim koeficientem

arozdélovacim koeficientem oktanol/voda; dalsi priklady jsou
uvedeny v literatuie (12, 68)

Latky Korelace Autori
Substituovana mo¢ovina log K, = 0,69 + 0,52 log P, Briggs (1981) (39)
Chlorované aromatické log K, =-0,779 + 0,904 log P, Chiou etal.
slouceniny (1983) (65)

Ruzné pesticidy log Kom = 4,4 + 0,72 log Poy Gerstl a Mingelgrin
(1984) (66)

Aromatické uhlovodiky logK,,=-2,53+1,15l0g P, Vowles a Mantoura
(1987) (67)

Tabulka 2. Piiklady korelaci mezi adsorpénim distribucnim koeficientem
arozpustnosti ve vodg; dalsi priklady jsou uvedeny v literature

(68, 69)
Slouéeniny Korelace Autori
Ruzné pesticidy log Kom = 3,8—-0,561 log Sy Gerstl a Mingelgrin
(1984) (66)
Chlorované difatické a log K,m= (4,040 £ 0,038) — (0,557 | Chiou etal.
aromatické latky +0,012) log Sy (1979) (70)
a-Naftol log Kou = 4,273 - 0,686 log Sy Hasset etal.
(1981) (71)
Cyklické, alifatické a log Ky, = -1,405 — 0,921 log S, - | Karickhoff (1981)
aromatické latky 0,00953 (mp-25) (72)
Ruzné latky log Kom =2,75-0,45l0g Sy Moredle van Blade
(1982) (73)
DODATEK 4
VYPOCTY PRO STANOVENi PARAMETRU CENTRIFUGACE
1. Centrifugacni doba se za predpokladu, ze jsou ¢astice kulové, vypocéte podie

nasledujici rovnice:

9 n (R/)
=— In| (1)
Z{a)zrpz(pppvod)} R,

Pro zjednoduseni nejsou parametry uvedeny v zakladnich jednotkach Sl (ale

v jednotkach soustavy CGS).

kde:

w = Uhlovarychlost (= 2 n-(rpm)/60), rad-s*

rpm =  pocet ot& ek za minutu

n = viskozitaroztoku, g-s--cm™

p = polomer ¢astic, cm

Pp = hustota pady, g-cm™

Dyad =  hustotaroztoku, g-cm*

R; = vzddenost od stiedu rotoru centrifugy k hlading

roztoku v centrifugacni kyveteé, cm
Rp = vzddenost od stredu rotoru centrifugy ke dnu
centrifugatni kyvety, cm



Rp—R; = vyska dloupce smési  pudalroztok v centrifugacni
kyveté, cm.

V praxi se k zgjisténi uplného oddéleni voli dvojnasobek vypocteného casu.
Rovnici (1) Ize dale zjednodusit, jestlize se polozi viskozita (1) a hustota
(pvod) roztoku rovny vi 5k02|te a hustoté vody pii 25 °C; tedy # = 8,95 x 10’3
gs cmlapvod—lo gcm

Centrifugacni doba je poté danarovnici (2):

3,7 R
t= . In—2

(rpm)* 1,7 (pp-1) R @

Z rovnice 2 vyplyva, ze pro icely oddéleni ¢astic o urcité velikosti (v nasem
piipadé o poloméru 0,1 um) jsou pro stanoveni parametri centrifugace, tj.
doby (/) a poctu ot&ek za minutu (rpm), dalezité dvé charakteristiky:
1) hustota pudy a 2) vyska sloupce smési v centrifugacni kyveté (Ro — Rv), tj.
vzdalenost, kterou pudni ¢astice urazi mezi hladinou v kyveté a jegjim dnem;
vyska doupce smési v kyveté bude pii pevné stanoveném objemu
samozigmg zaviset na druhé mocniné poloméru kyvety.

Na obrazku 1 jsou znézornény zmeény centrifugacni doby (¢) v zavislosti na
centrifuga¢ni rychlosti (rpm) pro razné hustoty pudy (pp) (obrézek 1a) a pro
raizné vysky dloupce smés v centrifugacnich kyvetach (obréazek 1b).
Z obréazku 1a je zigimy vliv hustoty pady; napt. pii obvyklych 3 000 ot./min
je centrifugacni doba piiblizné 240 min pro hustotu pady 1,2 g-cm®, de
pouze 50 min pro 2,0 g-cm™. Podobng je podle obrézku 1b pri obvyklych
3000 ot./min centrifugacni doba piiblizné 50 min pro vysku sloupce smési
10cm a pouze 7 min pro vysku sloupce 1cm. Je vsak dilezité nalézt
optimdni pomér mezi centrifugaci, kterd vyzaduje co ngmensi vysku
sloupce, a snadnosti, sjakou muze experimentaior oddélovat faze po
centrifugaci.

Kromé toho je pii stanovovéani experimentanich podminek pri oddélovani
fézi pudalroztok dilezité pocitat s moznou pritomnosti tieti ,, pseudofaze*

koloidu. Koloidni ¢astice svelikosti mensi nez 0,2 um mohou mit znacny
vliv na cely mechanismus adsorpce latky v padni suspenzi. Pri centrifugaci,
jak je popsana vyse, zastanou koloidni ¢astice ve vodné fézi a analyzuji se
spoledné s vodnou fazi. Informace o jgjich vlivu se tedy ztrati.

Méali laborator, ktera studii provédi, zatizeni pro ultracentrifugaci nebo
ultrafiltraci, mohla by byt adsorpce/desorpce studovana hloubgji véetné
informaci o adsorpci latky na koloidnich ¢asticich. V takovem pripadk se
k oddéleni tri fazi — puady, koloidnich c¢astic a roztoku, pouzije
ultracentrifugace pti 60 000 ot./min nebo ultrafiltrace na filtru zachycujicim
céstice o velikosti 100 000 daltont. Protokol o zkousce by mél byt také
odpovidagjicim zptisobem pozménén, maji-li byt analyzovany vsechny tfi
féze.
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Zmena centrifugatni doby (¢) v zavidosti na centrifugasni

rychlosti  (ot./mi
v centrifugacni
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n=895x10°gs cm™, pg=10gcm® pii 25°C a

pp=2,0gcm>.

] DODATEK 5
VYPOCET ADSORPCE A (%) A DESORPCE D (%)

Casové schéma priibéhu experimentu je nésl edujici:

At,

At,

El']




U vsech vypocta se predpokladd, ze zkousena latka je stda a ze se vyznamné
neadsorbuje na sténéch nédoby.
ADSORPCE (A%)
a) Paralelni metoda

Procento adsorpce se vypocéte pro kazdou zkusebni nadobu (i) pro kazdy cas

(;) podle ndsledujici rovnice:

ads
At,- - M (%) (1) 3

mq

Veliciny v této rovnici lze vycidit takto:

my=C, -V, (Ug) (2
m;ds(ti):mo _Cvag;(ti)'% (ug) (3)
kde:

4 = procento adsorpce (%) v ¢ase fi

m(t,) = mnozstvi zkowsené latky na padé v ¢ase ¢, kdy je
provadéna anayza (Jug)

mo = mnozstvi zkousené latky v nadobé na zacétku zkousky
(H9)

Co = pocatecni hmotnostni koncentrace zkusebniho roztoku
v kontaktu s padou (ug-cm'g)

C=(t) = hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi v ¢ase t;,
kdy je provadéna anayza, (ugem®); Tato
koncentrace se stanovi analyticky a koriguje se na
hodnoty ze slepych pokusi

Vo = pocétecni objem zkusebniho roztoku v kontaktu

spuadou (cm3).
Hodnoty adsorpiniho procenta 4, nebo C23(z) se vynesou proti Gasu a
Zjisti se doba, po niz se ustavila sorpeni rovnovaha. Priklady takovych kiivek
jsou uvedeny na obrézcich 1 a 2.

® Rovnice je pouzitelndjak pro primou, tak pro neprimou metodu. Vsechny ostatni metody jsou
pouzitelné pouze pro nepiimou metodu.
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Obrazek 2.
b)

Cas t; (h) (ustavovani rovnovéhy)

Zavislost hmotnostni koncentrace latky ve vodné féazi (C,og) nacase
Sériova metoda

V nasledujicich rovnicich je zohlednéno, ze se pii studii adsorpce provadgji
meieni zkousené latky v malych podilech vodné faze v urcitych ¢asovych
interval ech.

Pro kazdy ¢asovy interval se mnozstvi latky adsorbované na padé
vypocte takto:
pro prvni ¢asovy interval At, =t —ty

v
m(AL) = my —m3S(1,)- (VLAJ (4)
— pro druhy casovy interval At, =t2—t
] . v . Vy —vi
m®(At,) =mZ(t,)- [V—f\j —m3e(t,) {Ov—’*j ©)



— pro treti casovy interval At, = t3—1;

msds(Ata) = mrids(tz) ' [VB —AV: ] _mr?nds(ts) ' (VO _3. VaA ] (6)

a
— pro n-ty ¢asovy interval Af, =t,—tnq

mS"S(Atn)=mri"s(tnl)-[V° n-2)ve j—mf(zn)-f% e 1)”91 U

a

a

— Procento adsorpce v kazdem casové intervalu 4,, se vypocte

z nésledyjici rovnice:
ads
At,
A, =" 100 (%) (8)*

m,

zatimco procento adsorpce ( 4, ) v ¢ase 4 je dano rovnici:

Ati
2. M= ()
4, = =H————.100( %)

m

ON

Hodnoty procenta adsorpce 4, nebo 4,, (podle potieb studie) se

vynesou proti ¢asu a stanovi se doba, po niz se ustavila sorpéni
rovnovéha.

— V ¢ase ustaveni rovnovahy feg:
— je mnozstvi zkousené latky adsorbované na padg:

(o) = Y m=(AL) (10)*

At=1

— mnozstvi zkousené |atky v roztoku:

miga(€0) = mo = 3 my=(At,) (11)*
Aj=1

— aprocento adsorpce v rovnovaze:
ads

=" 00(00) (12)*

eq
my

Vyse uvedené veli¢iny jsou definovany takto:
mE(AL), m®(AL), ..., m*(At,) = mnozstvi |&ky adsorbované na padé za casovy
interval Az, At,,...,At,, (LQ)

mZ(), mE(t,), ... mE(t,) = mnozstvi laky namérené v podilu  (v*)
v okamziku¢,, t,, ...,t, (MQ)

* Rovnice je pouzitelnajak pro piimou, tak pro nepifmou metodu. Vsechny ostatni metody jsou
pouzitelné pouze pro nepiimou metodu



m®*(eq) = mnozstvi zkousené latky adsorbované na pudé
v adsorpéni rovnovaze, (Ug)

m% (eq) = mnozstvi zkousené |&ky v roztoku v adsorpEni
rovnovaze, (1Ug)

v = objem podilu, ve kterém je ldtka stanovovana,
(cmd)

4, = procento adsorpce odpovidgici ¢asovému
intervalu A, (%)

A, = procento adsorpce v adsorpéni rovnovaze

DESORPCE (%)

Casem to, vnémz se zahdji experiment pro studium desorpeni kinetiky, je okamzik,
kdy je co ngvétsi objem roztoku zkousené léky (po dosazeni adsorpéni rovnovahy)
nahrazen stejnym objemem 0,01M roztoku CaCl».
a) Paralelni metoda
V ase t; se zmeii mnozstvi zkousené latky ve vodné fazi odebrané ze
zkusebni nadoby i (7 ) a desorbované mnozstvi se vypocte z rovnice:

msgfi (ti) = m?nS (t[) '(%]_mcod (13)

r

V desorpeni rovnovéze plati, zet; = g, atedy mim (t,) = me (eq).

vod vod

Mnozstvi zkusebni latky desorbované béhem casového intervalu (Atr) je
dano rovnici:

i1
Mg (AL) = mig (1) =Y migs (j) (14)
2
Procento desorpce se vypocte takto:
— v ¢aset; Z rovnice:

D :m-loo %
i (eg) 00C%) (15)

— abéhem casového intervalu (At ) z rovnice:

des
mvod (Ati) 100 0/
e er——— 0 1
At; m:ds (eq) ( ) ( 6)
kde:

D, = procento desorpce v ¢ase t;, (%)
D, = procento desorpce zacasovy interval At,, (%)
moe (t.) = mnozstvi zkousené | &tky desorbované v ¢ase #;, (1)

mSS (At,) mnozstvi  zkousené latky desorbované behem



b)

¢asoveho intervalu At,, (L)
mnozstvi zkousené latky analyticky zmérené v ¢ase
t; vroztoku o objemu V', ktery byl odebran

k analyze, (Lg)

Mo = mnozstvi latky, které zbylo (aniz se adsorbovalo) po
ustaveni adsorpéni rovnovahy, a to v dasledku
nekvantitativni vymeény objemu vodné féaze, (Lg)

M (t,)

. v, -V,
Moy = 5§d(eq)'[—°V Rj (17)
0

mnozstvi zkousené laky v roztoku v adsorpéni

rovnovaze, (LUg)

Vr = objem supernatantu odebraného ze zkusebni nadoby
po dosazeni adsorpcni rovnovéhy a nahrazeného
steinym objemem 0,01M roztoku CaCl, (cm®)

4 = objem roztoku odebraného ze zkusebni nadoby (i) ke
stanoveni zkousené |&tky v experimentu pro studium
desorpcni kinetiky (cm3).

Hodnoty procenta desorpce D, nebo D, (podie potieb studie) se vynesou

proti ¢asu a stanovi se doba, po niz se ustavila desorpéni rovnovaha

Sériova metoda

V nasledujicich rovnicich je zohlednéno, ze byla pii predchazejici studii
adsorpce provadéna meieni zkousené |atky v malych podilech v vodné faze
(sériova metoda v bod¢é 1.9 Provedeni zkousky) Predpoklédéa se, Ze a) objem
supernatantu odebraného ze zkusebni nadoby po experimentu pro studium
adsorpeni kinetiky byl nahrazen stejnym objemem 0,01M roztoku CaCls (VR)
a b) celkovy objem vodné faze v kontaktu s pudou (V1) béhem experimentu
pro studium desorpéni kinetiky zastava konstantni aje dan rovnici:

Ve =V - S (1) (18)

m* (eq)

V Caset;:
mnozstvi zkousené |atky se msif v malych podilech (v ) a desorbované
mnozstvi se vypocte z nasledujici rovnice:

Vy = '_1'5
nﬁ@hmf@(%}ﬂ&{( ( )Vq (19

v V;

a

v desorpéni rovnovéze plati, ze 1; = teq, atedy mig(z,) = mg(eq)

vod

— procento desorpce D, sevypocte z nasledujici rovnice:

p = M) 100(9
(e (%) (20)



Za casovy interval (At,):
Pro kazdy ¢asovy interval se desorbované mnozstvi latky vypocte takto:
pro prvni ¢asovy interval At,=t —fg

es es V es Vi es
m\(jod (At) = m% ) '[_Ej_ mCOd a mg (t,) = mpOd (eq) _m\%d (Aty) (21)

a

— pro druhy ¢asovy interval At, =t2—1t

M (An) = mi (L) (V_j - m;*s;(Atl)'{(VT—Va)} e [(V_)]

: v Vv

me (t,) = m3* () — | miy (A1) +migy(At) | (22)

pro n-ty ¢asovy interval At, =t —tn.1

—(n-=1-vP n-1 —(n—i)-vP
m;’:i(m,,)—{mﬁ‘m)-[V—g]—mOM-{(VT v )Va)} Z[(VT il Va)-m;‘i;(m,)ﬂ

a

a VT =1, n#1 Vr

n

me=(t,)=my"(eq) — D mig(Ar,) (23)

i=l,n#l
Procento desorpce za kazdy casovy intervad D,, se nakonec vypocte
z nasledujici rovnice:

e (%) (24)

Ay

zatimco procento desorpce ( D, ) v ¢aset; je dano rovnici:

Z Mica () ) 25)
D, =% .100="ed ¥ 100(9%)
© omy(eq) m,,~ (eq)
pii¢emz jsou vyse pouzité veliciny definovany takto:
m=(AL), m=(Aty), ..., m™(At,) =  mnozstvi l&ky, ktera  zastala

adsorbovana na padé po casovych
intervalech A4, At,,...,At,, (UQ)
mnozstvi latky desorbované za ¢asové
intervaly As, At,,...,At,, (LO)

mnozstvi latky namérené v podilu v?
v okanicich n, 2, ..., t, (LQ)

m\?c?S(Atl)l m\iij(AtZ)! ey m\(/j:s(Atn)

[o! d fo!
My (6), My (), <oy iy (2,)

Ve = celkovy objem vodné faze v kontaktu
spadou béhem experimentu pro
studium desorpeni kineticky
provedeného sériovou metodou (cm?®)

Mg = mnozstvi laky, které zbylo (aniz se

adsorbovalo) po ustaveni adsorpeni



rovnovahy, a to v dasledku
nekvantitativni vymeény objemu vodné
faze, (ug)

A _([Vo —ivﬁ(f)j—VRW .

mvod—t (Vo —iv’;(i)j J-mvod(eq)

VR = objem supernatantu odebraného ze
zkusebni nadoby po dosazeni adsorpeni
rovhovdhy a nahrazeného stejnym
objemem 0,01M roztoku CaCl, (cm®)

VP = objem aikvotu odebraného k analyze

ze zkusebni nédoby (i) beéhem

experimentu pro studium desorpeni

(26)

N

kineticky ~ provedeného  sériovou
metodou
v <0,02-1; (27)
DODATEK 6
ADSORPCE - DESORPCE V PUDACH: FORMULARE PRO PREDLOZEN{
DAT
Zkousena latka:
Zkusebni puda:
Podil susiny v ptde (105°C, 12 h):... e e %
LI L = P °C
Pouzitelnost analytické metody
Navézka pudy g
Piada: suchd hmotnost g
Objem roztoku CaCl> cm®
Nomindlni koncentrace ptipraveného roztoku ug-cm’
Ana ytické koncentrace pfipraveného roztoku pg-cm’®

Podstata pouzité analytické metody:
Kalibrace anal ytické metody:




Zkousena latka:
Zkusebni puda:

1= o) o = °C
Sériovao

Adsorpc¢ni zkouska: zkuSebni vzorky

Pardeni o

Symbol

Jednotky

Cas
(v prabéhu
ustavovani
rovnovahy)

Cas
(v prabéhu
ustavovani
rovnovéhy)

Cas
(v prtbéhu
ustavovani
rovnovahy)

Cas
(v prabeéhu
ustavovani
rovnovahy)

Zkusebni nadoba
¢

Navazka pudy

Puda: sucha
hmotnost

Mpyda

[(e}(e]

Objem vody
v navézce pady
(vypocteny)

va

cm

Objem 0,01M
roztoku CaCl,
pouzitého

k uvedeni do
rovnovahy

s ptadou

cm3

Objem zéasobniho
roztoku

cm

Celkovy objem
vodné faze

v kontaktu

S padou

Vo

cm

Pocatecni
koncentrace
zkouseného
roztoku

G

ug-cm

Mnozstvi
zkougené latky na
za¢ atku zkousky

HY

Po protiepavani a centrifugaci

Nepiima metoda

Paralelni metoda

Koncentrace
zkougené latky ve
vodné fazi, po
korekci na slepy
pokus

Coalt,)

ug-cm®

Sériova metoda

Naméiené
mnozstvi
Zkousené latky
v podilu V*

ad
Myoq (1)

M9

Prima meto

Mnozstvi
zkousené latky
adsorbované na
pudé

ad
mp(t;)

M9

Vypoéet adsorpce




Adsorpce A %
A, %

Stiredni hodnota

Adsorpéni Kq cm’gt

koeficient

Stredni hodnota

Adsorpéni Ko, cmgt

koeficient

Stiedni hodnota




Zkousena latka:

Zkusebni puda:
Podil susiny v pade (105 °C, 12 ). e e e e e e %
1= o) o = °C
Adsorp¢ni zkouska: slepy pokus a kontrolni vzorky

Symbol | Jednotky Slepy Slepy Kontrolni

pokus pokus vzorek
Zkusebni nadoba ¢.
Navézka pidy g 0 0
Mnozstvi vody v navézce pady cne — | —
(vypoctené)
Pridany objem 0,01M roztoku CaCl, cm’
Pridany objem zasobniho roztoku cm’ 0] o
zkugebni latky
Celkovy objem vodné faze (vypodteny) cm® — | —
Po¢éte:ni hodnota zkusebni 14tky ve pg-cm
vodné fézi
Po protifepavani a centrifugaci

K oncentrace ve vodné fazi | | pgem™ | | | |

Poznamka: Podle potieby |ze pridat sloupce.




Zkousena latka:
Zkusebni puda:

1= o) 0=
MnozZstevni bilance

| Symbol | Jednotky

Zkusebni nddobac.

Navazka pudy — g
Puda: sucha hmotnost Mpida 0)
Objem vody v navézce pady Vip ml
(vypocteny)

Objem 0,01M roztoku CaCl, mi
pouzitého k uvedeni do rovnovahy

s padou

Objem zésobniho roztoku cm®
Celkovy objem vodné faze Vs cm®
v kontaktu s padou

Pocéateéni koncentrace zkouseného Go Hg-cm°
roztoku

Cas (v pribéhu ustavovani — h
rovnovahy)

Po protiepavani a centrifugaci

K oncentrace zkousené |4tky ve C=(eq) | Hgem®
vodné fézi v adsorpéni rovnovaze,
po korekci na slepy pokus

Rovnovézny ¢as teq h
Prvni pridani rozpoustédla

Odebrany objem vodné faze V e cm®
Ptidany objem rozpoustédla AV cm’

Prvni extrakce rozpoustédlem
Velikost signdlu metidla pri N rizné
analyze rozpoustédla
Koncentrace zkousené |atky Ca pg-cm®
v rozpoustédle
Mnozstvi latky extrahované z pidy MEL ug
a stén nédoby

Druhi extrakce rozpoustédlem
Odebrany objem rozpoustédla AViom cm®
Pfidany objem rozpoustedla AV cm®

Druha extrakce rozpoustédlem
Velikost signdlu metidla pii Se2 rizné
analyze rozpoustédiové faze
Koncentrace zkousené latky Cer ug-cnm®
v rozpoustédle
Mnozstvi latky extrahovanéz pady | me Mg
a stén nadoby
Celkové mnozstvi zkousené latky mg ug

extrahované ve dvou krocich

Hmotnostni bilance MB %




Zkousena latka:

Zkusebni puda:

Podil susiny v padé (105°C, 12 ). Y0

1= o) o =
Adsorp ¢ni isothermy
Symbol | Jednotky

Zkusebni nadoba ¢.

Navazka pady — g

Puda: sucha hmotnost E g

Objem vody v navézce pady Vip cm’

(vypocteny)

Objem 0,01M roztoku CaCl, cm®

pouzitého k uvedeni do rovnovahy

s pudou

Piidany objem zasobniho roztoku cm’

Celkovy objem vodné faze Vs cm®

v kontaktu s pidou (vypodteny)

K oncentrace roztoku G pg-cm®

Cas (v prabéhu ustavovani — h

rovnovahy)

Po protiepavani a centrifugaci

Koncentrace latky ve vodné fazi, po | ¢ (eq) Hg-cm’

korekci na slepy pokus

Teplota °C

Adsorbované mnozstvi najednotku | ¢ (eq) | Hgg"

mnozstvi pudy

Regresni anayza:
hodnota x2*:
hodnotal/n:

regresni koeficient %




Zkousena latka:

Zkusebni puda:
Podil susiny v padé (105°C, 12 ). Y0
1= o) o = °C
Pouzita metodika analyzy: Neptima o Paralelnic  Sériovao
Desorpéni zkouska
Symbol | Jednotky | Casovy | Casovy | Casovy | Casovy
interval | interval | interval | interval

Cido zkusebni nédoby z adsorpeniho

experimentu

Mnozstvi latky adsorbované na pade m;df- (eq) Vs|

v adsorpéni rovnovaze

Odebrany objem vodné faze Ve cm’

nahrazeny 0,01M CaCl,

Celkovy objem vodné faze PM Vo cm’

v kontaktu s piadou SM Ve cm’

Mnozstvi latky, které zbylo (aniz se mh, Mg

adsorboval o) po ustaveni adsorpéni

rovnovahy, ato v dasledku

nekvantitativni vymeny objemu

vodné féze

Desorpéni kinetika

Namétené mnozstvi 1&tky desorbované | ,; s (1) Hg
Z pudy v ¢ase ¢
Objem roztoku odebrany ze PM v cm’
zkusebni nadoby (i) pro me&teni
zkousené latky
M| pP cm’
Mnozstvi latky desorbovanéz pidy | ;%% (z,) Mg
v ¢ase ¢ (vypoctené)
Mnozstvi latky desorbovanéz pidy | m® (At) ug
béhem ¢asového intervalu
A, (vypoctene)

Procento desorpce

Desorpcev ¢ase t; D %
Desorpce zacasovy interval At D, %
Zdanlivy desorpeni koeficient Kyes

PM: paralelni metoda
SM: sériova metoda




XIX. METODA PRO STANOVENI ODHADU ADSORPCNIHO
KOEFICIENTU (Koy) PRO PUDY A  CISTIRENSKE KALY
VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII (HPLC) -
metoda C.19 podle prilohy smérnice 2001/59/ES

X1X.1 METODA
Tato metoda je replikou metody OECD TG121 (2000).

XI1X.1.1 uUvOD
Sorpéni chovéni latek v pudach a v cistirenskych kalech muze byt
popsano parametry experimentdné stanovenymi zkusebni metodou C.18.
Dilezitym parametrem je adsorpeni koeficient, ktery je definovan jako
pomér koncentrace latky v padé nebo kalu a koncentrace latky ve vodné
fézi v rovnovaze. Adsorpéni koeficient normalizovany na obsah
organického uhliku v padé K, je uzitecnym ukazatelem schopnosti
chemickeé latky vazat se na organické latky v pudé av cistirenském kalu a
umoziuje porovnat rizné chemické latky. Tento parametr 1ze odhadnout
zkorelace srozpustnosti ve vodé a srozdélovacim koeficientem
oktanol/voda (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).
Experimentdni metoda popsana v této zkousce pouziva k odhadu
adsorpéniho  koeficientu K, vpuadé a v distirenskych kalech
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (8). Tyto odhady jsou
spolehlivejsi nez odhady z vypoctt pomoci metodiky QSAR (Quantitative
Structure Activity Relationship) (9). Jako metoda zalozena na odhadu
nemuze  plné  nahradit  nasadové  experimenty  stanoveni
adsorpcni/desorpéni rovnovéahy podle metody C.18. Odhady K, vsak
mohou byt uzitecné pro volbu vhodnych parametri  pro
adsorpe¢ni/desorpeni studie podle zkusebni metody C.18, ato vypoctenim
Ky (distribu¢niho koeficientu) nebo Ky (Freundlichova adsorpeniho
koeficientu) z rovnice 3 (viz bod 1.2).

XIX.1.2 DEFINICE
Kq: Distribueni  koeficient je definovan jako pomér rovnovaznych
koncentraci C rozpusténé latky ve dvoufézovéem systému skladajicim se ze
sorbentu (ptida nebo cistirensky kal) a vodne féze; je bezrozmeérny, jsou-li
koncentrace v obou fézich vyjadieny jako hmotnostni podily. Je-li
koncentrace ve vodné fazi vyjadiena v jednotce hmotnosti na jednotku
objemu, je jednotkou ml -g'l. Kq se miize ménit svlastnostmi sorbentu a
muze zaviset na koncentraci.

K, = Coua nebo i (1)
C'vod Cvod
kde:
Cpida = koncentrace zkousené |atky v padé v rovnovéaze (ug-g?)
Cia = koncentrace zkousené | &tky v kalu v rovnovéze (ug-g ™)
Cvod = koncentrace zkousené latky ve vodné fazi v rovnovaze

(Mg-g", pgmi™).

Ky: Freundlichiv adsorpeni koeficient je definovan jako koncentrace
zkousené latky v pudé nebo v cistirenském kau (x/m), je-li rovnovazna
koncentrace C,oy Ve vodné fazi rovna jedné; vyjadiuje se v ug na gram
sorbentu. Hodnota se mize menit s vlastnostmi sorbentu.

1
IogizlogKFJr—-Iongd (2
m n



X1X.1.3

xIm = mnozstvi zkousené latky x (ug) adsorbované
V rovhovaze na urcitém mnozstvi sorbentu m (g)
1n = smérnice Freundlichovy adsorpéni isothermy
Cyod = koncentrace zkousené latky ve vodné fézi v rovnovaze
(ngml™)
Pii C,pq=1: logK; = Iogi
m

K,,: Distribu¢ni koeficient (Ky) nebo Freundlichiv adsorpéni koeficient
(Kr) normalizovany na obsah organického uhliku (fou) v sorbentu; zejmeéna
u nedisociujicich chemickych l&ek je pribliznym ukazatelem miry
adsorpce laiky na sorbentu a umoziuje provést porovnani raznych
chemickych latek. V zavidosti na rozmgru Ky a K muze byt K,
bezrozmérny nebo mize byt jeho jednotkou ml . g nebo pg . g*t
organického materidl u.

K,, ==t (bezrozmemy nebo v mi-g™) nebo £ (ugg) 3

ou
ou ou

Vztah mezi Ky, a K4 neni vzdy linearni, hodnoty K,, se mohou pro
jednotlivé pidy ménit, avsak jgich kolisani je ve srovnani s hodnotami Ky
nebo Kr 91né omezeno.

Adsorpéni koeficient (Kou) 1ze odecist pomoci kapacitniho faktoru (k")
zkalibracéni kiivky log k' versus log Kou pro vybrané referencni
slouceniny.

ty —t,

tO

k= (4)
kde:

r:  retenéni ¢asy zkousené areferencni latky pro HPLC (min)

to:  mrtvadobaHPLC (min) (viz bod 1.8.2).

P,,: Rozdélovaci koeficient oktanol/voda je definovan jako pomér
koncentraci rozpusténé |atky v n-oktanolu a ve vodg; je bezrozmérny.

C
Pov = —okiznol. (: KOV) (5)

voda

REFERENCNI LATKY

Pre pouzitim metody by mély byt zndmy strukturni vzorec, cistota a
disociatni konstanta (podle potieby). Uzite¢né jsou informace o
rozpustnosti ve vodé a v organickych rozpoustédiech, o rozdélovacim
koeficientu oktanol-voda a o chovéani pii hydrolyze.

Maji-li byt uvedena do korelace naméiend retencni data z HPLC pro
zkousenou latku a jgi adsorpeni koeficient, musi byt vytvoren kalibrasni
graf log K, versus log k. Pouzije se minimané Sest referencni bodu,
alespon po jednom nad a pod oc¢ekavanou hodnotou pro zkousenou latku.
Spréavnost metody se vyznamné zlepsi, budou-li pouzity referencni Iatky
strukturné pribuzné se zkousenou latkou. Negsou-li takova data zndma,
ponechdva se na experimentatorovi, aby vybra vhodné kaibracni 1aky.
V takovém piipadé by méla byt vybrana obecnéjsi sada strukturné
heterogennich latek. Létky a hodnoty K o, které mohou byt pouzity, jsou



X1X.1.4

X1X.1.5

uvedeny v dodatku, a to vtabulce 1 pro Cistirensky kal a v tabulce 3 pro
pudu. Volbajinych kalibra¢nich latek by méla byt zdivodnéna.
PODSTATA ZKUSEBNiI METODY

HPLC se provadi na analytickych kolonadch pInénych komeréné
dostupnym kyanopropylem jako pevnou fézi, obsahujicim lipofilni a
polarni slozky. Pouzije se mirng polarni stacionarni faze na silikagelové
matrici:

-0-S —CH,-CH,-CH, —CN
silikagel nepol &rni spacer polarni slozka

Podstata zkusebni metody je obdobna jako ve zkusebni metodé A.8
(rozdélovaci koeficient, metoda HPLC). Pti prachodu kolonou v mobilni
fazi zkousena latka interaguje se stacionarni fazi. V dusledku rozdélovani
mezi mobilni a stacionarni fazi se postup zkousene |atky zpomaluje. Dvoji
slozeni stacionérni faze s polarnimi a nepolarnimi skupinami umoziuje,
aby polani a nepolarni skupiny molekuly interagovaly podobnym
zpasobem, jako je tomu u organického materidu v pudé nebo
Cistirenském kalu. To umoziuje stanovit vztah mezi retencnim ¢asem na
kolon¢ a adsorpenim koeficientem na organickém materid u.

Na sorpcni chovani zegména u polérnich latek ma vyznamny vliv pH.
V pripadé zemédélskych pad nebo nadrzi sdistirenskymi kaly se pH
norméné pohybuje od pH 5,5 do 7,5. U disociujicich latek se ve vhodném
pufracnim roztoku provedenou dvé zkousky, a to jak s disociovanou
formou, tak snedisociovanou formou, avsak pouze v piipadé, ze
v rozmezi pH 5,5 az 7,5 disociuje a espon 10 % zkousené slouceniny.
Vzhledem k tomu, Ze se k hodnoceni pouzije pouze vztah mezi retenci na
koloné¢ HPLC a adsorpénim koeficientem, neni nutna zadna kvantitativni
metoda, nybrz pouze stanoveni retencniho ¢asu. Je-li k dispozici vhodna
sada referencnich latek a lzelli redlizovat standardni experimentdni
podminky, je metoda rychlym a G¢innym zpasobem odhadu adsorpéniho
koeficientu Kou.

POUZITELNOST ZKOUSKY

Metoda HPLC je pouzitelna pro chemickeé latky (radioizotopové znacené i
neznateng), pro né&z je kdispozici vhodny detekeéni  systém
(napt. spektrofotometr, detektor radioaktivniho zareni) a jez jsou po dobu
experimentu dostatecn¢ stabilni. Muze byt zvlasté uzitecna pro chemické
l&tky, jgjichz studium je v jinych experimentdnich systémech obtizné (tj.
pro tékavé latky, které nejsou rozpustné ve vodé v koncentraci, kterou 1ze
analyticky mefit, pro latky svysokou afinitou k povrchu inkubacnich
systémut). Metoda muaze byt pouzita pro smési, které davaji nerozlisitelny
ducni pas. V takovém pripadé se stanovi horni a dolni meze hodnot
log Kou pro slou¢eniny pritomneé ve smési.

Pri interpretaci vysledka HPLC mohou nékdy pusobit problémy necistoty.
Jgjich vliv je vsak maly, nebot’ zkousené létky lze jasné analyticky
identifikovat a od necistot oddeélit.

Metoda je validovana pro latky uvedené vtabulce 1 v dodatku a byla
rovnéz pouzita u fady jinych chemickych laek znasledujicich
chemickych tiid:



X1X.1.6
X1X.1.6.1

X1X.1.6.2

X1X.1.6.3

— aromatické aminy (napt. trifluralin
(1-(dipropylamino)-2,6-dinitro-4-(trifluormethyl ) benzen),
4-chloranilin, 3,5-dinitroanilin, 4-methylanilin, N-methylanilin,
1-nafylamin),

— estery aromatickych karoxylovych kyselin (napi. methyl-benzodt,
ethyl-3,5-dinitrobenzoét),

— aromatické uhlovodiky (napt. toluen, xylen, ethylbenzen,
nitrobenzen),

— estery aryloxyfenoxypropanové kyseliny (napi. diklofop-methyl,
fenoxaprop-ethyl, fenoxaprop-P-ethyl),

—  benzimidazolové a imidazolové fungicidy (napi. karbendazim,
fuberidazol, triazoxid),

— amidy karboxylovych kyselin (napft. 2-chlorbenzamid,
N,N-dimethylbenzamid, 3,5-dinitrobenzamid, N-methylbenzamid,
2-nitrobenzamid, 3-nitrobenzamid),

— chlorované uhlovodiky (napt. endosulfan, DDT, hexachlorbenzen,
kvintozen, 1,2,3-trichlorbenzen),

— organofosforové insekticidy (napi. azinfos-methyl, disulfoton,
fenamifos, isofenfos, pyrazofos, sulprofos, triazofos),

— fenoly (napt.fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, pentachlorfenol,
2,4,6-trichlorfenol, 1-naftol),

— derivdty  fenylmocoviny  (napt. isoproturon, monolinuron,
pencykuron),

—  pigmentova barviva (napt. Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct
Red 81),

— polyaromatické uhlovodiky (napt. acenaften, naftalen),

— 1,35-triazinové herbicidy (napi. prometryn, propazin, simazin,
terbutryn),

— triazolové derivaty (napr.tebukonazol, triadimefon, tradimenol,
trigpenthenal).

Metoda neni pouzitel nd u latek, které reaguji seluentem nebo stacionarni

fézi. Neni rovnéz pouzitelnd u l&ek, které interaguji specifickym

zpiasobem s anorganickymi  slozkami  (napft. tvori  klastrové komplexy
sminerdy jilu). Metoda nemusi byt pouzitelna u povrchové aktivnich

l&tek, anorganickych latek a mirnych nebo silnych organickych kyselina a

zésad. Lze stanovit K, shodnotami log K,, od 1,5 do 5,0. Disociujici

l&tky musi byt méteny s pufrovanou mobilni fazi, avsak je tieba dbat nato
aby nedoslo ke srazeni slozek pufru nebo zkousené latky.

KRITERIA JAKOSTI

Spravnost

Obvykle lze adsorpéni koeficient zkousené latky stanovit v rozmezi

10,5 f&du hodnoty stanovené nasadovou rovnhova&znou metodou  (Viz

tabulka 1 v dodatku). Vyssi miry spravnosti 1ze doséhnout, jsou-li pouzité

referencéni latky strukturné pribuzné se zkousenou latkou.

Opakovatelnost

Stanoveni se provedou aesponn dvojmo. Hodnoty logK,, ziskané

Z jednotlivych méreni by mely lezet v rozmezi +0,1.

Reprodukovatelnost

Dosud ziskané zkusenosti s pouzitim metody svédci o jegi vaidite.

Ove¢rovani metody HPLC za pouziti 48 latek (prevazné pesticidi), u nichz



XIX.1.7
XIX.1.7.1

XIX.1.7.2

X1X.1.7.3

X1X.1.7.4

X1X.1.8
X1X.1.8.1

X1X.1.8.2

byla k dispozici spolehliva data o K,, v padé, vedlo ke korelatnimu
koeficientu R = 0,95 (10, 11).

Pro zlepseni a validaci metody bylo proveden mezilaboratorni test
za Ucasti 11 laboratori (12). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2 v dodatku.
POPIS ZKUSEBNi METODY

Predbézny odhad adsorpéniho koeficientu

Rozdélovaci pomér oktanol-voda Pov (= Kow) a do urcité miry i
rozpustnost ve vodé mohou byt pouzity jako indikéory rozsahu adsorpce
zeiména u nedisociujicich ldtek a mohou tedy byt pouzity pro jeho
predbézné nalezeni. Pro rizné skupiny chemickych latek byla publikovana
fada uzitecnych kordlaci (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).

Piistroje a pomiicky

Nezbytnym vybavenim je kapalinovy chromatograf vybaveny bezpulsnim
cerpadlem a vhodnym detekénim zarizenim. Doporucuje se pouzivat
nastiikovy ventil se vstiikovaci smyckou. Pouzije se komeréni
kyanopropylové chemicky vazané pryskyiice na silikagelu (napt. Hypersil
a Zorbax CN). Mezi nastiikem a analytickou kolonou maze byt umisté na
ochranna predkolona ze stginého materidu. Kolony od raznych
dodavatelt se mohou podstatné lisit, pokud jde o Kinnost. Pro orientaci
by mély byt dosazeny nasledujici kapacitni faktory: logk'>0,0 pro
logK,,=30 a logk>04 pro logK, =20 pii pouziti smés
methanol/voda 55/45 % jako mobilni faze.

Mobilni faze

Bylo testovano nékolik mobilnich fazi a doporucuji se nasledujici dvé
mobilni faze:

— methanol/voda (55/45 % obj.),

— methanol/0,01M citratovy pufr pH 6,0 (55/45 % obj.).

K pripravé eluéniho rozpoustédla se pouzije methanol a voda nebo
citratovy pufr ¢istoty pro HPLC. Smés se pired pouzitim odplyni. M éla by
byt provedena isokraticka eluce. Nevyhovuje-li smés methanol/voda, 1ze
vyzkouset smeési jinych organickych rozpoustédel svodou, napri.
ethanol/voda nebo acetonitril/voda. U disociujicich doucenin  se
doporucuje pouziti pufracniho roztoku ke stabilizaci pH. Je nezbytné dbat
nato, aby nedoslo ke sré&zeni soli a naruseni kolony, ke kterému dochézi u
neékterych smési organickeé faze s pufracnim roztokem. Nesmi byt pouzity
z&dné prisady, jako jsou iontové péarova cinidla, nebot’ mohou ovlivnit
sorpeni vlastnosti stacionarni faze. Takové zmény stacionarni faze mohou
byt nevratné. Z tohoto divodu musi byt experimenty spouzitim ptisad
provadény na zvlastnich kolonéch.

Rozpousténé latky

Zkusebni areferencni latky se rozpusti v mobilni fézi.

PROVEDENI ZKOUSKY

ZkuSebni podminky

Béhem meieni se zaznamenava teplota. Pro zgisténi konstantnich
podminek béhem kalibrace a predbéznych meéieni a béhem méreni
zkousené latky se velmi doporucuje pouziti kolony s regulaci teploty.
Stanoveni mrtvé doby #

Pro stanoveni mrtvé doby |ze pouzit dvé raizné metody (viz takeé bod 1.2).

X1X.1.8.2.1 Stanoveni mrtvé doby to pomoci homologickeé rady



Je ovéieno, 7e tato metoda poskytuje spolehlivé a standardisované
hodnoty 7. Podrobnosti viz zkusebni metoda A.8: Rozdélovaci koeficient
(n-oktanol/voda) metodou za pouziti HPLC.

X1X.1.8.2.2 Stanoveni mrtvé doby t, pomoci inertnich latek, které nejsou kolonou

X1X.1.8.3

X1X.1.8.4

X1X.2

X1X.3

zadrzovany
Tato technika je zalozena na nastiiku roztoka formamidu, mocoviny nebo
dusi¢nanu sodného. Méreni se provedou alespon dvojmo.
Stanoveni reten¢nich ¢asi 7r
Referencni 1atky se vyberou tak, jak je uvedeno v bodé 1.3. Pro stanoveni
jelich reten¢nich ¢asi mohou byt nastiiknuty jako smésny standard za
piedpokladu, 7e je ovéieno, ze retencni cas zadného referencéniho
standardu neni ovliviiovan piitomnosti jinych referencénich standardi.
Kadlibrace by méla byt provadéna pravidelng, alespon dvakréat denné, aby
se zachytily ne¢ekané zmeény Gcinnosti kolony. Nastiky pro kalibraci by
meély byt provadény nejlépe pied nastiikem zkousené latky a po ném, aby
se ovérilo, ze nedoslo ke zmené retencénich casi. Zkousené laky se
nastiiknou oddélené v co negmensich mnozstvich (aby se kolona
nezahltila) a stanovi se jgjich retencni casy.
Scilem zvysit davéryhodnost méfeni musi byt provedena aespon
opakovana stanoveni. Hodnoty log K, ziskané z jednotlivych méieni by
meély lezet v rozmezi £0,25.
Hodnoceni
Kapacitni faktory &' se vypoctou zmrtvé doby # a retencnich ¢asi tr
vybranych referencnich latek podle rovnice4 (viz bod 1.2). Hodnoty
log k' referencnich latek se poté vynesou proti jejich hodnotam log Kq,
z nasadovych rovnovéaznych experimenta uvedenych vtabulkach 1 a 3
v dodatku. Z této ktivky se poté pomoci hodnoty log k' zkowsené latky
odecte jgi hodnota log Kou. Je-li z aktuanich vydedku zigimé, ze hodnota
logK,, lezi mimo obor kalibracéni kiivky, zkouska se opakuje
s vhodngjsimi referencnimi |atkami.
DATA A ZPRAVY
Zpravamusi obsahovat nasledujici informace:
— identita zkousené latky areferencnich latek, jejich cistota a podie
potieby hodnoty pKa,,
—  popis zatizeni a pracovnich podminek, napi. typ a velikost
anal yticke (a ochranné) kolony, detekéni zatizeni, mobilni faze
(pomeér dlozek apH), rozpéti teploty béhem métent,
— mrtvadoba a pouzité metody jejiho stanoveni,
— mnozstvi zkousené |atky areferencnich latek zavedenych do kolony,
— reten¢ni ¢asy referen¢nich slou¢enin pouzitych ke kalibraci,
—  charakteristiky prolozené regresni kiivky (log k' versuslog K,,) a
graf regresni kiivky,
— pramérnareten¢ni data a odhad hodnoty log Kou zkousené
slouceniny.
—  chromatogramy.
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DODATEK
TABULKA 1

Porovnani hodnot K,, pro pudy a ¢istirenské kaly a hodnot vypoctenych

skreeningovou metodou s HPLC !2

5 L(_)gKOu pro | LogKou Log K, Log Kou
Latka Cido CAS | cidtirenské | pomoci A . | pomoci A

kaly HPLC propidy | g ¢
Atrazin 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,39
Linuron 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30
Fenthion 55-38-9 3,75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,09
Monuron 150-68-5 1,46 2,21 0,75 1,99 2,26 0,27
Fenanthren 85-01-8 4,35 3,72 0,63 4,09 3,52 0,57
Fenyl-benzoét 93-99-2 3,26 3,03 0,23 2,87 2,94 0,07
Benzamid 55-21-0 1,60 1,00 0,60 1,26 1,25 0,01
4-Nitrobenzamid 619-80-7 1,52 1,49 0,03 1,93 1,66 0,27




5 Log Kou pro | Log Kou Log Ko Log Kou
Latka Cido CAS | cidtirenské | pomoci A 97 d” pomoaci A
kaly HPLC propudy | ‘HpLc
Acetanilid 103-84-4 1,52 1,53 0,01 1,26 1,69 0,08
Anilin 62-53-3 1,74 1,47 0,27 2,07 1,64 0,43
2,5-Dichloranilin 95-82-9 2,45 2,59 0,14 2,55 2,58 0,03

1

W. Kordel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPL C-screening method for
the determination of the adsorption coefficient on sewage sludges. Chemosphere, 35(1/2),

str. 121-128.

W. Kordel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of
organic substances on sewage sludges. Chemosphere, 35 (1/2), str. 107-119.

TABULKA 2
Vysledky mezilaboratorniho porovnavaciho testu provedeného za ucelem
zlepSeni a validace metody s HPLC (11 zucastnénych laboratof‘i)1

4 T LOQ Kou Kou LOg Kou
Létka Cislo CAS (OECD 106) Metoda zalazena naHPLC
Atrazin 1912-24-9 181 78+ 16 1,89
Monuron 150685 1,99 1008 2,00
Triapenthenol 77608-88-3 237 202 + 58 247
Linuron 330.55-2 2,59 465 * 62 2,67
Fenthion 55-38-9 3,31 2062 * 648 3,31

1

W. Kordel, G. Kotthoff, J. Mller (1995). HPL C-screening method for the determination of the
adsorption coefficient on soil-results of aring test. Chemosphere, 30(7), str. 1373-1384.

TABULKA 3
Referen¢ni latky doporucené pro skreeningovou metodu s HPLC na zakladé
adsorpc¢nich dat pro pudu
Referencni latka Cido CAS Logaritmy Pocet Logaritmus Zdroj
strednich hodnot Koy | smérodatné
hodnot odchylky
Z ndsadové
rovnovazné
metody

Acetanilid 103-84-4 1,25 4 0,48 a)
Fenol 108-95-2 1,32 4 0,70 a)
2-Nitrobenzamid 610-15-1 1,45 3 0,90 b)
N, N-Dimethylbenzamid 611-74-5 1,52 2 0,45 a)
4-Methylbenzamid 619-55-6 1,78 3 1,76 a)
M ethylbenzoét 93-58-3 1,80 4 1,08 a)
Atrazin 1912-24-9 1,81 3 1,08 C)
|soproturon 34123-59-6 1,86 5 1,53 C)
3-Nitrobenzamid 645-09-0 1,95 3 131 b)
Anilin 62-53-3 2,07 4 1,73 a)
3,5-Dinitrobenzamid 121-81-3 2,31 3 1,27 b)
Karbendazim 10605-21-7 2,35 3 1,37 C)
Triadimenol 55219-65-3 2,40 3 1,85 C)
Triazoxide 72459-58-6 2,44 3 1,66 C)
Triazofos 24017-47-8 2,55 3 1,78 C)
Linuron 330-55-2 2,59 3 1,97 C)
Naftalen 91-20-3 2,75 4 2,20 a)
Endosulfan-diol 2157-19-9 3,02 5 2,29 C)
M ethiokarb 2032-65-7 3,10 4 2,39 C)
Acid Yellow 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 a)
1,2,3-Trichlorbenzen 87-61-6 3,16 4 1,40 a)
y-HCH (lindan) 58-89-9 3,23 5 2,94 a)




Fenthion 55-38-9 331 3 2,49 c)
Direct Red 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 a)
Pyrazofos 13457-18-6 3,65 3 2,70 c)
a-Endosulfan 959-98-8 4,09 5 3,74 c)
Diklofop-methyl 51338-27-3 4,20 3 3,77 c)
Fenanthren 85-01-8 4,09 4 3,83 a)
Basic Blue 41 (smés) 26850-47-5 4389 4 4,46 a)
12270-13-2
DDT 50-29-3 5,63 1 — b)

a) W.Kordd, J. Miller (1994). Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien
mit der HPLC. UBA R & D Report No 106 01 044 (1994).

b) B.V.Oepen, W. Kordel, W. Klein (1991). Chemosphere, 22, str. 285-304.

c) Dataposkytnuta pramysliem.

XX. METODA PRO STANOVENI TOXICITY PRO REPRODUKCI U
DAPHNIA MAGNA — metoda C.20 podle piilohy smérnice 2001/59/ES

XX.1 METODA
Tato zkouska toxicity pro reprodukci je replikou metody OECD TG 211
(1998).

XX.1.1 UvoD
Hlavnim cilem zkousky je posoudit uc¢inky chemickych l&ek na
reprodukéni schopnost druhu Daphnia magna.

XX.1.2  DEFINICE A JEDNOTKY
Mate¢né organismy: dafnie samic¢iho pohlavi, které jsou piitomné na
zacatku zkousky ajejich reprodukéni schopnost je predmétem studie.
Potomstvo: mladé dafnie pochazegjici z matecnych organisma v prabéhu
zkousky.
Nejnizsi koncentrace s pozorovanymi ucinky (lowest observed effect
concentration, LOEC): je ngnizsi zkousena koncentrace, pri niz je pro
danou expozi¢ni dobu pozorovan statisticky vyznamny (inek [atky na
reprodukci a na mortaitu matecnych organismi (na  drovni
pravdépodobnosti falesné pozitivniho hodnoceni p < 0,05) ve srovnani
skontrolni skupinou, v prabéhu stanovené expozi¢ni doby. Vsechny
zkousené koncentrace vyssi nez LOEC musi mit stejné nebo vazngjsi
Skodlivé teinky, nez U¢inky pozorované pii koncentraci LOEC. Nelze-li
tyto dvé¢ podminky splnit, musi podrobné vysvétleno jak byla LOEC (a
tedy i NOEC) zvolena
Koncentrace bez pozorovanych ufinki (no observed effect
concentration, NOEC): je zkusebni koncentrace bezprostiedné nizsi nez
LOEC, ktera pii srovnani s kontrolni skupinou nemé pro danou expozi¢ni
dobu statisticky vyznamny ucinek (p <0,05).
EC: je koncentrace zkouseneé latky rozpustené ve vodk, ktera pro danou
expozi¢ni dobu vede k x% snizeni reprodukce dafnii Daphnia magna.
Imanentni rist populace: je mira rastu populace, v niz je zahrnuta
reprodukéni schopnost a mortalita specificka z hlediska stéi (20, 21, 22).
V ustdleném stavu bude nulovy. Pro rostouci populaci bude kladny a pro
snizujici se populaci bude zaporny. Je zigimé, ze pri zaporném rastu nelze
druh zachovat a nakonec dojde k jeho vyhynuti.
Mez detekovatelnosti: je negjnizsi koncentrace, v niz |ze latku detekovat,
nikoli vsak stanovit.




XX.1.3

XX.1.4

XX.15

XX.1.6

Mez stanovitelnosti: je nginizsi koncentrace, v niz Ize latku kvantitativne
namefit.
Mortalita: organismus se zaznamena jako mrtvy, je-li nepohyblivy,
tj. neni-li schopen plavat nebo neni-li u koncetin (privéski) nebo u
postabdomen pozorovan pohyb do 15s po lehkém zatrepani zkusebni
nédobou. (Pouzije-li se jina definice, musi byt uvedena spolesné s literarni
odkazem.)
PODSTATA ZKUSEBNI METODY
Mladé sami¢i dafnie (mate¢né organismy) na zac¢atku zkousky mladsi nez
24 h se exponuji zkousené létce piidané do vody v urcitém rozsahu
koncentraci. Zkouska trva 21 dni. Na konci zkousky se odhadne celkovy
pocet vylihnutych zivych potomki pochazejicich z jednoho mate:ného
organismu, ktery prezil do konce zkousky. To znamend, ze nedospélé
dafnie pochézgjici z dospélych dafnii, které v pribéhu zkowsky uhynuly,
se z odhadi vylouci. Reprodukéni schopnost matecnych organisma |1ze
vyjédiit jingym zpasobem (napr. jako pocet zivych potomka pochézejicich
Z jednoho matecného organismu za den, a to od prvniho dne, kdy bylo
potomstvo pozorovano), ktery se vsak uvede dopliikové vedle celkového
poétu nedospélych dafnii pochazgjicich z jedné matec¢né dafnie zivé na
konci  zkousky. Reprodukéni schopnost organismi  exponovanych
zkousené latce se porovna sreprodukéni schopnosti kontrolni skupiny
(kontrolnich skupin) s cilem stanovit nejnizsi koncentraci s pozorovanymi
ucinky (LOEC) a tim i koncentraci bez pozorovanych Gginka (NOEC).
Krom¢ toho se data pokud mozno analyzuji pomoci regresnino modelu
scilem odhadnout koncentraci, ktera vyvolava x% snizeni reprodukeni
schopnosti, (tj. ECso, EC»o nebo EC,).
Musi byt rovnéz uvedeno preziti matecnych organismi a okamzik
narozeni vylihnuti prvnich potomki. Zkoumany mohou byt také jiné
ucinky vyvolané latkou, které maji vliv na charakteristiky, jako jsou rust
(napt. vliv na déku) a ptipadné imanentni rast popul ace.
INFORMACE O ZKOUSENE LATCE
Mély by byt k dispozici vysledky zkousky akutni toxicity (viz metoda
C.2, ¢éstl) provedené u Daphnia magna. Vydedky mohou byt uzitecné
pro volbu vhodného rozsahu zkusebnich koncentraci ve zkouskéch
toxicity pro reprodukci. Mély by byt znamy rozpustnost zkousene latky ve
vodé a tlak jgjich par a méla by byt k dispozici spolehlivid anayticka
metoda kvantitativnino stanoveni latky ve zkusebnich roztocich, a to
s dolozenym vytézkem amezi stanovitelnosti.
Uzitetnymi informacemi o zkousené latce pro Ucely stanoveni zkusebnich
podminek mohou byt strukturni vzorec, cistota laky, stalost na svétle,
pK,, Po a vydedky zkousky snadné biologické rozlozitelnosti
(viz metoda C.4).
VALIDITA ZKOUSKY
Méali byt zkouska platna, musi byt u kontrolni skupiny (kontrolnich
skupin) splnéna nasledujici kriteria reproduk¢ni schopnosti:
— mortalita mate¢nych organismu (dafnii sami¢iho pohlavi) nesmi na
konci zkousky prekrocit 20 %,
— stiedni hodnota poctu zivych potomki pochazejicich z jednoho
mate¢ného organismu zivého nakonci zkousky je > 60.
POPIS ZKUSEBNi METODY



xX.1.6.1

xX.1.6.2

xX.1.6.3

Piistroje a pomucky

Zkusebni nadoby nebo jiné pristroje a pomucky, které piijdou do styku se

zkusebnimi  roztoky, by meély byt sklenéné nebo zjiného chemicky

inertnino materiadlu.  Zkusebnimi  nadobami jsou obvykle sklenéné
kadinky.

Kromg toho bude nezbytné nékteré nebo veskeré nasledujici zatizeni:

—  pristroj pro méieni koncentrace kysliku (s mikroel ektrodou, nebo
jiny vhodny pfistroj na méteni koncentrace rozpusténého kysliku ve
vzorcich malého objemu),

— vhodny pfistroj pro regulaci teploty,

—  pH-metr,

—  vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody,

—  zafizeni pro stanoveni celkového organického uhliku (TOC) ve vodé
nebo zatizeni pro stanoveni chemické spotieby kysliku (CHSK),

— vhodné zatizeni pro ovladani rezimu osvétleni a pro méieni
intenzity svétla

Testovaci organismy

Ke zkousce se powzije druh Daphnia magna Straus. Jiné druhy dafnii

mohou byt pouzity, pokud splnuji ptipadna kritéria vaidity (kriterium

validity tykajici se reprodukéni schopnosti kontrolnich skupin by mélo byt
relevantni pro dany druh dafnii). Pouziji-li se jiné druhy dafnii, musi byt
jasn¢ identifikovany aje€jich pouziti musi byt zdivodnéno.

Klon by mél byt identifikovan nejlépe uvedenim genotypu. Vyzkum

ukézal (1), ze reprodukeni schopnost klonu A (ktery pochazi z institutu

IRCHA ve Francii) (3) stabiln¢ spliuje kriterium validity, jimz je > 60

potomki na prezivsi matecny organismus pii kultivaci za podminek

popsanych v této metodé. Splnuje-li kultura dafnii prokazatelné kriteria
validity pro tuto zkousku jsou prijatelnéi jiné klony.

Na za¢atku zkousky musi byt dafnie 24 h staré a nesmi byt prvni generaci.

Musi pochazet ze zdravé kultury (tj. nesmi vykazovat znamky stresu

projevujici se vysokou mortalitou, piitomnost jedinct sam¢iho pohlavi a

epifii, zpozdéni produkce prvnich potomka, piitomnost jinak zbarvenych

jedinci atd.). Organismy ze zasobni kultury musi byt chovény

v podminkach podobnych tém, které magji byt pouzity pii zkousce

(osvétleni, teplota, médium, krmeni a pocet dafnii na jednotku objemu).

Lisi-li se kultivacni médium pro dafnie, které ma byt pouzito pii zkousce,

od média pouzivaného k rutinni kultivaci dafnii, doporucuje se zaradit

pred zkouskou obvykle tritydenni aklimatizacni obdobi (tj. v délce
odpovidgjici jedné generaci), aby nedoslo u mate¢nych organismi ke
stresu.

ZKkuSebni médium

Doporucuje se, aby bylo vtéto zkousce pouzito presné definované

médium. Tim se lze vyhnout pouzti prisad, které je obtizné

charakterizovat (napi. morskych tas, pudy, extraktu atd.) a zvysit vyhlidky
mezilaboratorni  standardizace. Jako vyhovujici pro tento G¢el byla
shledana Elendtova média M4 (4) a M7. Prijatelnd jsou vsak i jina média

(napt. (5, 6)), splnuje-li pii jgich pouziti reprodukeni schopnost kultury

dafnii prokazatelné kriteria validity pro tuto zkousku.

Pouzije-li se médium, které obsahuje nedostatecné charakterizovatelné

prisady, mely by byt tyto prisady jasné specifikovany a v protokolu o



XX.1.6.4

zkousce se uvedou informace o jgich dozeni, to zgména o obsahu
organického uhliku, nebot’ mize prispivat k dodavané stravé. Doporucuje
se, aby byl stanoven celkovy organicky uhlik (TOC) a/nebo chemicka
spotieba kysliku (CHSK) vychozi formy organické piisady a aby byl
odhadnut vysledny prispévek k TOC nebo CHSK ve zkusebnim médiu.
Doporucuje se, aby byly trovné TOC v médiu (tj. pred pridanim tas) nizsi
nez 2 mg-l'1 (.

Pri zkouseni |atek obsahujicich kovy je dulezité si uvédomit, ze vlastnosti
zkusebniho média (napi. tvrdost, chelatacni schopnosti) mohou mit vliv na
toxicitu latky. Ztohoto dtvodu je zadouci, aby bylo médium piesné
definovano. V souwasnosti jsou vsak jedinymi piesné definovanymi médii,
0 nichz je zndmo, ze jsou vhodna pro dlouhodobou kultivaci kultury druhu
Daphnia magna, Elendtova média M4 a M7. Ob¢ média obsahuji
chelatacni cinidlo EDTA. Préce (2) ukazaa, ze provédi-li se zkouska
v médiich M4 a M7, je ,zdanliva toxicita® kadmia zpravidla nizsi nez
v médiu, které neobsahuje EDTA. Média M4 a M7 se tedy nedoporucuji
pro zkouseni latek obsahujicich kovy a neméla by se pouzivat ani jina
média obsahujici ¢inidla znama svoji chelatacni schopnosti. V pripadé
l&tek obsahujicich kovy se doporucuje pouzivat jiné médium, napriklad
rekonstituovanou tvrdou sladkou vodu podie ASTM (7), ktera neobsahuje
EDTA a do niz je pridan extrakt zias (8). Tato kombinace
rekonstituované tvrdé sladké vody podle ASTM a extraktu z fas je také
vhodna pro dlouhodobou kultivaci druhu Daphnia magna (2) a pro
zkouseni na tomto druhu, prestoze vykazuje dabé chelatacni €inky
zpusobené organickymi slozkami pridaného extraktu z fas.

Na zacdku zkousky a vjgim prabéhu by méla byt koncentrace
rozpusténého kysliku vyssi nez 3 mg-l'l. pH by mélo byt v rozmezi 6 az 9
a zpravidla by se nemélo v zéadné zkousce meénit o vice nez 1,5.
Doporucuje se tvrdost nad 140 mg-I™* (jako CaCOs). Ve zkouskéch pii této
a vyssi tvrdosti reprodukeni schopnost prokazatelné vyhovovala kritériim
validity (9, 10).

Zkusebni roztoky

Zkusebni roztoky o zvolenych koncentracich se obvykle pripravi redénim
zasobniho roztoku. Zasobni roztoky se pripravi nejlépe rozpustenim latky
ve zkusebnim médiu.

Pro ptipravu vhodné koncentrovaného zasobniho roztoku maze byt nekdy
nezbytné pouziti organickych rozpoustédel nebo dispergatora, meéla by
vsak byt vynalozena maximani snaha takové laky nepouzivat. Ke
vhodnym  rozpoustédlom  patfi  aceton, ethanol, = methanol,
dimethylformamid a triethylenglykol. Ke vhodnym dispergédtoram patti
Cremophor RH40, 0,01% methylcellulosa a HCO-40. V zadném pripadé
by vsak nem¢l byt obsah zkusebni 1atky ve zkusebnich roztocich vyssi nez
jejgi rozpustnost ve zkusebnim médiu.

K pripravé zasobniho roztoku, ktery lze presn¢ davkovat do vody, se
pouziji rozpoustédla. Pri  doporucené koncentraci  rozpoustédia
v konesném zkusebnim médiu (tj. <0,1ml-I"Y) nejsou vyse uvedena
rozpousté dla toxicka a nezvysuji rozpustnost |aky ve vodé.

Dispersanty mohou usnadnit piesné davkovani a dispergaci. Pri
doporugené koncentraci v konesném zkusebnim médiu (tj. < 0,1 ml-l?)
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nejsou vyse uvedeneé dispergatory toxické a nezvysuji rozpustnost latky ve
vodé.

USPORADANI ZKOUSKY

Expozice se rozvrhne pro jednotlivé zkusebni néadoby a veskeré dalsi
obsluhovani zkusebnich nédob se provéadi ndhodné. Nedodrzeni této
zésady muze vést kjednostrannému vychyleni, které muze byt
povazovano za Ucinek koncentrace. Jsou-li napriklad experimentdni
jednotky obsluhovény v porfadi zahgeni expozice nebo v poradi
koncentraci, mohl by n¢jaky casové podminény efekt, napi. Unava
obsluny nebo jiné pochybeni, vést kvyssim &inkam pii vyssich
koncentracich. Mohou-li byt dale vysdedky ovlivnény pocatecnimi
podminkami zkousky nebo okolnimi podminkami, jako je napt. umisténi
v laboratoi, mélo by byt zvazeno blokové usporédani zkousky.

POSTUP

Podminky expozice

Délka expozice

Zkouskatrva 21 dni.

Nasazovani

Matecné organismy se umisti po jednom do zkusebnich nadob s50 az
100 ml média.

Aby bylo mozné spinit pozadavky analytické metody pouzité pro
stanoveni koncentrace zkousené latky, maze byt v nékterych piipadech
nezbytné pouzit vétsi objemy, pripustné je rovnéz sdruzovani paraenich
vzorka k chemické anayze. Jsou-li pouzity objemy vétsi nez 100 ml,
mize byt nezbytné zvysit krmné davky podavané dafniim, aby se zgjistila
odpovidgjici dostupnost stravy a splnila kritéria validity. U pratokovych
zkousek mohou byt ztechnickych davodt zvazena jina usporadani
(napt. étyti skupiny po 10 organismech ve vétsim zkusebnim objemu),
aviak jakékoli zmeny usporadani zkowky musi byt ale uvedeny
V zavéresné zprave.

Pocet organismii

U semistatickych zkousek se nasadi jednotlivé alespon 10 organismua pro
kazdou zkusebni koncentraci a alespon 10 organismi jednotlivé do
zkusebnich skupin.

U pratokovych zkousek se ukézalo vhodnym rozcklit pro kazdou
koncentraci 40 organismia do ¢tyi skupin po 10 organismech (1). Muze
byt pouzit mersi pocet zkusebnich organismi, pticemz se doporucuje na
jednu koncentraci rozdélit miniméné 20 organismi do dvou nebo vice
paraelnich skupin 0 stejném poctu organisma (napr. ¢tyii  paralelni
skupiny po péti dafniich). Je tieba poznamenat, ze u zkousek, pri niz se
organismy nasazuji jako skupiny, nebude mozné vyjédiit reprodukeni
schopnost jako pocet Zivych potomki pochazejicich z jednoho matecného
organismu, ktery piezil do konce zkousky v piipadé, ze matecny
organismus uhyne. V takovém piipack se reprodukeni schopnost vyjadii
jako ,celkovy pocet zivych potomkia pochézejicich zjednoho matetného
organismu pritomného na zatatku zkousky*.

Krmeni

U semistatickych zkousek se dafnie krmi nejlépe denng, alespon vsak
trikrét tydné (tj. svyménou média). Odchylky od této praxe (napi.u
priatokovych zkousek) se uvedou ve zprave.
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Strava matec¢nych organismit béhem zkousky by me¢la sestavat nejlépe
z zivych bunék fas jednoho nebo vice nasledujicich druhi: Chlorella sp.,
Selenastrum capricornutum (Nyni Pseudokirchneriella subcapitata (11)) a
Scenedesmus subspicatus. Mnozstvi dodavané stravy by mélo vychéazet
zmnozstvi organického uhliku (C) dodavaného na jeden matecny
organismus. Vyzkum (12) ukézal, ze u druhu Daphnia magna je
postacujici pro dosazeni dostatecného potomstva nezbytného pro splnéni
kritérii validity mnozstvi stravy od 0,1 do 0,2 mgC na dafnii za den.
Strava mize byt dodavana bud’ ve steinych dévkach po celou dobu
zkousky, nebo podle pozadavku v nizsich davkéch na za¢atku zkousky a
poté ve zvysujicich se davkach s ohledem na riast matecnych organisma.
V takovém piipadé by mélo mnozstvi dravy po celou dobu zistat v
doporuceném rozmezi 0,1 az 0,2 mg C nadafnii za den.
Pouzije-li se k urceni potitebného mnozstvi stravy zéstupny ukazatel, jako
je pocet bunék tas nebo absorbance ve viditelném svétle, musi kazda
laborator vytvofit vlastni nomogram vztahu zastupného ukazatele a
obsahu uhliku v kulture fas (viz dodatek 2 snévodem na vytvoreni
nomogramu). Nomogramy by mély byt ovérovany jednou ro¢né a éasteji
Vv pripadg, ze se zmeéni podminky kultivace fas. Absorbance ve viditelném
svétle byla shledana lepsim zastupnym ukazatelem celkového obsahu
uhliku, nez po¢et bunék (13).
Dafniim by meéla byt dodavéna koncentrovana suspenze tas, aby se
minimalizoval objem kultivatniho média fas uvédény do zkusebni
nadoby. Zkoncentrovéni tas Ize dosahnout centrifugaci a naslednou
resuspenzi v destilované vod¢, v deionisované vodé nebo v kultivatnim
médiu dafnii.
Osvetlent
16 hodin svétla pri intenzité neprekracujici 15 az 20 pE m2s®.
Teplota
Teplota zkusebniho média by se méla pohybovat v rozmezi 18 az 22 °C.
V z&dné zkousce by vsak teplota neméla v téchto mezich kolisat o vice
nez 2 °C (napi. 18 az 20, 19 az 21 nebo 20 az 22 °C). Pro U¢ely sledovani
teploty muze byt vhodné pouzit dal i zkusebni nadobu.
Provzdusnovani
Zkusebni nadoby nesmi byt v prubéhu zkousky provzdusiovany.
Zkusebni koncentrace
Zpravidla se pouzije aespon pét zkusebnich koncentraci tvoficich
geometrickou fadu sfaktorem nepiekradujicim 3,2 a priméieny pocet
paralenich zkusebnich skupin v rdmci kazdé zkusebni koncentrace (viz
bod 1.8.1.3). Pouziti méné nez péti koncentraci by mélo byt zdiavodnéno.
Latky by nemély byt zkouseny pro koncentrace vyssi, nez je jgich
rozpustnost ve zkusebnim médiu.
Pti volbe rozsahu koncentraci by mély byt zohlednény nésledujici zasady:
i) jeli cilem ziskat LOEC/NOEC, musi byt ngjnizsi zkusebni
koncentrace dostate¢né nizka, aby nebyla plodnost pti této
koncentraci vyznamng nizsi, nez plodnost v kontrolni skuping.
V opaném pripadé bude muset byt zkouska opakovana se snizenou
nejnizsi koncentraci;
i) jeli cilem ziskat LOEC/NOEC, musi byt nevyssi zkusebni
koncentrace dostate¢né vysoka, aby byla plodnost pii této



xX.1.8.3

xX.1.8.4

XX.1.8.5

koncentraci vyznamné nizsi, nez plodnost v kontrolni skupiné.
V opacném piipadé bude muset byt zkouska opakovana se zvysenou
nejvyssi koncentract;

iii)  méli byt pro U¢inky na reprodukci odhadnuta EC,, doporucuje se,
aby byl pouzit dostatecny pocet koncentraci scilem zjistit EC,
s piijatelnym intervalem spolehlivosti. Je-li znam odhad ECsy pro
acinky na reprodukci, doporucuje se, aby byla nevyssi zkusebni
koncentrace vyssi nez tato ECso. Jinak sice bude stde mozné
odhadnout ECsy, interval spolehlivosti viak bude velmi siroky a
nemusi byt mozné uspokojivé posouzeni primérenosti navrzeného
modelu;

iv) do rozsahu zkusebnich koncentraci by nejlépe nemely spadat
koncentrace, které magji statisticky vyznamny Gc¢inek na preziti
dospélci, nebot by mohl byt zménén charakter zkousky z pouhé
zkousky toxicity pro reprodukci na kombinovanou zkousku toxicity
pro reprodukci a mortality, kterd vyzaduje daeko dozitejsi
statistickou analyzu.

Predchézejici znalost toxicity zkousené laiky (napi. ze zkousek akutni

toxicity nebo z orientacnich studii) by méla pomoci pri volbé vhodnych

zkusebnich koncentraci.

Pouzije-li se k usnadnéni piipravy zasobniho roztoku rozpoustédio nebo

dispergétor (viz bod 1.6.4), nem¢la by byt jeho kone¢né koncentrace ve

zkusebni nadobs vyssi nez 0,1 ml-1™ a m&la by byt ve vsech zkusebnich
nadobach stejna.

Kontrolni skupiny

Kromé zkusebni série se nasadi jedna série kontrolnich skupin pro

kontrolu zkusebniho média a podle potieby jedna série kontrolnich skupin

obsahujicich rozpoustédio nebo dispergétor. Pouzije-li se rozpoustédlo
nebo dispergétor, méla by byt jgich koncentrace stejna jako koncentrace

v nadobéch se zkousenou latkou. Pouzije se vhodny pocet paraelnich

skupin (viz oddil 1.8.1.3).

V dobie vedenych zkouskach by mel byt variaéni koeficient stiedniho

poctu zivych potomki narozenych kazdému matecnému organismu

v kontrolni skupiné (kontrolnich skupinach) zpravidla <25 %, a to by

meélo byt uvedeno v planu zkousek s oddélenymi jedinci.

Obnovovani zkusebniho média

Castost obnovovani média bude zéviset na stdlosti zkousené létky,

médium se vsak obnovuje alespon tiikrd tydné. Neni-li podle

piedbéznych zkousek stélosti (viz bod 1.4) koncentrace zkousené latky po
maximalni dobu mezi obnovenimi média (tj. po tfi dny) stda

(tj. nepohybuje se vintervalu 80—120% nomindni koncentrace nebo

klesa pod 80 % namgérené pocatecni koncentrace), mél by byt zvazeno

Castéjsi obnovovani média nebo pratokové zkouska.

Pti obnovovani média v semistatickych zkouskach se pripravi druha série

zkusebnich nadob a matecné organismy se do nich pienesou napr.

sklenénou pipetou o vhodném praméru. Objem média pieneseného

s dafniemi by m¢l byt co nggmensi.

Pozorovani

Vysledky pozorovani provadénych béhem zkousky se zaznamenavaji do

prehledu dat (viz piiklady v dodatcich 3 a 4). Jsou-li pozadovana dalsi
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meéieni (viz body 1.3 a 1.8.8), mize byt nezbytné provadét dalsi
pozorovani.

Potomstvo

Potomstvo pochazejici z kazdého matecného organismu se od jeho
prvniho vyskytu nejlépe denné vybird a pocita, aby nespotiebovavalo
potravu urcenou pro dospélého jedince. Pro Ucely této metody je tieba
zapocitat pouze zivé potomstvo, avsak zaznamenava se i pritomnost
potracenych vajicek nebo mrtvého potomstva.

Mortalita

Mortalita mate¢nych organismu se zaznamenava nejlépe denné, alespon
souc¢asné s pocitanim potomstva.

DalSi parametry

Tiebaze je tato metoda navrzena hlavné k posouzeni G¢inki na
reprodukci, je mozné, aby byly v mite dostatecné pro statistickou analyzu
kvantifikovany i jiné Gc¢inky. Uzitecné je zvl&te mefeni rastu, nebot
poskytuje informaci 0 moznych subletalnich Gcincich. Tato pozorovani
mohou byt uzitecn¢jsi nez samotné meéfeni reprodukce. Doporucuje se
zmgfit na konci zkousky délku matec¢nych organismu (tj. délku téla bez
zadeckového hrotu). K parametram, které 1ze mefit nebo vypocitévat
patii dale doba do narozeni prvnich plidki (a ndsledné dalsich potomki),
pocet a velikost potomkui na jeden organismus, pocet potracenych pludka,
pritomnost jedinci saméiho pohlavi nebo efipii aimanentni rast populace.

Castost analytickych stanoveni a mé&¥eni

Alespon jednou tydné se méti koncentrace kysliku, teplota, tvrdost a pH
v erstvém a ve starém meédiu, v kontrolnich nadobach a u nejvyssi
zkusebni koncentrace.

Béhem zkousky se v pravidelnych intervalech stanovi koncentrace
zkousene létky stanovuji

U semistatickych zkousek (sobnovenim média), u nichz se ma zkusebni
koncentrace pohybovat v rozmezi £20 % nomindnich hodnot (tj. od 80 do
120 % —viz body 1.4 a 1.4.8), se doporucuje analyzovat alespon ngjvyssi
angnizsi zkusebni koncentrace na zatatku studie ihned po jgjich pripravé
apri obnovovani, ato jednou béhem prvniho tydne zkousky (tj. analyzy se
provedou na vzorku z téhoz roztoku — pii jeho pripravé a pii obnovovani).
Tato stanoveni se poté opakuji alespon v tydennich intervalech.

U zkousek, u nichz se nepiedpokladd, ze se bude koncentrace zkousené
l&ky pohybovat vrozmezi 20 % nominani hodnoty, je nezbytné
analyzovat vsechny zkusebni koncentrace, a to ihned po jegjich pripravé a
pii obnovovani. U zkousek, u nichz neni naméiena po¢étecni koncentrace
zkousené latky v rozsahu 20 % nomindni koncentrace, av§ak u nichz |ze
dostatecn¢ prokazat, ze pocatecni koncentrace jsou reprodukovatelné a
staé, (tj.od 80 do 120% pocatecnich koncentraci), by mohla byt
stanoveni ve 2. a 3. tydnu zkousky omezena na nejvyssi a nenizsi
zkusebni  koncentrace. Ve vsech piipadech je stanoveni koncentraci
zkousené latky pred obnovenim treba provést pro kazdou koncentraci
pouze u jedné para elni nadoby.

U pratokovych zkousek je vhodny podobny vzorkovaci rezim, jako je
popsan u semistatickych zkousek (v tomto pripadé se vsak neprovadi
meéieni ,starych” roztoki). Doporucuje se vsak zvysit pocet odbéri
v prvnim tydnu (napi. tii sady méfeni) pro ujisténi, ze jsou zkusebni
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koncentrace stalé. V téchto typech zkousky se pratok fedici vody a
zkousené latky kontroluje denng.

Lze-li vsak prokézat, ze po celou dobu zkowsky byla koncentrace
zkousené latky uspokojivé udrzovana vrozmezi +20% nomindni
hodnoty, mohou byt vysledky zalozeny na nominanich nebo namerenych
pocétecnich hodnotéch. Je-li odchylka od nomindni nebo nam¢rené
pocatecni koncentrace vétsi nez £20 %, vyjadii se vysledky jako ¢asové
vazene priimery (viz dodatek 5).

DATA A ZPRAVY

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Ucelem této zkousky je stanovit G&inek zkousené latky na celkovy pocet
zivych potomkt pochézejicich z jednoho matetného organismu, ktery
prezil do konce zkousky. Celkovy pocet potomkii na matecny organismus
se vypocte pro kazdou zkusebni nadobu (tj. pro kazdou paraelni nadobu).
Jestlize v kterékoli paraelni nadob¢é matecny organismus béhem zkousky
uhyne nebo se zjisti, ze jde o0 sametka, vylouci se nadoba z experimentu.
Analyza se poté provede se zmensenym poctem paral el nich nédob.

Pro odhad LOEC a tedy i NOEC vztahujicich se k t¢inkaim chemické
l&ky na reprodukeni schopnosti je nezbytné vypocist stredni hodnotu
reprodukeni  schopnosti  pies viechny paralelni nadoby pro kazdou
koncentraci a spojeny residudni rozptyl, a to lze provést analyzou
rozptylu (ANOVA). Stiedni hodnota pro kazdou koncentraci musi byt
poté porovnana se stredni hodnotou pro kontrolni skupinu, a to vhodnou
metodou mnohonasobného porovnani. Uzitecnymi mohou byt Dunnettiv
nebo Williamsiv test (14, 15, 16, 17). Je nezbytné owfit, ze je spinén
predpoklad homogenity rozptylu nezbytny pro ANOVA. Doporucuje se
provést ovéreni radgji graficky nez formanim testem vyznamnosti  (18);
vhodnou alternativou je Bartlettiv test. Neni-li tento predpoklad splnén,
méla by byt pfed provedenim ANOVA zv&ena transformace dat za
ucelem homogenizace rozptylu, nebo by méla byt provedena vézena
ANOVA. Vypocte a uvede se velikost Ucinku zjistitelna pomoci ANOVA
(tj. nggmensi vyznamny rozdil).

Pro odhad koncentrace, kter4 zpusobuje 50% snizeni reprodukéni
schopnosti (tj. ECsp), se daty prolozi vhodna kiivka (vhodné kiivky), jako
napi. logaritmickd kiivka, a to datistickou metodou, napi. metodou
negimensich ¢tverci nebo nelinedrni metodou nejmensich ¢tverca. Krivka
by méla byt tak parametrizovana, aby bylo mozné piimo odhadnout ECso
a jgi smeérodatnou odchylku. To znatné usnadni vypocet intervalt
spolehlivosti pro hodnotu ECs,. Pokud negjsou dobré duvody pro
upiednostnéni jinych intervalti spolehlivosti, uvede se oboustranny 95%
interval spolehlivosti. Metoda prolozeni by méla pokud mazno umoznit
posouzeni zavaznosti nedostatkti prolozeni. To Ize provést graficky nebo
rozdélenim residudiniho sowtu ¢tverci na slozku , chyby v prolozeni a
»nahodné chyby” a provedenim testu vyznamnosti chyby v prolozeni.
Vzhledem k tomu, Ze u expozic, jgichz dusledkem je vyssi reprodukéni
schopnost, je vétsi rozptyl poétu vylihnutych potomki nez u expozic
vedoucich k ngjnizsi reprodukéni schopnosti, je treba promyslet véazeni
pozorovanych hodnot scilem zohlednit razné rozptyly u razné
exponovanych skupin (viz vychozi informace (18)).
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Pii analyze dat z rozhodujiciho okruzniho testu (2) byl pouzit nasledujici
model proklé&dajici logaritmickou kiivku; [ze vsak pouzit i jiné modely:
C

b
X
1+~
Xy

Y=

kde:

Y: celkovy pocet zivych potomki na matecny organismus, ktery previl
do konce zkousky (vypocteno pro kazdou nédobu)

x.  koncentrace laky

c¢.  ofekavany pocet potomku pii X =0

xo. ECso Vv populaci

b:  smeérnice.

Tento model bude pravdépodobné vhodny pro velky pocet situaci, budou

vsak existovat zkousky, pro néz bude nevhodny. Jak je uvedeno vyse, je

treba ov¢rit vaiditu modelu. V nekterych pripadech maze byt vhodngjsi
model predpokladajici rozmezi, u néhoz vedou nizsi koncentrace

k pozitivnim G¢inkam (19).

Lze rovnéz odhadnout dalsi koncentrace suréitym Ucinkem, napt. ECy

nebo EC,, mize byt vsak dobré pouzit jinou parametrizaci modelu, nez je

pouzita pro odhad ECsqo.

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:

ZKkouSena latka:

—  fyzikdlni povaha arelevantni fyzikdné-chemicke vlastnosti,

— Udaje o chemické identité véetné Udaje o cistote.

Testovaci druhy:

— klon (byl-li geneticky popsan), dodavatel nebo zdroj (je-li znam) a
pouzité kultivaéni podminky. Byl-li pouzit jiny druh nez Daphnia
magna, musi to byt uvedeno a zdivodnéno.

ZkuSebni podminky:

—  pouzity zkusebni postup (napi. semistaticka nebo pritokova metoda,
objem, velikost obsadky v po¢tu dafnii nalitr),

—  fotoperioda aintenzita svétla,

— usporddani zkousky (napi. pocet paraelnich nadob, pocet
matec¢nych organismt na jednu paralelni nédobu),

—  podrobnosti o pouzitém kultivacnim médiu,

— byly-li pouzty, ptidavky organickych laek véetné jejich slozeni,
zdroje, metody pripravy, TOC/CHSK vychozich preparatt, odhad
vysledného TOC/CHSK ve zkusebnim médiu,

— podrobné informace o krmeni, véetné mnozstvi (v mg C na dafnii za
den) a planu (napt. typ krmiva, véetné specifického nazvu (druhu) u
fas akmene, je-li znam, kultiva¢ni podminky),

— metoda pripravy zasobnich roztoka a castost obnoveni (jsou-li
pouzity, uvedou se rozpoustédlo nebo dispergdtor a jgjich
koncentrace),

Vysledky:

— vysledky ptipadnych predbéznych studii stélosti zkousené |atky,

— nomindni zkusebni koncentrace a vysledky vsech analyz pro
stanoveni koncentrace zkousené latky ve zkusebnich nadobéach (viz
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piiklad formulaie pro piehled dat v dodatku 4); uvede se také
vytézek metody a mez stanovitelnosti,

kvalita vody ve zkusebnich nédobéch (tj. pH, teplota, koncentrace
rozpusténéno kysliku a TOC alnebo CHSK a dale podle potieby
tvrdost) (viz piiklad formulate pro piehled dat v dodatku 3),

celkovy pocet zivych potomka na kazdy matecny organismus (viz
priklad formulaie pro prehled dat v dodatku 3),

poc¢et uhynulych matecnych organismu a den, kdy k thynu doslo
(viz priklad formuléte pro piehled dat v dodatku 3),

variagni koeficient kontrolni reprodukeni schopnosti (zalozeny na
celkovém poctu zivych potomkt na matetny organismus, ktery
prezil do konce zkousky),

kiivka zavidosti celkovém poctu zivych potomkd na matecny
organismus, ktery piezil do konce zkousky (pro kazdou paralelni
nadobu), na koncentraci zkouseneé |atky

nejnizsi koncentrace spozorovanymi Ucinky (LOEC) na reprodukci
veetré popisu pouzitych statistickych metod a Udaje o velikosti
acinku, ktery by mohl byt detekovén, a koncentrace bez
pozorovanych Gc¢inki (NOEC) na reprodukci; jeli k dispozici,
uvede se LOEC/NOEC pro mortalitu mate¢nych organismi,

je-li k dispozici, EC, pro reprodukci a interval spolehlivosti, dde
graf kiivky modelu pouzitého pro jegi vypocet, smérnice kiivky
z&vidosti davka-reakce ajgi smérodatna odchylka,

jiné pozorované biologickée Ucinky a jina méieni: uvedou se jakékoli
jiné biologické ucinky, které byly pozorovany nebo zmgéreny
(napf. rast matecnych organismi) véetné primeieného zdavodneénti,
vysvétleni jakékoli odchylky od této zkusebni metody.
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DODATEK 1

PRIPRAVA PRESNE DEFINOVANYCH ELENDTOVYCH MEDII M7 A M4

Aklimatizace na Elendtova média M7 M4



Neékteré laboratoie narazily na obtize pii piimém pienosu dafnii do médii M4 (1) a
M7. Urcitého Uspéchu vsak bylo dosazeno postupnou aklimatizaci, tj. pienesenim
z vlastniho média do 30% Elendtova média, poté do 60% Elendtova média a nakonec
do 100% Elendtova média. Délky doby aklimatizace mohou byt az jeden mesic.

PRIPRAVA

Stopové prvky

Ve vodé vhodné cistoty, napi. v deionisované nebo destilované vodé nebo ve vodé
precisténé reverzni osmosou, se nejprve pripravi samostatné zésobni roztoky (1)
jednotlivych stopovych prvka (). Ztéchto oddélenych zasobnich roztoku (1) se
pripravi jeden zasobni roztok (I1) obsahujici vsechny stopové prvky (smésny roztok),

tj..

Zasobni roztoky | Mnozstvi Koncentrace Kombinovany zasobni roztok |1 se
(jednotliva latka) piidané do (vzhledem k médiu | piipravi piidanim nasledujiciho
vody M4) mnozstvi zasobniho roztoku | do
(mg-lY) (nésobek) vody
(ml-1?)
M 4 M7
H3BO3 57190 20000 1,0 0,25
MnCl,-4H,0 7210 20000 1,0 0,25
LiCl 6120 20 000 1,0 0,25
RbCl 1420 20 000 1,0 0,25
SrCl2-6H20 3040 20000 1,0 0,25
NaBr 320 20 000 1,0 0,25
NaM00,-2H,0 1260 20000 1,0 0,25
CuCl>-2H,0 335 20000 1,0 0,25
ZnCl, 260 20000 1,0 1,0
CoCl»-6H,0 200 20000 1,0 1,0
Kl 65 20 000 1,0 1,0
NaxSeOz 43,8 20000 1,0 1,0
NH4VOs 11,5 20000 1,0 1,0
Na;EDTA-2H-0 5000 2000 — —
FeSO,-7H0 1991 2000n — —

Jak roztok Na,EDTA, tak roztok FeSO, se pripravi samostatné, spoji se aihned se autoklavuji. Ziskaji

Se!

2 litry roztoku Fe-EDTA

|1 000

[20,0 [5,0

Média M4 a M7
Média M4 a M7 se piipravi ze zasobniho roztokull, makrozivin a vitamind
nasledujicim zpasobem:

Mnozstvi Koncentrace Mnozstvi z&sobniho roztoku
ptidané do (vzhledem k médiu | pridané za i¢elem piipravy média
vody M4) (ml-1™
(mg-l™) (n&sobek) M 4 M 7

Zasobni roztok Il 20 50 50
obsahujici kombinaci
stopovych prvki
Zéasobni roztok makrozivin (jednotliva latka)
CaCl»2H,0 293 800 1000 1,0 1,0
MgS0O4-7H20 246 600 2 000 05 0,5
KCl 58 000 10 000 0,1 0,1
NaHCO3 64 800 1000 1,0 1,0
Na,Si03-9H.0 50 000 5000 0,2 0,2
NaNOs; 2740 10 000 0,1 0,1
KH2PO4 1430 10 000 0,1 0,1
KoHPO4 1840 10 000 0,1 0,1




Mnozstvi Koncentrace Mnozstvi zasobniho roztoku
piidané do (vzhledem k médiu | pridané za (¢elem pripravy média
vody M4) (ml-1)
(mg-h) (nésobek) M 4 M7
Kombinovany vitaminovy | — 10 000 0,1 01

zasobni roztok

Kombinovany vitaminovy zasobni roztok se piipravi pridanim 3 vi

tamind do 1 litru vody takto:

Thiamin-hydrochlorid 750 10 000 — —
Kyanokobalamin (B,,) 10 10 000 — —
Biotin 75 10 000 — —

Kombinovany vitaminovy zasobni roztok se uchovava v malych hluboce zmrazenych podil ech.

Vitaminy se ptridaji do média krétce pred pouzitim.

Poznamky: Aby nedoslo pri piipravé kompletniho média k vysrézeni soli, ptidaji se podily zasobnich
roztokd do asi 500 —800 ml deionisované vody a objem se poté doplni na 1 litr.
Poprvé byly informace o médiu M4 uvedeny v préci Elendt, B. P. (1990). Selenium
deficiency in crustacea; an ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia
magna Straus. Protoplasma, 154, str. 25-33.

DODATEK 2
ANALYZA CELKOVEHO ORGANICKEHO UHLIKU (TOC) A VYTVORENI
NOMOGRAMU PRO OBSAH TOC V KRMIVU NA BAZI RAS

Je pochopitelné, ze obsah uhliku v krmivu na bazi fas se nebude normané merit
piimo, ale stanovi se z korelaci (tj. z nomogramii) se zastupnymi ukazateli, jako jsou
pocet bunék fas nebo absorbance ve viditelném svétle.

TOC by mél byt stanoven spise vysokoteplotni oxidaci nez pomoci UV nebo
persiranovou metodou. (Viz: The Instrumental Determination of Total Organic
Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands 1979, HMSO 1980; 49
High Holborn, London WC1V 6HB).

Pro Ucely vytvoreni nomogramu setasy oddéli od rastového média centrifugaci a poté
se resuspenduji v destilované vode. Zéastupny ukazatel a koncentrace TOC se méii
v kazdém vzorku trojmo.

Provede se analyza slepého pokusu s destilovanou vodou a jeho koncentrace TOC se
odecte od koncentrace TOC ve vzorku s fasami.

Nomogram by mél byt linedrni v pozadovaném rozsahu koncentraci uhliku. Priklady
jsou uvedeny nize.

Upozornéni: Tyto piiklady nelze pro Ucely prepoctu pouzit; je dilezité, aby s
laboratoie pFipravily vlastni nomogramy.
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DODATEK 3
PRIKLAD FORMULARE PREHLEDU DAT PRO ZAZNAMENANI OBNOVY MEDIA, SLEDOVANYCH
FYZIKALNE-CHEMICKYCH DAT, KRMENI, REPRODUKCNI SCHOPNOSTI DAFNIi A MORTALITY DOSPELCU

Experiment ¢.: Datum zahgjeni: Klon: Médium:  Typ krmiva: Zkousenaldtka: ~ Nomindni koncentrace:
Den 0 1 [2 |3 4 |5 |6 7 18 |9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21
Obnoveni média
(zaskrtnete)
pH* nové
staré
0., mgi™ (1) nové
staré
Teplota (°C)* nové
staré
Podéani krmiva
(zaskrtnéte)
Pocet zivych potomki® Celkem
Né&doba 1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Celkem
Kumulativni mortalita
dospelci®

Uvede se, ve které nadobe bylo méteni provedeno.
Do prislusné buiiky se zaznamenaji potracené pludky jako ,AB" (aborted broods).



3 Do prisusné bunky se zaznamena mortalita dospélci jako ,M*.



DODATEK 4
PRIKLAD FORMULARE PREHLEDU DAT PRO ZAZNAMENANI VYSLEDKU
CHEMICKE ANALYZY

a) Namérené koncentrace
Nominalni koncentrace |Vzorek z tydne 1 Vzorek ztydne 2 V zorek z tydne 3
Cerstvé Staré Cerstvé Staré Cerstvé Staré
médium médium | médium médium | médium médium
b) Namérené koncentrace vyjadiené v procentech nominalni koncentrace
Nomindni koncentrace |Vzorek z tydnel Vzorek ztydne 2 Vzorek z tydne 3
Cerstvé Staré Cerstvé Staré Cerstvé  |Staré
médium médium | médium médium | médium médium

DODATEK 5
VYPOCET CASOVE VAZENE STREDNI HODNOTY

Casové vaZena stiedni hodnota

Vzhledem k tomu, Ze mezi vyménami média mize koncentrace zkousené latky klesat, je
nezbytné zvazit, jaka koncentrace bude povazovéna za reprezentativni pro rozsah koncentraci,
jimz byly dospélé dafnie vystaveny. Vybér by mél byt zalozen na biologickych i statistickych
Gvahéch. Vychazi-li se napriklad ztoho, ze reprodukce je ovliviiovana hlavné maximani
koncentraci, jiz byl organismus vystaven, méla by byt tedy pouzita maximéni koncentrace.
Povazuje-li se viak za vyznamngjsi akumulované nebo dlouhodobé pisobeni toxické |étky,
ma Vvetsi opodstatnéni pramérna koncentrace. V takovém piipadé je vhodnym pramérem

¢asove v&zend stiedni koncentrace, nebot’ zohlediuje ¢asové zmeény okamzité koncentrace.
12
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Dny
Obrazek 1: Priklad ¢asové vaZzené stiedni hodnoty



Naobrazku 1 je znazornén piiklad (zjednodusené) zkousky trvajici sedm dni s obnovou média

vdenO, 2a4.

— Tenka klikata ¢ara znazoriuje koncentraci v kterémkoli okamziku. M& se za to, ze
pokles koncentrace sleduje proces exponencia niho rozkladu bungk.

— Sest vyznatenych bodi predstavuje koncentrace naméiené na zacétku a na konci
obdobi mezi obnovenimi média.

— Silna plna¢éra vyznatuje hodnotu ¢asové vazene stiedni hodnoty.

Casové vézena stredni hodnota je vypodtena tak, aby se plocha pod &arou pro ¢asové véazenou

stitedni hodnotu rovnala plose pod ¢arou prubéhu koncentrace. Vypocet pro vyse uvedeny

piiklad jeilustrovan v tabulce 1.

Tabulka 1: Vypocet ¢asové vazené stiredni hodnoty

Obnoveni Dny Konc, Konc, INn(Koncgy) In(Konc;) Plocha
meédiac.
1 2 10 000 4,493 2,303 1,503 13,767
2 2 11 000 6,037 2,398 1,798 16,544
3 3 10 000 4,066 2,303 1,403 19,781
Celkovy pocet dni: 7 Celkova 50,091
plocha
CV  stiedni |7,156
hodnota

,Dny* serozumi pocet dni mezi obnovenimi média.

» Koncy" je naméirend koncentrace na zac¢atku obdobi mezi obnovenimi média.

» Konci" je nameétena koncentrace na konci obdobi mezi obnovenimi média.

»IN (Konco)* je prirozeny | ogaritmus Konco.

»IN (Konc1)" je prirozeny logaritmus Konci.

,Plocha" je plocha pod exponencidlni kiivkou pro kazdé obdobi mezi obnovenimi média.
Vypocte se z rovnice:

Plocha = Konc, — Konc, < Dny

In(Konc,) —In(Konc,)

Casové vé&zena stiedni hodnota (,CV stiedni hodnota‘) se vypocte jako podil , celkové
plochy* a, celkového poctu dni“.

Pro zkousku toxicity pro reprodukci na dafniich se tabulka pochopitelné rozsiii tak, aby
pokryvala 21 dni.

Je zigimé, ze provadi-li se méeni pouze na zatatku a na konci obdobi mezi obnovenimi
média, neni mozné potvrdit, ze proces rozkladu je skutecné exponencidni. Jina kiivka by
vedla k jinému zpusobu vypoctu ,, Plochy”. Exponencidni rozklad vsak neni neprijatelny a
jemu odpovidagjici kiivka je pravdépodobné nejideangjsi, chybi-li jiné informace.

Je vsak nezbytné postupovat opatrné, neni-li v médiu na konci obdobi mezi jeho obnovenimi
zjisteno za&dné mnozstvi zkusebni latky. Neni-li mozné odhadnout, jak rychle latka z roztoku
zmizela, neni mozné ziskat realistickou plochu pod kiivkou a neni tedy mozné ziskat
rozumnou ¢asové vazenou stiedni hodnotu.
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TRANSFORMACI DUSIKU

metoda C.21 podle prilohy sm@&rnice 2004/73/ES ze dne 29. dubna 2004, kterou se po dvacadté devaté
ptizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o sblizovani pravnich a sprévnich piedpisi

tykajicich se klasifikace, baleni a ozna¢ovéni nebezpeinych |atek)

XXL1

METODA

XX1L1.1

XXI.1.2

Tato zkusebni metoda odpovida metodé OECD TG 216 (2000).

UvoD

Tato zkusebni metoda popisuje laboratorni postup pro vysettovéni dlouhodobych Gcinka
chemickych latek po jednorazové expozici na aktivitu padnich mikroorganismu pii transformaci
du3|ku Je zaI0zena na podkladech a doporwenlch narodnlch i mezmarodmch orqamzau (VIZ

nezbytné stanowt Ucinky na aktivitu padnich mikroorganismu, napt. jsou-li pozadovany Udaje o

vedlejsich Ugincich pripravki na ochranu rostlin na padni mikrofléru nebo ofekavali se expozice
piadnich mikroorganisma chemickym latkém jinym nez pripravkim na ochranu rostlin. Cilem
zkousky na transformaci dusiku je zjistit G¢inky takovych chemickych latek na padni mikrofloru.
Pokud se zkouseji agrochemikalie (napi. pripravky na ochranu rostlin, hnojiva, chemické
iipravky pro lesnictvi rovadi se jak zkouska na transformaci dusiku, tak zkouska na
transformaci uhliku. Pokud se zkousgji jiné chemické |atky neZ agrochemikélie, postaduje zkouska
na transformaci dusiku. Nachdzeji-li se viak u téchto chemickych latek hodnoty ECsy pro
transformaci dusiku v rozpéti hodnot nachazenych pro komeréné dostupné inhibitory nitrifikace
(napf. nitrapyrin), |ze pro ziskani dalsich informaci provést zkousku na transformaci uhliku.
Pudy se skladaji zzivych anezivych slazek, které se vyskytuji ve formé slozitych a heterogennich
smesi. Mikroorganismy hraji dalezitou roli v rozkladu a transformaci organickych latek v
Urodnych pudéach, pficemz rizné druhy prispivaji kK riznym aspektim Urodnosti pudy. Jakékoli
dlouhodobé poruseni téchto biochemickych procesi by mohlo porwsit kolobéh Zivin ato by mohlo
mit vliv na urodnost pudv K transformam uhliku a dusiku docha2| u VSech urodnvch Dud AckO|IV

podstaté o totéz schéma transformace.

Popsan& zkusebni metoda dowi ke zjigéni dlouhodobych nepiiznivych (Ginka latky na proces
transformace dusiku v aerobnich povrchovych pidach. Tato metoda rovnéz umoziuje odhadnout

Ucinky latek na transformaci uhliku padni mikroflérou. K tvorbé dusi¢nani dochézi po rozpadu
vazeb uhlik-dusik. Pokud je tedy u zkusebnich a kontrolnich piid zjisténa stejné rychlost tvorby
dusi¢nani, je vysoce pravdépodobné, ze hlavni schéma odbouravani uhliku je neporusené a
funk&ni. Substrét zvoleny pro zkousku (préaskova vojtéskova moucka) ma piiznivy pomér uhliku a
dusiku (obvykle od 12/1 do 16/1). Je tedy snizen nedostatek uhliku v pribéhu zkousky, a dojde-li
k poskozeni populace mikroorganismua chemickou latkou, muze k jejich obnové dojit opét do 100
dnd.

Zkouska, na niz je zalozena tato zkusebni metoda, byla zprvu vyvinuta pro latky, u nichz lze
piedvidat mnozstvi, které pronikne do pady. Prikladem jsou piipravky na ochranu rostlin, u nichz
je polni aplikacni davka zndma. U agrochemikdlii postacuje provést zkousku se dvé ma Urovnémi
davky, které odpovidaji piedpokladané nebo odhadované aplikatni dévce. U agrochemikalii |ze
zkouset Ucinné slozky nebo pripravky v komeréni Upravé. Pouziti zkousky v§ak neni omezeno
pouze na agrochemikdlie. Zménou mnozstvi zkousené latky aplikované na pidu a zpuasobu
vyhodnoceni dat |ze zkousku vyurit také pro chemické latky, u nichz neni zndmo, v jakém
mnozstvi proniknou do piady. U jinych chemickych latek nez agrochemikadlii se tedy stanovuje
ucinek fady koncentraci na transformaci dusiku. Data z téchto zkousek se pouziji k sestrojeni
kiivky zavidosti odezvy nadavce a k vypoétu hodnot ECx_kde x je procentudni Uginek.
DEFINICE

XX1.1.3

Transformace dusiku: je konetny rozklad dusikaté organické latky mikroorganismy cestou
amonifikace a nitrifikace na prislusny kone¢ny anorganicky produkt - dusiénan.

EC, (U¢inna koncentrace): je koncentrace zkousené latky v _padé, ktera vede k x-procentni
inhibici transformace dusiku na dusi¢ nan

inhibici transformace dusiku na dusi¢ nan
REFERENCNI LATKY

XX1.1.4

Zadné.
PODSTATA ZKUSEBNiI METODY




Do proseté pudy se vpravi prakova rostlinnd mowka a na padu se poté aplikuje zkousena |atka,
nebo se pada ponecha nedotéend (jako kontrola). Pii zkou$eni agrochemikalii se doporucuje
provést zkousku s nejméné dvéma koncentracemi zvolenymi tak, aby byly v uréitém vztahu k
nejvyssi predpoklddané koncentraci na poli. Po 0, 7, 14 a 28 dnech inkubace se vzorky
exponované a kontrolni_pady vyluhuji vhodnym rozpoustédlem a stanovi se obsah dusi¢nani.
Rychlost tvorby dusi¢nani v exponovanych vzorcich se porovnéva s rychlosti v kontrolnich
vzorcich a vypodéte se procentudlni odchylka hodnot experimentélnich vzorka od kontrolnich
vzorki. Vsechny zkousky musi probihat alespoii 28 dni. Jsou-li 28. den rozdily mezi
experimentélni_a kontrolni pidou 25 % nebo W&tsi, v méfeni se pokracuje az do 100 dni. Pii
zkouseni jinych latek nez agrochemikdii se do vzorki pidy prida fada koncentraci zkousené |atky
a mnozstvi vzniklych dusi¢nana v_experimentalnich a kontrolnich vzorcich se méfi po 28denni
inkubaci. Vysdedky zkousek s vice koncentracemi se analyzuji za pouziti regresniho modelu a
vypocdtou se hodnoty ECx (tj. ECy,, EC,s a/nebo EC, (). Viz definice.

XX1.1.5 VALIDITA ZKOUSKY
Vyhodnoceni vysledka zkousek u agrochemikalii se provadi s relativné malymi rozdily (tj.
pramérna hodnota +25%) mezi koncentracemi dusi¢nand v _kontrolni a exponovanych vzorcich,
takze velké kolisani u kontrolnich vzorki mize vést k nesprdvnym vysledkim. Rozdily mezi
jednotlivymi kontrolnimi vzorky by proto mély byt mensi nez +15 %.

XX1.1.6 POPIS METODY

XXI1.1.6.1 ZKkuSebni zafizeni
Nadoby pouzité ve zkowsce musi byt z chemicky inertniho materidlu. Mély by mit vhodny objem,

ktera by mél odpovidat postupu pouzitému pro inkubaci pady, tzn. bud’ inkubace celého mnozstvi
Dudv nebo mkubace jednotlivych vzorka pudy (viz oddil 1 7. 1 2). Je treba abv behem zkouskv

zakryji perforovanou polyethylenovou félii). Pii zkou$eni tékavych latek se pouZiji uzaviené

plynotésné nadoby. Mély by byt tak velké, aby piiblizné jedna &tvrtina jelich objemu byla
zaplnéna vzorkem pudy.
Pouzije se standardni laboratorni vybaveni, které zahrnuje

- tiepad ku mechanickou trepacku nebo rovnocenné vvbavem

- métici zaiizeni pro stanoveni dusi¢nant s vhodnou citlivosti a reprodukovatel nosti.

XXI1.1.6.2 Vybér a pocet pid
Pouzije se jedna pida. Pida by mela mit tyto charakteristiky:
- obsah pisku: nejméné 50 % a nejvyse 75 %;
- pH:55-75;
- obsah organického uhliku: 0,5 - 1,5 %;
- stanovi_se mikrobidlni biomasa (viz literatura 8, 9) a jeii uhlik by mé&l tvofit neiméng 1 %

celkového organického uhliku v pids.

Ve vétsiné piipadi predstavuje pida stémito charakteristikami nejkonzervativngjsi piipad, nebot’
adsorpce zkousené chemické latky je minimdni a jeji dostupnost pro mikroorganismy je
maximélni. V disledku toho je zpravidla zkouseni s dalsimi pidami zbyte¢né. Za uriitych
okolnosti v§ak muze byt pouziti dal§i pidy nezbytné, napi. pii zamysleném hlavnim pouziti
zkousené |atky na urdité druhy pad, jako jsou kyselé lesni pudy nebo v pripadé elektrostaticky
nabitych chemikalii.

XX1.1.6.3 Odbér a skladovani vzorkia pad

XX1.1.6.3.1 Odbér
K dispozici by me¢ly byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je pida odebirdna. Mezi
témito informacemi musi byt piesna poloha, vegetace, Udaje 0 asetiovani piipravky na ochranu
rostlin, pouziti organickych a minerdnich hnojiv, pridavky biologického materidlu nebo ndhodna
kontaminace. Pro odbér pidy by mélo byt zvoleno misto, které umoziuje dlouhodobé pouzivani.
Vhodnymi misty jsou trvalé pastviny, pole s jednoletymi kulturnimi_plodinami (kromé& KukuFice)
nebo husté¢ oseté plochy zeleného hnojeni. Mista vybrand pro odb&r vzorkd by neméla byt
minimalng jeden rok pred odbérem osetiovana pipravky na ochranu rostlin. Rovnéz by neméla
byt alespoil Sest mésici pouzita organicka hnojiva. Pouziti minerdnich hnojiv je piipustné pouze
tehdy, je-li to nezbytné pro plodiny, a vzorky pidy by nemély byt odebirany dfive nez po tiech

meésicich po aplikaci. Nemély by byt pouzivany pady s hnojivy, 0 nichz je znamo, ze maji biocidni
Geinky (napr. kvanarnld vapenaiv)




muze maximani hloubka odbé&ru nepatrng piekratovat 20 cm (napt. az 25 cm).

Vzorky pad by mély byt pr gpravovany v_takovych nadobéch a za takové teploty, aby bylo
zaruc¢eno, ze se puvodni vlastnosti pady vyznamng nezmgni.
XX1.1.6.3.2 Skladovani

Uprednostiluje se pouriti cerstvé odebrané pudy. Pokud je skladovani pady v laboratofi
nevyhnutelné, mize byt skladovana v temnu pfi (4 + 2) °C maximalné po dobu i mésici. Béhem
skladovani ptid musi byt zajistény aerobni podminky. Pokud jsou ptidy odebirany z oblasti, v nichz
jsou po dobu alespoii tH mésich v roce zmrzlé, |ze zvézit Sestimésieni skladovani pti -18 °C az -22
°C. Pred kazdvm experlmentem se stanow mi krob|a|n| bmmasa skladovanvch Dud a uhI|k

XXI1.1.6.4 Zachazeni s pidou a jeji piiprava pro zkou$ku
XX1.1.6.4.1 Predbezna lnkubace

délce 2 az 28 dni. Teplota a vihkost DudV behem predbézné inkubace by mély byt podobné

podminkam pfi zkousce (viz oddily 1.6.4.2 a1.7.1.3).
XX1.1.6.4.2 FVZIkalne chemlcke charakterzstlkv

pida nadmérné vysowsena, proseji castlce o velikosti 2 mm a mens| VIhkost vzorku pudy se

upravi destilovanou nebo deionizovanou vodou na hodnotu 40 % a2 60 % maximalni vodni

kapacity.

XX1.1.6.4.3 Obohaceni organickym substratem
Puda by m&la byt obohacena vhodnym organickym substrédtem, napi. zelenou travni mouckou s
vojt&skou (hlavni slozka: Medicago sativa) s pomérem C/N od 12/1 do 16/1. Doporuéena davka
vojt&skové moucky je 5 g vojtésky na kilogram puady (vztazeno na susinu).

XXI.1.6.5 Priprava zkouSené latky pro aplikaci na pidu
Zkousena léatka se obvykle aplikuje pomoci nosi¢e. Nosicem muze byt voda (u latek rozpustnych
ve vodé) nebo inertni tuhd latka, napi. jemny kiemidity pisek (velikost zrna: 0,1 - 0,5 mm). Jiné
kapalné nosi¢e nez voda (napt. organicka rozpoustédla jako aceton, chloroform) by nemély byt
pouzivany, nebot’ mohou zni&it mikrofléru. Powijeli se jako nosié pisek, mize byt obalen
zkousenou latkou rozpusténou nebo rozptylenou ve vhodném rozpoustédie. V takovém piipadé se

rozpoustédlo pied smisenim s pidou odstrani odpa‘enim. Pro optimélni distribuci zkousené [atky v
pudé se doporucuje pouzit 10 g pisku na kilogram puady (vztazeno na susinu). Do kontrolnich

vzorki se aplikuje pouze odpovidajici mnozstvi vody a/nebo pisku.
Pii_zkoweni tékavych chemickych laek je tieba pokud mozno zabrénit ztrdtdm pri aplikaci a
pokusit se 0 homogenni rozptyleni latky v padé (latka se napr. nastiikne do pidy na vice mistech).

XX1.1.6.6 ZKkuSebni koncentrace
Pii_zkowseni agrochemikalii se pouziji alespon dvé koncentrace. Nizsi koncentrace by méla
odpovidat ptingimensim maximanimu odekdvanému mnozstvi latky, které se v redlnych
podminkach dostane do puady, zatimco vys$i koncentrace by méla byt nasobkem nizsi koncentrace.
Vypotet koncentrace zkousené latky pridavané do pady se provede za predpokladu rovnomérného
zapraveni do hloubky 5 cm a pro sypnou hustotu pady 1,5. U agrochemikalii, které se aplikuji
ptimo do ptdy, nebo u chemikdlii, u nichz Ize mnozstvi, které se dostane do pady, predpovédét,
jsou doporwenymi zkusebnimi_koncentracemi maximalni predpoklédané koncentrace v Zivotnim
prosttedi (Predicted Environmental Concentration, PEC) a jejich pé&tindsobky. U latek, které se
zpravidla aplikuji do pady nékolikrat za sezénu, se zkusebni koncentrace odvodi ze sou¢inu PEC a
ocekavaného maximaniho podtu aplikaci. Horni koncentrace by vsak neméla prekrocit
desetinasobek maximalni jednorézové aplikované davky. U jinych latek nez agrochemikalii se
pouzije geometricka ada nejméng péti koncentraci. V rozpéti téchto zkusebnich koncentraci by se
mély nachézet stanovované hodnoty EC;.

XXI.1.7 PROVEDEN| ZKOUSKY

XXI1.1.7.1 Podminky expozice
XXI1.1.7.1.1 Expozice a kontrola

Pri_zkouseni agrochemikalii se pida rozdéli na tfi dily o steiné hmotnosti. Dva dily se smisi s
nosi ¢em obsahujicim latku a tteti dil se smisi pouze s nosi¢em (kontrola). Doporuduje se, aby byla
zkouska provedena s miniméné tremi duplikatnimi vzorky exponovanych i neexponovanych pad.
Pii_zkouseni jinych latek nez agrochemikdlii se piida rozdéli na sest dilti o stejné hmotnosti. P&t
vzorka se smisi s nosi¢em obsahujicim zkousenou latku a sesty vzorek se smisi pouze s nosi¢em
bez chemické latky. Doporutuje se pourit ti'i duplikédtni vzorky exponované i neexponované pady.
Je treba vénovat pozornost homogennimu rozptyleni zkousené latky v exponovanych vzorcich




XX1.1.7.1.2

pady. Pii miseni by nemélo dochézet k hutnéni nebo shlukovani pady.
Inkubace vzorki piid

XXI1.1.7.1.3

Inkubaci vzorkd pud lze provést dvéma zpusoby: se souhrnnym vzorkem exponované pudy a
souhrnnym vzorkem neexponované pudy, nebo se sériemi jednotlivych stejné velkych dilgich
vzorki jak exponované, tak neexponované pady. U tékavych latek se vsak zkouska provadi pouze
se sériemi jednotlivych dil¢ich vzorkd. Pokud se inkubuji souhrnné vzorky, piipravi se velka
mnozstvi exponované a neexponované piady a béhem zkousky se podle potieby odebiraji dil&i

vzorky k analyze. Vychozi mnozstvi piipravené pro exponované vzorky a kontrolni vzorky zavisi
na velikosti dil¢ich vzorki, poctu duplikétnich vzorkd pouzitych pro analyzu a na predpokladaném

poctu intervald, v nichz se odeberou vzorky. Piady inkubované jako souhrnny vzorek se pred
odbérem dil¢ich vzorka dikladné promisi. Pokud se inkubuji série jednotlivych vzorki Dﬁd.

rozdéli se souhrnny vzorek exponované pidy a souhrnny vzorek neexponované pudy n
DOZadovanv DOCet d||c|ch vzorkl a tv se DOUZIII podle potieby. U experlmentu kdy Ize

s ohledem na vsechny duplikétni vzorky a vsechny intervaly odb&ru. Alespon tfi duplikétni vzorky
zkusebni pudy mely byt inkubovany za aerobnich podminek (viz oddil 1.7.1.1). U viech zkousek
by melv byt pouz|tv vhodne nadoby s dostatecnvm prostorem pod V|kem abv nenastalv anaerobnl

XXI.1.7.2

dobu zkousky v rozmezi 40 % az 60 % (+5 %) maxi maI ni VOan kapacity piady (viz oddil 1.6.4.2).

Podl e potieby se piidava destilovana nebo deionizovana voda.
Zkousky trvaji nefméné 28 dni. Pii zkouskach agrochemikdlii se porovnavaji rychlosti tvorby

dusi¢nant v exponovanych a kontrolnich vzorcich. Pokud se 28. dne tyto rychlosti lisi 0 vice nez
25 %, pokraduje se ve zkousce do doby, nez rozdil klesne na 25 % a méné, nebo do 100 dnt, podle
toho, co nastane diive. U jinych latek nez agrochemikdlii se zkouska ukonéi po 28 dnech. 28. den
se stanovi_mnozstvi dusi énant v_exponovanych a kontrolnich vzorcich a vypoditaji se hodnoty
EC..

Odbéry vzorkiu a analyzy pad

XX1.1.7.2.1

XX1.1.7.2.2

Interval Sru vzorkul
Pii_zkouseni agrochemikdlii se obsah dusi¢nani ve vzorcich analyzuje v 0., 7., 14. a 28. den.

Pokud se zkouska prodluzuje, provede se dal§i méteni ve 14-dennich intervalech po 28. dni.
Pii_zkouseni jinych latek nez agrochemikalii se pouzije alespon pét zkusebnich koncentraci a

obsah dusi¢nant se ve vzorcich pid analyzuje na za¢ dtku expoziéni doby (den 0) a na jeho konci

(po 28 dnech). Je-li to povazovano za nezbytné, |ze provést dalsi mezilehlé méieni, napi. v 7. den.
Data ziskan4 28. den se pouyiji pro stanoveni EC, chemické 1&tky. Podle potieby |ze data ze dne O
u kontrolnich vzorki pouzit ve zpravé jako vychozi koncentraci dusi¢nanii v pude.

Analyza vzorki pud

XXI.2.
XX1.2.1

Pro kazdy ¢as odbéru vzorki se v exponovanych i kontrolnich vzorcich stanovi obsah dusi¢ nand.
Dusi¢nany se extrahuji ze vzorki tiepanim s vhodnym extrakénim roztokem, napi. s 0,1 M
roztokem chloridu draselného. Doporuduje se pouzit 5 ml roztoku KCl na gram swsiny pady. Pii

optimalni extrakci by mély byt nddoby s ptidou a extrakénim roztokem naplnény nejvyse z jedné

poloviny. Smesi se extrahuji ttepadnim pii 150 ot./min. po dobu 60 minut. Smési se odstiedi nebo
Ziltruji a kapalna faze se analyzuje na dusi¢nany. Kapalny extrakt zbaveny pevnych &astic lze
pred analyzou skladovat pii (-20 £5) °C po dobu Sesti mesict.

DATA

ZPRACOVANI VY SLEDKU

Pii zkougeni agrochemikdlii se zaznamena mnozstvi vytvarenych dusi¢nant v kazdém duplikétnim
vzorku a pramérné hodnoty se zaznamenaji do tabulky. Rychlost premény dusiku se vyhodnoti
vhodnymi vSeobecné uznavanymi statistickymi metodami (napf. F-testem na 5 % hlading
vyznamnosti). Mnozstvi vzniklych dusi¢nand se vyjadii v mg dusi¢nant na kg susiny pady za den.
Rychlost tvorby dusi¢nant se pro kazdou expozici porovna s rychlosti ziskanou pro kontrolni
vzorky avypoéte se odchylka od kontrolnich vzorkd v procentech.

Pri_zkouseni jinych latek nez agrochemikdlii se stanovi mnozstvi dusi¢nani v kazdém duplikénim
vzorku a pro UCer odhadu hodnot EC, s seﬂron kr|vka zawslostl odezvy na davce Mn0zstw

28 dnech se Dorovnall s hodnotami zjist&énymi u kontrolnich vzorki. Z téchto Gdajt se pro kazdou
zkusebni koncentraci vypocte velikost inhibice v procentech. Tyto hodnoty v procentech se
vynesou do grafu proti koncentraci a poté se statistickymi metodami vypogitaji hodnoty EC,.
Standardnimi_metodami (viz literatura 10 az 12) se rovné&z vypocitaji intervaly spolehlivosti (p =




XXI1.2.2

0,95) pro vypo¢tené hodnoty EC,.

Zkousené latky svysokym obsshem dusiénantt mohou piispivat k mnozstvi dusi¢nanu
vytvoreného pii zkousce. Pokud se zkousi vysoké koncentrace téchto latek (napi. chemikalie, u
nichz se o¢ekava opakované pouriti), musi byt soucasti zkousky vhodné kontrolni vzorky (tj. pida
a zkousena létka bez rostlinné moucky). Data z téchto kontrol musi byt zohlednéna pti vypoctech
EC..

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pokud je pii hodnoceni vysledki zkousek s agrochemikaliemi pii jakémkoli odbéru po 28 dnech
rozdil rychlosti tvorby dusiénani pii niz$i expozici (tj. pii maximani o¢ekavané koncentraci) a

rychlosti tvorby v kontrolach roven 25 % nebo nizsi, Ize konstatovat, 7e zkousena latka nema
dlouhodoby vliv na transformaci dusiku v padéach. Pro hodnoceni vysledki zkousek jinych latek
nez agrochemikdlii se pouziji hodnoty ECso, ECys a/nebo ECyo.

XXL3. = 7ZPRAVY

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:
Uplnou identifikaci pouzité pady zahrnujici tyto Udaje:

- zemépisna poloha mista (zemepisna sitka a délka);
- informace a historii mista (tj. vegetadni kryt, oSetteni ptipravky na ochranu rostlin, pouziti
hnojiv, ndhodna kontaminace atd.);
- zpusob vyuziti (napr. zemedélska pada, les atd.);
- hloubka odbéru vzorki (cm);
- obsah pisku/prachufjilu (v % susiny);
- pH (ve vodg);
- 0obsah organického uhliku (v % susiny):
- obsah dusiku (v % susiny);
- vychozi koncentrace dusi ¢nant (mg dusi ¢nant na kg susiny):;
- kapacita iontové vymeény (mmol/kg);
- mikrobialni biomasa v procentech celkového organického uhliku;
- odkaz na metody pouzité pro stanoveni kazdého z parametrd;
- viechny informace tykajici se odbéru a skladovani vzorka pid;
- podrobné Udaje o piipadné predbé&zné inkubaci pidy.
Zkousena | étka:
- fyzikdlni povaha a ptipadné fyzikalné-chemické vlastnosti;
- pifpadné Udaje o chemické identits, véetné strukturniho vzorce, cistoty (tj. procentudni
obsah G¢inné sozky u péipravka na ochranu rostlin), obsahu dusiku.
Substrét:
- zdroj substrétu;
- slozeni (tj. vojtéskova moucka, zelena travni moucka s vojtéskou);
- obsah uhliku, dusiku (v % susiny);
- velikost sita (mm).
Zkusebni podminky:
- podrobné Gdaje o obohaceni pidy organickym substratem;
- ocet pouzitych koncentraci zkousené létky, popii (
- podrobné Udaje o aplikaci zkousené latky na padu;
- inkubagni teplota;
- vlhkost pady na zacatku zkousky a v jejim pribéhu;
- pouzita metoda inkubace pidy (tj. inkubace souhrnného vzorku, nebo inkubace
jednotlivych dil¢ich vzorkd ptdy):
- pocet duplikétnich vzorka;
- doby odbéru vzork;
- metoda pouzita pro extrakci dusi¢nani z pady.
Vysledky:

- postup analyzy a zatizeni pouzité pro stanoveni dusi¢ nan;
- jednotlivé naméiené hodnoty obsahu dusi¢nant a jejich pramérné hodnoty v tabulkové

forme;

- rozdily mezi duplikatnimi vzorky u exponovanych a kontrolnich vzorki pud;

- podle potieby vysvétleni oprav provedenych pii vypodtech;

- procentualni _odchylka v rychlosti tvorby dusi¢nani pro kazdou dobu odbéru vzorki,
popiipadé hodnota ECsy s 95% intervalem spolehlivosti, jiné hodnoty EC, (tj. ECos nebo
EC,o) sintervaly spolehlivost a graf kiivky zavislosti odpovédi na davce;

- statistické zpracovani vysedkii;




- viechny informace a pozorovani uzitecéné pro interpretaci vysledki.

XXIA. LITERATURA
(1) EPPO (1994). Decision-Making Scheme for the Environmental Risk Assessment of Plant
Protection Chemicals. Chapter 7: Soil Microflora. EPPO Bulletin 24: 1 - 16, 1994.
(2) BBA (1990). Effects on the Activity of the Soil Microflora. BBA Guidelines for the
Official Testing of Plant Protection Products, V1, 1 - 1 (2. vyd., 1990).
(3)  EPA (1987). Soil Microbial Community Toxicity Test. EPA 40 CFR Part 797.3700. Toxic
Substances Control Act Test Guidelines; Proposed rule. 28. zaii, 1987.
(4)  SETAC-Europe (1995). Procedures for assessing the environmental fate and ecotoxicity of
pesticides, (vyd. M. R. Lynch), Pub. SETAC-Europe, Brussels.
(5)  I1SO 14238 (1997). Soil Quality - Determination of Nitrogen Mineralisation and
Nitrification in Soils and the Influence of Chemicals on these Processes. Technica
Committee |SO/TC 190/SC 4.
(6) OECD (1995). Final Report of the OECD Workshop on Selection of Soils/Sediments,
Belgirate, Italy, 18.-20. ledna 1995.
@ ISO 10381-6 (1993). Sail quality - Sampling. Guidance on the collection, handling and
storage of soil for the assaﬁsment of aerobic m| croblal procm the Iaboratorv
Fumigation- extracuon method.
10) Litchfield, J. T., Wilcoxon F. (1949). A simplified method of evauating dose-effect
experiments. Jour. Pharmacol. Exper. Ther., 96,99-113.
(11) Finney, D. J. (1971). Probit Anaysis, 3. vyd., Cambridge, L ondon, New Y ork.
(12) Finney, D. J. (1978). Statistical Methods in biological Assay. Griffin, Weycombe, UK.
XXIIL METODA PR TA ENi AKTIVITY PUDNICH MIKROORGANISMU PRI
TRANSFORMACI UHLIKU

(metoda C.22 podle prilohy sm&rnice 2004/73/ES ze dne 29. dubna 2004, kterou se po dvacié devété

piizpasobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o shlizovani pravnich a spravnich predpisi
tikajicich se klasifikace, baleni a oznacovani nebezpeénych |étek)

XXII.1. METODA
Tato metoda odpovida metodé OECD TG 217 (2000).
XX11.1.1 UuvoD

Tato zkusebni metoda popisuje laboratorni postup pro vysetirovani moznych dlouhodobych Géinkt
jednordzové expozice pfipravkim na ochranu rostlin a poptipadé jinym chemicky latkam na

aktivitu padnich mikroorganismu pii transformaci uhliku. Je zalozena na pokladech a
doporu¢enich nérodnich i mezinarodnich organizaci (viz literatura 1 az 6). Pii posuzovani a
hodnoceni toxickych vlastnosti zkousenych latek muze byt nezbytné stanovit U¢inky na aktivitu
padnich mlkroorqanlsmu naDr |sou-l| DOZadovanv udale 0 vedle|s|ch uamcmh DrIDI’aVku na

chemickym latkdm jinym nez pifpravkim na ochranu rostlin. Cilem zkousky na transformaci

uhliku je zjigtit Geinky takovych chemickych latek na padni mikrofléru. Pokud se zkouseli
agrochemikdlie (napi. pripravky na ochranu rostlin, hnojiva, chemické piipravky pro lesnictvi),

provadi se jak zkouska na transformaci uhliku, tak zkouska na transformaci dusiku. Pokud se
zkouseji jiné chemické latky nez agrochemikdie, postatuje zkouska na transformaci dusiku.
Nachézeji-li se viak u téchto chemickych |&tek hodnoty EGs, pro transformaci dusiku v rozpéti
hodnot nachazenych pro komeréné dostupné inhibitory nitrifikace (napt. nitrapyrin), lze pro
Ziskani dalsich informaci provést zkousku na transformaci uhliku.

Pudy se skladaji zzivych a nezivych slazek, které se vyskytuji ve formé slozitych a heterogennich
smesi. Mikroorganismy hraji dualezitou roli v rozkladu a transformaci organickych latek v
Urodnych padéch, pricemz rtizné druhy prispivaji k riznym aspektim Urodnosti pidy. Jakékoli
dlouhodobeé poruseni téchto biochemickych procesi by mohlo porwsit kolobéh zivin a to by mohlo
mit vliv na Urodnost pady. K transformaci uhliku a dusiku dochézi u viech tUrodnych pid. A ¢koliv

se populace mikroorganismi odpovédnych za tyto procesy u jednotlivych pid lisi, jednd se v
podstaté o totéz schéma transformace.

Popsana zkusebni metoda slowsi ke zjisténi dlouhodobych nepiiznivych (Kinkd Iatky na proces
transformace uhliku v aerobnich povrchovych padéach. Zkouska je citlivd na zmeény ve velikosti a

aktivite mikrobidlni populace, kterd je odpovédna za transformaci uhliku, nebot’ tyto populace




budou vystaveny jak chemickému stresu, tak nedostatku uhliku. Pouziji se pistité pudy s nizkym
obsahem organického materialu. Tyto pudy se exponuji zkousené latce ainkubuiji se za podminek,
které umoziuji rychly mikrobidni metabolismus. Za téchto podminek se zdroje snadno
dostupného uhliku rychle vyéerpaji. To zpusobi nedostatek uhliku, ktery vede k nejen k odumieni
mikrobidlnich bungk, ale také indukuje klidové stadium a/nebo tvorbu sporid. Pokud se zkouska
provéadi déle nez 28 dni, |ze souhrn téchto reakci méfit v kontrolnich vzorcich (neexponovana
puda) jako postupnou ztrdtu metabolicky aktivni mikrobidni biomasy (viz literatura 7). Pokud je

biomasa v pidé s nedostatkem uhliku za podminek zkousky ovlivnéna pritomnosti chemické latky,
pravdépodobné se nevréti do téhaz stavu jako kontrolni vzorek. Poruseni stavu zpisobené

zkousenou | atkou kdykoliv béhem zkousky tedy ¢asto pietrvava az do konce zkousky.
Zkouska, na niz je zalozena tato zkusebni metoda, byla zprvu vyvinuta pro latky, u nichz Ize
piedvidat mnozstvi, které pronikne do pady. Prikladem jsou pfipravky na ochranu rostlin, u nichz
je polni aplika¢ni davka zndma U agrochemikdlii postaduje provést zkousku se dvéma drovnémi
davky, které odpovidaji piedpokladané nebo odhadované aplikaini davce. U agrochemikalii |ze
zkouset ¢inné slozky nebo pfipravky v _komeréni Upraveé. Zkouska vsak neni omezena na
chemické latky, jejichz koncentraci v zivotnim prostiedi |ze predpoveédét. ZmEnou mnozstvi
zkousené latky aplikované na pidu a zpisobu vyhodnoceni dat |ze zkousku vyuzit také pro
chemické latky, u nich? neni znamo, v jakém mnazstvi proniknou do pady. U jinych chemickych
latek nez agrochemikdlii se proto stanovuje U¢inek fady koncentraci na transformaci uhliku. Data z
téchto zkousek se pouriji k sestrojeni kiivky zavislosti odezvy na davce a k vypodtu hodnot E

kde x je procentudlni G¢inek.

Transformace uhliku: je rozklad organického materidlu pusobenim mikroorganismi, jehoz

EC. (Utinna koncentrace): je koncentrace zkougené latky v pads, kterd vede k x-procentni

EC;, (Median tucinné koncentrace): je koncentrace zkousené latky v ptde, ktera vede k 50%

Proset4 ptida se bud’ exponuje zkuebni [&ce, nebo se ponechd neexponovana (kontrola). Pfi

zkouseni agrochemikdlii se doporucuje provést zkousku s neiméné dvéma koncentracemi
zvolenymi tak, aby byly v uréitém vztahu k nejvyssi piedpokladané koncentraci na poli. Po 0, 7,
14 a 28 dnech inkubace se vzorky exponované a kontrolni pidy smisi s glukosou a po
nadedujicich 12 h se méii respiracni rychlost vyvolana glukosou. Respiracni rychlost se vyjadii
jako uvolngny oxid uhli¢ity (v.mg oxidu uhli¢itého na kg susiny za hodinu) nebo jako
spotiebovany kyslik (v mg kydsliku na kg pady za hodinu). Pramérna respiraéni rychlost u
exponovanych vzorka pid se porovna s rychlosti u kontrolnich vzorkt a vypodte se procentud ni
odchylka exponovanych vzorka od kontrolnich vzorkd. Vsechny zkousky musi probihat alespon
28 dnd. Jsou-li 28. den rozdily mezi experimentdni a kontrolni ptidou rovné 25 % nebo vétsi, v
méfeni se pokraduje ve 14-dennich intervalech nejdéle do 100 dni. Pii zkoweni jinych
chemlckvch latek nez aqrocheml kdlii se do vzorku DudV prlda fada koncentram zkousene latky a

spotiebovaného kysliku) se zmeéii po 28 dnech Vysedky zkousek s fadou koncentraci se analyzuji
Za pouziti regresniho modelu a vypocétou se hodnoty EC, (tj. ECsp, ECys a/nebo ECyg). Viz

Vyhodnoceni vysledki zkousek u agrochemikalii se provadi s relativné malymi rozdily (4j.
pramérna hodnota +25 %) mezi uvolnénym oxidem uhli¢itym nebo spotiebovanym kyslikem u
kontrolnich a exponovanych vzorki, takze velké kolisani u kontrolnich vzorkit mize vést k
nespravhym vysledkam. Rozdily mezi jednotlivymi kontrolnimi vzorky by proto mély byt mensi

XX11.1.2 DEFINICE
vysledkem je anorganicky konecny produkt oxid uhligity.
inhibici transformace uhliku na oxid uhligity.
inhibici tran:sfqrm@ce uhliku na oxid uhli¢ity.
XX11.1.3 REFERENCNI LATKY
Za&dné. ) )
XXI11.1.4 PODSTATA ZKUSEBNI METODY
definice.
XX11.1.5 VALIDITA ZKOUSKY
nez + 15 %.
XX11.1.6 POPIS METODY
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Nadoby pouwzité ve zkousce musi byt z chemicky inertniho materialu. Mély by mit vhodny objem,
ktery by mél odpovidat postupu powzitému pro inkubaci piady, tzn. bud” inkubace souhrnného

vzorku puady, nebo inkubace jednotlivych vzorki pady (viz oddil 1.7.1.2). Je tieba, aby b&hem

zkousky doslo k co nejmensim ztratam vody a aby byla umoznéna vyména plyni (napt. tim, ze se

nadoby zakryji perforovanou polyethylenovou fdlii). Pfi zkouseni tekavych latek se pouziji




uzaviené plynoté¢sné néddoby. Mély by byt tak velké, aby piiblizné jedna ¢tvrtina jelich objemu
byla zaplnéna vzorkem pady.

Pro stanoveni respirace vyvolané glukosou jsou nezbytné inkuba¢ni systémy a piistroje pro méteni
uvoliiovaného oxidu uhligitého nebo spotieby kysliku. Piiklady takovych systémi lze nalézt v
literature 8 az 11.

XX11.1.6.2 Vybér a pocet pid

Pouzije se jedna pida. Pida by mela mit tyto charakteristiky:

- obsah pisku: neiméné 50 % a nejvyse 75 %;

- pH: 55 -7.5;

- obsah organického uhliku: 0,5 -1,5 %;

- stanovi se mikrobidni biomasa (viz literatura 12 a 13) a jeji obsah uhliku by mél tvorit
neiméné 1 % celkového organického uhliku v pads.

Ve vétsing piipadi predstavuje pida stémito charakteristikami nejkonzervativngjsi piipad, nebot’

adsorpce zkousené chemické latky je minimdni a jeji dostupnost pro mikroorganismy je

maximalni. V disedku toho je zpravidla zkouseni s dalsimi pidami zbyte¢né. Za uriitych

okolnosti mize byt nezbytné nasazeni dal§i pady, napt. pfi zamysleném hlavnim pouyziti zkousené

latky na urgité druhy pad, jako jsou kyselé lesni pady nebo v pripadé elektrostaticky nabitych

chemikdlii.

. r__ o o

XXI11.1.6.3.1 Odber

XXI11.1.6.3.2

K dispozici by mély byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je pada odebirdna. Mezi

témito informacemi musi byt piesna poloha, vegetace, Udaje 0 osetiovani piipravky na ochranu
rostlin, pouziti organickych a minerélnich hnojiv, piidavky biologického materidu nebo ndhodna

kontaminace. Pro odbér pidy by mélo byt zvoleno misto, které umoznuje dlouhodobé pouzivani.
Vhodnymi misty jsou trvalé pastviny, pole s jednoletymi kulturnimi plodinami (kromg& Kukukice)
nebo hust¢ oseté plochy zeleného hnojeni. Mista vybrand pro odb&r vzorkd by neméla byt
minimalné jeden rok pied odbérem osetiovana piipravky na ochranu rostlin. Rovnéz by neméla
byt alespoil $est mésich pouzita organicka hnojiva. Pouziti minerdnich hnojiv je pfipustné pouze
tehdy, je-li to nezbytné pro plodiny, a vzorky pady by nemély byt odebirany diive nez po tiech
meésicich po aplikaci. Nemély by byt pouzivany pady s hnojivy, o nichz je znamo, ze maji biocidni
Geinky (napr. kvanamm vapenatv)

mize maximani_hloubka odb&ru mirng piekratovat 20 cm (napi. az 25 cm). Vzorky piad by mgly

byt piepravovany v takovych nadobach a za takové teploty, aby bylo zaruceno, ze se pavodni
vlastnosti pady vyznamng nezmgni.
Skladovani

XXI1.1.6.4

Uprednostiluje se pouziti cerstvé odebrané pidy. Pokud je skladovéni pidy v laboratofi
nevyhnutelné, mize byt skladovana v temnu pfi (4 + 2) °C po dobu maximalné tif mésici. Béhem
skladovani pad musi byt zajistény aerobni podminky. Pokud jsou pady odebirédny z oblasti, v nichz

jsou po dobu alespoti tiH mésica v roce zmrzlé, |ze zv&it sestimésiéni skladovani pfi -18 °C. Pred
kazdvm experl mentem se stanovi_mi kroblalnl blomasi skladovanvch Dud a uhl|k pochézejici z

Zachazeni s pudou a jeji priprava pro zkousku

XXI11.1.6.4.1

XX11.1.6.4.2

Predbézna inkubace
Pokud bvla Duda skladovana (viz oddil 1.6.3.2 a 1 7.1. 3) doooruowe se provést Dredbeznou

élce
podobné podminkam pii szUSce (viz oddily 1.6.4.2a1.7.1.3).

Fyzikalné-chemicke charakteristiky

XXI1.1.6.5

Z pudy se ruéné odstrani velké kusy (napi. kameny, ¢asti rostlin atd.) a poté se za vlhka, aniz je
pida nadmérné vysowsena, proseji ¢astice o velikosti 2 mm a mensi. VIhkost vzorku pudy se
upravi_destilovanou nebo deionizovanou vodou na hodnotu 40 % az 60 % maximdalni vodni
kapacity.

Priprava zkousene latky pro aDllkam na Dudu

pouzivany, nebot’” mohou znlmt mikrofloru. Powzije-li se jako nosi¢ pisek, muze byt obaen

zkousenou latkou rozpusténou nebo rozptylenou ve vhodném rozpoustédle. V takovém piipadé se



XXI11.1.6.6

XXIl.1.7

rozpomtedlo pred smlsenlm S pudou odstrani odpaenlm Pro optlmal ni distri bu0| zkousené Iatkv \Y

vzorki se aplikuje pouze odpovidajici mnozstvi vody a/nebo pisku.

Pii_zkouseni tkavych chemickych latek je tireba zabranit ztrdtdm pri aplikaci a pokusit se o
homogenni rozptyleni létky v padé (Iatka se napt. nastiikne do pidy na vice mistech).

ZkuSebni koncentrace

Pii_zkouseni piipravkd na ochranu rostlin nebo jinych chemickych létek, u nichz |ze predpoveédst

koncentraci v zivotnim prostredi, se powiji alespoi dvé koncentrace. Nizs$i koncentrace by méla
odpovidat piinejmensim maxima nimu o¢ekdvanému mnozstvi 1étky, které v redlnych podminkéch

pronikne do pady, zatimco vyssi koncentrace by méla byt nasobkem nizs koncentrace. Vypocet
koncentrace zkousené latky piidavané do pudy se provede za predpokladu rovnomérného
zapraveni do hloubky 5 cm a pro sypnou hustotu pady 1.5. U agrochemikalii, které se aplikuji
ptimo do ptdy, nebo u chemikdlii, u nichZz Ize mnozstvi, které se dostane do pady, predpovédét,
jsou doporucenymi zkusebnimi koncentracemi pi'edpokladané koncentrace v zivotnim prostiedi
(Predicted Environmental Concentration, PEC) a jejich pé&tinasobky. U latek, které se zpravidla
aplikuji do pidy nekolikrdt za sezénu, se zkusebni koncentrace odvodi ze sowiinu PEC a
ocekdvaného maximalniho poctu aplikaci. Horni koncentrace by vsak neméla prekrogit
desetinasobek maximalni jednorazové aplikované davky.

U jinych latek nez agrochemikdlii se pouzije geometrickaiada nejméné péti koncentraci. V rozpéti

téchto zkusebnich koncentraci by se meély nachazet stanovovane hodnoty EC.
PROVEDENI ZKOUSKY

XX11.1.7.1 Podminky expozice

XXI.1.7.1.1

Expozice a kontrola

Pii_zkouseni agrochemikdlii se piida rozdéli na tii dily o stejné hmotnosti. Dva dily se smisi s
nosi ¢em obsahujicim latku a tieti dil se smisi pouze s nosi¢em (kontrola). Doporuduje se, aby byla
zkouska provedena s minimang tfemi duplikétnimi vzorky exponovanych i neexponovanych pad.
Pti_zkougeni jinych latek nez agrochemikalii se pida rozdgli na Sest dili o stejné hmotnosti. P&t

vzorka se smisi s nosi¢em obsahujicim zkousenou latku a Sesty vzorek se smisi pouze s nhosi¢em
bez chemické |atky. Doporuduje se pouzit ti'i duplikédtni vzorky exponované i neexponované pady.

Je tfeba vénovat pozornost homogennimu rozptyleni zkousené Iatky v exponovanych vzorcich
pudy. Pii miseni by nemélo dochéazet k hutnéni nebo shlukovani pudy.

XX11.1.7.1.2 Inkubace vzorki pud

XXI1.1.7.1.3

Inkubaci vzork pid Ize provést dvéma zpisoby: se souhrnnym vzorkem exponované pudy a

souhrnnym vzorkem neexponované pudy, nebo se sériemi jednotlivych stejné velkych dil¢ich
vzorki jak exponované, tak neexponované pady. U tékavych latek se vsak zkouska provadi pouze

se sériemi_jednotlivych dil¢ich vzorka. Pokud se inkubuji souhrnné vzorky, piipravi se velka
mnozstvi_exponované a neexponované pudy a béhem zkousky se podle potieby odebiraji dil&i
vzorky k analyze. Vychozi mnozstvi pripravené pro exponované vzorky a kontrolni vzorky zavisi
navelikosti dil¢ich vzorki, podtu duplikatnich vzorka pouzitych pro analyzu a na predpokl adaném
poctu intervall, v nichz se odeberou vzorky. Pady inkubované jako souhrnny vzorek se pred
odbérem dileich vzorka dikladng promisi. Pokud se inkubuji série jednotlivych vzorka puad,

rozdéli se souhrnny vzorek exponované pidy a souhrnny vzorek neexponované pudy na
pozadovany podet dil¢ich vzorka a ty se pouziji podle potieby. U experimenti, kdy lze

piedpoklédat vice nez dva intervaly odbéru, by mél byt pripraven dostateény pocet dil¢ich vzorki
S ohI edem na VSeCth dunhkatnl vzorkv aVSechnv mtervalv odberu AleSDOn tfi dupllkatm vzorkv

by mely byt pouzity vhodné nadoby s dostate¢nym prostorem pod V|kem,. aby. nenastaly anaerobni
podminky. U tekavych latek se zkouska provadi pouze se sériemi jednotlivych dil¢ich vzorka.

Podminky zkousSky a jeji trvani

Zkouska se provadi v temnu pii pokojové teploté (20 + 2) °C. VIhkost vzorku pidy se udrzuje po
dobu zkousky v rozmezi 40 % az 60 % (£5 %) maximdani vodni kapacity pady (viz oddil 1.6.4.2).
Podl e potteby se pfidava destilovana nebo deionizovana voda.

Zkousky trvaii neimén¢ 28 dni. Pfi zkouskéch agrochemikdlii se porovnévaji mnozstvi

uvolnéného oxidu uhligitého nebo mnozstvi spotiebovaného kysliku u exponovanych a
kontrolnich vzorka. Pokud se 28. dne tyto rychlosti lisi o vice nez 25 %, pokratuje se ve zkousce

do doby, nez rozdil klesne na 25 % a méng, nebo do 100 dni, podle toho, co nastane diive. U
jinych chemickych latek nez agrochemikdlii se zkouska ukoncéi po 28 dnech. 28. den se stanovi
mnozstvi uvolnéného oxidu uhlic¢itého nebo mnozstvi spotiebovaného kysliku u exponovanych a
kontrolnich vzorki a vypogitaji se hodnoty EC,.

XX11.1.7.2 _Odbéry vzorki a analyzy pad



XXI1.1.7.2.1

Intervaly odbéru vzorku

XXIL 1.7.2.2

Pii_zkouseni agrochemikalii se rychlost respirace vyvolané glukosou ve vzorcich analyzuje 0., 7.,
14. a 28. den. Pokud se zkouska prodluzuje, provede se dalsi méieni ve 14dennich intervalech po
28. dni.

Pii_zkouseni jinych létek nez agrochemikdlii se pouzije alespori pét zkusebnich koncentraci a
obsah respirace vyvolané glukosou se ve vzorcich pad analyzuje na zagatku expozi¢ni doby (den
0) a na jeho konci (po 28 dnech). Je-li to povazovano za nezbytné, |ze provést dalsi mezilehlé
méieni, napt. 7. den. Data ziskan& 28. den se powziji pro stanoveni EC, chemické ltky. V piipadé
potieby Ize data ze dne 0 u kontrolnich vzorka pouzit k odhadu vychoziho mnozstvi metabolicky
aktivni mikrobidlni biomasy v pidg.

Mereni rychlosti respirace vyvolané glukosou

XX11.2.

Pro kazdy ¢as odbéru vzorkt se v exponovanych i kontrolnich vzorcich stanovi rychlost respirace
vyvolané glukosou. Vzorky pad se smisi s dostatecnym mnozstvim glukosy, aby se ihned vyvolala
maximalni respiratni odezva. Mnozstvi glukosy potiebné pro vyvolani maximdani respiracni
odezvy u dané pidy |ze stanovit v orientaéni zkousce se sérii koncentraci glukosy (viz literatura
14). U piscitych pud s obsahem organického uhliku od 0,5 do 1,5 % obvykle sta¢i 2 000 mg a2 4
000 mg glukosy na kg susiny. Glukosu Ize rozmelnit na pr&sek s &istym kiemennym piskem (10 g

pisku na kg susiny) a homogenné smisit s pidou.

Vzorkv pudy obohacene glukosou se mkubun ve vhodné aparatUre kterd umoziuje merlt

(VIZ oddil 1.6.1). Mé&ieni uvoI néného oxidu uhli¢itého nebo spotiebovaného kysliku se provadi

nepretrzité po dobu 12 h a meéieni se zahdji co nejdrive, tj. do 1 az 2 h po pridani glukosy. Zméfi se
celkové mnozstvi uvolnéného oxidu uhlicitého nebo celkové mnozstvi spotiebovaného kysliku za

12 h astanovi se primérna respiraini rychlost.
DATA

XX1.2.1

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pti_zkougeni agrochemikdlii se zaznamena mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého nebo mnozstvi
spotfebovaného kysliku u kazdého duplikatniho vzorku a praimérné hodnoty se zaznamenaji do
tabulky. Vvsledkv e vvhodnotl vhodnvml VSeobecne uznavanvml statlstlckvml metodam (napf.

oxidu uhli¢itého na kg susiny za hodmu nebo v mg kysliku na kg swsiny za hodinu. Primérna

rychlost uvaltiovani oxidu uhligitého nebo pramérné rychlost spotreby kysliku u kazdé expozice se
porovna s odpovidajicimi _hodnotami u kontrolnich vzorki a vypodte se procentudni odchylka

exponovanych vzorki od kontrolnich vzorki.

Pii_zkouseni jinych latek nez agrochemikdlii se stanovi mnozstvi uvolnéného oxidu uhlig¢itého
nebo mnozstvi spotiebovaného kysliku v kazdém duplikénim vzorku a pro (€ely odhadu hodnot
EC, se sestroji ki'ivka zavislosti odezvy na davce. Rychlosti respirace vyvolané glukosou (tj. mg
oxidu uhli¢itého na kg susiny za hodinu nebo mg kysliku na kg susiny za hodinu) zjisténé v
exponovanych vzorcich po 28 dnech se porovnaji s hodnotami zjisténymi u kontrolnich vzorki. Z
téchto Udaja se pro kazdou zkusebni koncentraci vypodte velikost inhibice v procentech. Tyto
hodnoty v procentech se vynesou proti koncentram a poté se statistickymi metodarnl vvoomtau

hodnoty EC,. Standardnimi metodami
spolehlivosti (p = 0,95) pro vypodtené hodnoty EC, .

XX11.2.2 INTERPRETACE VY SLEDKU
Pokud je Drl hodnocem vvsledku zkomek S aqrochem| kalleml Drl kterémkoli odberu po 28 dnech

XXII.3.

rychlosti u kontroly roven 25 % nebo nizsi, I1ze konstatovat 7e zkousena laka nema dlouhodoby
vliv_na transformaci uhliku v pidach. Pro hodnoceni vysdedkia zkousek jinych latek nez

agrochemikalii se pouziji hodnoty ECs,, EC,s a/nebo EC,,.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat nésledujici informace:
Uplnou |dent|f|kaa Doumte pudy zahrnw ICI tyto udale

- informace o historii mista (tj. vegetadni kryt, oSetfeni pifpravky na ochranu rostlin,
pouziti hnojiv, ndhodna kontaminace atd.);

- zpusob vywziti (napi. zemgdélska pida, les atd.);

- hloubka odbéru vzorki (cm);

- obsah pisku/prachuljilu (v % susiny):

- pH (ve vode);
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- obsah organického uhliku (v % susiny hmotnosti);

- obsah dusiku (v % susiny);

- kapacitaiontové vymeény (mmol/kq);

- vychozi mikrobialni biomasa v procentech celkového organického uhliku;
- odkaz na metody pouzité pro stanoveni kazdého z parametrd;

- viechny informace tykajici se odbéru a skladovani vzorka pad;

- podrobné Udaje o piipadné predbézné inkubaci pady.

Zkousena latka:
- fv2| kal nl Dovaha a pri Dadne | gi fVZI kalné-chemické vl astnosu

obsah G¢inné slozky u pripravka na ochranu rostlin), obsahu dusiku.
Zkusebni podminky:
- podrobné Udaje o0 obohaceni pudy organickym substratem;
- pocet pouzitych koncentraci zkousené |atky, popripadé zdavodnéni volby koncentraci;
- podrobné Udaje o aplikaci zkousené latky na pudu;
- inkubacni teplota;
- vihkost pady na za¢étku zkousky a v jelim pribéhu;
ouzitd metoda inkubace (tj. bud’ inkubace souhrnného vzorku piady, nebo inkubace
jednotlivych dilgich vzorkd ptdy);

- podet duplikatnich vzorka;
- doby odbéru vzorki.

Vysledky
metoda a zarizeni pourité pro méieni respiracnich rychlosti;
- data veéetné jednotlivych hodnot a praimérnych hodnot mnozstvi oxidu uhlicitého nebo
kysliku zpracovana v tabulkové formg;
- rozdily mezi duplikatnimi vzorky u exponovanych a kontrolnich vzork pid;
- v pifpadé potieby vysvétleni oprav provedenych pri vypoctech:
- procentudlni odchylka v rychlostech respirace vyvolané glukosou pro kazdou dobu
odbéru vzorki, popiipadé hodnota ECgy s 95% intervalem spolehlivosti, jiné hodnoty
ECy, (ti. EC2s nebo ECy0) s interval olehlivosti a graf kiivky zavidosti odpovedi na
davce;
- piipadné statistické vyhodnoceni vysledki;
- viechny informace a pozorovani uzite¢né pro interpretaci vysedki.
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CHEMICKE LATKY V PUDE
(metoda C.23 podle prilohy sm@&rnice 2004/73/ES ze dne 29. dubna 2004, kterou se po dvacadté devaté

ptizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o sblizovani prévnich a sprévnich piedpisi
tykajicich se klasifikace, baleni a ozna¢ ovani nebezpetnych |atek)

XXIIL1.

METODA

XXIIL1.1

Tato zkusebni metoda odpovida metodé OECD TG 307 (2002).
UvoD

XXI111.1.2

Postup popsany v této zkusebni metodé je vyvinut pro &ely hodnoceni aerobni a anaerobni
transformace chem|cke Iatkv \ Dude Je zaI0zen na dooorUCemch a smern|C|ch narodmch a

transformace zkougené |atky aii) povahu a rvchlost tvorby a rozkladu transformasnich produkti,

kterym mohou byt rostliny a padni organismy vystaveny. Tyto studie jsou pozadovany u
chemickych latek, které se aplikuji pifimo do pady nebo pravdépodobné mohou proniknout do
padniho ekosystému. Vydsledky t&chto laboratornich studii mohou byt také pouwzity pro
vypracovani postupt odbéru vzorka a analyzy u podobnych polnich studii.

Pro vyhodnoceni zpasobu transformace obvykle postatuji aerobni a anaerobni studie s jednim
druhem pudy (viz literatura 8,10 a 11). Rychlosti transformace se stanovi alespon pro tfi dalsi pady

(viz literatura8 a 10).

Druhy zkusebnich piad by mely byt reprezentativni pro environmentdl ni podminky, v nichz dojde k
pouziti latky nebo k jejimu uvolnéni. Napiiklad chemické latky, k jejichz uvolnéni mize dojit v
subtropickém az tropickém klimatu, by m&ly byt zkouweny s ferrasoly nebo nitosoly (systém

FAOQ). Tato metoda se rovnéz tyka pad ryzovych poli.
DEFINICE

ZkouSena latka: jakakoli latka, & iz vychozi latka, nebo pridusné transformacni produkty.
Transformacéni produkty: viechny latky vznikajici pii biotickych a abiotickych transformainich

reakcich zkousené latky, véetné CO, alétek, které jsou pititomny ve vazanych reziduich.

Viazana rezidua: Souceniny v pudg, rostling nebo v zivodichu, které po extrakci zustavaji v
matrici ve formé vychozi latky nebo (jejiho metabolitu (jejich metaboliti) nebo transformacnich
produkti. Metoda extrakce nesmi podstatné ménit samotné slouceniny nebo strukturu matrice.

Povahu vazeb lze &astedné vyjasnit extrakci spojenou se zménami v _matrici a naroénymi
analytickymi technikami. Dosud byly timto zptasobem vyjasrény napf. kovalentni, iontové a

adsorpéni vazby arovnéz zachyty. Tvorba vézanych rezidui obecné podstatné snizuje biologickou
Drlstunnost adostunnost (viz literatura 12) [unraveno Dodle IUPAC 1984 (V|z I|teratura 13)].

Anaerobni transformace reakce probihajici s vylouc¢enim molekularniho kysliku (viz I|teratura

14).

Puda smes minerd nlch a orqanlckvch chemickych S|OZE'k OZlvena malvml organismy (Vetslnou

ujf
dusiku a vysokou molekulovou hmotnosti. L ze pracovat s dvéma formami pudy:

a) sneporwsenou pudou, jak v priabéhu ¢asu vznikla, s charakteristickymi vrstvami riiznych
druhu pudy:;

b) s porusenou padou, kterd se obvykle vyskytuje na obdélavanych polich v pripadg, ze se
vzorky odebiraji vyryvanim a pouzivaji se v této zkusebni metodé (viz literatura 14).

Mineralizace: Uplny rozklad organické slouteniny na CO,, H-O za aerobnich podminek a na CHa,
CO, a H,O za anaerobnich podminek. V souvidosti s touto metodou, pii niz se pouzivaji

slouceniny znatené radioisotopy, se mineralizaci rozumi rozsahly rozklad molekuly, pfi némz se
radioisotopy uhliku oxiduji za tvorby odpovidajiciho mnozstvi *4CO, (viz literatura 14).

Polodas: tys, je ¢as, za ktery dojde k 50% transformaci zkousené latky, jestlize |ze transformaci




XXI111.1.3

popsat kinetikou prvniho f&du; nezavisi na pocatecni koncentraci.

DTso_(doba odbourini 50): doba, za kterou se pocétecni koncentrace zkousené latky snizi o 50
% lisi se od polocasu t, 5, pokud transformace neprobiha podle kinetiky prvniho fadu.

DT7s (doba odbourani 75): doba, za kterou se pogateéni koncentrace zkousené 1atky snizi o 75 %.
DTy, (doba odbourini 90): doba, za kterou se pocatecni koncentrace zkousené latky snizi 0 90 %.
REFERENCNI LATKY

XXIl1.1.4

Referenéni latky se pouziji pro charakterizaci a/nebo identifikaci transformasnich produktii
spektroskopickymi a chromatografickymi metodami.

XX111.1.5

POUZITELNOST ZKOUSKY
Tato je metoda je pouzitelna pro vsechny chemické latky (neznagené nebo znacené radioaktivnimi

isotopy), pro n&z je k dispozici anaytickd metoda s dostate¢nou spravnosti a citlivosti. Je

pouzitelna pro mirné tékavé a netékavé douceniny rozpustné i nerozpustné ve vodé. Zkouska by
neméla byt powsita u latek, které z pidy silng tékaji (napt. fumiganty, organickd rozpoustédla), a
nelze je tedy v padg udrzet za experimentd nich podminek této zkousky.

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

XXI11.1.6

Pro stanoveni rychlosti transformace |ze pouzit jak latky neznacené radioisotopy, tak znacené
latky. Znacdeny materid je nezbytny pro studium zptsobu transformace a pro stanoveni |atkové
bilance. Doporuguje se znaseni isotopem “C, aviak uzitené mohou byt i jiné isotopy, napr. **C,
5N, °H, *?P. Znatena by méla byt pokud mozno nejstabilngjsi ¢ast (nejstabilngjsi asti) molekuly.
Pokud napiiklad zkousena |&tka obsahuje jeden aromaticky kruh, je treba, aby byl tento kruh
oznacen. Pokud zkousena latka obsahuje dva nebo vice kruht, mize byt nezbytné provést

samostatné studie s cilem podch;aivt zbytky kazdého z kruht, a ziskat tak vhodné informace o
tvorbg transformacnich produkti.). Cistota latky by méla byt alespon 95 %.

Pred provedenim zkousky na aerobni a anaerobni transformaci v pidé by mély byt k dispozici
alespon tyto informace o latce:

Q@) rozpustnost ve vodé (metoda A.6)

b) rozpustnost v organickych rozpoustédliech;

c) tlak par (metoda A.4) a Henryho konstanta;

d) rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (metoda A.8);

€) chemicka stabilitav temnu (hydrolyza) (metoda C.7);
f)  pK.. pokud u molekuly nastdva protonace nebo deprotonace [smé&rnice OECD 112] (viz

literatura 16).

Mezi dalsi uzitetné informace patii Udaje o toxicité zkousené latky pro pudni mikroorganismy
[zkusebni metody C.21 a C.22] (viz literatura 16).

K dispozici by mély byt analytické metody (veetné extrakénich a izolacnich metod) pro
kvantitativni stanO\{eni aidentifikaci zkousené latky ajejich transformacnich produkti.
PODSTATA ZKUSEBNI METODY

XXI1.1.7

Vzorky pady se exponuji zkusebni |atce a inkubuji se v temnu v _biometrickych baikéach nebo v
prutokovych systémech za fizenych laboratornich podminek (pii konstantni teploté a vlhkosti
pudy). Ve vhodnych intervalech se vzorky pad extrahuji a analyzuje se obsah vychozi |&ky a

transformacnich produkti. Vhodnym absorpénim zaifzenim se k analyze shromézdi také tékavé

produkty. Prostfednictvim materidlu znageného isotopem C Ize po zachyceni uvolnéného “CO,
méiit razné rychlosti mineralizace zkousené latky a dale lze stanovit latkovou bilanci véetné
tvorby vazanych rezidui v padé.

KRITERIA JAKOSTI

XX.1.7.1 VytéZnost

XXI11.1.7.2

Extrakce a analyza provedend alespoi u dvou duplikatnich vzorki pady ihned po pridéani zkousené

latky poskytne prvni informaci o opakovatelnosti analytické metody a o stejnomeérnosti aplikace

zkowsené latky. Vytéznosti pozdégjsich stupit experimentu se zjisti z piisusnych latkovych

bilanci. Vyt&nosti by se mély nachazet v rozmezi 90 % az 110 % u znatenych chemickych latek

(viz literatura 8) av rozmezi 70 az 110 % u neznagenych chemickych latek (viz literatura 3).
Opakovatelnost a citlivost analytické metody

XX11.1.7.3

Opakovatelnost analytické metody (kromg Ucinnosti prvni extrakce) pro kvantitativni stanoveni

zkousené l&atky a transformacnich produktii Ize ovéfit provedenim analyzy duplikatnich vzorki
tychz extrakta pady, kterd byla dostatecné dlouho inkubovéana, aby doslo Kk vytvoreni

transformag nich produkt.

Mez detekce (LOD) analytické metody pro zkousenou latku a pro transformacni produkty by méla

byt alespoi 0,01 mg na kg puady (pro zkousenou latku) nebo 1 % aplikované davky, podle toho,

ktera z hodnot je niz&. Rovnéz by méla byt specifikovana mez kvantitativni stanovitelnosti (LOQ).
Spravnost dat o transformaci




Regresni analyza zévidosti koncentrace zkousené latky na ¢ase poskytuje vhodné informace o
spolehlivosti transformacni kiivky a umoziiuje vypoditat intervaly spolehlivosti pro polodasy (v
pripadé zdanlive kinetiky prvniho fadu) nebo pro hodnoty DT, popiipadé hodnot DT, a DT g,

XXI111.1.8 POPISMETODY
XXI11.1.8.1 vaavem a chemlcka c1n1dla
literatura 7 a 17). Priklady vhodnych pritokovych inkubagnich aparatur a biometrickych banek
jsou uvedeny na obrézcich 1 a 2. Oba typy inkubacénich systémi maji své vyhody a sva omezeni
(viz literatura7 a17).
Pro zkousku je nezbytné standardni laboratorni vybaveni, zejména:
- analytické piistroje, jako jsou GLC, HPLC, TLC, véetné¢ vhodnych detekénich systémi pro
analyzu znacenych nebo neznagenych latek nebo pro inverzni isotopovou zied'ovaci metodu;
- piistroje pro identifikaci 1&tek (napi. MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR atd.);
- kapalinovy scintilagni spektrometr;
- okysli dovaci zafizeni pro spalovani radioaktivniho materialu;
- odstredivka:
- extrakéni aparatura (napi. centrifugacni zkumavky pro studenou extrakci a Soxhletiv piistroj
pro kontinualni extrakci s refluxem);
- zatizeni pro zkoncentrovani roztoki a extraktt (napk. rotasni odparka);
vodni |4zen;
- mechanické michaci zafizeni (napr. hnétaci zaiizeni, rotaéni mixér).
Pouyziji se napi. tato chemicka cinidla:
NaOH p.a, 2 M, nebo jind vhodna zésada (napit. KOH, ethanolamin);
- H,SO, p.a, 0,05 M;
- ethylenglykol p.a.;
- tuhy absorpéni materidl, napi. natronové vapno, a polyurethanové zatky:;
- organicka rozpoustédla istoty p.a., napi. aceton, methanol atd.;
- kapalny scintilator.
XXII1.1.8.2 Aplikace zkouSené latk
inhibitory mikrobialni aktivity, napf. chloroform d|chIoromethan a jina halogenovana
rozpoustedla, nesmgji byt pouzita.
Léatku |ze do pady pfidat také napi. ve smés s kiemennym piskem (viz literatura 6) nebo ve formg
malych dil¢ich vzorka zkusebni pady, které byly piredem vysuseny na vzduchu a sterilizovény.
Pokud se latka ptidava pomoci rozpoustédia, melo by byt rozpoustédio odpaieno jesté pied tim,
nez jsou k puvodnim nesterilnim vzorkam piady piidany obohacené dil &i vzorky.
U b&ns pouzivanych chemickych létek, jez se dostévaii do pady prostiednictvim zemedelské
aplikace kalt z ¢gistiren odpadnich vod, se zkousend latka nejprve piida do kalu, ktery se poté
vpravi do vzorku pady (viz oddily 1.9.2 21.9.3).
Nedoporuduje se pouzivat rutinné pripravky v komeréni Gpravé. Napiiklad u $patné rozpustnych
latek vsak mize byt pouziti pfipravku v komeréni Upraveé vhodnou alternativou.
XX111.1.8.3 Pudy
XX111.1.8.3.1 Vvber pud

Pro stanoveni zpasobu transformace Ize pouzit reprezentativni puady; doporuéuji se pistitohlinita,
prachovnohllmta. hlinita nebo hlinitopisgita puda [podle klasmkace FAQO a USDA (VIZ Ilteratura

biomasa by mélatvoiit nejméné 1 % celkového organického uhliku (viz literatura 10).

Pro studie transformanich rychlosti se pouziji alespon tii dalsi pady reprezentujici rozsah
relevantnich piad. Pidy by se mély lisit, pokud jde o obsah organického uhliku, pH, obsah jilu a

mikrobidni biomasy (viz literatura 10).

U wsech pid by mely byt charakterizovany alespoi jejich: struktura (% pisku, % prachu, % jilu)
odle klasifikace FAO a USDA (viz literatura 18 H, kationtova vyménna kapacita, organicky

uhlik, sypnd hustota, schopnost zadrzet vodu a mikrobidlni biomasa (pouze pro aerobni studie).

Schopnost pidy zadrzet vodu |ze méfit jako polni kapacitu, jako retencni vodni kapacitu nebo jako

vodni saci tlak (pF). Vysvétleni je uvedeno v dodatku 1. V protokolu o zkousce by mélo byt

uvedeno, zda byly schopnost pidy zadriet vodu a sypna hustota stanoveny u neporusenych




XXI111.1.8.3.2

polnich vzorkid, nebo porusenych (zpracovanych) vzorkd. Pro interpretaci vysledkt mohou byt

uzite¢né dalsi informace o vlastnostech pudy. Pro stanoveni charakteristik pudy |ze pouzit metody
doporucené v literature (viz literatura 19 az 23). Mikrobidlni biomasa se stanovi metodou respirace

indukované substratem (SIR) (viz literatura 25 a 26) nebo alternativnimi_metodami (viz literatura

20).
Odbér, priprava a skladovani pud

XXI111.1.9

K dispozici by mély byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je ptida odebirdna. Témito
informacemi jsou piesna poloha, vegetaéni kryt, Udaje o oletiovani chemickymi latkami, pouziti
organickych a mineralnich hnojiv, pridavky biologického materidlu nebo jina kontaminace. Pokud
byla piida v piedchozich étyiech letech osetiena zkousenou |atkou nebo latkami s analogickou
strukturou, neméla by byt powzita pro transformasni studie (viz literatura 10 a 15).

Puda by méla byt cerstvé odebrana z terénu (z A horizontu nebo z horni 20cm vrstvy) a méla by
byt tak vihka, aby bylo mozné snadné prosévani. Kromeg pud z ryzovych poli by pady nemgly byt
odebirany v pribéhu dlouhych obdobi (vice nez 30 dnti) sucha, mrazi nebo zavodnéni nebo krétce
po té&chto obdaobich (viz literatura 14). Vzorky se pfepravuji zpisobem, ktery minimalizuje zmény

obsahu vody v pudg, a uchovévaji se v temnu za co nejvétsiho pifstupu vzduchu. Pro tento Ucel je
obecne vhodny voI né uzaVrenv polvethvlenovv &acek

odstrani malé kameny, drobni z|v0c|chove a zbytky rostlin, se z pady odstrani vegetace, vétsi

zivotichové a kameny. Pred prosévanim by nemélo dojit k nadmErnému vysuseni a rozdrceni pady
(viz I|teratura 15)

odebrény z pidy skladované ve skleniku pod vegetaénim pokryvem (napi. zatravnéné pady nebo

ady s travni smési s jetelem). V kazdém pripadé se upiednostiuji studie s cerstvé odebranymi

pudami; pokud ma byt odebrana a zpracovana piida pred zahgenim studie skladovéna, musi byt
skladovana za odpovidajicich podminek a pouze po omezenou dobu (pii (4 + 2) °C po dobu
maximalng tif mesict), aby byla zachovana mikrobidlni aktivita. Z vysledka nedavnych vyzkumi
vyplyvé, ze pady z mirného pasma lze skladovat pii -20 °C déle nez tii mgsice (viz literatura 28 a
29), aniz dojde k vyznamné ztréte mikrobidlni aktivity.

Podrobné pokyny pro odbér, zpracovani a skladovani pad pro biotransformaéni experimenty lze
nalézt v literature (viz literatura 8, 10, 15, 26 a 27).

Pred tim, nez se zpracovand pida pouzije ve zkousce, provede se jgi predbézna inkubace, aby se
umoznilo kliceni a odstranila se semena a aby se po zménach podminek, ke kterym doslo od

odbéru nebo skladovani po nastoleni inkubatnich podminek, znovu ustavila rovnovéha
mikrobia niho metabolismu. Obecné postatuje piedbézné inkubadni obdobi v délce od 2 do 28 dni
pii_podminkéach teploty a vihkosti blizicich se podminkam zkousky (viz literatura 15). Skladovani
a predb&zna inkubace by dohromady nemély trvat déle nez tii mgsice.

PROVEDENI ZKOU§KY

XXIII.1

XX111.1.91.1

ZKkus mink
Zkusebm tevlota

XX111.1.9.1.2

V_prabéhu celé zkousky by mgly byt pady inkubovany v temnu pii stalé teploté, kterd je

reprezentativni pro klimatické podminky, ve kterych dojde k pouziti [atky nebo k jelimu uvolnéni.
Pro zkousky vsech latek, které se dostévaji do pady v mirném klimatickém pasu, se doporuéuje

teplota (20 + 2) °C. Teplota musi byt monitorovana.

V DrIDade chem|ckvch Iatek apllkovanvch nebo uvolnovanvch v chladnem kl|mat|ckem Dasu

tenlote (napt'. pii (10 + 2) °C).
Vihkost

Pro i¢ely dostateiného provzdustiovani a vyzivy padni mikrofléry by ptda neméla byt ani ptilis
vihka, ani pfilis sucha VIhkost pidy doporucena pro optimani rist mikrofléry se nachézi v
rozmezi od 40 % do 60 % retencni vodni kapacity av rozmezi od 0,1 do 0,33 bar (viz literatura 6).

Naposl edy uvedeny rozsah odpovida rozsahu pF od 2,0 do 2,5. Typick& vihkost riznych druha
pud |e uvedena v_dodatku 2 Pro_transformag¢ni ZkOUSkV pii_aerobnich Dodmmkach se thkost

v I's v v

vaenim inkubagnich banék a ztrdta vody se vyrovnava pridanim vody (nejlé esterllne filtrované
vody z vodovodu). Pfi upravovani vlihkosti je tieba zabranit ztrdtam zkousené latky a/nebo
transformat nich produkti v dasledku tékani nebo pripadné fotodegradace, nebo je treba tyto ztraty
minimalizovat.

V_pripadé transformatnich zkousek za anaerobnich podminek a za podminek ryzového pole se




XXI111.1.9.1.3

puda nasyti vodou tak, ze se zaplavi.
Podminky aerobni inkubace

XXI111.1.9.1.4

V_ pratokovych systémech se aerobni  podminky udrzuji obcasnym propléchnutim nebo
nepretrzitym provétravanim zvlhéenym vzduchem. V biometrickych baikach se vvmeéna vzduchu
udrzuje difuzi.

Sterilni aerobni podminky

XX111.1.9.15

Za Uucelem ziskéni informaci o mozné abiotické transformaci zkousené latky lze vzorky pudy

sterilizovat (metody sterilizace jsou uvedeny v literatuie 16 a 29), exponovat je sterilni zkousené

latce (napt. pridavanim roztoku pres sterilni filtr) a provzdusiiovat je zvlihéenym sterilnim

vzduchem, jak je popsano v oddile 1.9.1.3. U pud z ryzovych poli se pida a voda sterilizuje a
inkubace se provede zptisobem uvedenym v oddilu 1.9.1.6.

Podminky anaerobni inkubace

S cilem nastolit a udrzovat anaerobni podminky se puda, ktera byla exponovana zkousené létce a
inkubovéna za aerobnich podminek 30 dni nebo jeden pologas nebo po dobu odpovidajici DTsg
(podle toho, co je kratsi), zaplavi vodou (vrstva vody 1 - 3 cm) a inkubani systém se proplachne
inertnim plynem (napi. dusikem nebo argonem). Aerobni podminky pievazuji v povrchovych
pidéach a dokonce v _podpovrchovych piadéach. Anaerobni podminky se mohou vyskytovat jen
piilezitostné béhem zaplaveni pady po vydatnych srazkach, nebo jsou-li takové podminky
ustaveny na ryzovych polich. Zkusebni systém musi umoziovat méieni pH, koncentrace kysliku a

oxidatné-redukéniho potencidlu a musi byt vybaven za‘izenim pro zachycovani tékavych
produktid. Biometricky systém musi byt uzavieny, aby bylo zabranéno pristupu vzduchu difuzi.

XX111.1.9.1.6 Inkubace za podminek ryzového pole

XXI11.1.9.1.7

Pro Ucely studia transformace v ptidéch ryzovych poli se pida zaplavi vrstvou vody o vysceasi 1 -
5 cm a zkousena latka se aplikuje do vodné faze (viz literatura 9). Doporudena tloust’ka vrstvy
pudy je alespoit 5 cm. Systém se provzdusiiuje vzduchem jako za aerobnich podminek. Hodnota
pH, koncentrace kysliku a oxida¢né-redukéni potencidl vodné vrstvy se monitoruji a
Zaznamenavaji. Pfed zahdjenim transformatnich studii je nezbytné alespoil dvoutydenni piedbézné

inkuba¢ni obdobi (viz oddil 1.8.3.2).
Délka zkouSky

XXI111.1.9.2

Studie rychlosti a zpisobu transformace by nemély za normanich podminek trvat déle nez 120
dnt (viz literatura 3, 6 a 8), nebot’ poté by podle oekavani mélo v umelém laboratornim systému

izolovaném od prirozeného dopliiovani postupné dochézet ke snizovani mikrobidni aktivity pidy.
Aerobni_studie mohou byt ukonéeny daleko diive nez za 120 dni, pokud je v dané dobg jasné

dosazeno konetného transformacniho schématu a kone¢né mineralizace. Zkousku Ize ukorgit po
120 dnech, nebo pokud se transformovalo 90 % zkousené 1&tky, aviak pouze tehdy, vytvorilo-i se
alespoii 5 % CO,. Pokud je to nezbytné pro popis rozkladu zkousené 1&ky a tvorby a rozkladu
hlavnich transformagnich produkti, lze studie prodlowsit (napi. na 6 nebo 12 mesich) (viz
literatura 8). Delsi inkubatni obdobi by méla byt zdivodnéna ve zpravé o zkousce a doplnéna
méfenim biomasy b&hem téchto obdobi anajejich konci.

Provedeni zkousky

Do kazdé z inkubacnich bangk se vpravi asi 50 az 200 g ptdy (hmotnost susiny) (viz obrazky 1 a2
v dodatku 3) a piida se jednou z metod uvedenych v oddilu 1.8.2 exponuje zkousené latce. Pokud
se pro Ucely aplikace zkousené latky powriji organicka rozpowstédla, odstrani se z pady
odparenim. Pida se poté dikladné promicha $pachtli nebo se baiika protrepe. Pokud se studie
provadi za podminek ryzového pole, pida a voda se po aplikaci zkousené latky dikladné promisi.
Malé podily (napi. 1 g) exponované pudy se analyzuji na zkousenou |atku za G¢elem kontroly
rovnomeérnosti distribuce. Alternativni metody jsou uvedeny nize.

Aplikované mnozstvi by mélo odpovidat nejvys$simu aplikovanému mnozstvi pfipravku na
ochranu rostlin doporu¢enému podle pokynt k pouziti a rovnomérnému zapraveni do vhodné
hloubky na poli (napi. do horni 10cm vrstvy pudy.

Vypocet vychozi koncentrace nazakladg plochy se provede takto:

c - Alkg 1 ha]10%[mg I kg]
7 [m] 104 m? L ha |d|kg ., 1m° ]

Cpida = Vychozi koncentrace v pidé [mg-kg ™]; 4 = aplikacni davka [kg.ha™]; = tloustka padni
vrstvy na poli [m], d = sypné hustota suché pady [kg-m~]. Zhruba plati, e aplika:ni dévka 1
kg.ha' vede ke koncentraci v pidé priblizné 1 mg.kg* v 10cm vrstvé (pii predpokladané sypné
hustoté 1 g.cm™®.Napriklad u chemickych l&tek aplikovanych na list nebo do pidy bez zapraveni

se pro vypocet mnozstvi chemické latky, které je tieba piidat do kazdé baiky, pouzije hloubka
vrstvy pady 2,5 cm. U chemickych léek zapravovanych do pidy je pfisusna hloubka




specifikovana v _pokynech pro pouziti. U chemickych latek obecné by mélo byt aplikované
mnozstvi odhadnuto na zaékladé hlavni cesty vstupu do pudy; jsou-li napiiklad hlavni cestou vstupu
do pidy kaly z éistiren odpadnich vod, méla by byt chemické |atka piidana do kalu v koncentraci,
ktera odrazi otekavanou koncentraci v kalu, a mnozstvi kalu zapravené do pidy by meélo
odpovidat normélnimu mnozstvi kalu zapravovanému do zemédelskych puad. Pokud tato

koncentrace neni dostate¢na pro identifikaci hlavnich transformagnich produktti, maze napomaci
inkubace samostatnvch ptdnich vzorku obsahunuch VVssI koncentrace aVSak nemély by byt

Jinou moznosti je expozice velké davky pady (tj. 1 az 2 kq), jeji dukladné prom|sen| vhodnvm
michacim zafizenim a pieneseni malych podilti 0 hmotnosti 50 az 200 g do inkubatnich banék
(napt. pomoci d&lice vzorku). Malé podily (napt. 1 g) exponované pudy se analyzuji na zkousenou
latku za (¢elem kontroly rovnomgrné distribuce. Takovy postup se uprednostiiuje, nebot
umoziuje stejnomernéjsi rozptyleni zkousené latky v pids.

Neexponované vzorky se inkubuji za stejnych podminek (aerobnich) jako vzorky exponované
zkousené latce. Tyto vzorky se pouziji pro stanoveni biomasy bEhem studii anajejich konci.
Pokud se léka aplikuje do pudy rozpusténa v organickém rozpowstédle (organickych
rozpomtedlech) mkubuu se vzorkv pudy vystavené temuz mnozstw rozpou;tedla (rozpomtedel)

pro stanoveni biomasy na zatatku studii, v jejich prabéhu a na jejich konC| za &elem kontroly
Ucinkt rozpouwstédla (rozpoustédel) na mikrobidlni biomasu.

Baiky obsahujici exponovanou pudu se bud” zapoji do pritokového systému popsaného na

obrézku 1, nebo se uzavi‘ou absorbéni kolonou, jak je uvedeno na obrézku 2 (viz dodatek 3).

V_piidusnych ¢asovych intervalech se vyberou duplikatni inkuba¢ni bariky, vzorky pud se
extrahuji vhodnymi rozpoustédly rizné polarity a analyzuji na zkousenou latku a/nebo na

transformacni produkty. V dobfe zalozenych studiich je k dispozici dostatedny podet bangk, aby
bvlo mozné ke kazdemu odberu vybrat dvé bankv V raznych casovvch intervalech (v 7denn|ch

kazdého vzorku pidy a déle na konci inkubace se také odeberou absorpéni roztoky nebo tuhé

absorpéni materialy a analyzuji se na tékavé produkty. Kromé vgorku ptidy odebraného ihned po
aplikaci (vzorek ze dne 0) se provede alespon dalsich 5 odbért. Casové intervaly se zvoli tak, aby

bylo mozné stanovit schéma rozkladu zkousené I&tky a zpisob tvorby a rozkladu transformagnich
produktid (napf. po 0, 1, 3, 7 dnech; po 2, 3 tydnech; po 1, 2, 3 n€sicich atd.).

V pifpadé zkousené |atky znatené isotopem “*C se spalenim kvantitativng stanovi neextrahovatelna
radioaktivita a pro kazdy vzorkovaci interval se vypocte |atkova bilance.

V_piipadé anaerobni inkubace nebo inkubace za podminek ryzového pole se puda a vodna faze
analyzuji na zkousenou latku a transformaini produkty bud’ spole¢né, nebo se pred extrakci a

Pro odhad vlivu teploty a vihkosti pidy na rychlosti transformace zkowsené latky a/nebo jejich
transformacnich produkti v ptdé mohou byt uZitecné aerobni nesterilni studie pri dalsi teploté

O dasi charakterizaci neextrahovatelné radioaktivity se |ze pokusit napiiklad pouzitim metody

XX111.1.9.3 Odbér vzorku a méreni
analyzou oddéli filtraci nebo centrifugaci.
XX111.1.9.4 Nepovinné zkousky
nebo vihkosti pady.
extrakce tekutinou v nadkritickém stavu.
XXI111.2. DATA
XXI11.21  ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pro kazdy vzorkovaci interval se uvede mnozstvi zkousené latky, transformagnich produkiti,
tékavych latek (pouze v %) a neextrahovatelnych latek v procentech vychozi koncentrace,
popfipadé v mg na kg pady (na hmotnost swsiny). Pro kazdy vzorkovaci interval se uvede latkova
bilance v procentech vychozi koncentrace. Grafické znazornéni zavislosti koncentrace zkousené
latky na ¢ase umozni provést odhad jejiho polocasu transformace nebo hodnoty DT, MéEly by byt
identifikovéany hlavni transformadni produkty a mély by byt také sestrojeny kiivky jejich zavid osti
na case aby se ukazala rvchlost jgich tvorbv a rozkladu Hlavnim transformacmm produktem je

Zachycené tékavé produkty jsou uréitym ukazatelem tékavosti zkousené Iatkv a jegich
transformag nich produktii z ptidy.

Presn¢jsi stanoveni poloc¢asi nebo hodnot DT, a popiipadé hodnot DT, a DTo, Se provede
vypodétem za pouziti vhodného modelu kinetiky. Spoleéné s hodnotami polocasu a DT sg se uvede
popis pouzitého modelu kinetiky, t&d kinetiky a koeficient determinace (+%). Pokud neni r?> < 0.7,

u nostiiuje se kinetika prvniho fadu. Podle moznosti se vypodty pouziji také na hlavni




transformagni produkty. Priklady vhodnych modelt jsou popsany v literatuie 31 az 35.
V piipadé studii rychlosti provadénych pri riznych teplotéch se zavidost rychlosti transformace na
teploté popise v rozsahu experimental nich teplot pomoci Arrheniovy rovnice:

B
k=Ae " nebolnk = In—?,

kde In A a B jsou regresni konstanty ziskané z Useku na ose y a ze smérnice regresni piimky
zavidosti In £ nal/T, kde & je rychlostni konstanta pi'i teploté 7 a T je teplota v Kelvinech. Je tieba

vénovat pozornost omezem rozsahu teplot, v némz plati Arrheniova rovnice, jestlize transformaci

Prestoze se studie provadéji v _umeélém laboratornim systému, umoziuji vysledky odhadnout
rychlost transformace zkousené |&ky a rovnéz rychlost tvorby a rozkladu transformanich

Studie transformaéniho zpasobu zkousené latky poskytuje informaci o zpasobu, jakym se méni

XX111.2.2 HODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU
produktt za polnich podminek (viz literatura 36 a 37).

XX1113.  ZPRAVY' ]

XX111.3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat tyto Gdaje:
Zkousena latka
- obecny nazev chemlckv nazev clslo CAS strukturnl vzorec (s uvedenl Dolohv znamcmo

(VIZ odd|l 1 5);
- gistota zkousené |atky (obsah negcistot);

- poptipadé radiochemicka ¢istota znatené chemicke latky a specificka aktivita;

Referencni atky:

- chemicky nazev a struktura referenénich latek pouzitych k charakterizaci a/nebo identifikaci
transf . - uktu:

Zkusebni ptdy:

- podrobné Gdaje 0 mist odbéru;

- datum a postup odbéru vzorka pady:;

- vlastnosti pidy, napt. pH, obsah organického uhliku, struktura (% pisku, % prachu, % jilu),
katlontova vvmenna kapacita, svona hustota schoonost Zadrzet vodu amikrobidlni biomasa;

kUSebm podmmky -
- datum provedeni studii;

- mnozstvi aplikované zkowsené | atky;

- pouzita rozpoustédla a metoda aplikace zkousené latky;

hmotnost exponované pady na zacatku zkousky a hmotnost pidy odebirané pro analyzu v
kazdém intervalu;

popis pouzitého inkubacniho systému:;

- rychlosti pratoku vzduchu (pouze u pratokovych systému);

- zkusebni teplota;

- vihkost pady béhem inkubace;

- mikrobidlni biomasa na zag¢étku aerobnich studii, béhem nich anajejich konci;

- pH, koncentrace kysliku a oxidag né-redukeni potencial na zagatku anaerobnich studii a studii

za podminek ryzového pole, béhem nich anajejich konci;
- metoda (metody) extrakce;

- metody kvantitativniho stanoveni a identifikace zkousené latky a hlavnich transformagnich
produktii v padé av absorpénich materiélech;

- pocet duplikatnich vzorka a pocet kontral.

Vysledky:

- vysdedky stanoveni mikrobialni aktivity:;

- opakovatelnost acitlivost pouzitych analytickych metod;

- hodnoty vytéZznosti (hodnoty v % pro platnou studii jsou uvedeny v oddile 1.7.1);

- tabulky s vysledky vyjadienymi v % vychozi aplikované davky, popiipadé v mg na kg pady
(vztazeno na hmotnost susiny pady):

- |atkova bilance béhem studii anajejich konci;

- charakterizace neextrahovatelné (vazané) radioaktivity nebo rezidui v pudé;

- kvantifikace uvolnéného COZ adalsich tékavych sloucenin;
- kiivky zavidosti koncentraci zkowsené I&tky, popripadé hlavnich transformac¢nich produkta v




XXI114.

pudé na case;

- polo¢as nebo hodnoty DTsp, DTz a DTgo pro zkousenou l&tku, popiipadé i pro hlavni
transformacni produkty véetné piisdusnych interval i spolehlivosti;

- odhad rychlosti abiotického rozkladu za sterilnich podminek;

- posouzeni kinetiky transformace pro zkousenou l1atku, poptipadé i pro hlavni transformacni

produkty:;
- piipadny navrh zpisobu transformace;

- diskuse ainterpretace vys edk;
- nezpracovand data (tj. chromatogramy jednotlivych vzorkd, priklady vypoctu rychlosti

transformace a metody pouzité pro identifikaci transformainich produktt).
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DODATEK 1

TLAK VODY, POLNi KAPACITA (PK) A RETENCNi VODNI KAPACITA (RVK)
Vyika vodniho sloupce pF? bar Poznamky
[cm]
10° 7 10* Suchéa pida
1,6.10° 4.2 16 Bod vadnuti
10* 4 10
10° 3 i
6.10° 2.8 0.6
3.3.10° 25 0,33°
10° 2 0.1
60 1.8 0,06 Rozpéti polni kapacity ¢
33 15 0,033
10 1 0,01 RVK (piiblizna hodnota)
1 0 0,001 Plida nasycena vodou

pF = dekadicky logaritmus vysky vodniho sloupce v cm.

a
b dbar= 105Pa
C
d

Polni kapacita neni konstanta, ale meéni se v zévislosti na druhu ptdy od pF 1,5 do.2 5.

Tlak vody se vyjadfuje v cm vodniho sloupce nebo v jednotkéch bar. Vzhledem k velkému rozpéti se saci tlak
vyjadiuje jednoduse jako hodnota pF, kteraje ekvivalentni logaritmu vodniho sloupce v cm.

Polni kapacita je definovana jako mnozstvi vody, které pfirodni pida po delsim destivém obdobi nebo po
dostatecném zavlazeni udrzi proti gravitaci 2 dny. Stanovuje se u neporusené piady v polnim pokusu. Naméiena

hodnota tedy neni pouzitelna pro laboratorni vzorky porusené pady. Hodnoty PK stanovené u porusenych pad

mohou vykazovat vétsi systematické odchylky.




Retencéni vodni kapacita (RVK) se stanovuje v laboratoii u neporusené i porusené pudy tak, ze se kapilarnim
vzlindnim nasyti sloupec pady vodou. Vyuwzije se zejména u porusenych pad, kdy mize byt RVK az 0 30 %

e

vys8i nez polni kapacita (1). Také se stanovuje snadngji nez spolehlivé hodnoty PK.

DODATEK 2
VLHKOST PUDY (v g vody na 100 g susiny) U RUZNYCH DRUHU PUD Z RUZNYCH ZEMIi
. y Vlhkost pady pFi

Druh pady Zeme RVK” PE=18 pF=25
Piscita Némecko 287 8.8 3.9
HlinitopisCita Némecko 50,4 17,9 12,1
Hlinitopistita Svycarsko 44,0 353 9.2
Prachovitohlinit& Svycarsko 72,8 56,6 284
Jilovitohlinita Brazilie 69,7 384 27,3
Jilovitohlinita Japonsko 744 57,8 314
Piscitohlinita Japonsko 824 59,2 36,0
Prachovitohlinita USA 47,2 33,2 18,8
Piscitohlinita USA 40,4 252 13,3

"Reteneni vodni kapacita

DODATEK 3
Obrazek 1

| i C aparatu [ J i C i vV C DU AC i ite AUl d
1 jehl ovy ventll 4. banka oro stud| um metaboI |smu v 7, 8: zdtka z hydroxidu sodného
pudé (zalita vodou pouze v pripadé pro zachyceni CO, ajinych
anaerobnich podminek a podminek kyselych tekavych latek

ryzového pole)

2: promyvacka s vodou 5: baika s ethylenglykolem pro 9: prutokomer
zachyceni organickych tékavych
soutenin

3: ultramembréna (pouze ve 6: baika s kyselinou sirovou pro

sterilnich podminkéch), zachyceni alkalickych tkavych

velikost péra 0,2 um dowenin

Obrazek 2

(1) Guth, J. A. (1980). The study of transformations. In: Interactions between Herbicides and the Soil. Vyd.
R. J. Hance, Academic Preea 123 -157.

Pestlade Blochemlstrv Vyd. D.H. Hutson, T.R. Roberts, J. Wiley & Sons. Vol 1, 85 - 114

3 Anderson, J. P. E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdampfung, Abbau und
Festlegung von Diallat im Boden. Z. PfIKrankh Pflschutz, Sonderheft V11, 141 - 146.

XXIV. METODA PRO STANOVENI AEROBNI A ANAEROBNi TRANSFORMACE V
SYSTEMECH VODA-SEDIMENT
(metoda C.24 podle prilohy sm@&rnice 2004/73/ES ze dne 29. dubna 2004, kterou se po dvacadté devaté

ptizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o sblizovani prévnich a sprévnich piedpisi
tykajicich se klasifikace, baleni a ozna¢ ovani nebezpeinych |atek)

XXIV.I. METODA

Tato zkusebni metoda je replikou metody OECD TG 308 (2002).
XXIV.1.1  uUvOoD

Chemickeé |4tky se mohou dostat do mélkych nebo hlubokych povrchovych vod takovymi cestami,
jako jsou piima aplikace, un&eni postiiku, odtok, ukladani odpadu, primyslové, komunalni nebo
zemeédelské emise a atmosféricky spad. V této zkusebni metodé je popsan laboratorni postup
posouzeni aerobni a anaerobni transformace organickych chemickych |atek v systémech voda-
sediment. Je zalozena na doporugenich a smérnicich narodnich a mezinarodnich organizaci (viz




literatura 1 az 8). Tyto studie jsou pozadovany u latek, které jsou aplikovany bezprostiedné do
vody nebo které se mohou dostat do vody vyse uvedenymi cestami.

Podminky ve vrchni vodni fézi pfirodnich systémut voda-sediment jsou ¢asto aerobni. Podminky v
povrchoveé vrstvé sedimentu mohou byt bud’ aerobni, nebo anaerobni, zatimco podminky hloubgji
v_sedimentu jsou obvykle anaerobni. S cilem zahrnout vsechny tyto moznosti je v tomto

dokumentu popsana zkouska jak za aerobnich podminek, tak za anaerobnich podminek. Aerobni
zkouskou se simuluje aerobni vodni sloupec nad aerobni vrstvou sedimentu, pod niz lezi vrstva s

anaerobnim_gradientem. Anaerobni zkouska simuluje zcela anaerobni systém voda-sediment.
Pokud je z okolnosti zieimé, ze je treba se odchylit od t€chto doporueni, napr. pouzit nedotéené

stiedni vrstvy sedimentt nebo sedimenty, které mohly byt exponovany zkousenou latkou, existuji
jiné metody ur¢enék tomuto tEelu (viz literatura 9).

XX1V.1.2 DEFINICE
Ve viech piipadech je tfeba pouzivat jednotky mezinarodni soustavy jednotek (S).
ZkousSena latka: jakakoli l&tka, & iz vychozi latka, nebo pridusné transformacni produkty.
Transformacéni produkty: viechny latky vznikajici pfi biotickych a abiotickych transformanich
reakcich zkousené latky, véetné CO, avazanych rezidui.

Vazana rezndua Vazana reZ|du |sou sIOUCenl ny v pude, rostllne nebo \ z|v0c|chu ktere po

M etoda extrakce nesmi podstatné ménit samotné sloudeniny nebo strukturu matrice. Povahu vazeb
lze casteiné vyjasnit extrakci spojenou se zmEnami v _matrici a naroénymi analytickymi
technikami. Dosud byly timto zpisobem vyjasnény napt. kovalentni, iontové a adsorpéni vazby a

rovnéz zéchyty. Tvorba vézanych rezidui obecné podstatné snizuje biologickou piistupnost a
dostupnost (viz I|teratura 10) [upraveno IUPAC 1984 (VI z I|teratura 11)].

literatura 12).
Sediment: je smés minerdlnich a organickych chemickych slozek, pricemz organické slozky
obsahuji_slougeniny s vysokym obsahem uhliku a dusiku a vysokou molekulovou hmotnosti.

Ukléadaji se v povrchovych vodach a vytvéreji rozhrani stémito vodami.

Mineralizace: je Uplny rozklad organické souceniny na CO, a H,O za aerobnich podminek a na
CH4, CO, a H,O za anaerobnich podminek. V ramci této zkusebni metody, pii niz se pouzivaji
douceniny znatené radioisotopy, se mineralizaci rozumi rozsahly rozklad molekuly, pfi némz se

znacici atomy uhliku kvantitativné oxiduji nebo redukuji, pricemz se uvoliuje odpovidajici
mnozstvi *CO, nebo “CH,.

Poloéas, tgs, je ¢as, za ktery dojde k 50% transformaci zkousené latky, jestlize |ze transformaci
popsat kinetikou prvniho fadu; nezavisi na pocétecni koncentraci.
DTS5 (doba odbourani 50): doba, za kterou se poéétecni koncentrace zkousené latky snizi 0 50 %.
DT;s (doba odbourani 75): doba, za kterou se poc¢atesni koncentrace zkousené |atky snizi 0 75 %.
DTy (doba odbourani 90): doba, za kterou se pocateéni koncentrace zkousené 1atky snizi 0 90 %.
XXIV.1.3  REFERENCNI LATKY
Referen¢ni latky by mély byt pouwzity pro identifikaci a kvantitativni stanoveni transformatnich
produkti spektroskopickymi a chromatografickymi metodami.
XXIV.1.4  INFORMACE O ZKOUSENE LATCE
Pro_stanoveni rychlosti transformace Ize pouzit jak 1&ky neznacené radioisotopy, tak znacené

latky, pricemz znaiené materidly jsou upiednostiiovany. Znaceny materid je nezbytny pro studium
Zpasobu transformace a pro stanoveni 1&tkové bilance. Doporuguje se znadeni isotopem *4C, avsak
uzitetné mohou byt i jiné isotopy, napr. *C, N *H *P. Znatena by méla byt pokud mozno
nejstabilngjsi ¢ast (¢asti) molekuly. Pokud napfiklad |atka obsahuje kruh, je tieba tento kruh
oznacit; pokud |atka obsahuje dva nebo vice kruhi, mize byt nezbytné provést samostatné studie
Za Ucelem stanoveni osudu kazdého z oznatenych kruhi, a ziskat tak vhodné informace o tvorbe
transformagnich produkti. Chemicka a/nebo radiochemicka cgistota latky by méla byt alespoi 95
%.

Pred provedenim zkousky by mély byt k dispozici tyto informace o létce:

a)  rozpustnost ve vodé (metoda A.6);

b) rozpustnost v organickych rozpoustédiech;
c) tlak par (metoda A.4) a Henryho konstanta;

d) rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (metoda A.8);
€) adsorpeni koeficient (podle potieby Ky, K¢ nebo K, (metoda C.18);
f)  hydrolyza (metoda C.7);




XXIV.1.5

XXIV.1.6

g) disociaéni konstanta (pK.) [smérnice OECD 112] (viz literatura 13);

h) chemicka struktura zkousené |latky a pitipadné poloha znaticiho nuklidu.

Poznamka: Ve zprévé se uvede teplota, pri které byla méieni provadéna

Mezi dalsi uzitedné informace patii Udaje o toxicité zkousené latky pro piadni mikroorganismy,

udaje o snadné nebo vlastni biologické rozlozitelnosti a tdaje o aerobni a anaerobni transformaci v

pade.

K dispozici by mély byt analytické metody (veetn& extrakénich a izolacnich metod) pro

kvantitativni stanoveni a identifikaci zkousené latky a jejich transformatnich produktii ve vodé a

sedimentu (viz oddil 1.7.2).

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

V_metodé popsané v této zkousce se pouzivaji aerobni i anaerobni systémy voda-sediment (viz

dodatek 1), které umoziiuji

i)  méfit rychlost transformace zkousené 1atky v systému voda-sedi ment,

ii)  méfit rychlost transformace zkousené latky v sedimentu,

iii) mefit rychlost mineralizace zkousené latky a/nebo produkti jeji transformace (pokud se
pouzije zkousena | &tka znatena isotopem */C)

iv) identifikaci a kvantitativni stanoveni produktt transformace ve vodé a v sedimentu, véetng

|atkoveé bilance (pokud se pouzije znatena zkousena latka),

V) merlt distribuci zkousené Iatkv a_produkta jeji transformace me2| dvéma fazemi behem

umoziiuji, stanovi se polocasy a hodnotv DTs, DT;5a DTy, které by viak nerrelv byt piilis

ext Q,Qolovany mimo obor experimentalnich hodnot (viz oddil 1.2).

Pro aerobni i anaerobm studie jsou nezbytné a|eSDOn dva sedi mentv a prisusné vodn| faze (viz

sediment, napr u_chemickych latek, které mohou byt pfitomny ve sladkovodnim i morském

ekogzvsxemu. 5
POUZITELNOST ZKOUSKY

XXIV.1.7

Tato je metoda je pouzitelna pro viechny chemickeé latky (neznatené nebo znacené radioaktivnimi
isotopy), pro n&z je k dispozici analytickd metoda s dostate¢hou sprévnosti a citlivosti. Je
pouzitelna pro mirné tékavé a netékavé soueniny rozpustné nebo §patné rozpustné ve vodé.
Zkouska by nemgla byt pouzita u latek, které z vody silné t&kaji (napt. fumiganty, organicka
rozpoustédla), anelzeje tedy ve vodé nebo v sedimentu udrzet za experimentalnich podminek této
Zkousky.

Tato metoda je dosud pouzivana ke studiu transformace chemickych latek ve sladkovodnim
svstemu vod&sedl ment, avsak muze bvt v zasade DOUZI ta take naestuarni a morske wstemv Neni

KRITERIA JAKOSTI

XX1V.1.7.1

Vytéznost

XXIV.1.7.2

Extrakce a analyza provedena alespoit u dvou duplikatnich vzorki systému voda-sediment ihned
po pfidani zkousené latky poskytne prvni informaci o opakovatelnosti analytické metody a o

stgnomernostl gpllkace szUSene latky. Vyteznosn QOZde sICh stugnu experlmentu se Z||st|

v rozmezi 90 % az 110 % u znacenych chemickych latek (viz Ilteratura 6) av rozmezi 70 % az 110

% u neznatenych chemickych latek.
Opakovatelnost a citlivost analytické metody

Opakovatelnost analytické metody (kromé G¢innosti prvni extrakce) pro kvantitativniho stanoveni
zkousené laky a transformac¢nich produkti Ize ovérit provedenim analyzy duplikétnich vzorka
tychz extraktii vzorkii vody nebo sedimentu, které byly dostatecné dlouho inkubovéany, aby doslo k
vytvoreni transformagnich produkti.

M ez detekce analytické metody (L OD) pro zkougenou latku a pro transformaéni produkty by méla
byt alespott 0,01 mg na kg vody nebo sedimentu (pro zkousenou latku) nebo 1 % vychoziho
mnozstvi aplikovaného do zkusebniho systému, podle toho, ktera z hodnot je nizsi. Rovnéz by
méla byt specifikovdna mez kvantitativni stanovitelnosti (LOQ).

XX1V.1.7.3 Spravnest dat o transformaci

XXIV.1.8

Reqr%nl analvza zavisosti koncentrace zkomene Iatkv na dase Doskvtwe vhodne informace o

Z1
pripadé zdanlivé kinetiky prvniho ¥&du) nebo pro hodnoty DT, a popiipadé hodnoty DT ;s a DTg,.

POPISMETODY

XX1V.1.8.1

ZKkuSebni systém a anaratura




Z predb&znych informaci (napt. z rozdklovaciho koeficientu n-oktanol/voda, ze sorpénich dat atd.)

nevyplyva, ze latka mize ulpivat na skle; v takovém pripadé lze zvérit pouziti nahradniho

materiau (napf. teflonu). Pokud je o zkousené |atce znamo, ze ulpiva na skle, 1ze problém zmirnit

jednou z nadledujicich metod:

- stanovenim hmotnosti zkousené létky atransformagnich produktti sorbovanych na skle;

- zajistenim, aby se na konci zkousky omylo rozpoustédiem veskeré [aboratorni sklo;

- pouzitim komeréni Upravy pripravki (viz také oddil 1.9.2);

- pouzitim véiho mnozstvi pomocného rozpoustédla za U¢elem pridani zkowsené latky do
systému; pokud se pouzije pomocné rozpoustédlo, nesmi stépit zkousenou latku solvolyzou.

Piiklady typickych zkusebnich aparatur, tj. pritokové a biometrické systémy, jsou uvedeny v

dodatcich 2 a 3 (viz literatura 14). Jiné wzitecné inkubagni systémy jsou popsény Vv literatuie (viz

literatura 15). Experimentalni aparatura by méla byt konstruovéna tak, aby byla mozna vymeéna

vzduchu nebo du5|ku a zachvcenl t& kavvch produktu Rozmerv aparaturv musi spl novat

nebo prohanénim vzduchu nebo dUSI ku nad hladinou vody. V druhém piipadé se doporuduje vodu

seshora mirné promichavat, aby dochazelo k lepsi distribuci kysliku nebo dusiku ve vodé. Nemgl
by se pouzit vzduch zbaveny CO,, nebot’ by doslo ke zvyseni pH vody. V zédném pripadé neni

zédouci, aby doslo ke zviteni sedimentu, a je tomu tfeba pokud mozno zabranit. Slabé tekave
chemickeé 1atky se zkouseji v biometrickém systému za mirného promichavéani vodni hladiny. Lze

rovnéz pouzit uzaviené nadobky s volnym objemem pod vickem vyplnénym atmosférickym
vzduchem nebo dusikem a vnitini ampulky pro zachycovéni tékavych produkti (viz literatura 16).

U_aerobnich zkousek je nezbytna pravidelnd vyména plynu pod vickem, aby se vyrovnavala
spotieba kysliku biomasou.

Mezi vhodné lapate pro shromazd’ovani tékavych transformagnich produktt patii kromé jinych
roztok hydroxidu draselného nebo sodného o koncentraci 1 mol.dm™ pro zachytévani oxidu
uhli¢itého a ethylenglykol, ethanolamin nebo 2% parafin v xylenu pro organické slouceniny.
Vzhledem k tomu ze alkallcke roztokv absorbull OXId uhllcltv ze vzduchu urceneho k

pravidelné vyménovany, aby se nevycerpaa jejich absorpéni kapacita. Tékavé latky tvofici se za

anaerobnich podminek, napt. methan, |ze zachytavat na molekulovém situ. Takové tékavé latky
Ize spdlit napi. na CO, v kiemenné trubi¢ce za piitomnosti CuO pri teploté 900 °C a vznikly CO,

|ze zachytit v absorbéru s alkalii (viz literatura 1
Pro chemlckou analvzu zkousené létky a transformacmch Droduktu jsou nezbvtne laboratorni

vvsokoucmnou. kapalinovou chromatografii (HPLC), pro chromatografii na tenké vrstvé (TLC),

hmotnostni spektrometrii (MS), kombinaci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(GC-MS), kombinaci kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS), jadernou
magnetickou rezonanci (NMR) atd.), véetné detekénich systémi pro detekci sloucenin znatenych
nebo neznacenych radioisotopy. Pokud se pouzije materidl znateny radioisotopy, je tieba mit k
dispozici scintilagni spektrometr a zaiizeni pro spalovani za pritomnosti oxidagniho ginidla (pro
SDal ovan| vzorku sedi mentu pred radlometrlckvm meremm)

1.8.2.2 tabulka 1), laboratorni sklo, chemikélie a ¢inidla se pouziji podle potieby.

XXI1V.1.8.2 Vybér a pocet vodnich sedimenti
Mista odbéru by meéla byt vybrana podle Gcelu zkousky v dané situaci. Pri vybéru mista odbéru

vzorka musi byt piihlédnuto k historii pripadnych zemédélskych, primyslovych nebo
komunalnich vstupi do povodi a do vod proti proudu. Sedimenty by nemély byt pouzity, pokud
byly v piedchozich 4 letech kontaminovany zkousenou |atkou nebo jejimi strukturnimi analogy.
XXIVv.1.8.2.1 Vvbeér sedimentii

Pro aerobni studie se obvykle pouziji dva sedimenty (viz literatura 7). Tyto dva vybrané sedimenty
by se mély lisit co do obsahu organického uhliku a textury. Jeden sediment by mél mit vysoky
obsah organického uhliku (2,5 - 7,5 %) ajemnou texturu a druhy sediment by mél mit nizky obsah
orqanl ického uhliku (0,5 - 2 5%) a hrubou texturu Obsah orqanlckeho uhliku by se mel ZDradea

mineréni frakce sedlmentu s velikosti ¢astic < 50 pm) vyssim nez 50 % a ,hruba textura’ je
definovana obsahem slozky [jil + prach] nizsim nez 50 %. Rozdil v obsahu dozek [jil + prach] u

obou sedimenti by mél byt zpravidla alespori 20 %. V piipadé, ze se maze chemikalie dostat do
moiskych vod, mél by alespori jeden systém voda-sediment pochazet z mofe.

Pro piisn¢ anaerobni studii by mély byt odebrany dva sedimenty (véetné prislusné vody) z
anaerobnich zén povrchovych vod (viz literatura 7). Se sedimentem i vodni fazi by m&lo byt




Zachazeno opatrné a mely by byt piepravovany s vyloué¢enim pristupu kysliku.
Pro vybér sedimentu mohou byt dulezité i jiné parametry, které by mély byt zvazovany pripad od
piipadu. Rozpéti pH sedimenti je napriklad dulezité pro zkouseni chemikdlii, u nichz transformace
a/lnebo sorpce mohou zaviset na pH. Zavidost sorpce na pH by se mohla odrézet v hodnoté pKa
zkousené latky.

XX1Vv.1.8.2.2 Charakterizace vzorku systéemu voda-sediment
Kli¢ové parametry, které musi byt jak u vody, tak u sedimentu méteny a uvedeny ve zpravé (s

odkazem na pouzitou metodu), a faze zkousky, ve které maji byt méteny, jsou shrnuty v nize

uvedené tabulce. Metody stanoveni téchto parametrii jsou pro informaci uvedeny v literatuie 18 az
21

Krom& toho miize byt pfipad od pripadu nezbytné nmeiit a uvadét dalsi parametry (napi. u
sladkovodniho systému: obsah ¢astic, akalita, tvrdost, vodivost, NOs/PO, (pomér jednotlivych
hodnot); u sediment: kationtova vymeénna kapacita, retenéni vodni kapacita, obsah uhligitant,
celkovy obsah dusiku a fosforu; u moiskych systémii: salinita). Pro posouzeni oxidagné-
redukénich podminek, a zeiména v souvislosti s anaerobni transformaci, miaze byt také wzitetna
analyza sedimentii a vody na dusi¢nany, sirany, biologicky dostupné zelezo, poptipadé na jiné

akceptory elektrond.

Faze zkusebniho postupu
Parametr odbér v terénu | manipulace zahgeni zahajeni samotna konec
po odbéru aklimatizace ZKOusKky zkouska | zkousky
Yoda
Puvod/zdroj X
Teplota X
pH X X X X X
TOC X X X
Koncentrace O,* X X X X
Oxida¢né -redukéni X X X X
potencial*
Sediment
Pivod/zdroj X
Hloubka vrstvy X
pH X X X X X
Distribuce ¢éstic X
TOC X X X X
Mikrobidlni X X X
biomasa* *
Oxida¢né- redukeni Pozorovani X X X X
potencial* (barvalzépach)

i Vysledky nedavnych vyzkumi ukézaly, ze méreni koncentrace kysliku ve vodé a oxidatné-redukéniho
potencidlu vody nemaji vypovidaci hodnotu, pokud jde o mechanismus rustu a vyvoje mikrobidni populace

v_povrchovych vodéch, a nemaji ani predpovédni hodnotu (viz literatura 24 a 25). Stanoveni biochemické
spotieby kvsl iku (BOD, pii odbéru vzorku i terenu apri zaha| eni anakonci szUSkv) a koncentrace mikro-

sedimentech (pfi_odbéru vzorka v terénu a na konci zkousky) maize byt lepsim nastrojem pro interpretaci a

hodnoceni rychlosti a zpasobi aerobni biotransformace.
Metoda mteni rvchlost| m| kroblalnl respi race (VIZ literatura 26) fumlqacnl metoda (viz I|teratura 27) nebo

studie; rychlost methanogeneze u anaerobnlch studii.

XX1Vv.1.8.3 Odbér vzorkii, manipulace s nimi a jejich skladovani
XXI1Vv.1.83.1 Odbeér

Vzorky sedimentu se odeberou podle navrhu smérnice 1SO pro odbér vzorka sedimentd (viz
literatura 8). Vzorky se odeberou z celé 5 az 10 cm silné horni vrstvy sedimentu. Soucasné se
sedimentem se odebere z téhoz mista nebo lokality piidusny vzorek vody. U anaerobni studie

mu5| byt sedi ment a prlsl usna voda odebranv a nreDravovanv S vaou0en|m prlstupu kVSIIkU (viz

XXI1V.1.8.3.2 Manipulace



XXI1V.1.8.3.3

Sediment se oddéli od vody filtraci a poté se pomoci prebytku vody z mista odbéru proséva za

mokra na 2mm situ; voda se odstrani. Poté se v inkuba¢ni barice v pozadovaném pomeéru (viz oddil

1.9.1) smisi znamé mnozstvi sedimentu a vody a smés se pripravi pro aklimatizaci (viz oddil
1.8.4). U anaerobni studie musi byt viechny kroky provadény s vylouéenim piistupu kysliku (viz
literatura 29 az 33).

Skladovani

V kazdém pitipadé se doporuduje pouzivat cerstvé odebrany sediment avodu; je-li vsak skladovani
nezbytné, sediment s vodou se prosegje vyse popsanym zpisobem a zality vodou (vrstva vody 6 -
10 cm) se skladuje v temnu pfi (4 + 2) °C (viz literatura 4) maximalné 4 tydny (viz literatura7, 8 a
23). Vzorky pro aerobni studie se skladuji za volného piistupu vzduchu (napf. v_otevienych
nédobéch), zatimco vzorky pro anaerobni studie se skladuji s vylou¢enim piistupu kysliku. Pfi
pieprav é a skladovani nesmi sediment a voda zmrznout a sediment nesmi byt vysusovan.

Pied piidanim zkousené latky musi probéhnout aklimatizace, pfi niz musi byt vzorky sedimentu-
vodv umlstenv v mkubacnl nadobe ktera se DOUZIIE Drl hlavn| zkousce; podmlnkv akllmatlzace

nezbytny pro dostategnou stabilizaci systému, kterou Ize posoudit podle pH. koncentrace kysliku

ve vodé, oxida¢né-redukéniho potencidlu sedimentu a vody a makroskopické separace fazi. Doba
aklimatizace neni obvykle delsi nez jeden az dva tydny a neméla by prekrocit &tyii tydny.

Zkouska se provede v inkuba¢ni aparature (viz oddil 1.8.1) pfi poméru objemu vody a sedimentu
3.1 az 4:1, svrstvou sedimentu 2,5 cm (+ 0,5 cm). Doporucené minimani mnozstvi sedimentu na
inkuba¢ni nadobu je 50 g (hmotnost susiny). Z nedavnych studii vyplyva, ze skladovani pii 4 °C

muze vést k poklesu obsahu organického uhliku v sedimentu, ktery by mohl piipadné vést k

Zkouska se provéadi v temnu za konstantni teploty v rozmezi 10 az 30 °C. Vhodna je teplota (20 +
2) °C. Podle potieby |ze piipad od piipadu v zévislosti na zaméieni zkousky zvolit dalsi, nizsi

XX1V.1.84 Priprava vzorki systému sediment-voda ke zkouSce
Vysledky méfeni provgdeny’ ch béhem této doby se uvedou ve zpravé.
XXIV.1.9 PROVEDENI ZKOUSKY
XXIV.1.9.1 ZkuSebni podminky
poklesu mikrobidlni aktivity.
lotu (napt. 10 °C). Inkubagni teplota se sleduje a uvede se ve zprave.
XX1V.1.9.2 Uprava zkouSené latky a jeji aplikace

Pouzije se jedna zkusebni koncentrace chemické |atky. Zkouska s druhou koncentraci mize byt
uzite¢na u chemickych létek, které se dostdvaji do vod riiznymi cestami, a vykazuji tedy vyznamné

odlisné koncentrace, pokud Ize nizsi koncentraci analyzovat s dostateXnou spravnosti. U piipravki
na ochranu rostlin aplikovanych pfimo do vodniho t&lesa se pouzije maximalni davkovani uvedené
na etiketé¢ jako maximalni aplikovana davka vypoctena podle plochy hladiny vody ve zkusebni
nadobe. Ve vsech ostatnich pripadech se powzije koncentrace zalozend na odhadech emise do
zivotniho prostiedi. Je treba spolehlivé zajistit, aby byla aplikovana dostateénd koncentrace
zkouwsené létky pro charakterizaci postupu transformace a tvorby a odbouravani transformagnich
produkti. V situaci, kdy se koncentrace zkousené latky na za¢atku studie blizi mezim detekce
alnebo kdy by nebylo mozné detekovat hlavni transforma¢ni produkty, jsou-li piftomny v
mnozstvi odpovidajicim 10 % vychozi aplikované davky, mize byt nezbytné aplikovat vyssi
davky (napt. 10krét vyssi). Pouzité vyssi koncentrace vsak nesmi mit vyznamné neptiznivé Uginky
na mikrobialni aktivitu v systému voda-sediment. S cilem dosdhnout konstantni koncentrace v
nadobéch raznych rozmérd mize byt nezbytné upravit mnozstvi powitého materidlu, pricemz se
vychazi z vysky vodniho sloupce v nédobé v poméru k hloubce vody v odbérovém misté
(predpoklada se hloubka 100 cm, mozna je vsak i jind hloubka). Priklad vypoctu je uveden v
dodatku 4.

V_idedlnim pfipadé se zkowsena latka aplikuje do vodné faze zkouseného systému ve formé
vodného roztoku. Je-li to nevyhnutelné, je piipustné pouzit pro aplikaci a rozptyleni zkousené
latky malé mnozstvi rozpoustédla misitelného s vodou (napi. acetonu nebo ethanolu), aviak jeho
mnozstvi by nemélo prekrodit 1 % (obj.) a rozpoustédlo by nemélo mit nepiiznivé Gginky na
mikrobidlni aktivitu ve zkusebnim systému. Piipravé vodného roztoku zkousené létky je tieba

vénovat pozornost ak zajisténi naprosté homogenity mize byt vhodné pouwrit generatorové kolony
a predem piipravené smési. Po piidani vodného roztoku do zkusebniho systému se doporuduje

vodnou f&zi mirné promichat tak, aby se sediment zvifil co nejméng.
Pouziti komerénich Uprav pripravki se nedoporucuje, nebot’ slozky piipravku mohou mit vliv na
distribuci zkousené latky a/nebo transformacnich produkti mezi vodu a sediment. U Spatné

rozpustnvch zkousenvch Iatek vsak muze bvt pouzm komercnl uoravv vhodnou moznosti.




1.9.3). Je tieba nasadit dostateén' oéet szSebnl'ch stémﬁ aby bylo moinév kaidém intervalu

neexponuji_se zkousené Iatce. Kontrolnl systémy |ze pouzit pro stanovem mikrobialni blomasv

sedimentu a celkového organického uhliku ve vod€ na konci studie. Dva kontrolni systémy (tj. po

jednom kontrolnim systému z kazdého systému voda-sediment) mohou byt pouzity pro sledovani

pozadovanych parametria v sedimentu a ve vodé v prab&hu aklimatizace (viz tabulka v oddilu

iznivych Udinki na
mikrobidni aktivitu ve zkusebnim systému v piipadé, 7e se zkousend latka aplikuje pomoci
rozpoustédla.

XXI1V.1.9.3 Délka zkousky a odbéry vzorki
Délka experimentu by neméla prekrocit 100 dni (6) a experiment by mél trvat tak dlouho, dokud
se nestanovi zpisob rozkladu a distribuce ve vodé/sedimentu, nebo dokud se transformaci a/nebo
tékanim nevyderpa 90 % zkousené latky. Odbér by mél byt proveden neiméné v 3esti ¢asech
(v¢etné ¢asu 0), pficemz vhodny rezim odbsri a délka zkousky se stanovi nepovinnou orientacni
studii (viz oddil 1.9.4), nejsou-li k dispozici vhodné Udaje o zkousené latce z dfivgjsich studii. U
hydrofobnich zkougenych latek mize byt potieba dodatednym vzorkovanim v pribéhu pocatecni
faze studie zjitit stupen distribuce mezi vodu a sediment.
V_ piislusnou dobu se k analyze odebere cely obsah inkubatnich nédob (véetné duplikétnich
nadob). Sediment a voda nad sedimentem se analyzuji zvl&st’. Maze-li snadno dochézet k rychlé

opétovné oxidaci produktd anaerobni transformace, mély by byt béhem odbéru a analyzy

zachovany anaerobni podminky.

Voda se za miniméniho zvireni sedimentu opatrné odebere. Vhodnymi analytickymi postupy se
provedou extrakce a charakterizace zkousené latky a transformacnich produkti. Je tfeba také

peslivé shromé&dit materidl, ktery miize byt adsorbovan na inkubatni nadobé nebo ve spojovacich
trubickach pouzitych k zachyceni t&kavych latek.

XXI1V.1.94 Nepovinna orienta ¢ni zkouska
Pokud nelze délku etapy, kdy jsou odebirany vzorky, odhadnout z jinych relevantnich studii
zZkouwsené latky, Ize piipadné provést orientacni zkousku, kterd se provede za tychz zkusebnich
podminek, jaké jsou navrzeny pro hlavni studii. P¥islusné podminky a vysledky orientacni

zkousky, pokud byla provedena, by mély byt v krétkosti uvedeny ve zpravé.
XX1V.1.9.5 Méieni a analvza

Pro kazdy ¢as odbéru se provede méteni koncentrace zkousené I&tky a transformaénich produktt
ve vode a i sed|mentu a vvsledkv se uvedou ve zpraVe (lako koncentrace av Drocentech

1.8.2.2). Dvadalsi kontrolni systémy musi byt nasazeny za G¢elem méieni n

transformagnich Droduktu které obsahuji > 10 % radioaktivity aplikované do celého systému

voda sediment, pokud nejsou dostatetné davody proti tomu. Mély by byt také identifikovany
transformagni_produkty, jejichz koncentrace v prabéhu studie nepietrzité roste, tiebaze nedosahuje

vyse uvedené meze, nebot’ to mize znamenat, ze se jedna o perzistentni produkty. Tento postup by
mél byt zvazen piipad od piipadu ave zpravé by mél byt odivodnén.
Pro kazdy ¢as odbéru se uvedou vysledky ze systémi pro zachycovani plynu/tékavych 1atek (CO,
a jinych t&kavych organickych slou¢enin). Uvede se rychlost mineralizace. Pro kazdy ¢as odbéru
se uvedou neextrahovatelna (vazand) rezidua v sedimentu.

XX1V.2. DATA

XXIV.21  7ZPRACOVANI VYSLEDKU
Pro kazdy &as odbéru se vypocte celkova ldtkova bilance nebo vytéznost (viz oddil 1.7.1) pridané
radioaktivity. Vysledky se uvedou v procentech pridané radioaktivity. Pro kazdy ¢as odbéru se
uvede distribuce radioaktivity mezi vodu a sediment (vyjadieno v koncentracich a v procentech).
Pro zkougenou 1&tku se vypoéitd polotas a hodnoty DTsy_a popripadé hodnoty DTz a DTgo_a
intervaly spolehlivosti téchto hodnot (viz oddil 1.7.3). Vhodnymi hodnoticimi_nastroji 1ze zjistit
miru zaniku zkousené latky ve vodé a v sedimentu. MiZe jit o pouziti zdanlivé kinetiky prvniho
fa&du, o techniky prolozeni empirické kiivky za pouziti grafického nebo numerického feseni a o
dlozitéjsi hodnoceni, napi. pomoci modelu s jednou nebo vice dlozkami. Dal §i podrobné informace
|ze ziskat z publikované literatury 35 az 37).

Vsechny pristupy maji své silné a dabé strénky a znané se lisi v _komplexnosti. Predpoklad
Ki netlkv prvnlho radu muze byt sice Drlll Snym zj ednodUSenlm procesu rozkladu a dlstrl buce, vede

srozumitelné a maji vyznam pro simulatni modelovani a vypodet predpokladanych koncentraci v

zivotnim prostiedi. Empiricky pfistup nebo linedrni transformace mohou vést k lepsimu prolazeni
dat kiivkami, a tedy k lepSimu odhadu polocasi, hodnot DT, a popfipadé DT ;s a DTgy,. Pouziti
odvozenych konstant vsak ma své meze. Slozkové modely mohou poskytovat fadu witecnych




konstant, které jsou dileZité pro posouzeni rizika a pro popis rozkladu chemické latky v raznych
dozkach a pro jgi distribuci. Pouziji se rovnéz pro odhad rychlostnich konstant tvorby a rozkladu
hlavnich transformatnich produkti. V kazdém pripadé vsak musi byt volba metody oduvodnéna a
experimentator by mel graficky nebo statisticky prokazat jeji opravnénost.

XXIV.3.  ZPRAVY )
XXIV.31 PROTOKOL OZKOUSCE

XXIVA.

Protokol musi obsahovat nasledujici informace:

Zkousena latka:

- obecny nazev, chemicky nézev, ¢islo CAS, strukturni vzorec (s uvedenim polohy znaticiho
nuklidu u latek znacenych radionuklidy) a relevantni fyzika né-chemické vlastnosti;

- Cidstota zkousené latky (obsah negistot);

- popripadé radiochemicka ¢istota znacené chemické latky a molami aktivita

Referencni |atky:

- chemicky nazev a struktura referenénich latek pouzitych k charakterizaci a/nebo identifikaci
transformacniho produktu.

Zkusebni sedimenty a vody:

- lokalita a popis odbérového mista (odbérovych mist) sedimentu a vody, pokud mozno véetng
diivejsi kontaminace;

- vsechny informace tykajici se odbéru, piipadného skladovani a aklimatizace systému voda-
sediment;

- charakteristiky vzorki systému voda- sediment, jak jsou uvedeny v tabulce v oddilu 1.8.2.2.

Zkusebni podminky:

- pouzity zkusebni systém (napf. pritokovy systém, biometricky systém, zpasob
provzdusiiovani, zpisob michani, objem vody, hmotnost sedimentu, tlouwst’ka vrstvy vody i
sedimentu, rozméry zkusebnich naédob atd.);

- aplikace zkousené laky do systému: pouzita zkusebni koncentrace, podet duplikatnich
vzorki a kontrol, zpasob aplikace zkousené latky (napi. piipadné pouriti rozpoustédla) atd.

- inkuba&ni teplota;

- doby odbéru;

- metody extrakce a G&innosti extrakce, analytické metody. a meze detekce;
- metody charakterizace/identifikace transformacnich produkta;

- odchylky od zkusebniho postupu nebo zkusebnich podminek.
Vysledky:

v archivu vedeném podle zasad sprévné laboratorni praxe);

- opakovatelnost a citlivost pouzitych analytickych metod;

- hodnoty vytéznosti (hodnoty v % pro platnou studii jsou uvedeny v oddile 1.7.1);

- vysdedky pro zkousenou latku, popripadé i pro transformagni produkty a neextrahovatelnou
radioaktivitu, zpracované v tabulkové formé a vyjadiené v % aplikované davky a v mg-kg*
pro vodu, sediment a cely systém (pouze v %):;

- 1&tkova bilance béhem studii najejich konci;

rafické schéma transformace ve vodé a sedimentu a v celém systému (véetné mineralizace);
rychlosti mineralizace;
polod¢as, hodnoty DTsp_a poptipadé DT 75 a DT g pro zkousenou latku, popiipadé i pro hlavni
transformacni produkty, véetné interval & spolehlivosti, pro vodu, sediment a cely systém;

- charakteristika kinetiky transformace zkousené latky, popiipadé i hlavnich transformagnich
produkti;

- piipadny navrh zpisobu transformace;

- diskuse o vysledcich.
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DODATEK 1

POKYNY K AEROBNIM A ANAEROBNIM ZKUSEBNIM SYSTEM UM
AAM“W ,

kysliku v rozmezi od 7 do 10 mg.™%) a vrstvy sedimentu, kterd je na povrchu aerobni a pod povrchem anaerobni
(typické pramérné oxidacné-redukéni potencidy (En) v anaerobni z6né sedimentu jsou v rozmezi -80 az -190
mV). Nad vodni hladinu v kazdé inkubagni jednotce se zavédi zvlhéeny vzduch, aby se v prostoru pod vickem
udrzovala dostate¢na koncentrace kysliku.

Anaerobni zkuSebni systém

Pro anaerobni zkusebni systém je zkusebni postup v podstaté tentyz, jako postup popsany pro aerobni systém,
lisi se vsak tim, ze nad hladinu vody v kazdé inkubaini jednotce se zavadi zvihieny dusik, aby se udrzovala jeho
koncentrace v prostoru pod vickem. Sediment a voda jsou povazovany za anaerobni, pokud je oxidaéné -redukéni
potencidl (E,) nizsi -100 mV.

V _anaerobni zkousce se mineralizace posuzuje na zakladé méieni uvolnéného oxidu uhli¢itého a methanu.

DODATEK 2
PRIKLAD SKLENENE PRUTOKOVE APARATURY

DODATEK 3
PRIKLAD BIOMETRICKE APARATURY

DODATEK 4

PRIKLAD VYPOCTU DAVKY APLIKOVANE DO ZKUSEBNICH NADOB
Vnitini pramér valce: =8cm
Vyska vodniho sloupce bez sedimentu: =12cm
Plocha hladiny: 3,142 x 4° =50,3cm?
Déavkovani: 500 g zkousené latky na ha odpovida 5 ug/cnt
Celkové mnozstvi v pg: 5 x 50,3 =2515ug
Prepocet celkového mnozstvi na hloubku 100 cm:
12x2515+100 =30,18 ug
Objem vodniho doupce: 50,3 x 12 =603 ml

Koncentrace ve vodé: 30,18 + 603 =0,050 ml nebo 50 ug/l



