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METODY PRO ZKOUSENI VLASTNOSTI NEBEZPECNYCH PRO ZIVOTNI

PROSTREDI

I. METODA PRO STANOVENI 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 puredpusi tykajicich se klasifikace, baleni a
oznacovani nebezpecnych latek (dale jen ,,smérnice 92/69/EHS*)

I.1.
I.1.1

I.1.2

I.1.3

I.1.4

METODA

UvVOoD

Uelem této zkousky je stanovit akutni letdlni toxicitu latek pro
sladkovodni ryby. Pro usnadnéni vybéru nejvhodnéjsi zkuSebni metody
(statické, semistatické nebo priutokové) scilem zajistit dostatecné
konstantni koncentrace zkuSebni latky po celou dobu experimentu je
zadouci mit pokud mozno k dispozici udaje o rozpustnosti latky ve vode¢,
o tenzi par, chemické stabilité, disocia¢nich konstantach a o biologické
rozlozitelnosti latky.

Dalsi informace (napt. strukturni vzorec, stupeni Cistoty, povaha a podil
vyznamnych necistot v procentech, pfitomnost a mnozstvi piisad a
rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda) je tfeba vzit v Givahu pfi planovani
zkousky i pfi interpretaci vysledku.

DEFINICE A JEDNOTKY

Akutni toxicitou se rozumi ztetelny nepfiznivy ucinek, ktery je v kratké
dobé (fddové ve dnech) v organismu vyvoldn expozici latce. V této
zkousce se akutni toxicita vyjadfuje prostiednictvim stfedni letalni
koncentrace (LCsp), tj. takové koncentrace latky ve vodé, kterd béhem
nepfetrzité expozice po urcitou dobu zpiisobi thyn 50 % jedinct ve
zkuSebni skupiné ryb.

Vsechny koncentrace zkusebni latky se udévaji v hmotnosti na jednotku
objemu (mgl'). Mohou se také vyjadfit v hmotnostnich podilech
(mgkgh).

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referen¢nimi latkami mohou byt provedeny s cilem prokazat,
ze se reakce zkuSebnich druhli za laboratornich zkuSebnich podminek
podstatné nezménila.

Referencni latky nejsou pro tuto zkouSku stanoveny.

PODSTATA ZKUSEBN{ METODY

Mize byt provedena limitni zkouska s koncentraci 100 mg1”, s cilem
prokazat, ze LCs je vyssi nez tato koncentrace.

Ryby se vystavi u¢inku riznym koncentracim zkusebni latky pfidané do
vody po dobu 96 h. Uhyn se zaznamenavé nejméné kazdych 24 h a je-li to
mozné, vypoctou se pii kazdém pozorovani koncentrace, které zpiisobi
uhyn 50 % ryb (LCsyp).

KRITERIA JAKOSTI

Kritéria jakosti se vztahuji jak na limitni zkousku, tak na Gplny zkusebni
postup.
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I.1.6.1
[.1.6.1.1

Mortalita v kontrolnich skupinach 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 latky nesmi po celou zkousky klesnout pod 80 %
puvodnich hodnot koncentraci.

U latek, které se ve zkuSebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji stabilni
roztoky, tj. v podstatné mife netékaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo
se neadsorbuji, Ize pocateéni koncentraci pokladat za ekvivalentni
s nomindlni koncentraci. Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po
celou zkousku udrzeny a ze kritéria jakosti byla dodrzena.

U latek, které

1) jsou ve zkuSebnim médiu Spatné rozpustné, nebo
i1) mohou vytvéret stabilni emulze nebo disperse, nebo
i) jsou ve vodnych roztocich nestabilni,

musi byt pocateéni koncentrace brana jako koncentrace namétena
v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve vodnim sloupci) na
zacatku zkousky. Koncentrace se stanovi po urc¢ité dob¢ jejiho ustaleni,
avSak pfed nasazenim testovacich ryb.

Ve vsech uvedenych ptipadech musi byt béhem zkousky provedena dalsi
méfeni s cilem potvrdit skute¢né expozi¢ni koncentrace nebo dodrzeni
kritérii jakosti.

pH by se nema zménit o vice nez 1.

POPIS ZKUSEBN{ METODY

Mohou byt pouzity tii postupy:

Staticka zkouska:

Zkouska, pfi niz zkuSebni roztok neprotéka. (Roztoky se béhem celé
zkousky neméni.)

Semistaticka metoda:

Zkouska, pii niz zkuSebni roztok neprotéka, ale je pravidelné po delSich
casovych usecich (napft. po 24 h) zcela vyménovan.

Prutokova metoda:

Zkouska toxicity, pfi niz se voda ve zkuSebnich nadrzich neustale
obménuje, pricemz se zkuSebni latka pfivadi s vodou, kterou se zkusebni
médium obnovuje.

Cinidla

Roztoky zkusebnich latek

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

Zvolené¢ zkuSebni koncentrace se pfipravi fedénim zasobniho roztoku.
Jsou-li zkouSeny vysoké koncentrace latky, lze latku rozpustit pfimo
v fedici vodé.

Latky se obvykle zkousi az do meze jejich rozpustnosti. U nékterych latek
(napf. u latek s nizkou rozpustnosti ve vod¢ nebo vysokou hodnotou P,
nebo u latek, které ve vodé vytvareji spiSe stabilni disperse nez pravé
roztoky) je mozné provést zkousku pii koncentraci vyssi, nez je mez
rozpustnosti, aby bylo zajiSténo, Ze je dosazeno maximalni koncentrace
odpovidajici maximalni rozpustnosti/stabilité. Je ovSem nutné, aby tato
koncentrace jinak nenaruSovala zkuSebni systém (napf. vytvofenim filmu
na hlading branicimu okysli¢eni vody atd.).
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Pro ptipravu zasobnich roztoka latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo
pro usnadnéni rozptyleni latky ve zkuSebnim médiu lze pouzit
ultrazvukovou dispergaci, organicka rozpoustédla ¢i emulgatory nebo
dispergatory. Pouziji-li se takové pomocné latky, mély by vSechny
zkuSebni koncentrace obsahovat stejné mnozstvi téchto pomocnych latek
a stejné koncentraci pomocné latky jako ve zkuSebnich sériich by mély
byt exponovany dal$i kontrolni ryby. Koncentrace pomocnych latek by
méla byt minimalni a v Zddném ptipad€ by neméla prekrocit 100 mg na |
zkuSebniho média.

Zkouska se provede bez Upravy pH. Existuji-li zndmky toho, ze dochézi
k vyrazné zméné pH, doporucuje se zkouSku opakovat s ipravou pH a
vysledky zaznamenat. V takovém ptipadé se upravi pH zasobniho roztoku
na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specifické¢ divody. Pti
tipravé pH se dava prednost HCl a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby
nebyla koncentrace zkusebni latky v zdsobnim roztoku v podstatné mite
zménéna. Dojde-li Gpravou ve zkuSebnim médiu k chemické reakci nebo
ke srazeni, skutecnosti se zaznamenaji.

Voda pro chov ryb a redeni

Muze byt pouzita pitna voda (nekontaminovand potencialn¢ Skodlivymi
koncentracemi chloru, t€zkych kovli nebo jinych latek), kvalitni pfirodni
voda nebo upravena voda (viz doplnék 1). Upfednostiiuje se voda o
celkové tvrdosti od 10 do 250 mg'1™" (vztazeno na CaCOs) a pH od 6,0 do
8,5.

Pristroje

Veskeré piistroje musi byt vyrobeny z chemicky inertniho materialu:

— systém pro automatické fedéni (pro priutokovou metodu),

— ptistroj pro méteni koncentrace kysliku,

— vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody,

— vhodny pfistroj pro méteni teploty,

— pH-metr.

Testovaci ryby

Ryby by mély byt zdravé a bez zjevnych malformaci.

Pouzity druh by mél byt zvolen podle praktickych kritérii, jako je jejich
dostupnost po cely rok, snadny chov, vhodnost pro zkouseni, relativni
citlivost k chemickym latkam a jakékoli dal§i vyznamné ekonomické a
biologické faktory. Pii vybéru druhu ryb by méla byt také zohlednéna
potieba srovnatelnosti ziskanych dat a mezinarodni harmonizace (1).
Seznam doporucenych druhti ryb pro provedeni této zkousky je uveden
v doplitkku 2; davé se ptfednost druhiim danio pruhované a pstruh duhovy.
Chov

Ryby by mély pochazet pokud mozno z jednoho chovu a mély by byt
stejné¢ délky a stejného stari. Ryby musi byt chovany nejméné 12 dni
v nésledujicich podminkach:

Obsadka:

Vhodn4d vzhledem k metodé (metoda srecirkulaci nebo pritokova
metoda) a druhu ryb.

Voda:

Viz 1.6.1.2.

Osvétleni:

Osvétleni 12 az 16 h denné.
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Koncentrace rozpusténého kysliku:

Nejméné 80 % hodnoty nasyceni vzduSnym kyslikem.

Krmeni:

Ttikrat tydn€ nebo jednou za den; vysazeni krmeni 24 h pted zacatkem

zkousky.

Mortalita

Po 48hodinové aklimatizaci se zaznamend mortalita a pouziji se

nasledujici kritéria:

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

— mortalita 5 az 10 % populace:
v chovu se pokracuje dalSich 7 dni. Nedojde-li k dal§im ptipadim
uhynu, obsadka se pouzije, vopacném piipadé musi byt
vyfazena,

— mortalita mens$i nez 5 % populace:
obsadka je pro zkousku pouzitelna.

Aklimatizace

Vsechny ryby musi byt nejméné na 7 dnli pifed pouzitim ve zkouSce

nasazeny do vody stejné kvality a stejné teploty, jakd se pouZzije pfi

zkousce.

Zkusebni postup

Pted vlastni zkouSkou muze byt provedena piedbézna zkousSka s cilem

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

zkousce.

Kromé sérii zkousek se provede kontrolni zkouSka bez zkusSebni latky a

podle potieby kontrolni zkouska s pomocnou latkou.

V zavislosti na fyzikédlnich a chemickych vlastnostech zkusebni latky se

zvoli staticka, semistatickd nebo pritokova zkouSka, aby byla splnéna

kritéria jakosti.

Ryby se exponuji zkusSebni latce za nize uvedenych podminek:

— délka expozice: 96 h;

— pocet ryb: nejméné 7 na kazdou koncentraci;

— nadrze: vhodny objem vzhledem k doporuc¢ené obsadce;

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

— zkuSebni koncentrace: nejméné pét koncentraci, které jsou
odstupnovany faktorem nepfevySujicim 2,2 a které pokryvaji
rozsah mortality od 0 % do 100 %;

— voda: viz 1.6.1.2;

— osvétleni: osvétleni 12 az 16 h denn¢;

— teplota: podle druhu ryb (doplnék 2), avSak v ramci dané zkousky
kolisajici v toleranci =1 °C;

— koncentrace rozpusténé¢ho kysliku: ne niz$i nez 60 % hodnoty
nasyceni vzduSnym kyslikem pii dané teplot¢;

— krmeni: zadné.

Ryby se kontroluji po prvnich 2 az 4 h a dale nejméné kazdych 24 h. Ryby

se povazuji za mrtvé, jestlize pii dotyku ocasni ploutve nedochazi k zadné

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

jakmile jsou zpozorovany, a thyn se zaznamena.
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Zaznamenaji se vSechny zjevné abnormality (napf. ztrdta rovnovahy,

zmény v plavani, chovani, v dychaci funkci, v pigmentaci atd.).

Mgfteni pH, obsahu rozpusténého kysliku a teploty se provadi denné¢.

Limitni zkouska

S vyuzitim postupti popsanych v této metodé mize byt provedena limitni

zkouska s koncentraci 100 mg-1" s cilem prokazat, 7e LCso je vyssi nez

tato koncentrace.

Je-li povaha zkuSebni latky takovd, ze ve vodé nelze dosdhnout

koncentrace 100 mg1”', provede se limitni zkouska pii koncentraci

odpovidajici 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 se 7 az 10 rybami a se stejnym poctem ryb

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

10 ryb a pti nulové mortalit¢ 99,9% pravdépodobnost, ze je LCsy veétsi nez

100 mg-1"". P¥i 7, 8 nebo 9 rybach znamena nulova mortalita nejméné 99%

pravdépodobnost, Zze je LCsy veétsi nez koncentrace pouzitd v limitni

zkousce.)

Dojde-li k thynim, musi se provést celd studie. Jsou-li pozorovéany

subletalni u¢inky, zaznamenaji 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 CcCislice (ptiklad
zaokrouhleni na dvé platné cislice: 173,5 se zaokrouhli na 170, 0,127 na

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

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

koncentraci latky pfili§ strmy, aby umoZnil vypocet hodnoty LCs,

postacuje graficky odhad této hodnoty.

Jestlize dvé po sobé jdouci koncentrace liSici se faktorem 2,2 vyvolaji

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

mezi témito hodnotami.

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

latky, uvede se to ve zpravé a vysledky se interpretuji s opatrnosti.

ZPRAVY

Protokol o zkousce ma pokud mozno obsahovat nésledujici udaje:

— udaje o testovacich rybach (védecky néazev, kmen, dodavatel,
veskerd predchozi oSetfeni, velikost a pocet ryb pouzitych pfi
kazdé zkuSebni koncentraci);

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

— u latek s malou rozpustnosti ve vodé tdaj o metodé piipravy
zasobnich a zkuSebnich roztokii;

— koncentrace vSech pomocnych latek;

— ptehled pouzitych koncentraci a veskeré dostupné informace o
stabilit¢ zkuSebni latky ve zkuSebnim roztoku pii pouZitych
koncentracich;
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jestlize byly provedeny chemické analyzy, udaje o pouzitych
metodach a ziskané vysledky;

vysledek limitni zkousky, pokud byla provedena;

divody pro volbu pouzitého zkusebniho postupu a podrobnosti o
ném (napf. staticky, semistaticky, davkovani, pritokova rychlost,
zda byla voda provzdusiovana obsadka ryb atd.);

popis zkusebniho zatizeni;

svételny rezim;

koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota
zkuSebnich roztokti kazdych 24 h;

dikaz, ze byla splnéna kritéria jakosti;

tabulka kumulativnich hodnot mortality pfi kazdé koncentraci a
pfi kontrolni zkouSce (a popiipadé¢ pii kontrolni zkouSce
s pomocnou latkou) pfi kazdé z doporucenych dob pozorovani,
graf kiivky zavislosti ulinku, vyjadieného v procentech, na
koncentraci na konci zkousky;

podle moznosti hodnoty LCsy pifi kazdé z doporucenych dob
pozorovani (pii 95% intervalu spolehlivosti);

pouzité statistické metody stanoveni hodnot LCs;

pii pouziti referencni latky a udaj o ziskanych vysledcich;
nejvyssi zkusebni koncentrace, kterd nevyvolala za dobu zkousky
uhyn ryb;

nejnizsi zkuSebni koncentrace, kterd 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 pS-em ™.

Destilacni pfistroj nesmi obsahovat zadné médeéné casti.

Zasobni roztoky:

CaCl, 2H,0 (chlorid vapenaty dihydrat) 11,76 g
se rozpusti ve vod¢€ a doplni vodou na 1 litr.

MgSO4-7H,0 (siran hote¢naty heptahydrat) 493 ¢
se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1 litr.

NaHCOj; (hydrogenuhli¢itan sodny) 259¢
se rozpusti ve vodé a doplni vodou na 1 litr.

KCl (chlorid draselny) 0,23 g

se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1 litr.



Upravena redici voda

Smisi se po 25 ml vSech ¢tyt zasobnich roztokli 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 HCl
(kyselina chlorovodikova).

Tato fedici voda se necha 12 h stat a nesmi byt déle provzdusiovana.
Koncentrace thrnu iontéi Ca a Mg v tomto roztoku je 2,5 mmol1”". Pomér
mnozstvi iontll Ca : Mg je 4 : 1 a pomér mnozstvi iontd Na: K je 10: 1.
Celkova koncentrace alkalickych kovii v tomto roztoku je 0,8 mmol-1™".
Jakakoli odchylka v pripravé vody k fedéni nesmi zménit slozeni ani
vlastnosti vody.

DODATEK 2
Druhy ryb doporucené pro zkouseni
Doporuéeny druh Doporuceny rozsah Doporucena
teplot pii zkouSce | celkova délka ryb
°0) (cm)
Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae) 20 az 24 3,0+0,5
(Hamilton - Buchanan), danio pruhované
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) 20 az 24 5,0+2,0
(Rafinesque), stievle
Cyprinus carpio (Teleostei Cyprinidae) 20 az 24 6,0£2,0
(Linneanus 1758), kapr obecny
Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) 20 az 24 3,0£1,0
(Tomminck a Schlegel 1850), halan¢ik
japonsky
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) 20 az 24 3,0+1,0
(Peters 1859), zivorodka duhova
Lepomis macrochirus (Teleosteli, 20 az 24 5,0+2,0
Centrarchidae) (Rafinesque, Linneanus
1758), slune¢nice modra
Onchorhynchus mykiss (Teleosteli, 12 az 17 6,0+2,0
Salmonidae) (Walbaum 1988), pstruh duhovy
Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) 20 az 24 6,0+2,0
(Linneanus 1758), jelec jesen

Opatiovani ryb

Ryby uvedené v seznamu se snadno chovaji nebo jsou dobte dostupné po
cely rok. Lze je mnozit a chovat bud’ v rybich farmach, nebo v laboratofi
za kontrolovanych zdravotnich a parazitologickych podminek tak, aby
ryby byly zdravé a byly zndmého plvodu. Tyto ryby jsou dostupné
v mnoha ¢éstech svéta.
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DODATEK 3
Priklad kiivky zavislosti imrtnosti, vyjadiené v procentech, na
koncentraci
Priklad stanoveni LCsy na pravdépodobnostnim logaritmickém papiru
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METODA PRO STANOVENiI AKUTNi TOXICITY PRO DAFNIE —

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

II.1
II.1.1

METODA

UvVOD

Ucelem této zkousky je stanovit stiedni u¢innou koncentraci latky pro
imobilizaci (ECsy) dafnii ve sladkovodnim prostiedi. Pfed zapocetim
zkousky je zadouci mit pokud mozno k dispozici udaje o rozpustnosti
latky ve vode¢, o tenzi par, chemické stabilite, disociacnich konstantach a o
biologické rozlozitelnosti latky.



I1.1.2

II.1.3

I1.1.4

II.1.5.

Dalsi informace (napf. strukturni vzorec, stupenl Cistoty, povaha a podil
vyznamnych necistot v procentech, pfitomnost a mnozstvi piisad a
rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda) je tfeba vzit v uvahu pfi planovani
zkousky i pfi interpretaci vysledkd.

DEFINICE A JEDNOTKY

PoZadavek smérnice stanovit LCsy pro dafnie se povazuje za splnény
stanovenim ECsy, jak je popsano v této zkuSebni metode.

Akutni toxicita se v této zkouSce vyjadiuje stfedni u¢innou koncentraci
latky pro imobilizaci (ECs) dafnii. Je to koncentrace (rozumi se vychozi
koncentrace), kterd béhem nepfetrzité expozice po urcitou stanovenou
dobu imobilizuje 50 % dafnii ve zkusebni skupiné béhem doby piisobeni
(doby expozice).

Imobilizace:

Dafhnie, které nejsou schopné do 15 s po lehkém zatfepani zkusebni nadrzi
zacit plavat, se povazuji za imobilizované.

Vsechny koncentrace zkusSebni latky se udévaji v hmotnosti na jednotku
objemu (mgl'). Mohou se také vyjadfit v hmotnostnich podilech
(mgkg).

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referencnimi latkami mohou byt provedeny s cilem prokazat,
ze se reakce zkuSebnich druhii za laboratornich zkuSebnich podminek
podstatné nezmeénila.

Souhrn vysledkt okruzniho testu laboratoii EHS s pouzitim Ctyf riznych
latek je uveden v dopliku 2.

PODSTATA ZKUSEBN{ METODY

Muize byt provedena limitni zkouska skoncentraci 100 mg1’, s cilem
prokazat, ze ECs je vys$si nez tato koncentrace.

Dafnie se 48 h exponuji zkuSebni latce ptidané v riznych koncentracich
do vody. Pouzije-li se kratsi doba, zdivodni se ve zprave.

Za jinak stejnych experimentalnich podminek a v pfiméfeném rozmezi
koncentraci zkuSebni latky ptsobi rizné koncentrace zkuSebni latky na
schopnost plavani dafnii rozdilné. Rizné koncentrace maji za nasledek
skutecnost, Ze na konci zkousky ztraci riizny procentualni podil dafnii
schopnost plavat. Koncentrace, které nezptisobuji zddnou imobilizaci nebo
zpusobuji  100% imobilizaci, se zjisti pfimo pozorovanim, zatimco
hodnota 48hodinova ECsj se stanovi podle moznosti vypoctem.

Pii této metod¢ se pouziva staticky systém, zkuSebni roztoky se tedy
béhem doby expozice neobnovuji.

KRITERIA JAKOSTI

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

Imobilizace v kontrolnich zkouskach nesmi byt na konci zkouSky vétsi
nez 10 %.

Dafnie se v kontrolnich zkouskach nesmi trvale zdrzovat u hladiny.
Koncentrace rozpusténého kysliku ve zkuSebni nadrzi musi byt po celou
dobu zkousky vyssi nez 3 mgl’'. Koncentrace kysliku vsak nesmi
v z4dném piipadé klesnout pod 2 mg-1™.

Koncentrace zkuSebni latky nesmi po celou zkouSky klesnout pod 80 %
puvodni hodnoty koncentrace.



II.1.6
II.1.6.1
I1.1.6.1.1

U latek, které se ve zkuSebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji stabilni
roztoky, tj. v podstatné mife netékaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo
se neadsorbuji, Ize pocateéni koncentraci pokladat za ekvivalentni
s nomindlni koncentraci. Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po
celou zkousku udrzeny a ze kritéria jakosti byla dodrzena.

U latek, které

1) jsou ve zkuSebnim médiu Spatné rozpustné, nebo
i1) mohou vytvéret stabilni emulze nebo disperse, nebo
i) jsou ve vodnych roztocich nestabilni,

musi byt pocateCni koncentrace brana jako koncentrace naméfena
v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve vodnim sloupci) na
zacatku zkousky. Koncentrace se stanovi po urcité dobé jejiho ustaleni,
avSak pred nasazenim testovacich organismul.

Ve vsech uvedenych ptipadech musi byt béhem zkousky provedena dalsi
méfeni s cilem potvrdit skutecné expozi¢ni koncentrace nebo dodrzeni
kritérii jakosti.

pH by se nemélo zménit o vice nez 1.

POPIS ZKUSEBN{ METODY

Cinidla

Roztoky zkusebnich latek

Zasobni roztoky o pozadované koncentraci se piipravi rozpusténim latky
v deionizované vode nebo ve vodé podle bodu 1.6.1.2.

Zvolené zkuSebni koncentrace se pfipravi fedénim zéasobniho roztoku.
Jsou-li zkouSeny vysoké koncentrace latky, lze latku rozpustit pfimo
v fedici vodé.

Latky se obvykle zkouSeji az do meze jejich rozpustnosti. U nékterych
latek (napf. u latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo vysokou hodnotou
P, nebo u latek, které ve vode vytvareji spise stabilni disperse nez pravé
roztoky) je mozné provést zkousku pfi koncentraci vyssi, nez je mez
rozpustnosti, aby bylo zajisténo, Ze je dosazeno maximalni koncentrace
odpovidajici maximalni rozpustnosti/stabilité. Je ovSem nutné, aby tato
koncentrace jinak nenarusovala zkuSebni systém (napi. vytvoienim filmu
na hlading branicimu okysliceni vody atd.).

Pro ptipravu zasobnich roztokl latek s nizkou rozpustnosti ve vod¢ nebo
pro usnadnéni rozptyleni latky ve zkuSebnim médiu lze pouzit
ultrazvukovou dispergaci, organicka rozpoustédla ¢i emulgatory nebo
dispergatory. Pouziji-li se takové pomocné latky, mély by vSechny
zkusebni koncentrace obsahovat stejné mnozstvi téchto pomocnych latek
a stejné koncentraci pomocné latky jako ve zkuSebnich sériich by mély
byt exponovany dalsi kontrolni dafnie. Koncentrace pomocnych latek by
mély byt minimdlni a v zddném piipadé¢ by neméla piekrocit 100 mg/l
zkuSebniho média.

Zkouska se provede bez Upravy pH. Existuji-li zndmky toho, ze dochazi
k vyrazné zméné pH, doporucuje se zkousku opakovat s ipravou pH a
vysledky zaznamenat. V takovém piipad¢ se upravi pH zasobniho roztoku
na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specifické davody. Pti
tipravé pH se dava prednost HCl a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby
nebyla koncentrace zkuSebni latky v zasobnim roztoku v podstatné miie
zménéna. Dojde-li upravou ve zkuSebnim médiu k chemické reakci nebo
ke srazeni, skute¢nosti se zaznamenaji ve zprave.



I.1.6.1.2

I1.1.6.2

I1.1.6.3

I1.1.6.4

ZkuSebni voda

Pro tuto zkousku se pouZije upravend voda (viz dopln¢k 1 a odkaz (2):

ISO 6341).

Aby nebylo nutné aklimatizovat dafnie pied zkouSkou, doporucuje se, aby

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

zkousku.

Pristroje

Pouziji se bézné laboratorni pfistroje a zafizeni. Zatizeni, které ptijde do

styku se zkuSebnimi roztoky, by mélo byt nejlépe sklenéné:

— ptistroj pro méfeni koncentrace kysliku (s mikroelektrodou, nebo
jiny vhodny pfistroj na méfeni koncentrace rozpusténého kysliku
ve vzorcich malého objemu),

— vhodny pfistroj pro méteni teploty,

— pH-metr,

— vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody.

Testovaci organismy

Piednost se dava druhu Daphnia magna, ackoliv se ptipousti 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 piivodu (napft. chov, pfedchozi oSetteni, atd.).

Zkusebni postup

Pted vlastni zkouSkou muze byt provedena piedbézna zkouska s cilem

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

zkousce.

Kromé sérii zkousek se provede kontrolni zkouSka bez zkusSebni latky a

podle potieby kontrolni zkouska s pomocnou latkou.

Dafnie se exponuji zkuSebni latce nésledujicim zpisobem:

— délka expozice: 48 h,

— pocet dafnii: nejméné 20 na kazdou zkuSebni koncentraci, nejlépe
rozdélenych na Ctyfi skupiny po péti dafniich nebo na dvé
skupiny po 10 dafniich,

— obsadka: na kazdou dafnii by mély piipadat 2 ml zkuSebniho
roztoku,

— zkuSebni koncentrace: zkusebni roztok se pfipravi bezprostiedné
pfed nasazenim dafnii, nejlépe bez pouziti jiného rozpoustédla
nez vody. Pfipravi se koncentrace tvofici geometrickou fadu,
pfiCemz pomér mezi koncentracemi nesmi byt vyssi nez 2,2.
Zaroven s kontrolami se zkouseji koncentrace dostate¢né pro to,
aby po 48 h vyvolaly nulovou nebo a 100% imobilizaci, a dale
mezilehlé koncentrace umoziujici vypocet 48hodinové ECsy,

— voda: viz 1.6.1.2,

— osvétlent: stiidani svétla a tmy je libovolné,

— teplota: zkusebni teplota by méla byt 18 az 22 °C, avSak v ramci
dané zkousky kolisajici v tomto rozmezi maximalné o £1 °C,

— provzdusnovani: zkuSebni roztok nesmi byt provzduSiovan
probublavanim,

— krmeni: zadné.

Meéireni 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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I1.3

Tekavé slouceniny se zkouSeji v hermeticky uzavienych nadobach
naplnénych po okraj, dostate¢né¢ velkych, aby nedoSlo k nedostatku
kysliku.

Prohlidka dafnii se provede nejpozdéji po 24 h a znovu po 48 h.

Limitni zkouSka

S vyuZitim postupil popsanych v této metodé¢ muize byt provedena limitni

zkouska s koncentraci 100 mg-1" s cilem prokazat, ze ECso je vy3si nez

tato koncentrace.

Je-li povaha zkuSebni latky takova, Zze ve vod¢ nelze dosdhnout

koncentrace 100 mg1™', provede se limitni zkouska pii koncentraci

odpovidajici rozpustnosti této latky v pouzitétm médiu (nebo pfi
maximalni koncentraci, kdy latka vytvari stabilni disperzi) (viz také
bod 1.6.1.1).

Limitni zkouska se provede s 20 dafniemi rozdélenymi do dvou nebo Ctyt

skupin a se stejnym poctem v kontrolni skupin€¢ (v kontrolnich

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

DATA A HODNOCEN]

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 ECs a

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

nejvySe na dvé platné Cislice (ptiklad zaokrouhleni na dvé platné Cislice:

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

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

koncentraci latky pfili§ strmy, aby umoznil vypocet hodnoty ECs,

postacuje graficky odhad této hodnoty.

Jestlize dvé po sobé€ jdouci koncentrace liSici se faktorem 2,2 vyvolaji

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

kterém ECs lezi.

Zjisti-li se, Ze neni mozné udrzet stabilitu nebo homogenitu zkuSebni

latky, uvede se to ve zprave a vysledky se interpretuji s opatrnosti.

ZPRAVY

Protokol o zkousce ma pokud mozno obsahovat nasledujici udaje:

— udaje o testovacim organismu (védecky nazev, kmen, dodavatel
nebo puivod, veskera predchozi oSetfeni, metoda chovu — véetné
puvodu, druhu a mnozZstvi potravy, frekvence krmeni);

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

— u latek s malou rozpustnosti ve vodé¢ udaj o metodé pripravy
zasobnich a zkuSebnich roztoki;

— koncentrace vSech pomocnych latek;

— ptehled pouzitych koncentraci a veskeré dostupné informace o
stabilit¢ zkuSebni latky ve zkuSebnim roztoku pii pouzitych
koncentracich;

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

— vysledek limitni zkousky, pokud byla provedena;

— popis zkusebniho zatizend;

— svételny rezim,;
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koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota
zkuSebnich roztoki;

dikaz, ze byla splnéna kritéria jakosti;

tabulka kumulativnich hodnot imobility pfi kazdé koncentraci a
pfi kontrolni zkouSce (a popiipadé¢ pii kontrolni zkouSce
s pomocnou latkou) pii kazdé z doporuc¢enych dob pozorovéni
(24 a 48 h);

graf kiivky zavislosti ucinku, vyjadieného v procentech, na
koncentraci na konci zkousky;

podle moZnosti hodnoty ECso pifi kazdé z doporucenych dob
pozorovani (pii 95% intervalu spolehlivosti)

pouzité statistické metody stanoveni hodnot ECs;

pti pouziti referenéni latky tidaj o ziskanych vysledcich;

nejvyssi zkusebni koncentrace, kterd nevyvolala za dobu zkousky
imobilizaci;

nejniz8§i zkuSebni koncentrace, kterd vyvolala za dobu zkousky
100% imobilizaci.
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DODATEK 1
Upravena voda



Priklad vhodné redici vody (podle ISO 6341)

Vsechny chemikalie musi byt Cistoty p.a.

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

Destilacni pfistroj nesmi obsahovat zadné médeéné casti.
Zasobni roztoky:

CaCl,-2H,O0 (chlorid vapenaty dihydrat) 11,76 g
se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1 litr.

MgS04-7H,O (siran hotecnaty heptahydrat) 493 g
se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1 litr.

NaHCOj; (hydrogenuhli¢itan sodny) 259¢g
se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1 litr.

KCI (chlorid draselny) 0,23 g

se rozpusti ve vod¢ a doplni vodou na 1 litr.

Upravena redici voda

Smisi se po 25 ml vSech ¢tyt zdsobnich roztokl a doplni vodou na 1 litr.
Provzdusiiuje se, dokud koncentrace rozpusténého kysliku neodpovida
koncentraci nasyceni vzdu$nym kyslikem.

pH musi byt 7,8 = 0,2.

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

Tato tedici voda se necha 12 h stat a nemusi byt dale provzdusiiovana.
Koncentrace thrnu iontéi Ca a Mg v tomto roztoku je 2,5 mmol1”™". Pomér
mnozstvi iontll Ca : Mg je 4 : 1 a pomér mnozstvi iontd Na: K je 10: 1.
Celkova koncentrace alkalickych kovii v tomto roztoku je 0,8 mmol-1™".
Jakakoli odchylka v ptfipravé vody k fedéni nesmi zménit slozeni ani
vlastnosti vody.

DODATEK 2
Souhrn vysledkdt kruhového testu EHS provedeného vroce 1978
(citovaného také v (2)).
Upozornéni: G¢elem tohoto kruhového testu bylo stanoveni 24hodinové

hodnoty ECsy.

Pouzité latky:

1) Dichroman draselny

2) Kyselina tetrapropylbenzensulfonova

3) Kyselina tetrapropylbenzensulfonova, sodna stl
4) Kyselina 2,4,5-trichlorfenoxyoctova, draselné sul

Latka Pocet zGicastnénych | Pocet vysledkd pro Stfedni hodnota
laboratofi vypocet 24hodinové ECs
mg/l
1 46 129 1,5
2 36 108 27
3 31 84 27
4 32 72 770
DODATEK 3

Priklad zavislosti imobilizace, vyjadiené v procentech, na koncentraci
Ptiklad stanoveni ECsg s pouzitim pravdépodobnostniho 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

n.i.1  UvVOoD
Ucelem této zkousky je stanovit G¢inky latky na rist jednobunéénych
zelenych tas. Relativné kratkodobymi zkouskami (72 h) lze posoudit
ucinky na nékolik generaci fas. Tato metoda miize byt upravena pro



I11.1.2

III.1.3

III1.1.4

II1.1.5.

pouziti s nékolika druhy fas, pficemz musi byt v protokolu o zkousce
uveden popis metody.

Pouziti metody je nejsnadnéjsi v pripad¢ latek rozpustnych ve vodé, které
za podminek zkousky pravdépodobné zlistavaji ve vodé.

Metodu lze pouzit pro latky, které ptimo neovliviiuji méteni ristu fas.

Je Zadouci mit pfed zapocetim zkousSky k dispozici co nejiplnéjsi tidaje o
rozpustnosti latky ve vod¢, o tenzi par, chemické stabilité, disociac¢nich
konstantach a o biologické rozlozitelnosti latky.

Dalsi informace (napf. strukturni vzorec, stupen c¢istoty, druh a podil
vyznamnych necistot v procentech, pfitomnost a mnozstvi piisad a
rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda) je tfeba vzit v uvahu pfi planovani
zkousky i pfi interpretaci vysledkd.

DEFINICE A JEDNOTKY

Hustota bunék: pocet bun¢k na jeden mililitr.

Rist: zvySovani hustoty bun¢k béhem doby trvani zkousky.

Ristova rychlost: nartst hustoty bunck za jednotku casu.

ECsp: vtéto metodé jde o koncentraci zkuSebni latky, kterd ma za
nasledek 50% snizeni ristu (E,Cso) nebo rastové rychlosti (E.Cso)
vzhledem ke kontrole.

NOEC (no observed effect concentration): v této metod¢ jde o je nejvyssi
zkousenou koncentraci, pfi niZ neni pozorovano zadné vyznamné snizeni
rustu nebo ristové rychlosti ve srovnani s kontrolou.

Vsechny koncentrace zkuSebni latky se udavaji v hmotnosti na jednotku
objemu (mgl'). Mohou se také vyjadfit v hmotnostnich podilech
(mgkgh).

REFERENCNI LATKY

Zkousky s referencnimi latkami mohou byt provedeny s cilem prokazat,
ze se reakce zkuSebnich druht za laboratornich zkuSebnich podminek
podstatn¢€ nezmenila.

Pti pouziti referencni latky musi byt vysledky uvedeny do protokolu o
zkousce. Jako referencni latka mlze byt pouzit dichroman draselny, ale
jeho barva miize ovlivnit kvalitu a intenzitu svétla dostupného bunkam a
také spektrofotometrickd méteni, pokud se pouziji. Dichroman draselny
byl pouzit v mezinarodnich mezilaboratornich testech (viz (3) a
dopln¢k 2).

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Muize byt provedena limitni zkouska skoncentraci 100 mg1’, s cilem
prokazat, ze ECs je vySsi nez tato koncentrace.

Exponencialné rostouci kultury vybranych zelenych fas jsou po né€kolik
generaci vystaveny za definovanych podminek riiznym koncentracim
zkusebni latky.

Zkusebni roztoky se kultivuji 72 h, béhem nichz se alespon kazdych 24 h
méii hustota bun€k vkazdém roztoku. Stanovi se snizeni rdstu ve
srovnani s kontrolni kulturou.

KRITERIA JAKOSTI

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

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

U latek, které se ve zkuSebnim médiu lehce rozpoustéji a davaji stabilni
roztoky, tj. v podstatné mife netékaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji nebo
se neadsorbuji, Ize pocateéni koncentraci pokladat za ekvivalentni
s nomindlni koncentraci. Musi byt potvrzeno, ze byly koncentrace po
celou zkousku udrzeny a ze kritéria jakosti byla dodrzena.

U latek, které

1) jsou ve zkuSebnim médiu Spatné rozpustné, nebo
i1) mohou vytvéret stabilni emulze nebo disperse, nebo
i) jsou ve vodnych roztocich nestabilni,

musi byt pocateéni koncentrace brana jako koncentrace namétena
v roztoku na zacatku zkousky. Koncentrace se stanovi po urcité dobé
jejiho ustéleni.

Ve vsech uvedenych ptipadech musi byt béhem zkousky provedena dalsi
meéfeni s cilem potvrdit skutecné expozi¢ni koncentrace nebo dodrzeni
kritérii jakosti.

Je znamo, Ze podstatna cast zkuSebni latky muize byt béhem zkousky
zabudovana do biomasy fas. Proto by se za ucelem prokazani dodrZeni
kritérii jakosti m¢lo brat v vahu jak mnozstvi latky zabudované do
biomasy fas, tak latka v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve
vodnim sloupci). Protoze vSak stanoveni koncentrace latky v biomase tas
mize predstavovat technické obtize, mize byt dodrZeni kritérii jakosti
prokdzano zkouskou s nejvyssi koncentraci latky, ale bez fas, a méfenim
koncentraci v roztoku (nebo, neni-li to technicky mozné, ve vodnim
sloupci) na zacatku a na konci zkousky.

POPIS ZKUSEBN{HO POSTUPU

Cinidla

Roztoky zkusebnich latek

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

Zvolené zkusebni koncentrace se pripravi pfiddnim vhodného alikvotniho
podilu k ptedkulturdm fas (viz doplnék 1).

Latky se obvykle zkouSeji az do meze jejich rozpustnosti. U nékterych
latek (napf. u latek s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo vysokou hodnotou
P, nebo u latek, které ve vod¢ vytvareji spiSe stabilni disperse nez pravé
roztoky) je mozné provést zkousku pti koncentraci vyssi, nez je mez
rozpustnosti, aby bylo zajisténo, Ze je dosazeno maximalni koncentrace
odpovidajici maximalni rozpustnosti/stabilité. Je ovSem nutné, aby tato
koncentrace jinak nenarusovala zkuSebni systém (napi. vytvoienim filmu
na hlading branicimu okysliceni vody atd.).

Pro ptipravu zasobnich roztokl latek s nizkou rozpustnosti ve vod¢é nebo
pro usnadnéni rozptyleni latky ve zkuSebnim médiu lze pouzit
ultrazvukovou dispergaci, organicka rozpoustédla ¢i emulgatory nebo
dispergatory. Pouziji-li se takové pomocné latky, mély by vSechny
zkuSebni koncentrace obsahovat stejné mnozstvi téchto pomocnych latek
a stejné koncentraci pomocné latky jako ve zkuSebnich sériich by mély
byt exponovany dalsi kontroly. Koncentrace pomocnych latek by méla byt
minimalni a v zadném piipadé by neméla ptekrocit 100 mg 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 s Gpravou pH a
vysledky zaznamenat. V takovém ptipadé se upravi pH zasobniho roztoku
na pH vody k fedéni, pokud proti tomu neexistuji specifické divody. Pti
tipravé pH se dava piednost HCl a NaOH. Uprava pH se provede tak, aby
nebyla koncentrace zkuSebni latky v zdsobnim roztoku v podstatné mite
zménéna. Dojde-li upravou ve zkuSebnim médiu k chemické reakci nebo
ke srazeni, skutecnosti se zaznamenaji.

ZkuSebni médium

Voda musi byt kvalitni destilovana nebo deionizovana s vodivosti mensi
nez 5 pS-cm'. Destila¢ni piistroj nesmi obsahovat z4dné médéné &asti.

Je doporuceno nasledujici médium:

Podle néasledujici tabulky se pfipravi ¢tyfi zadsobni roztoky. Tyto roztoky
se sterilizuji membranovou filtraci nebo v autoklavu a skladuji se v temnu
pfi 4 °C. Zéasobni roztok ¢. 4 by se mél sterilizovat pouze membranovou
filtraci. Redénim téchto roztok se ziskaji koneéné Zivné koncentrace
zkuSebnich roztokd.

Fivina Koncentrace Konecna koncentrace
v zasobnim roztoku | ve zkuSebnim roztoku

Zasobni roztok ¢&. 1: makroZiviny
NH,Cl 1,5 15 mg1”!
MgCl,-6H,0 1,2 12 mg1™!
CaCl,-2H,0 1,8 18 mg1™!
MgSO,-7H,0 1,5 15 mg-1”!
KH,PO, 0,16 1,6  mgl’
Zasobni roztok €. 2: Fe - EDTA
FeCl;-6H,0 80 0,08 mgl"
Na,EDTA-2H,0 100 0,1 mgl”’
Zasobni roztok ¢. 3: stopové prvky
H;BO; 185 0,18 mgl”
MnCl,-4H,0 415 0,415 mgl™"
ZnCl, 3 3x10°  mgl”
CoCl,-6H,0 1,5 1,5x10° mgl1™
CuCl,-2H,0 0,01 1x10°  mgl"
Na,Mo04-2H,0 7 7x10°  mgl™
Zasobni roztok ¢. 4: NaHCO;
NaHCO; | 50 | 50 mg 1!

Po ustidleni a po provzdusnéni by mélo mit médium hodnotu pH

ptiblizné 8.

Pristroje a pomiicky

— Bézné laboratorni vybaveni.

— Kultivaéni banky o vhodném objemu (napt. Erlenmeyerovy
baiikky na 250 ml jsou vhodné v piipad¢ zkusebniho roztoku o
objemu 100 ml). VSechny zkuSebni baiikky by mély byt identické,
pokud jde o material a rozméry.

— Kultivacéni zafizeni: mistnost nebo komora, v nichz lze udrzovat
teplotu 21 — 25 °C £2 °C a stalé rovnomérné osvétleni v rozsahu
vinovych délek od 400 do 700 nm. Jestlize vSechny fasy
v kontrolnich kulturach dosahly doporucené ristové rychlosti, Ize
ptedpokladat, ze podminky pro jejich rist, vCetné intenzity
svétla, jsou vyhovujici.



I11.1.6.3

I11.1.6.4

U zkuSebnich roztokti s primérnymi koncentracemi se
doporuduje pouzit svételnou intenzitu od 60 do 120 pE-m™s
(35 = 70-10"® fotonti m>s™) pfi méfeni v rozsahu 400 — 700 nm
vhodnym detektorem. Pii méfeni intenzity luxmetry je piijatelny
rozsah odpovidajici 6000 — 10 000 Ix.
Této svételné intenzity lze dosdhnout umisténim ¢tyt az sedmi
univerzalnich bilych 30W zafivek (teplota chromati¢nosti
ptiblizn¢ 4 300 K) ve vzdalenosti 0,35 m od kultury fas.

— M¢éteni hustoty bunc¢k by se mélo provadét piimym pocitanim
zivych buné€k, napf. pod mikroskopem s pocitacimi komurkami.
Za ptedpokladu dostate¢né citlivosti a prokazané dobré korelace
s bunéénou hustotou mohou byt pouzity 1 jiné postupy
(fotometrie, turbidimetrie,...).

Testovaci organismy

Je doporuceno pouzit rychle rostouci druhy zelenych tas vhodné pro

kultivaci a zkouSeni. Davéa se prednost nasledujicim druhiim:

— Selenastrum  capricornutum, napt. ATCC 22662  nebo
CCAP 278/4,

— Scenedesmus subspicatus, napt. 86.81 SAG.

Poznamka:

ATCC = American Type Culture Collection (USA)

CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (VB)

SAG = Collection of algal culture (Géttingen, SRN)

Pouziti jiného druhu fas musi byt uvedeno ve zprave.

Zkusebni postup

Koncentra¢ni rozmezi, ve kterém Ize oCekavat ucinky, se ur¢i na zéklade

vysledkt orienta¢nich zkousek.

Dva parametry, jeZ jsou mirou rustu (biomasa a rastova rychlost), mohou

poskytovat zcela rozdilné hodnoty snizeni rlstu; v orienta¢ni zkouSce by

mély byt pouzity oba parametry, aby mohlo zajisténo, Ze geometricka fada

koncentraci umozni odhadnout jak E,Cs, tak E,Cs.

Pocatecni hustota bunek

Doporucuje se, aby byla pocatecni hustota bunck tasy Selenastrum

capricornutum a tasy Scenedesmus subspicatus ve zkuSebnich roztocich

piiblizng 10* bunék na ml. PouZije-li se jiny druh fasy, mé&la by byt

biomasa srovnatelna.

Koncentrace zkusebni latky

Pro zkouSku se pfipravi geometrickd fada nejméné péti koncentraci

koncentrace by neméla vykazovat zadny pozorovatelny t¢inek na rast fas.

Nejvyssi zkouSena koncentrace by méla omezit rdast ve srovnani

s kontrolni zkouskou nejméné o 50 %, nejlépe by méla riist zcela zastavit.

Opakovani a kontroly

Plan zkousky by mél zahrnovat tifi opakovéani s kazdou zkuSebni

koncentraci. Dale se provedou tfi kontroly bez zkuSebni latky, a je-li

pouzita pomocna latka, téz tfi kontroly s touto latkou. Je-li pro to divod,

muze byt plan zkousky upraven tak, ze se pouzije vice koncentracnich

urovni a snizi 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 pfipravi pfidanim alikvotnich
podilt zasobniho roztoku zkusebni latky k vhodnému mnozstvi prekultury
fas (viz doplnék 1).

Kultivaéni baiky se protiepou a umisti se do kultiva¢niho zatizeni. Bunky
fas se udrzuji v suspensi tfepanim, michdnim nebo probublavanim
vzduchem, aby se zlep$ila vyména plynti a zmensilo se kolisani pH ve
zkuSebnich roztocich. Kultury se udrzuji pii teploté 21 — 25 °C udrZované
s presnosti na + 2 °C.

Hustota bunék v kazdé baiice se stanovi nejméné po 24, 48 a 72 h po
zahajeni zkousky. Pouziva-li se méfeni hustoty bunck jind metoda, nez je
jejich pfimé pocitani, pouzije se ke stanoveni pozadi filtrované médium
pro kultivaci fas obsahujici odpovidajici koncentraci zkusebni chemické
latky.

pH se méfi na zacatku zkousky a po 72 h.

Hodnota pH by se neméla béhem zkousky zménit vic nez o 1,5.

Zkouseni tekavych latek

V soucasné dobé neexistuje obecné pfijaty zplsob zkouseni tékavych
latek. Je-li o latce zndmo, Ze se snadno vypatfuje, mohou byt pouZity
uzaviené¢ kultivaéni nadoby se zvétSenym mrtvym objemem. Pii
planovani objemu horni ¢asti kultivacnich ban€k se musi zohlednit
eventualni nedostatek CO,. Byly navrzeny varianty této metody (4).

ME¢l by byt u€inén pokus stanovit mnozstvi zkusebni latky, které v roztoku
zustalo; pi1 interpretaci  vysledkii zkouSek s tékavymi latkami
v uzavienych systémech je doporuceno postupovat mimoiadné opatrn¢.
Limitni zkouSka

S vyuzitim postupii popsanych v této metodé miize byt provedena limitni
zkouska s koncentraci 100 mg-I" s cilem prokazat, 7e ECso je vys§i neZ
tato koncentrace.

Je-li povaha zkuSebni latky takova, ze nelze ve vod¢ dosahnout
koncentrace 100 mg:1™', provede se limitni zkouska pii koncentraci
odpovidajici rozpustnosti této latky v pouzitétm médiu (nebo pfi
maximalni koncentraci, kdy latka vytvaii stabilni disperzi) (viz také
bod 1.6.1.1).

Limitni zkouska se provede alesponi tfikrat, se stejnym poctem kontrol.
V limitni zkous$ce se stanovi oba parametry, jez jsou mirou ristu (biomasa
a ristova rychlost).

Zjisti-li se v limitni zkousSce pokles ristu biomasy nebo rustové rychlosti
ve srovnani s kontrolami o 25 % nebo vice, provede se Uiplna zkouska.
DATA A HODNOCEN{

Naméiené hustoty bunck ve zkuSebni kultufe a v kontrolach se spolu
s koncentracemi zkuSebni latky a dobami méfeni shrnou do tabulky.
Stfedni hodnota hustoty bunc¢k pro kazdou zkuSebni koncentraci a pro
kontroly se vynese proti ¢asu (0 — 72 h) a sestroji se riistova kiivka.

Vztah koncentrace/U¢inek se stanovi dvéma nasledujicimi postupy.
Nekteré latky mohou riast pii nizkych koncentracich stimulovat. V tivahu
by méla byt vzata pouze data udavajici potlaceni ristu mezi 0 a 100 %.
POROVNANI PLOCH POD RUSTOVYMI KRIVKAMI

Plocha mezi ristovou kiivkou a vodorovnou linii N = N, se vypocte podle
nasledujiciho vzorce:
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a=2 2N2 ot + M +N§ 2N, (ty =)+ Nt H\;" 2Ny (¢,
kde

A= plocha,

No=  pocet bun¢k v ml v ¢ase ¢y (na pocatku zkousky),

N, = naméieny pocet bunék v 1 ml v case ¢,

N, = naméfeny pocet bun¢k v 1 ml v Case ¢,,

= doba prvniho méfeni od pocatku zkousky,

ty = doba n-t¢ho méfeni od pocatku zkousky,

n= pocet méteni od pocatku zkousky.

Potlaceni rlstu vyjadiené v % (I/a) se pro kazdou koncentraci zkuSebni
latky vypocte podle vzorce:

1, =%~ 100
A,
kde
A.=  plocha mezi ristovou kiivkou kontrolni zkousky a horizontalni
linii N = No,
A= plocha mezi ristovou kiivkou pii koncentraci ¢ a horizontalni
linii N = Ny.

Hodnoty /4 se nanesou na semilogaritmicky nebo na pravdépodobnostni
semilogaritmicky papir proti odpovidajicim koncentracim. Vynesou-li se
body na pravdépodobnostni papir, prolozi se body pfimka, a to ruéné nebo
regresnim vypoctem.

Hodnota ECs se odhadne odectenim z regresni ptimky jako koncentrace
odpovidajici 50% sniZeni ristu (/o =50 %). Pro jednoznaéné oznaceni
této hodnoty v ramci této metody vypoctu se doporucuje pouzit symbol
EvCso. Je dulezité, aby byla shodnotou E,Csy uvedena pftislusna
expozi¢ni doba, napi. E,Cso (0 — 72 h).

POROVNANI RUSTOVYCH RYCHLOST]

Primérnou specifickou ristovou rychlost (¢) pro exponencidlné rostouci
kultury lze vypocitat jako:

InN, -InN,

n

IL[:

kde ¢, je Cas zafatku zkousky.

Primérnou specifickou rastovou rychlost Ize také odvodit ze sklonu
regresni ptimky v zavislosti In N na Case.

Snizeni specifické ristové rychlosti vyjadiené v procentech pro kazdou
koncentraci zkuSebni latky (/,,) se vypocte podle vzorce:

1, =100
He
kde
Ue = stfedni specificka riistova rychlost v kontrole,
U= stiedni specificka ristova rychlost pro zkuSebni koncentraci ¢.

Snizeni stfedni specifické rlstové rychlosti v procentech pii vSech
koncentracich zkuSebni latky ve srovnani s kontrolni hodnotou se vynese
proti logaritmu koncentrace. Hodnotu ECsy lze odecist z vysledného
grafu. Pro jednoznacné oznaceni ECsy odvozené touto metodou se

— L )
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doporucuje pouzit symbol E.Csy. Musi byt uvedeny okamziky méfeni,

napt. vztahuje-li se hodnota k casu 0 a k72 h, oznaéi se symbolem

E.Cso (0—72 h):

Poznamka: Ve vyrazu pro specifickou ristovou rychlost vystupuji

logaritmy, tzn. malé zmény ristové rychlosti mohou odpovidat velkym

zménam biomasy. Hodnoty E,C a E,C tedy nejsou Ciselné srovnatelné.

VYPOCET NOEC

Hodnota koncentrace nezpiisobujici Zadné pozorovatelné tcinky (NOEC)

se stanovi vhodnou statistickou metodou pro srovnavani vice vzorki

(napf. analyza rozptylu a Dunnettiiv test) s vyuzitim jednotlivych hodnot

ploch pod rlstovymi kiivkami 4 (vizbod 2.1) nebo specifickych

rustovych rychlosti u (viz bod 2.2).

ZPRAVY

Protokol o zkousSce ma pokud mozno obsahovat nésledujici udaje:

— zkusebni latka: idaje o chemické identit¢;

— testovaci organismus: puivod, laboratorni kultura, ¢islo kmene,
metoda kultivace;

— zkusebni podminky:

— datum zahdjeni a ukon¢eni zkousky a délka zkousSeni,

— teplota,

— slozeni média,

— kultivacni zatizeni,

— hodnoty pH roztoku na pocatku a na konci zkousky (je-li
pozorovano kolisani pH o vice nez 1,5, uvede se
vysvétleni),

— nosi¢ a metoda pouzitd pro rozpousténi zkusebni latky,
koncentrace nosice ve zkuSebnich roztocich,

— intenzita a kvalita svétla,

— zkousené koncentrace (namétené nebo nominalni);

— vysledky:
— koncentrace bun¢k v jednotlivych bankach v kazdé dob¢
méfeni a metoda méfeni koncentrace bungk,

— pramérné hodnoty koncentrace bunck,

— rustové kiivky,

— grafické znazornéni vztahu koncentrace — ucinek,

— hodnoty EC a metoda vypoctu,

— NOEC,

— dalsi pozorované tcinky.
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DODATEK 1
Priklad postupu kultivace fas

Obecné poznamky

Ucelem kultivace nasledujicim postupem je ziskani kultur fas pro zkousky toxicity.
Me¢ly by byt pouzity vhodné metody k tomu, aby bylo zajisténo, ze kultury fas
nebudou infikovany bakteriemi (ISO 4833). Vhodné mohou byt axenické kultury,
avsak zakladem jsou jednodruhové kultury.

Vsechny operace se provadéji za sterilnich podminek, aby nedoslo ke kontaminaci
bakteriemi a jinymi fasami. Kontaminované kultury se vytadi.

Postupy pri ziskani kultur fas

Priprava zivnych roztokii (média):

Médium lze pfipravit ziedénim koncentrovanych zékladnich roztokt zivin. K ziskani
pevného média se ptidava 0,8 % agaru. Pouzité médium by mélo byt sterilni.
Sterilizace v autoklavu muze vést ke ztrat€ NH;.

Kmenova kultura:

Kmenové kultury jsou malé kultury fas, které se pravidelné ptenasSeji do Cerstvého
média, kde slouzi jako vychozi testovaci materidl. Nejsou-li kultury pravidelné
pouzivany, vyockovavaji se na Sikmy agar. Poté se nejméné jednou za dva mésice
ptrenaseji do Cerstvého média.

Kmenové kultury se péstuji v Erlenmeyerovych bailkkach obsahujicich vhodné
medium (objem ptiblizné 100 ml). Jsou-li fasy kultivovany pfi teploté 20 °C a stalém
osvétleni, musi se pfenasSet kazdy tyden.

Pii pfeockovani se pifenese sterilni pipetou do banky s Cerstvym mediem takové
mnozstvi ,,staré* kultury, aby byla vychozi koncentrace u rychle rostouciho druhu fas
asi stokrat mensi nez koncentrace kultury staré.

Ristovou rychlost druhu fas lze odeCist zristové kiivky. Je-li zndma, lze zni
odhadnout hustotu, pfi niZ musi byt kultura pfenesena do Cerstvého média. K tomu
musi dojit pfed fazi odumirani kultury.

Predkultura:

Ugelem predkultur je poskytnout dostate¢né mnozstvi fas potiebnych pro naotkovéni
testovacich kultur. Predkultura se kultivuje za zkusebnich podminek a pouzije se jeste
béhem exponencidlniho rastu, to znamena obvykle po tfidenni inkubac¢ni lhuté.
Obsahuji-li kultury fas deformované nebo abnormalni buiiky, musi se odstranit.

DODATEK 2

V normé ISO 8692 - Jakost vody - Rustovad inhibi¢ni zkouSka na sladkovodnich
fasach Scenedesmus subspicatus a Selenastrum capricornutum jsou uvedeny
vysledky mezilaboratornich zkousek dichromanu draselného provedenych
16 laboratofemi.

Stiedni hodnota (mg-1™") Rozpéti (mg- 1)
E.Cs (0—72h) 0,84 0,60 az 1,03
E,Cs0 (0—72h) 0,53 0,20 az 0,75

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

IV.I1 UvoD
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Je popsano Sest metod, které umoziuji screeningové posouzeni snadné
biologické rozloZitelnosti chemickych latek v aerobnim vodnim prostiedi:

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

b) Modifikovand screeningova zkouska OECD — na ubytek DOC
(metoda C.4-B)

c) Zkouska na uvolnovani oxidu uhli¢it¢ho (CO;) (modifikovana
Sturmova zkouska) (metoda C.4-C)

d) Zkouska manometrickou respirometrii (metoda C.4-D)

e) Zkouska v uzavienych lahvickach (metoda C.4-E)

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

Japonsko) (metoda C.4-F)
Obecné a spolecné tivahy pro vSech Sest zkousek jsou uvedeny v ¢asti [
metody. Specifické body jednotlivych metod jsou uvedeny v Castech II az
VII. Ptilohy obsahuji definice, vzorce a navody.
Mezilaboratorni srovnavaci test OECD provedeny v roce 1988 ukazal, ze
metody poskytuji shodné vysledky. V zavislosti na fyzikalnim charakteru
latky, ktera ma byt zkouSena, se vSak mize davat prednost ur¢it¢ metode¢.
VYBER VHODNE METODY
Pro volbu nejvhodnéjsi metody jsou nezbytné informace o rozpustnosti,
tenzi par a o adsorpénich vlastnostech chemické latky. Pro vypocet
teoretickych hodnot a/nebo ovéfeni namétenych hodnot parametrti, napf.
TSK, TCO,, DOC, TOC, CHSK (viz piilohy I a II) je nutné znat
chemickou strukturu nebo vzorec.
ZkuSebni chemické latky, jejichz rozpustnost ve vodé je alesponl
100 mg-1", lze zkouSet viemi metodami za piedpokladu, Ze netékaji a
neadsorbuji se. Pro latky Spatné rozpustné ve vod¢, které tékaji nebo se
adsorbuji, jsou vhodné metody uvedené v tabulce 1. Zptsob, jakym je
tieba zachazet s latkami Spatné rozpustnymi ve vodé¢ a s latkami t€kavymi,
je popsan v ptiloze IIl. 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 ptipadé musi byt
provedena abioticka kontrola pro zohlednéni ptipadné fyzikalni ztraty.

Tabulka 1: Pouzitelnost zkuSebnich metod

Zkouska Analytickd metoda Vhodnost pro latky
Spatné tékavé | adsorbujici
rozpustné se

na ubytek DOC rozpustény organicky — — +/—
uhlik

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

— na ubytek DOC uhlik

na uvoliiovani CO, respirometrie: uvoliiovani + — +
CO,

manometricka manometricka + +/— +

respirometrie respirometrie: spotfeba
kysliku

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

lahvickéach kyslik

MITI respirometrie: spotfeba + +/- +
kysliku
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Pro interpretaci ziskanych vysledkl, zejména pokud jsou vysledky nizké
nebo margindlni, se vyzaduji informace o Cistoté nebo relativnich podilech
hlavnich slozek zkuSebniho materialu.

Pro volbu vhodnych zkuSebnich koncentraci mohou byt velmi uzite¢né
informace o toxicit¢ zkuSebni chemické latky pro bakterie (ptiloha IV);
tyto informace mohou byt dilezité pro spravnou interpretaci nizkych
hodnot biologického rozkladu.

REFERENCNI LATKY

Pro ovéfeni postupu se soubézné se zkouskou a ve vlastni bance zkouseji
referenéni chemické latky, které spliuji kritéria snadné biologické
rozlozitelnosti.

Vhodnymi chemickymi latkami jsou anilin (Cerstvé ptedestilovany),
natrium-acetat, natrium-benzoat. VSechny tyto referencni chemické latky
se za podminek vuvedenych metodach rozkladaji, i kdyz se zdmérné
nepiidad zadné inokulum.

Byl podan navrh hledat referen¢ni chemickou latku, ktera by byla snadno
rozlozitelna, avSak vyzadovala by pfidani inokula. Navrzen byl
kalium-hydrogen-ftalat. O této latce je tieba jesté ziskat vice Uidaji, nez ji
bude mozné ptijmout jako referencni latku.

V respirometrickych zkouskach mohou v disledku nitrifikace ovlivnit
spottebu kysliku latky obsahujici dusik (viz ptilohy 11 a V).

PODSTATA ZKUSEBN{CH METOD

Roztok nebo suspense zkuSebni latky v mineralnim prostiedi se inokuluje
a kultivuje v aerobnich podminkach vtemnu nebo v difuznim svétle.
Mnozstvi DOC ve zkuSebnim roztoku pochézejici z inokula se musi
Endogenni aktivita inokula se zohledni na zékladé¢ soubé&zné slepé
zkousky s inokulem, avsak bez zkousené latky, tfebaze endogenni aktivita
bun¢k v pfitomnosti latky presné¢ neodpovidd aktivité v endogenni
kontrolni zkousce. Za tucelem kontroly postupu se soub&zné provadi
zkouska s referencni latkou.

Obecné se rozklad sleduje stanovenim parametri jako DOC, tvorba CO,
nebo spotieba kysliku a méfeni se provadéji v dostatecné kratkych
intervalech, aby bylo mozné identifikovat zaCatek a konec biologického
rozkladu. Méfeni automatickymi respirometry je kontinudlni. N&kdy se
doplitkkové k jinému parametru méii DOC, avSak obvykle pouze na
zacatku a na konci zkousky. Lze rovnéz pouzit specifickou chemickou
analyzu, kterou se vyhodnoti primarni rozklad zkuSebni latky nebo kterou
se stanovi koncentrace kteréhokoli vzniklého meziproduktu (ve zkousce
MITI povinné).

Zkouska obvykle trva 28 dni. Je vSak mozné ukoncit méfeni pred
uplynutim 28 dni, tj. jakmile vykazuje kifivka biologického rozkladu plato
po tfipo sob& nasledujici méteni. Je také mozné meéteni po 28 dnech
prodlouZit, jestlize z kiivky vyplyva, ze biologicky rozklad zacal, avSak
28. dne jeste nebylo jesté dosaZzeno 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 mikroorganismu piidanych
na pocatku do zkuSebniho média, tim mens$i jsou rozdily mezi
vicenasobnymi métenimi. Okruzni testy rovnéz ukazaly, ze mezi vysledky
ziskanymi riiznymi laboratofemi mohou byt velké rozdily, avSak u snadno
biologicky rozlozitelnych sloucenin se obvykle dosahuje dobré shody.
Platnost zkousky

Zkouska se povazuje za platnou, je-li na konci zkousky nebo poptipadé na
konci 10denniho obdobi rozkladu rozdil hodnot krajnich vysledkl
vicenasobnych méteni rozkladu zkuSebni chemické latky v oblasti plato
kiivky men$i nez 20 % a dosahl-li stupent rozkladu referencni latky
vyjadieny v procentech urovné snadné biologické rozlozitelnosti do
14 dni. Neni-li splnéna kterakoli z téchto podminek, métfeni se opakuje.
Vzhledem k naro¢nosti metod neznamenaji nizké hodnoty nutné
skutecnost, ze zkuSebni latka neni v podminkach zivotniho prostiedi
biologicky rozlozitelnd, ale znamenaji, ze k prokazani biologické
rozlozitelnosti jsou tfeba dalsi studie.

Jestlize ve zkousSce toxicity zahrnujici jak zkusSebni latku, tak referencni
chemickou latku doSlo béhem 14 dni k méné€ nez 35% rozkladu
(stanoveného podle DOC) nebo k méné nez 25% rozkladu (stanoveného
podle TSK nebo TCO,), lze zkuSebni chemické latky povazovat za
inhibujici (viz také pfiloha IV). Série zkousek by méla byt opakovana,
pokud mozno s niz§i koncentraci zkuSebni chemické latky a/nebo s vyssi
koncentraci inokula, avSak ne s koncentraci vyssi nez 30 mg tuhych latek
v litru.

OBECNE POSTUPY A PRIPRAVA

Obecné podminky pro zkousky jsou shrnuty v tabulce 2. Ptistroje a dalsi
experimentalni podminky specifické pro jednotlivé metody jsou popsany
dale v kapitolach pro tyto ptislusné metody.



Tabulka 2: ZkuSebni podminky

“ Zkouska na Zkouska na Manometricka Modif. screeningova | Zkouska v uzavienych .
Zkouska ubytek DOC uvoliovani CO, respirometrie zkouska OECD lahvickach Zkouska MITI (I)
Koncentrace zkusSebni latky
mg- 1™ 100 2-10 100
mg DOC/1 10 - 40 10 - 20 10 - 40
mg TSK/1 50 - 100 5-10
Koncentrace inokula (buiiky/I, <30 mg/l SL nebo < 100 ml odpadni vody/1 0,5 ml sekundarni <5 ml odpadni vody/1 30 mg/l SL
priblizng) (107-10% odpadni vody/I (10%-10% (107-10%)
(10%)

Koncentrace prvka
v mineralnim médiu (v mg-1™)

P 116 11,6 29

N 1,3 0,13 1,3

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+02 nejlépe 7,0
Teplota 22+2°C 25+1°C

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

Pouzivd se deionizovana nebo destilovand voda neobsahujici inhibujici
koncentrace toxickych latek (napf. ionty Cu®"). Voda smi obsahovat nejvyse 10 %
obsahu organického uhliku vneseného zkuSebnim materidlem. Vysoka cistota
vody pro zkouSky je nezbytna pro to, aby se nevyskytovaly vysoké hodnoty
slepého pokusu. Kontaminace miize pochdzet z vlastnich ptitomnych necistot,
z materialu ménice ionti, z rozkladnych latek z bakterii a fas. Pro kazdou sérii
méfeni se pouzije pouze jedna Sarze vody, kterd byla pfedem piekontrolovana
analyzou DOC. Tato kontrola neni nutnd u zkousky v uzavienych lahvickach,
spotieba kysliku vodou vSak musi byt nizka.

Zasobni roztoky mineralnich sloZzek

Pro ptipravu zkuSebnich roztokd se piipravi zasobni roztoky o vhodnych
koncentracich mineralnich slozek. NiZe uvedené zdsobni roztoky je mozné pouzit
(pti riznych zied’'ovacich faktorech) pro metodu s ubytkem DOC, modifikovanou
screeningovou metodu OECD, metodu s uvoliiovanim CO,, pro manometrickou
respirometrii a pro metodu s uzavienymi lahvickami.

Zied'ovaci faktory a specifickd pfiprava minerdlniho media pro zkousku MITI
jsou uvedeny v oddilech pro jednotlivé zkousky.

Zasobni roztoky:

Za pouziti reak¢nich ¢inidel Cistoty p.a. se pfipravi nasledujici zdsobni roztoky:

a)  Dihydrogenfosforecnan draselny, KH,PO4 8,50 g
Hydrogenfosfore¢nan didraselny, KoHPO4 21,75 g
Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat, Na,HPO4-2H,O 33,40 g
Chlorid amonny, NH4Cl 0,50 g
Rozpusti se ve vodé¢ a doplni na 1 litr. pH roztoku musi
byt 7.,4.

b)  Chlorid vapenaty bezvody, CaCl, 27,50 g
nebo chlorid vapenaty dihydrat, CaCl,-2H,0 3640 g

Rozpusti se ve vod¢ a doplni na 1 litr.

c)  Siran hofec¢naty heptahydrat, MgSO4-7H,O 22,50 g
Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr.

d)  Chlorid zelezity hexahydrat, FeCls;-6H,O 0,25 ¢g
Rozpusti se ve vod¢ a doplni na 1 litr.

Poznamka: Aby nebylo nutné piipravovat tento roztok bezprostiedné pied

pouzitim, pfida 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 vy$$i nez 1 g™, rozpusti se naptiklad 1 — 10 g (podle

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

Jinak se z&sobni roztoky pfipravuji v mineralnim médiu, nebo se chemicka latka

pfidd pfimo do minerdlniho média. Pokud jde o postup s méné rozpustnymi

chemickymi latkami, viz pfiloha lII; ve zkousce MITI (metoda C.4-F) se

nepouzivaji ani rozpoustédla, ani emulgacni ¢inidla.

Inokula

Inokulum Ize ziskat ztady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaSkovych vod

(nechlorovanych), z povrchovych vod a pid nebo zjejich smési. Pouziva-li se
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aktivovany kal ve zkouSce na ubytek DOC, na uvoliovani CO, a ve zkouSce
manometrickou respirometrii, m¢l by byt odebran z Cistirny nebo z laboratorni
jednotky Cistici pfevazné domovni odpadni vody. U inokuli z jinych zdroji byl
zjistén vétsi rozptyl vysledki. V modifikované screeningové zkousce OECD a ve
zkousce v uzavienych lahvickach je potiebné ziedénéjsi inokulum bez vlocek kalu
a nejvhodnéj$im zdrojem je voda z druhého stupné Cistirny domovnich odpadnich
vod nebo z laboratorni jednotky. Pro zkousku MITI se inokulum ziskava ze smési
zdrojii a je popsano v oddilu vénovaném této zkousce.

Inokulum z aktivovanych kalit

Odebere se Cerstvy vzorek aktivovaného kalu z aeracni nadrze Cistirny odpadnich
vod nebo laboratorni jednotky distici pfevazné domovni odpadni vody. Podle
potieby se filtraci pfes jemné sito odstrani hrubé c¢astice a kal se udrzuje
v aerobnich podminkach.

Jinou mozZnosti je usazeni nebo odstfedéni (napf. 10 min pii 1100 g) po
odstranéni hrubych c¢astic. Voda nad usazeninou se odstrani. Kal se promyje
mineralnim médiem. Koncentrovany kal se suspenduje v minerdlnim médiu na
koncentraci 3 — 5 g suspendovanych tuhych latek na litr a az do pouziti se
provzdusiuje.

Kal by mél byt odebran z dobte fungujici konvencni Cistirny. Je-1i nutné odebrat
kal z Cistirny s vysokym vykonem nebo pifedpoklada-li se, ze kal obsahuje
inhibitory, je tfeba jej promyt. Po diikladném promichéani se kal necha usadit nebo
se odstfedi, voda nad usazeninou se odstrani a promyty kal se opét suspenduje
vnové davce minerdlntho média. Tento postup se opakuje, dokud se kal
nepovazuje za prosty prebytecného substratu nebo inhibitoru.

Po opakovaném suspendovani nebo z neupravovaného kalu se tésné pied pouzitim
odebere vzorek pro stanoveni hmotnosti suSiny suspendovanych tuhych latek.
Dalsi moznosti je homogenizace aktivovaného kalu (3 — 5 g suspendovanych latek
v litru). Kal se 2 min zpracovava v mechanickém misi¢i pii stfedni rychlosti.
Promichany kal se necha 30 min, poptipadé déle, usazovat a kapalina se dekantuje
pro pouZziti jako inokulum v koncentraci 10 ml na litr mineralniho média.

Jiné zdroje inokula

Inokulum lze ziskat z vystupu z druhého stupné ¢istirny odpadnich vod nebo
laboratorni jednotky zpracovavajici pievazné domovni odpadni vody Odebere se
Cerstvy vzorek a béhem piepravy se udrzuje v aerobnich podminkach. Necha se
1 h usadit nebo se zfiltruje pfes hruby filtracni papir a dekantovana kapalina nebo
filtrat se az do pouziti udrzuje v aerobnich podminkéch. Na litr média lze pouzit
az 100 ml tohoto typu inokula.

Dalsim zdrojem inokula je povrchova voda. V tomto ptipadé se odebere vzorek
vhodné povrchové vody, napt. fi€ni nebo jezerni vody, a uchovava se az do
pouziti v aerobnich podminkach. V ptipadé potieby se inokulum zkoncentruje
filtraci nebo odstredénim.

PredbéZna aprava inokuli

Inokula je mozné predbézné upravit pro experimentalni podminky, ale nikoli
predbézné adaptovat na zkuSebni latku. Pfedbézna uprava spocivd v aeraci
aktivovaného kalu v minerdlnim médiu nebo vystupu z druhého stupné Cistirny po
dobu 5—7dni pii zkuSebni teploté. Predbéznd uprava nékdy zlepsi presnost
zkuSebnich metod sniZzenim hodnot ze slepych pokust. Pfedbézna tprava inokula
pro zkousku MITI se nepovazuje za nutnou.

Abiotické kontroly
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V piipad¢ potifeby se kontroluje mozny abioticky rozklad zkuSebni latky
stanovenim Ubytku DOC, pifijmu kysliku nebo uvoliiovani oxidu uhli¢it¢ho ve
sterilnich kontrolach bez inokula. Sterilizace se provadi filtraci pfes membranu
(0,2 — 0,45 pm) nebo pfiddnim vhodné toxické latky v odpovidajici koncentraci.
Pouziva-li se membranova filtrace, odebiraji se vzorky asepticky, aby byla
zachovana sterilita. Pokud nebyla pfedem vyloucena adsorpce zkuSebni latky,
mély by zkousky, kterymi se sleduje biologicky rozklad podle tbytku DOC,
zejména pii pouziti inokula z aktivovaného kalu, zahrnovat abiotickou kontrolu,
kterd je inokulovéna a intoxikovana.

Pocet nasazenych banék

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

Mohou byt pouzity tyto banky:

ZkuSebni suspense: obsahujici zkusebni latku a inokulum

Slepa zkouska s inokulem: obsahujici pouze inokulum

Kontrolni zkouska postupu: obsahujici referencni latku a inokulum

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

Kontrola adsorpce: obsahujici zkusebni latku, inokulum a sterilizacni ¢inidlo
Kontrola toxicity: obsahujici zkusebni latku, referencni latku a inokulum
Stanoveni ve zkuSebni suspensi a slepy pokus s inokulem musi byt provadény
soubézné. Doporucuje se, aby stanoveni v ostatnich bankach bylo provadéno
rovnéZ soub&zné.

To vSak nemusi byt vZdy moZzné. Je tfeba zajistit, aby se odebiral dostatecny pocet
vzorkd nebo aby se provadél dostatecny pocet odectti pro vyhodnoceni procenta
ubytku v 10dennim obdobi rozkladu.

DATA A HODNOCEN{

Pii vypoctu rozkladu v procentech D;, se pouziji stfedni hodnoty z méfeni
parametru provedenych duplicitné v obou zkuSebnich nddobach a ze slepého
pokusu s inokulem. Vzorce jsou uvedeny dale v oddilech pro jednotlivé zkousky.
Pribéh rozkladu se znazorni graficky a vyznaci se 10denni obdobi rozkladu.
Vypocte se a uvede ubytek v procentech dosazeny na konci 10denniho obdobi
rozkladu a hodnota pro platd kiivky nebo popiipadé hodnota odpovidajici konci
zkousky.

V respirometrickych zkouskdch mohou v disledku nitrifikace ovlivnit spotifebu
kysliku latky obsahujici dusik (viz pfilohy Il a V).

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 odd€lené pro kazdou banku obsahujici zkusebni latku, a to pomoci
sttednich hodnot méfeni DOC provedenych duplicitné. Vypocte se podle

nasledujici rovnice:
D, = [1_ﬂjx100

0~ Cro
kde
D, = rozklad v procentech v ¢ase ¢,
Co=  stfedni pocatecni koncentrace DOC v inokulovaném kultivaénim médiu
obsahujicim zkuSebni latku (v mg DOC na litr),
C = sttedni  koncentrace DOC v inokulovaném kultivaénim médiu

obsahujicim zkuSebni latku v Case ¢ (v mg DOC na litr),
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IV.I7.3

IV.I8

Cywo = stfedni pocatecni koncentrace DOC ve slepém inokulovaném mineralnim
médiu (v mg DOC na litr),

Cyw = stfedni koncentrace DOC ve slepém inokulovaném minerdlnim médiu
v ¢ase ¢ (v mg DOC na litr).

Vsechny koncentrace se stanovi experimentaln¢.

Rozklad méreny specifickou analyzou

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

rozklad z rovnice:

Sy, — S
D, == —"2x100
Sb

kde
D,=  rozklad v procentech v Case ¢, obvykle po 28 dnech,
S, = zbylé mnozstvi zkuSebni latky v médiu s inokulem na konci zkouSky

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

kterych byla pfiddna pouze zkuSebni latka (mg).
Abioticky rozklad

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

abioticky rozklad v % = S0 =% 14
Co

kde:

Cs0) = koncentrace DOC ve sterilni kontrole v den 0,

Csty = koncentrace DOC ve sterilni kontrole v den ¢.

ZPRAVY

Protokol o zkousce ma pokud mozno obsahovat nasledujici tidaje:

— zkuSebni a referen¢ni chemické latky a jejich Cistota;

— zkuSebni podminky;

— inokulum: charakter a misto (mista) odbéru, koncentrace a jakakoli
ptedbézna tprava,

— podil a charakter primyslového odpadu obsazeného v odpadni vode,
jsou-li zndmy;

— délka zkousky a teplota;

— v pfipad€¢ Spatné rozpustnych zkuSebnich latek pouzity zpusob
zpracovani;

— pouzitd zkuSebni metoda; mély by byt uvedeny védecké divody a
vysvétleni pro veskeré zmény postupu;

— ptehled dat;

— veskeré pozorované projevy inhibice;

— jakykoli pozorovany abioticky rozklad,

— specifickd analyticka data o chemické latce, pokud existuji;

— analytickd data o meziproduktech, pokud existuyji;

— graf zavislosti rozkladu v procentech na ¢ase pro zkuSebni a referen¢ni
latku; je tieba zieteln€¢ oznacit fazi iniciace, fazi rozkladu, 10denni
obdobi rozkladu a smérnici (pfiloha I). Vyhovuje-li zkouska kritériim
jakosti, je mozné v grafu pouzit stfedni hodnotu rozkladu v procentech
v banikéach obsahujicich zkuSebni latku;

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



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

IVA.1

IVA2
IVA 2.1

IVA22

IVA23

IVA24

PODSTATA METODY

Odméteny objem inokulovaného minerdlntho média obsahujiciho znamou
koncentraci zkusebni latky (10 — 40 mg DOC na litr) jako nominalni jediny zdroj
organického uhliku se provzdusiiuje v temnu nebo v difusnim svétle pti 22 + 2 °C.
Rozklad se sleduje vkratkych intervalech béhem 28denniho obdobi
prostiednictvim analyzy DOC. Stupen biologického rozkladu se vypocte
vyjadienim koncentrace rozlozeného DOC (opravené na koncentraci DOC ve
slepé zkouSce sinokulem) v procentech koncentrace, kterd byla pfitomna na
zacatku. Stupenn priméarniho biologického rozkladu Ize rovnéz vypocitat
z doplnkové chemické analyzy provedené na zacatku a na konci kultivace.

POPIS METODY

Aparatura

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

b) Tfepacka upravena pro umisténi Erlenmeyerovych banék, bud’

s automatickou regulaci teploty nebo pouzivana v mistnosti s konstantni
teplotou, a s dostate¢nym vykonem pro udrzeni aerobnich podminek ve
vSech barnkach;

c) Filtra¢ni aparatura s vhodnymi membranami;
d) Analyzator DOC;

e) Ptistroj pro stanoveni rozpusténého kysliku;
f) Odstredivka;

Piiprava mineralniho média

Ptiprava zasobnich roztokt je popséna v bodé 1.6.2.

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

Piiprava a predbézna dprava inokula

Inokulum lze ziskat ztady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod,
z povrchovych vod, z piid nebo z jejich smési.

Viz1.6.4,1.6.4.1,1.6.4.2 al.6.5.

Piiprava banék

Do dvoulitrovych Erlenmeyerovych ban¢k se napiiklad odméii 800 ml
minerdlniho média a do jednotlivych banc¢k se ptidaji dostate¢nd mnoZstvi
zasobnich roztokii zkuSebni a referencni latky tak, aby se ziskaly koncentrace
latky odpovidajici 10 — 40 mg DOC na litr. Zkontroluji se hodnoty pH a
poptipad¢ se upravi na 7,4. Banky se inokuluji aktivovanym kalem nebo jinym
zdrojem inokula (viz 1.6.4), aby se ziskala vysledna koncentrace nejvyse 30 mg
suspendovanych latek na litr. Pfipravi se rovnéz kontroly s inokulem
v mineralnim médiu, avSak bez zkusebni nebo referencni latky.

Podle potieby se pouzije jedna nadoba ke kontrole mozného inhibi¢niho u¢inku
zkuSebni latky inokulaci roztoku, ktery obsahuje srovnatelnd mnozstvi jak
zkuSebni, tak referen¢ni chemickeé latky v mineralnim médiu.
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IVA 2.6

IVA3
IVA 3.1

IVA3.2

IVA33

IVA 4

Podle potieby se také pouzije dalsi, sterilni banka s roztokem chemické latky bez
inokula, a to ke kontrole, zda se zkuSebni chemicka latka rozklada abioticky (viz
1.6.6).
Existuje-li dale podezieni, Ze se zkuSebni latka vyznamné adsorbuje na skle, kalu
apod., provede se predbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce, a tedy
vhodnosti zkousky pro danou latku (viz tabulka 1). Nasadi se baiika obsahujici
zkuSebni latku, inokulum a steriliza¢ni ¢inidlo.
Obsah vSech ban¢k se doplni minerdlnim médiem na 1 litr a po promichani se
z kazdé bainky odebere vzorek pro stanoveni pocatecni koncentrace DOC (viz
piiloha II, bod 4). Usti bandk se zakryji napf. hlinikovou folii tak, aby byla
umoznéna volnad vyména vzduchu mezi bankami a okolni atmosférou. Banky se
poté umisti do tiepacky a zahdji se zkouska.
Pocet banék v typické zkousce
Banka 1 a 2: Zkusebni suspense
Barika 3 a 4: Slepa zkouska s inokulem
Banka 5: Kontrolni zkouska postupu
Dale se doporucuji nebo se podle potieby pouziji:
Baiika 6: Abioticka sterilni kontrola
Baiika 7: Kontrola adsorpce
Banka 8: Kontrola toxicity
Viz také bod 1.6.7.
Provedeni zkousky
Béhem zkouSky se ve znamych casovych intervalech duplicitné stanovuje
koncentrace DOC v kazdé bance, a to dostatecné Casto, aby bylo mozné urcit
zacatek 10denniho obdobi rozkladu a ubytek v procentech na konci 10denniho
obdobi rozkladu. Pro kazdé stanoveni se odebere pouze minimalni nezbytné
mnozstvi zkuSebni suspense.
Pted kazdym odbérem vzorkii se podle potifeby nahradi ztraty odpafovanim
z bané€k pfidanim potiebného mnozstvi fedici vody (1.6.1). Pfed odbérem vzorki
se kultivacni médium dobfe promicha a zajisti se, aby latky ulp€lé na sténach
nadob presly do roztoku nebo suspense. Vzorky se thned po odbéru zfiltruji pies
membranu nebo odstfedi (viz pfiloha I, bod 4). Zfiltrované nebo odstredéné
vzorky se analyzuji tyZ den, v opaném piipadé se uchovavaji nejdéle 48 h pii 2 —
4 °C nebo delsi dobu pfi teploté nizsi nez —18 °C.
DATA A ZPRAVY
Zpracovani vysledki
Rozklad v procentech v Case ¢ se vypocte podle bodu 1.7.1. (stanoveni DOC) nebo
podle bodu 1.7.2 (specificka analyza).
Vsechny vysledky se uvedou na ptislusnych formulatich ptehledu dat.
Platnost vysledku
Viz bod 1.5.2.
Zpravy
Viz bod L.8.
PREHLED DAT
Déle je uveden ptiklad ptehledu dat.
ZKOUSKA NA UBYTEK DOC
1. LABORATOR
2. DATUM POCATKU ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA

Néazev:



Koncentrace chemické latky v zasobnim roztoku: mg-1™!

Pocatedni koncentrace chemické latky v médiu v &ase 7o: mg-1™
4. INOKULUM

Zdroj:

Provedena tprava:

Predbézna uprava, pokud byla provedena:

Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési: mg-1”

5 STANOVENI UHLIKU
Analyzétor uhliku:
Baiika &. DOC po n dnech (mg:1™")
0O | n; | ny | n3y | ng
a
1 22
a, stftedni hodnota
Zkusebni latka a inokulum (;‘l(”
1
2 by
b, stfedni hodnota
Crn
Cq
3 =
¢, sttedni hodnota
Cc(t)
Slepa zkouska s inokulem d
bez zkuSebni latky 4 e C{zh —
, sttedn1 hodnota
Cci(t)
€= Cery T Car
(] 2
6. VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT
Barika ¢. Rozklad v % po n dnech
0 n; n, nj Ny
; Dy = 1= S0 =0 | gy |
Ca0) — Gol0)
2 Dy = [1- 00 |60 | g
Cp0) — Coo)
Stfedni hodnota” D= @ 0

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

Poznamka: Podobné formulafe lze pouzit pro referenéni chemickou latku a
kontrolu toxicity.

7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinna)
Cas (dny)
0 t
DOC (mg-1™") ve sterilni kontrole Cy0) Csy

C.o—C
abioticky rozklad v % = —2_ =0 . 100
Cs0)
8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (nepovinna)



IVB.

Zbylé mnozstvi zkuSebni Priméarni rozklad
chemické latky na konci v procentech
zkousky (mg-1™)
Sterilni kontrola Sy
; ¥ T Sb — Su
Inokulované zkuSebni médium S, S, x 100

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

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

Rozklad se sleduje vkratkych intervalech béhem 28denniho obdobi
prostfednictvim analyzy DOC. Stupen biologického rozkladu se vypocte
vyjadfenim koncentrace rozlozeného DOC (opravené na koncentraci DOC ve
slepé zkouSce s inokulem) v procentech koncentrace, kterd byla pfitomna na
zacatku. Stupenn primarniho biologického rozkladu Ize rovnéZz vypocitat
z doplitkkové chemické analyzy provedené na zaCatku a na konci inkubace.

POPIS METODY

Aparatura

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

b) Ttepacka pro umisténi Erlenmeyerovych banck, bud’ s automatickou

regulaci teploty nebo pouZivana v mistnosti s konstantni teplotou, a
s dostatecnym vykonem pro udrzeni aerobnich podminek ve vSech

bankach;
c) Filtra¢ni aparatura s vhodnymi membranami;
d) Analyzator DOC;
e) Ptistroj pro stanoveni rozpusténého kysliku;
f) Odstiedivka.

Priprava mineralniho média

Ptiprava zasobnich roztokl je popsana v bod¢ 1.6.2.

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

V této metodé se pouzivd jako inokulum pouze 0,5 ml odpadni vody na litr, a
proto je nutné do média dodat stopové prvky a rastové faktory. Toho se dosdhne
piidanim 1 ml kazdého z déale uvedenych roztokti na jeden litr vysledného média:
Roztok stopovych prvki:

Siran manganaty tetrahydrat, MnSO4-4H,0 39,9 mg
Kyselina boritd, H;BO3 57,2 mg
Siran zine¢naty heptahydrat, ZnSO4-7H,0 42,8 mg
Heptamolybdenan hexaamonny, (NH4)sMo07024 34,7 mg

Chelat Fe (FeCls s kyselinou ethylendiaminotetraoctovou)  100,0 mg
Rozpusti se v fedici vod¢ a doplni se touto vodou na 1 000 ml.
Vitaminovy roztok:
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IVB.24

IVB.2.5

IVB.2.6

Kvasni¢ny extrakt 15,0 mg

Kvasni¢ny extrakt se rozpusti ve 100 ml vody. Sterilizuje se prichodem
membranou 0,2 um, nebo se pfipravi Cerstve.

Priprava a predbézna dprava inokula

Inokulum se ziska z vystupu druhého stupné Cistirny nebo laboratorni jednotky
zpracovavajici prevazné¢ domovni odpadni vody.

Viz1.6.4.2al6.5.

Pouzije se 0,5 ml na litr minerdlniho média.

Piiprava banék

Do dvoulitrovych Erlenmeyerovych ban€k se naptiklad odméti 800 ml
minerdlniho média a do jednotlivych banék se pfidaji dostate¢nd mnozstvi
zasobnich roztokl zkuSebni a referencni latky tak, aby se ziskaly koncentrace
latky odpovidajici 10 — 40 mg DOC na litr. Zkontroluji se hodnoty pH a
popiipad¢ se upravi na 7,4. Baiiky se inokuluji odpadni vodou z druhého stupné
¢isténi odpadnich vod (viz 1.6.4.2) v objemu 0,5 ml na litr. Pfipravi se rovnéz
slepé zkousky s inokulem v minerdlnim médiu, avSak bez zkuSebni nebo
referencni latky.

Podle potfeby se pouzije jedna nadoba ke kontrole mozného inhibi¢niho u¢inku
zkuSebni latky inokulaci roztoku, ktery obsahuje srovnatelnd mnozstvi jak
zkuSebni, tak referencni chemické latky v minerdlnim médiu.

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

Existuje-li dale podezieni, ze se zkusebni latka vyznamné adsorbuje na skle, kalu
apod., provede se predbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce, a tedy
vhodnosti zkousky pro danou latku (viz tabulka 1). Nasadi se baiika obsahujici
zku$ebni latku, inokulum a steriliza¢ni ¢inidlo.

Obsah vSech ban€k se doplni mineralnim médiem na 1 litr a po promichani se
z kazdé bailkky odebere vzorek pro stanoveni pocatecni koncentrace DOC (viz
ptiloha I, bod 4). Usti banék se zakryji napf. hlinikovou folii tak, aby byla
umoznéna volnd vyména vzduchu mezi bankami a okolni atmosférou. Banky se
poté umisti do tfepacky a zah4ji se zkouska.

Pocet banék v typické zkousce

Banka 1 a 2: Zkusebni suspense

Baiika 3 a 4: Slepa zkouska s inokulem

Barika 5: Kontrolni zkouska postupu

Déle se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:

Barnka 6: Abioticka sterilni kontrola

Baiika 7: Kontrola adsorpce

Banka 8: Kontrola toxicity

Viz také bod 1.6.7.

Provedeni zkousky

Béhem zkouSky se ve znamych casovych intervalech duplicitné stanovuje
koncentrace DOC v kazdé bance, a to dostatecné Casto, aby bylo mozné urcit
zacatek 10denniho obdobi rozkladu a ubytek v procentech na konci 10denniho
obdobi rozkladu. Pro kazdé stanoveni se odebere pouze minimalni nezbytné
mnozstvi zkuSebni suspense.

Pted odbérem vzorkii se podle potfeby nahradi ztraty odpafovanim z banck
pfidanim potfebného mnozstvi fedici vody (1.6.1). Pfed odbérem vzorkil se
kultivacni médium dobte promiché a zajisti se, aby latky ulpélé na sténach nadob



IVB.3
IVB.3.1

IVB.3.2

IVB.3.3

IVB.4

presly do roztoku nebo suspense. Vzorky se ihned po odbéru zfiltruji pies
membranu nebo odstiedi (viz pfiloha II, odst. 4). Zfiltrované resp. odstfedéné
vzorky se analyzuji tyz den, v opa¢ném piipad¢ se uchovavaji nejdéle 48 h pii 2 —
4 °C nebo delsi dobu pfi teploté nizsi nez —18 °C.

DATA A ZPRAVY

Zpracovani vysledku

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

Vsechny vysledky se uvedou na ptislusnych formulafich ptehledi dat.

Platnost vysledku

Viz bod 1.5.2.

Zpravy

Viz bod L.8.

PREHLED DAT

Dale je uveden ptiklad ptehledu dat.

MODIFIKOVANA SCREENINGOVA ZKOUSKA OECD

1. LABORATOR
2. DATUM POCATKU ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA

Nazev:

Koncentrace chemické latky v zasobnim roztoku: mg:1™

Pocateéni koncentrace chemické latky v médiu v ¢ase 7o: mg-1™'
4. INOKULUM

Zdroj:

Provedena tprava:

Ptredbézna uprava, pokud byla provedena:

Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési: mg-1”
5 STANOVENI UHLIKU

Analyzator uhliku:

Barika ¢. DOC po 7 dnech (mg-1™")
0 n; | ny | ny | n4

a

1 9
a, stfedni hodnota
Ca( 1)

ZkuS$ebni latka a inokulum

by
b, stfedni hodnota
Cb( 1)

Ci

3 ©

¢, sttedni hodnota
Ce

Slepa zkouska s inokulem d

bez zkusebni latky 4 d>

d, stfedni hodnota
Cd(t)

~ Cey T Caqr
Cbl(z) - 2

6. VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT

| Baiika €. | | Rozklad po n dnech |




0 |n [ny|mn3|ny
C -C 0
1 Dl = I—M % 100
Ca0) — Col0)
0
Cyin — G
2 D2 =|1- ICIO RN ON % 100
Ch0) — Col(o)
* - D 0
Stfedni hodnota D= %

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

Poznamka: Podobné formuléaie lze pouzit pro referencni chemickou latku a
kontrolu toxicity.

7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinna)
Cas (dny)
0 t
DOC (mg:1™") ve sterilni kontrole Cy0) Cs
Cyon — C.
abioticky rozklad v % = —2 =0 100
CS(O)
8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (nepovinné)
Zbylé mnozstvi zkuSebni Primarni rozklad
chemickeé latky na konci v procentech
zkousky (mg-1™)
Sterilni kontrola S
Inokulované zkusebni médium S, S X100
b

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

IVC.1 PODSTATA METODY
Odméieny objem inokulovaného mineradlniho média obsahujici zndmou
koncentraci zkuSebni latky (10 —20 mg DOC nebo TOC na litr), ktera je jedinym
zdrojem uhliku, se provzdusnuje v temnu nebo v difusnim svétle regulovanym
proudem vzduchu bez CO,. Rozklad se sleduje po dobu 28 dnl prostfednictvim
vznikajictho CO; jimaného v roztoku hydroxidu barnatého nebo sodného, kde se
stanovi titraci zbytkového hydroxidu nebo jako anorganicky uhlik. MnoZstvi CO,
vzniklého ze zkusebni latky (po korekci na CO, pochazejici z Cistého inokula) se
vyjadii v procentech TCO,. Stupent biologického rozkladu milize byt také
vypocten z doplitkového stanoveni DOC na zacatku a na konci inkubace.

IVC.2 POPIS METODY

IVC.2.1  Pristroje

a) Banky na 2 — 51 vybavené provzdusSiovaci trubici dosahujici az ke dnu
nadoby a vystupnimo tvorem;

b) Magnetické michacky pro zkouseni Spatné rozpustnych latek;

c) Absorp¢ni lahv;

d) Zatizeni pro regulaci a méteni pratoku vzduchu;



IVC.2.2

IVC.2.3

IVC.24

e) Zartizeni pro odstraniovani CO, pii ptipravé vzduchu bez CO,, poptipadé
muze byt pouzita smés kysliku bez CO; a dusiku bez CO; ve spradvném
poméru (20 % O, a 80 % N,) z lahvi se stlatenymi plyny;

f) Zatizeni na stanoveni CO, bud’ titratné nebo pomoci analyzatoru
anorganického uhliku;

g) Zatizeni pro membranovou filtraci (podle volby);

h) Analyzéator DOC (podle volby).

Priprava mineralniho média

Ptiprava zasobnich roztokl je popséna v ¢asti 1.6.2.

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

Priprava a predbézna dprava inokula

Inokulum lze ziskat zfady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod,
z povrchovych vod, z piid nebo z jejich smési.

Viz1.6.4,1.6.4.1,1.6.4.2 al.6.5.

Priprava banék

Jako priklad jsou uvedeny hodnoty pro banky na 5 litri obsahujici 3 litry
suspense. V piipadé pouziti mensSich objemil se hodnoty imérné upravi, musi byt
ovSem zajisténo, aby bylo mozné presné méfit vznikajici CO».

Do kazdé banky na 5 litri se pienese 2 400 ml mineralniho média. Ptida se
vhodné mnozstvi pripraveného inokula (viz 1.6.4.1 a 1.65), aby koncentrace
suspendovanych latek v koneéném objemu 3 | inokulované smési byla 30 mg-1™".
Eventudlné 1ze nejdiive zfedit pfipraveny kal v mineralnim médiu na suspensi o
koncentraci 500 — 1 000 mg-1™" a poté pridat alikvotni &asti do baiky na 5 litra,
aby byla dosaZena koncentrace 30 mg-1™'; zajisti se tim v&t§i presnost. Mohou byt
pouzity i jiné zdroje inokula (viz 1.6.4.2).

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

Oddélene¢ do dvojic ban€k se ze zasobnich roztokl pfida zkuSebni latka a
referencni latka tak, aby koncentrace pochézejici zchemickych latek byla
vrozmezi 10 az 20 mg DOC nebo TOC na litr; neékteré lahve se nasadi jako
kontrola inokula bez p¥idani chemickych latek. Spatné rozpustné latky se odvazi
nebo odméfi piimo do ban€k, nebo se postupuje podle piilohy III.

Podle potieby se jedna banka pouzije ke kontrole mozného inhibi¢niho uc¢inku
zkuSebni latky, a to pfidanim zkuSebni 1 referencni latky ve stejnych
koncentracich jako v ostatnich bankéch.

Podle potieby se dalsi baiika pouzije k ovéteni, zda se zkuSebni latka nerozklada
abioticky, pficemz se pouzije roztok chemické latky bez inokula (viz 1.6.6).
Sterilizace se provadi ptiddnim vhodné koncentrace toxické latky.

Ve vsech bankéach se upravi objem na 3 1 ptidavkem mineralniho média bez CO,.
Podle potfeby lze odebrat vzorky pro stanoveni DOC (viz ptiloha II, bod 4)
a/nebo pro specifickou analyzu. Poté se na vystup plynil u ban€k ptipoji absorpcni
lahve.

V piipadé pouziti hydroxidu barnatého se za kazdou baiiku na 5 litrti zatradi tii
absorp¢ni lahve, kazda obsahujici 100 ml roztoku Ba(OH), o koncentraci
0,0125 mol-I"". Roztok nesmi obsahovat srazeninu siranii a uhliditanu barnatého a
jeho koncentrace musi byt stanovena bezprostiedné pied pouzitim. Je-li pouzit
hydroxid sodny, spoji se 2 absorpcni lahve, z nichz druhé slouzi jako kontrola, ze
byl veskery CO, zachycen v prvni absorpéni lahvi. K tomuto ucelu se hodi
absorp¢ni lahve opatiené sérovymi uzavéry. Do kazdé absorp¢ni lahve se ptidé po



IVC.2.5

IVC.2.6

IVC.3
IVC3.1

200 ml roztoku NaOH o koncentraci 0,05 mol'l”', coz postatuje k absorpci
veskerého oxidu uhli€itého, ktery by se uvolnil pfi aplném rozkladu latky. Roztok
hydroxidu sodného, i kdyz je cerstvé pfipraven, obsahuje stopy uhli¢itant;
korekce se provede odectenim mnozstvi uhli¢itanii ve slepém pokusu.
Pocet banék v typické zkousce
Barka 1 a 2: Zkusebni suspense
Baiika 3 a 4: Slepa zkouska s inokulem
Barka 5: Kontrolni zkouska postupu
Déle se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:
Barnka 6: Abioticka sterilni kontrola
Baiika 7: Kontrola toxicity
Viz také bod 1.6.7.
Provedeni zkouSky
Zkouska se zahdji probublavanim vzduchu bez CO, suspensi pii prutoku 30 —

100 mlI'min~". Za uéelem analyzy obsahu CO, se pravideln& odebiraji vzorky
absorbentu. Doporucuje se, aby se v prubéhu prvnich 10 dni provadély analyzy
kazdy druhy az tfeti 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, zméfi se pH suspensi a poté se do kazdé baiiky piida 1 ml koncentrované
HCI; provzdusnuje se pfes noc, aby se odstranil CO, pfitomny v suspensi.
Posledni analyza uvolnéného CO; se provede 29. den.
Ve dnech, kdy se provadi stanoveni CO,, se odpoji absorp¢ni lahev s hydroxidem
barnatym bliz§i zkuSebni bafice a roztok hydroxidu barnatého se titruje 0,05M
HCI za ptfitomnosti fenolftaleinu jako indikatoru. Zbyvajici dvé absorp¢ni lahve se
posunou k barice a na konec fady se zatadi nova absorp¢ni lahev se 100 ml Cerstve
pripraven¢ho 0,0125M hydroxidu barnatého. Titrace se provadéji podle potieby,
napf. je-li pozorovéana v prvni absorp¢ni lahvi zietelnd sraZenina a pied tim, nez
vznikne viditelnd srazenina ve druhé absorp¢ni lahvi, nebo alespoil jednou tydné.
Jinou moznosti je provést pii pouziti NaOH jako absorbentu odbér malého vzorku
hydroxidu sodné¢ho pomoci injekéni stiikacky (podle pouzitého analyzéatoru
uhliku) z absorp¢ni lahve, kterd je nejblize k banice. Vzorek se nastiikne ptimo do
IC-¢asti analyzatoru uhliku pro analyzu anorganického uhliku.

Obsah druhé absorpéni lahve se analyzuje pouze na konci zkousky s cilem
stanovit korekci na mozny unik CO,.
DATA A ZPRAVY

Zpracovani vysledku
Mnozstvi CO, zachyceného v absorp¢ni lahvi je v pfipadé¢ titraéniho stanoveni
dano vztahem:

mg CO, = (100 x Cg — 0,5 x V'x Cp) x 44

kde

V= objem HCI spottebovany pii titraci 100 ml obsahu absorpéni lahve (ml),
Cs =  koncentrace roztoku hydroxidu barnatého (mol-I™),

Ca= koncentrace roztoku kyseliny chlorovodikové (mol-1™).

Je-li Cg 0,0125 mol-I™ a Ca 0,05 mol-1™, je spotieba pro titraci 100 ml roztoku
Ba(OH); 50 ml a hmotnost CO; je déna vztahem:
0,05

x 44 x poc¢et ml HCl spotfebované pii titraci =1,1 x ml HCI

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



S pouzitim prislusnych vysledku titrace se vypocte hmotnost CO, vzniklého ze
samotného inokula a inokula se zkuSebni latkou a jejich rozdil je hmotnost CO,
vzniklého ze samotné zkusebni latky.

Je-1i napt. vysledkem titrace samotného inokula 48 ml a inokula se zkuSebni
latkou 45 ml, je mnozstvi

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

CO; z inokula a zkusebni latky = 1,1 x (50 — 45)= 5,5 mg,

a tedy hmotnost CO, vzniklého ze zkuSebni latky 3,3 mg.

Biologicky rozklad v procentech se vypocte podle vztahu:

vznikly CO, v mg x 100

rozklad v procentech = : -
TCO, x ptidana zkuSebni latka v mg
nebo

rozklad v procentech = vznikly CO, v mg x 100

TCO ptidany ve zkouSce v mg x 3,67
pficemz 3,67 je prevodni faktor (44/12) pro uhlik a oxid uhli¢ity.
Rozklad v procentech se po kazdém obdobi vypocte dosazenim hodnoty TCO,
vypocitané pro kazdy den az do doby, kdy byl méten.
Pti zachytavani do NaOH se vypocte hmotnost vzniklého CO-, vyjadieného jako
anorganicky uhlik v mg, vynasobenim koncentrace anorganického uhliku
v absorp¢ni lahvi objemem absorp¢niho roztoku.

Rozklad v procentech se vypocte podle vztahu:

anorg. C ze zkuSeb. baiikky v mg — anorg. C ze slep. pokusu v mg

TCO, v% = x 100

IVC3.2

IVC3.3

IVC.4

TOC piidany jako zkuSebni latka v mg

Ubytky DOC se (nepovinng) vypoéitaji podle bodu1.7. Tento vysledek spolu
s ostatnimi vysledky se zaznamenaji do ptislusného formuléte ptehledu dat.
Platnost vysledku

Obsah anorganického uhliku ve zkuSebni suspensi v mineralnim médiu na zacatku
zkousky musi byt mensi nez 5 % TC a celkové mnozstvi CO, vzniklé na konci
slepé zkousky s inokulem nesmi za normalnich okolnosti ptekrocit 40 mg na litr
média. Jsou-li hodnoty vétsi nez 70 mg CO, na litr, méla by byt data i
experimentalni postup kriticky pfehodnoceny.

Viz také 1.5.2.

Zpravy

Viz L. 8.

PREHLED DAT

Dale je uveden ptiklad prehledu dat:

ZKOUSKA NA UVOLNOVANI OXIDU UHLICITEHO

1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA

Nazev:

Koncentrace chemické latky v zasobnim roztoku: mg-1™!
Pocatedni koncentrace chemické latky v médiu: mg1™!
Celkové mnozstvi uhliku pfidaného do banky: mg C
TCO;: mg CO,



4. INOKULUM
Zdroj:
Provedena tprava:
Ptedbézna Gprava, pokud byla provedena:
Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési: mg-1”

5. TVORBA OXIDU UHLICITEHO A ROZLOZITELNOST
Metoda: Ba(OH), / NaOH / jina
Cas CO, uvolnény CO, uvolnény Celkové mnozstvi TCO,
(dny) | ve zkousce (mg) ve slepé zkousce CO, (pnimér ve kumulativni COp <100
(mg) zkoouéce minus TCO,
pramér ve slepé
zkousce) (mg)
1| 2| primer | 3 [ 4 [ pramer 1 2 1 2 | pramer
0
n,
np
N3
28

Pozndmka: podobny formuldf lze pouzit 1 pro referencni latku a pro kontroly

toxicity.
6. ANALYZA UHLIKU (podle volby)
Analyzator uhliku:
Cas (dny) Slepy pokus (mg-1™") Zkugebni latka (mg-1™)
0 * Cb(O) C 0
] 28 [ C,
nebo na konci kultivace

“ s Cz - Cb(t)
odstranény DOC v % = | | - —— = [x100

0~ Co)
7. ABIOTICKY ROZKLAD (nepovinné)
abioticky rozklad v %= tvorba CO, ve sterllr.rlc):oodm. po 28 dnech v mg 100
2

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

IVD.1

PODSTATA METODY

Odmeéteny objem inokulovaného minerdlniho média obsahujici znamou
koncentraci zkuSebni chemické latky (100 mg zkuSebni latky na litr, déavajici
nejméné 50 — 100 mg TSK na litr), kterd je jedinym zdrojem organického uhliku,
se michd v uzaviené nadob¢ pii konstantni teploté (tolerance +1 °C nebo mensi)
na dobu 28 dni. Spotieba kysliku se stanovi bud’ méfenim 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 aparatufe. Uvolnény CO, se jima v roztoku hydroxidu draselného nebo v jiném
vhodném absorbentu. Mnozstvi kysliku, které je zkousenou latkou spotfebovano



IVD.2
IVD.2.1

IVD.2.2

IVD.2.3

IVD.2.4

IVD.2.5

(korigované na spottebu kysliku inokulem ve slepé zkousce, ktera se provadi
soucasng), se vyjadii v procentech TSK nebo CHSK. Popfipadé¢ miiZze byt
z doplitkové specifické chemické analyzy provedené na zaCatku a na konci
kultivace vypocten primarni biologicky rozklad a zanalyzy DOC uplny

biologicky rozklad.

POPIS METODY

Pristroje

a) vhodny respirometr;

b) regulator teploty s presnosti na =1 °C nebo lepsi;
c) zafizeni pro membranovou filtraci (nepovinng);
d) analyzator uhliku (nepovinné).

Priprava mineralniho média

Ptiprava zasobnich roztok je popséana v ¢asti 1.6.2.

Smisi se 10 ml roztoku a) s 800 ml fedici vody, ptida se po 1 ml roztokd b) az d) a

doplni se tedici vodou na 1 litr.

Priprava a predbézna dprava inokula

Inokulum lze ziskat ztady zdroji: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod,

z povrchovych vod, z piid nebo z jejich smési.

Viz1.6.4,1.6.4.1,1.6.4.2 al.6.5.

Priprava banék

S pouzitim zasobnich roztokl se pfipravi samostatné sady roztokd zkuSebni

chemické latky a referencni chemické latky v minerdlnim médiu o koncentraci

odpovidajici obvykle 100 mg chemické latky na litr (ddvajici nejméné 50 —
100 mg TSK na litr).

TSK se vypolte ztvorby amoniovych soli, pokud lze vyloucit nitrifikaci,

v opatném piipadé by mél byt vypoclet zaloZzen na tvorbé dusi¢nant (viz

ptiloha II, bod 2).

Zm¢éii se pH a v ptipadé€ potteby se upravi na 7,4 £ 0,2.

Spatné rozpustné latky se piidaji v pozd&jsim stadiu (viz dale).

Ma-li se stanovit toxicita zkusebni latky, pfipravi se dalsi roztok v mineralnim

médiu, jenz obsahuje referencni 1 zkuSebni latku, a to ve stejnych koncentracich

jako v roztocich obsahujicich jen jednu latku.

PoZaduje-li se stanoveni fyzikalné-chemické spotieby kysliku, pfipravi se roztok

zku$ebni latky obvykle o koncentraci 100 mg TSK na litr sterilizovany ptidavkem

vhodné toxickée latky (viz 1.6.6).

Ptipravené objemy roztokli zkuSebni a referencni chemické latky se rozdéli

alespoii duplicitné do ban€k. Do dalSich ban€k se pfida pouze minerdlni médium

(pro kontrolu inokula) a podle potfeby smés roztoku zkuSebni a referencni

chemické latky a sterilni roztok.

Je-li zkuSebni chemicka latka Spatn€ rozpustna, odvazi se nebo odméii v tomto
stadiu piimo do ban€k, nebo se postupuje podle ptilohy III. Do lahvi pro absorpci

CO; se ptida hydroxid draselny, pelety hydroxidu sodného nebo jiny absorbent.

Pocet banék v typické zkousce

Banka 1 a 2: Zkusebni suspense

Baiika 3 a 4: Slepa zkouska s inokulem

Banka 5: Kontrolni zkouSka postupu

Déle se doporucuji se nebo se podle potieby pouziji:

Banka 6: Sterilni kontrola

Barika 7: Kontrola toxicity

Viz také bod 1.6.7.



IVD.2.6

IVD.3
IVD.3.1

IVD.3.2

Provedeni zkousky

V baiikach se nechd ustavit poZzadovana teplota a vybrané banky se inokuluji

pridanim aktivovaného kalu nebo jiného zdroje inokula, aby nebyla koncentrace

suspendovanych latek v&tsi nez 30 mg:1™". Zafizeni se sestavi, spusti se michacka,

ptezkousi se na vzduchotésnost a zahdji se méteni spotfeby kysliku. Obvykle neni

tteba vénovat zkousSce zaddnou zvlastni pozornost, kromé& nezbytnych odecti a

denni kontroly teploty a michani.

Z pravidelnych castych odectli se podle postupu uvedeného vyrobcem zatizeni

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

v banikach, a to zvlasté tehdy, je-li spotieba kysliku mala nebo vétsi nez TSKnpg

(plati pro latky obsahujici dusik).

V ptipadé potieby se na zacatku a na konci odebird vzorek z respiracnich nadobek

pro stanoveni DOC nebo pro specifickou analyzu (viz ptiloha II, bod 4). Pii

pocate¢nim odbéru z banky se zajisti, aby byl znam objem zkuSebni suspense,

kterd v bance zistala. Je-li kyslik spotfebovavan latkami obsahujicimi dusik,

stanovi se prirtstek koncentraci dusi¢nani a dusitani za 28 dnit a vypocte se

korekce na spotfebu kysliku nitrifikaci (ptiloha V).

DATA A ZPRAVY

Zpracovani vysledki

Spotteba kysliku (mg) zkusebni latkou za danou dobu (korigovand na spotiebu

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

latky v bance. Ziska se tak hodnota BSK vyjadiend v mg kysliku na mg zkuSebni

latky:

BSK = spott. O, zk. chem. latkou v mg — spoti. O, ve slep zkousce v mg
hmotnost zkusebni chem. latky v banice v mg

=mg O, na mg zkuSebni chemické latky.

Biologicky rozklad v procentech se vypocte bud’ z rovnice:

biolog. rozklad v % = % TSK = BSK (mg O, na mg chem. latky)
TSK (mg O, na mg chem. latky)

100

nebo z rovnice:
BSK (mg O, na mg chem. latky) y

COD (mg O, na mg chem. latky)

Je tfeba poznamenat, ze tyto dvé metody nemusi poskytovat stejné¢ hodnoty;
pfednost se dava prvni metodé.

Pro latky, jez obsahuji dusik, se pouzije vhodna hodnota TSK (pro NH4 nebo
NO3) podle toho, zda se oc¢ekava nitrifikace, ¢i nikoli (pfiloha II, bod 2). Jestlize
k nitrifikaci dochézi, av§ak neni iplna, vypocte se korekce na spotiebu kysliku pii
nitrifikaci ze zmén koncentrace dusitant a dusi¢nanti (piiloha V).

V ptipadé, ze se provadi nepovinné stanoveni organického uhliku a/nebo
specifické chemické latky, vypocte se stupen rozkladu podle bodu 1.7.

Vsechny vysledky se zaznamenaji do ptislusného formulaie ptehledu dat.
Platnost vysledki

Obvykla spotieba kysliku inokulem je 20 — 30 mg O, na litr a neméla by byt vétsi
nez 60 mgl"' za 28 dnd. Hodnoty vétsi ne? 60 mgl' vyZzaduji kritické
ptehodnoceni vysledki a experimentalni techniky. Je-1i pH mimo rozpéti 6 — 8,5 a
spotieba kysliku zkuSebni latkou je mens$i nez 60 %, méla by byt zkouska
opakovana s nizsi koncentraci zkusSebni latky.

Viz také 1.5.2.

% COD = 100.




IVD.3.3

IVD.4

Zpravy

Viz L.8.

PREHLED DAT

Déle je uveden ptiklad pfehledu dat:

ZKOUSKA MANOMETRICKOU RESPIROMETRII{

1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA

Nazev:

Koncentrace zasobniho roztoku: mg-1™"

Pocateéni koncentrace v médiu, Co: mg-1™'

Objem zkusebni baiky (V): ml

TSK nebo CHSK: v mg O, na mg zkuSebni latky (NH4, NO3):
4. INOKULUM

Zdroj:

Provedena tprava:

Ptedbézna Gprava, pokud byla provedena:

Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési: mg-1”

5. SPOTREBA KYSLIKU: BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST
Cas (dny
0 7 14 21 28
Spotieba O, (mg) ;

zkuSebni latkou ——

a, pramér

Spotieba O, (mg) ve i

slepé zkousce —

b, primér

. , (al — bm)

Korigovana BSK (mg)

(aZ - bm)

(a1—-b)
BSK na mg zkusebni CoV
latky (ap—b)
CoV

Rozklad v % D (ay)
BSK 100 D (2]
TSK Primeér

V = objem média ve zkuSebni baiice

E3

Hodnoty D, a D, by nemély byt primérovany, je-li mezi nimi vyrazny

rozdil.
Poznamka: Podobny formulai lze pouzit 1 pro referencni latku a pro kontroly
toxicity.
6. KOREKCE NA NITRIFIKACI (viz ptiloha V)
Den 0 28 Rozdil

i) Koncentrace dusi¢nant (mg N na litr) ™N)

ii) Kyslikovy ekvivalent (4,57 x N X V) (mg) — —

iii) Koncentrace dusitanti (mg N na litr) 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) | Slepa zkouska (mg'1) | Zkugebni létka (mg1") |




0 _ (Crio) (Co)
* 28 (Coiw) (C)
nebo na konci inkubace

v Ct - Cbl(t)
odstranény DOC v % = | | - — | x 100

0 Cbl(O)
8. SPECIFICKA ANALYZA (nepovinné)
Sy, = koncentrace ve fyzikdlné-chemické kontrole (sterilni) po
28 dnech,
Sa=  koncentrace v inokulované baiice po 28 dnech.
bio logicky rozklad v % = SbS;S x 100
b
9. ABIOTICKY ROZKLAD (nepovinng)
a= spotteba kysliku ve sterilnich banikach po 28 dnech v mg,
spotieba kysliku na mg zkusebni chemické latky = 4

0
(viz oddil 1 a 3)
a*100

abioticky rozklad v % = ———.
C,V x TSK

IVE. METODA PRO STANOVENI] ,,SNADNE“ BIOLOQICKE 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 a7 5 mg-1”,
se inokuluje malym mnoZstvim mikroorganismii ze smésné kultury a udrzuje se
ve zcela naplnénych uzavienych lahvickach, vtemnu a pfi konstantni teploté.
Rozklad se sleduje po dobu 28 dnii prostfednictvim analyzy rozpusténého kysliku.
Mnozstvi spotfebovaného kysliku po korekci na soubéznou slepou zkousku
s inokulem se vyjadii jako TSK nebo CHSK.

POPIS METODY

Pristroje a pomiicky

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

b) Vodni lazen nebo inkubator pro udrzovani lahvicek pfi konstantni teploté
(tolerance =1 °C nebo mensi) v temnu.

c) Velké sklenéné lahve na 2 — 51 pro pfipravu média a pro naplnéni
lahvicek pro analyzu BSK.

d) Kyslikova elektroda a oxymetr nebo vybaveni a Cinidla pro Winklerovu

titracni metodu.
Priprava mineralniho média
Ptiprava zasobnich roztokl je popséna v ¢asti 1.6.2.
Smisi se po 1 ml roztokt a) az d) a doplni se vodou na 1 litr.
Piiprava inokula
Inokulum se obvykle ziskava z vystupu z druhého stupné Cistirny odpadnich vod
nebo laboratorni jednotky zpracovavajici prevazné domovni odpadni vody.
Alternativnim zdrojem inokula miize byt povrchova voda. Obvykle se pouZije



IVE.2.4

IVE.2.5

IVE.2.6

jedna kapka (0,05 ml) az 5 ml filtratu na litr média; k nalezeni optimalniho
objemu dané odpadni vody mlize byt nezbytné provést pokusy (viz 1.6.4.2 a 1.6.5).
Piiprava lahvicek

Mineralni médium se alespont 20 min silné provzdusiiuje. VSechny série zkouSek
se provedou s mineradlnim médiem ze stejné davky. Obecné je médium pfipraveno
k pouziti po 20 h stani pii zkuSebni teploté. Pro kontrolu se stanovi obsah kysliku
v médiu; jeho obsah by mél byt asi 9 mg-1™" pii 20 °C. Viechny operace pienosu
média nasyceného vzduchem a jeho plnéni se provedou tak, aby nevznikaly
bublinky, napt. pomoci nasavacek.

Ptipravuji se shodné skupiny lahvi¢ek pro analyzu BSK pro stanoveni se zkusSebni
latkou a referencni latkou v soubéznych sériich experimentl. Pfipravi se
dostateCny pocet lahvicek, vEetné slepych pokust, tak, aby v kazdém zvoleném
casovém intervalu, napt. 0, 7, 14, 21 a 28 dnt, bylo moZzné provést alesponn dvé
meéfeni spotteby kysliku. K tomu, aby bylo mozné rozpoznat 10denni obdobi
rozkladu, mtize byt potfeba vice lahvicek.

Velké lahve se ptfiblizné do jedné tfetiny naplni provzdusnénym médiem. Poté se
zvlast do jednotlivych velkych lahvi pfida dostatecny objem zasobniho roztoku
zkuSebni latky a referencni latky, a to obvykle tak, aby nebyla konecna
koncentrace chemickych latek vétsi nez 10 mgl™'. Ke slepému pokusu v dalsi
velké lahvi se nepridavaji zadné chemické latky.

S cilem zajistit, aby aktivita inokula nebyla omezena, nesmi koncentrace kysliku
v lahvigkach pro analyzu BSK klesnout pod 0,5 mg:1"'. Toto omezuje koncentraci
zkugebni latky na 2 mg1™'. Pro latky, které se $patnd rozkladaji, a pro latky
s nizkou hodnotou TSK lze pouzit koncentraci 5 — 10mgl1™. V n&kterych
ptipadech se doporucuje provést soubézné série méfeni pifi dvou riznych
koncentracich zkusebni latky, napf. pfi 2 a 5 mgl™'. Obvykle se TSK potita na
zaklad¢ tvorby amonnych soli, ale v pfipadech, kdy se ptredpoklada nitrifikace
nebo kdy dochazi k nitrifikaci, se TSK vypocte na ziklad¢ tvorby dusi¢nanti
(TSKno3, viz pfilohall, bod 2). V pfipadech, kdy nitrifikace neni Uplna, se
provede korekce na zmeény analyticky stanovenych koncentraci dusitani a
dusic¢nanii (viz ptiloha V).

Ma-li byt vySetiena toxicita zkuSebni latky (napf. v piipadé diive zjisténé nizké
biologické rozlozitelnosti), je nezbytné nasadit dalsi sérii lahvicek.

Ptipravi se dalsi velké lahev s provzduSnénym minerdlnim médiem (naplnéna asi
do jedné tretiny objemu), do které se ptida zkuSebni a referen¢ni chemicka latka o
konec¢né koncentraci obvykle stejné jako v pfipadé ostatnich velkych lahvi.
Roztoky ve velkych lahvich se inokuluji vystupem z druhého stupné Cistirny
odpadnich vod (jedna kapka nebo 0,05 az 5 ml-I"") nebo z jiného zdroje inokula,
jako je napf. ficni voda (viz1.6.4.2). Nakonec se lahve doplni na objem
provzduSnénym minerdlnim médiem za pouziti hadicky, ktera sah4 na dno, aby se
dosahlo dostate¢né¢ho promichani.

Pocet lahvicek v typické zkouSce

V typické zkousce se pouziji nasledujici lahvicky:

nejméné 10 lahvicek se zkuSebni latkou a inokulem (zkuSebni suspense),

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

nejméné 10 lahvicek s referen¢ni latkou a inokulem (kontrolni zkouska postupu),
a podle potieby 6 lahvi¢ek se zkouSenou latkou, referencni latkou a inokulem
(kontrola toxicity). Pro rozpoznani 10denniho obdobi rozkladu je vSak potiebny
dvojnéasobny pocet lahvicek.

Provedeni zkousky



IVE.3
IVE3.1

IVE.3.2

Vsechny pfipravené roztoky se ihned po piipravé rozdéli do pfislusné skupiny
lahvicek pro analyzu BSK, a to pomoci hadicky zavedené do spodni Ctvrtiny velké
lahve (nikoliv ke dnu) tak, aby se vSechny lahvi¢ky 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 c¢asu nula). Obsah lahvi¢ek Ize konzervovat pro
pozdéjsi analyzu ptidavkem siranu manganatého a hydroxidu sodného (prvnim
Winklerovym ¢inidlem). Pied provedenim zbyvajicich krokti Winklerovy metody
se peclivé uzaviené lahvicky obsahujici kyslik vazany ve formé hydratovaného
oxidu manganitého skladuji v temnu nejdéle 24 h pfti teploté 10 — 20 °C. Zbyvajici
soub&ézn¢ piipravené lahvicky se uzaviou tak, aby v nich nezlstaly bublinky
vzduchu, a inkubuji se vtemnu pii 20 °C. Kazda série musi byt doprovazena
uplnou sérii slepého pokusu s inokulovanym médiem. Ve vSech sériich se béhem
28 dnti inkubace v pravidelnych intervalech (nejméné jednou tydn€) stanovi
alesponi ve dvou lahvic¢kach obsah rozpusténého 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 latek obsahujicich dusik se provede korekce na spotfebu kysliku pfi nitrifikaci.
K tomuto ucelu se stanovi koncentrace rozpusténého kysliku oxymetrem a poté se
z lahvicky pro analyzu BSK odebere vzorek pro stanoveni dusitanii a dusi¢nand.
Z ptiristku  koncentrace dusitani a dusiCnanii se vypolte mnozstvi
spotfebovaného kysliku (viz ptiloha V).

DATA A ZPRAVY

Zpracovani vysledki

Nejprve se vypocte BSK, ke které doslo po kazdé casové periodé, a to odectenim
spotteby kysliku (v mg O, na litr) ve slepém pokusu s inokulem od spotieby
zkusSebni chemickou latkou. Takto korigovand spotieba se vydé¢li koncentraci
zkudebni latky (mg-1™") a ziska se specifickda BSK v mg kysliku na mg zkusebni
latky. Biologicka rozlozitelnost v procentech se vypocte jako podil specifické
BSK a specifické TSK (vypoctené podle pftilohy II, bodu?2) nebo CHSK
(stanovené analyticky, viz ptiloha II, bod 3), tedy:

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

BSK = hmotnost zkusebni chem. latky v bafice v mg
=mg O, na mg zkusSebni chemické latky.
rozklad v % = BSK (mg O,na mg zkuSeb. chem. latky) <100
TSK (mg O, na mg zkuSeb. chem. latky)
nebo

BSK (mg O, na mg zkuSeb. chem. latky) 8
COD (mg O, na mg zkuSeb. chem. latky)

Je tfeba poznamenat, ze tyto dvé metody nemusi poskytovat stejné hodnoty;
piednost se dava prvni metode¢.

Pro latky, jez obsahuji dusik, se pouzije odpovidajici hodnota TSK (pro NH4 nebo
NOs) podle toho, zda se ocekava nitrifikace, ¢i nikoli (pfiloha II, bod 2). Jestlize
k nitrifikaci dochézi, av§ak neni uplna, vypocte se korekce na spotiebu kysliku pfi
nitrifikaci ze zmén koncentrace dusitanti a dusi¢nanti (ptiloha V).

Platnost vysledki

rozklad v % = 100



IVE.3.3

IVE.4

Spotieba kysliku ve slepém pokusu s inokulem by neméla byt po 28 dnech vyssi
nez 1,5mgl™". Vys&i hodnoty vyzaduji preSetfeni experimentalni techniky.
Zbytkova koncentrace kysliku ve zkuSebnich lahvickach by neméla nikdy
klesnout pod 0,5 mg1™'. Takto nizké Grovn& kysliku jsou platné pouze tehdy,
lze-li pouzitou metodou stanoveni rozpusSténého kysliku tak nizké urovné piesné
zmefit.

Viz také 1.5.2.

Zpravy

Viz L.8.

PREHLED DAT

Déle je uveden ptiklad ptehledu dat:

ZKOUSKA V UZAVRENYCH LAHVICKACH

1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA

Nazev:

Koncentrace zasobniho roztoku: mg-1™"

Pocate¢ni koncentrace v lahvi¢ce: mg-1™!

TSK nebo CHSK: v mg O, na mg zkusSebni latky
4. INOKULUM

Zdroj:

Provedena tprava:

Predbézna uprava, pokud byla provedena:

Koncentrace v reakéni smési: mg-1”

5. STANOVENI ROZPUSTENEHO KYSLIKU:
Metoda: Winklerova metoda / oxymetr
Analyzy lahviek
Doba kultivace (d) Rozpustény kyslik
(mg-1")
0 | n | n
Slepa zkouska (bez 1 C
chemické latky) 2 C,
Pramér my, = CIJ;CZ
Zkusebni chemicka 1 a
latka 2 2,
Prumér ;= W—Taz

Poznamka: podobny formulat Ize pouzit i pro referen¢ni latku a pro kontroly
toxicity.
6. KOREKCE NA NITRIFIKACI (viz ptiloha V)

Doba kultivace 0 n; n, ns

i) Koncentrace dusi¢nanti (mg N na litr)
ii) Zména koncentrace dusi¢nanti (mg N na litr) —
iii) Kyslikovy ekvivalent (mg-1™") —
iv) Koncentrace dusitanti (mg N na litr)
v) Zména koncentrace dusitanti (mg N na litr) —
vi) Kyslikovy ekvivalent (mg-1™") —

iii + vi) Celkovy kyslikovy ekvivalent (mg-1™") —

7. UBYTEK ROZPUSTENEHO KYSLIKU: ROZKLAD
V PROCENTECH



Ubytek po n dnech
(mg-1”")
n; n, nj3

LAHVICKA 1: (m — my) — (mug — muy)
LAHVICKA 2: (m — my) — (mug — muy)

LAHVICKA 1:
% Dy = I:(mtO —Myy )_(mbo —Mypy ):I x 100
1~ konc. zkus. chem. latky x TSK
LAHVICKA 2:
%D, = [(mto_mtx )—(1y0 11 )] x100

konc. zkus. chem. latky x TSK
_Di-Dp

%
praimér % D

E3

Hodnoty nelze priimérovat, je-1i mezi nimi vyrazny rozdil.

my =  hodnota pro zkusebni lahvicku v ¢ase 0

mx = hodnota pro zkusebni lahvicku v €ase x

my = hodnota pro slepy pokus v ¢ase 0

mpx = hodnota pro slepy pokus v ¢ase x

Pouziji se rovnéz korekce na nitrifikaci z bodu iii + vi v oddilu 6.

8. UBYTEK ROZPUSTENEHO KYSLIKU VE SLEPEM POKUSU

Spotieba kysliku ve slepém pokusu je (mpo — mpg) v mg1™'. Tato spotieba je
diileZita pro platnost zkousky. Mé&la by byt mensi nez 1,5 mg-1™".

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

IVF.1

IVE.2
IVF.2.1

IVF.2.2

PODSTATA METODY

Meéfieni spotieby kysliku v michaném roztoku nebo suspensi zkuSebni chemické
latky v minerdlnim médiu inokulovaném specialni kulturou neadaptovanych
mikroorganismti se provadi automaticky po dobu 28 dnli za tmy v uzavieném
respirometru pii 25+ 1 °C. Uvoliovany oxid uhliity se jima v hydroxidu
sodném. Biologické rozlozitelnost se vyjadri jako spotieba kysliku (korigovana na
slepy pokus) vyjadiena v procentech teoretické spotieby kysliku (TSK). Primarni
biologické rozlozitelnost vyjadiend v procentech se rovnéz vypocte z doplitkové
specifické chemické analyzy provedené na zacatku a na konci kultivace,
popftipad¢ z analyzy DOC.

POPIS METODY
Pristroje a pomiicky
a) automaticky elektrolyticky méfi¢ BSK nebo respirometr standardné
vybaveny 6 bankami na 300 ml opatifenymi uzdvéry obsahujicimi
absorbent CO»;
b) mistnost s konstantni teplotou nebo vodni lazen nastavena na 25 + 1 °C;
c) zafizeni pro membranovou filtraci (nepovinng);
d) analyzator uhliku (nepovinné).
Priprava mineralniho média
a)  Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO4 8,50
Hydrogenfosfore¢nan didraselny, K;HPO4 21,75 ¢
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, 44,60 g

Na,HPO4-12H,0
Chlorid amonny, NH4Cl 1,70 g



IVF.2.3

IVF.2 4

IVF.2.5

Rozpusti se ve vod¢ a doplni na 1 litr.
pH roztoku musi byt 7,2.

b)  Siran hofe¢naty heptahydrat, MgSO4-7H,0 22,50 g
Rozpusti se ve vod¢ a doplni na 1 litr.

c)  Chlorid vépenaty bezvody, CaCl, 27,50 g
Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr.

d)  Chlorid Zelezity hexahydrat, FeCl;-6H,0O 0,25¢g

Rozpusti se ve vod¢ a doplni na 1 litr.
Spoji se po 3 ml roztokti a), b), ¢), a d) a doplni se na 1 litr.
Pi¥iprava inokula
Odeberou se Cerstvé vzorky nejméné z deseti lokalit, kde se pouZivaji a vypousteji
ruzné chemické latky. Z mist, jako jsou Cistirny méstskych a primyslovych
odpadnich vod, feky, jezera a mote se odeberou litrové vzorky kalu, povrchovych
pud, vody atd., které se peclivé smichaji. Po odstranéni vyplavenych latek a
ustaleni 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 provzdusiuje. Tticet minut po ukonceni provzdusiiovani se
odlije pfiblizn€é jedna tfetina celkového objemu supernatantu a k usazenému
materidlu se pfida stejny objem roztoku (pH 7), ktery obsahuje vzdy po 0,1 %
glukosy, peptonu a dihydrogenfosfore¢nanu draselného, a obnovi se
provzdusnovani. Tento postup se opakuje jednou denné. Kalové jednotka musi byt
provozovana podle zasad spravné laboratorni praxe: odtok ma byt Ciry, teplota ma
byt udrzovdna pii 25+2°C, pH ma byt 7+1, kal se md dobife usazovat,
provzdusiovani musi byt za vSech okolnosti dostate¢né, maji byt pfitomni prvoci
a aktivita kalu se ma kontrolovat pomoci referencni latky nejméné kazdé tii
mésice. Inokulum se nepouziva diive nez po 1 mésici kultivace, ale ne pozdéji nez
po ctyfech mésicich. Proto se v pravidelnych intervalech jednou za tii mésice
odebiraji vzorky z 10 mist.
K udrZeni stejné aktivity Cerstvého a starého kalu se filtrovany supernatant
aktivovaného pouzitého kalu misi se stejnym objemem filtrovaného supernatantu
cerstvé odebraného kalu pochazejiciho z deseti zdroji a smés se kultivuje podle
vyse uvedeného postupu. Kal se pouzije jako inokulum az 18 — 24 h po uvedeném
zpracovani.
Priprava banék
Ptipravi se nasledujicich 6 bangk:

Barika €. 1: zkusebni chemicka latka v fedici vodg, 100 mg-1™!

Banky €. 2, 3, 4: zkuSebni chemicka latka v mineradlnim médiu, 100 rng-l_1
Baiika €. 5: referenéni latka (napf. anilin) v mineralnim médiu, 100 mg-1™'
Barika €. 6: pouze mineralni médium

Spatné rozpustné chemické latky se odvazi nebo odméii, nebo se zpracuji podle
prilohy III, s vyjimkou téch, u nichz nesméji byt pouzita rozpoustédla ani
emulgatory. Do specidlnich uzavéri vSech lahvi se pfidd absorbent oxidu
uhli¢itého. pH v baiikach €. 2, 3 a 4 se upravi na 7,0.

Provedeni zkousky

Banky ¢. 2, 3, 4 (zkuSebni suspense), ¢. 5 (kontrola aktivity), ¢. 6 (slepy pokus
s inokulem) se inokuluji malym mnozstvim inokula tak, aby byla vysledna
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koncentrace kalu 30 mg:I™'. Do lahve &. 1 se inokulum nepfidava, slouzi jako
abioticka kontrola. Zafizeni se sestavi, piezkousi se na vzduchotésnost, spusti se
michacka a vtemnu se zahdji méfeni spotfeby kysliku. Denné se kontroluje
teplota, michani, coulometricky zapisova¢ spotieby kysliku a zaznamenaji se
vSechny zmény barvy obsahu banck. Spotieba kysliku pro 6 ban€k se odecita
pfimo, napf. Sestikandlovym zapisovacem, ¢imz se ziska kiivka BSK. Na konci
kultivace, obvykle po 28 dnech, se zméti pH v bailkach a stanovi se zbytkova
koncentrace zkuSebni chemické latky a jejich produkti rozkladu a v ptipadé
zkousSeni latek rozpustnych ve vodé také koncentrace DOC (postup podle
ptilohy II, bodu 4). Zvlastni pozornost je tfeba vénovat t€kavym latkam. Pokud se
predpoklada nitrifikace, stanovi se podle moZnosti koncentrace dusi¢nanii a
dusitand.
DATA A ZPRAVY
Zpracovani vysledku
Spotieba kysliku (mg) zkuSebni latkou za danou dobu (korigovana na spotiebu
inokulem za stejnou dobu ve slepém pokusu) se podéli hmotnosti pouzité
zkuSebni latky. Ziska se tak hodnota BSK vyjadifend v mg kysliku na mg zkuSebni
latky:
spott. O, zk. chem. latkou v mg — spott. O, ve slepé zkousce
BSK = v mg
hmotnost zkusebni chem. latky v batfice v mg
= mg O, na mg zkusebni chemické latky.

Biologicky rozklad v procentech se vypocte bud’ z rovnice:

biolog. rozklad v % = % TSK = Lok (g Oy na mg chem. latky)

TSK (mg O, na mg chem. latky)

Pro smési se TSK vypolte zelementarni analyzy, tak jako pro jednoduché
slouceniny. Pouzije se odpovidajici hodnota TSK (TSKyps nebo TSKyo3) podle
toho, zda se oc¢ekava nitrifikace, ¢i nikoli (pfiloha II, bod 2). Jestlize k nitrifikaci
dochdzi, avsak neni uplna, vypocte se korekce na spotiebu kysliku pfi nitrifikaci
ze zmén koncentrace dusitand a dusi¢nant (pfiloha V).

Vypocte se primarni biologicky rozklad v procentech zubytku specifické
(vychozi) chemické latky (viz 1.7.2):

D, =——2x100
Sb
Zjisti-li se pfi méfeni fyzikdlné-chemického ubytku ztrata zkuSebni chemické
latky v banice €. 1, zaznamena se to a jako koncentrace zkuSebni latky (Sy) po
28 dnech se pro vypocet biologické rozlozitelnosti dosadi tato koncentrace.
Stanovuje-li se koncentrace DOC (nepovinné), vypocte se kone¢na hodnota
biologického rozkladu v procentech podle vztahu:

D, =(1_ﬂjx100

Co = Cwo
jak je uvedeno v bod¢ 1.7.1. Zjisti-li se pii méfeni fyzikalné-chemického ubytku
ztrata DOC v banice ¢.1, pouzije se pii vypocCtu biologického rozkladu
v procentech tato koncentrace DOC.
Vsechny vysledky se zaznamenaji do piehledu dat.
Platnost vysledki



Obvykla spotieba kysliku inokulem je 20 — 30 mg O; na litr a neméla by byt vétsi
ne 60mgl"' za 28dni. Hodnoty vétsi nez 60 mgl" vyZzaduji kritické
pfehodnoceni vysledkil a experimentalni techniky. Je-li pH mimo rozpéti 6 — 8,5 a
spotieba kysliku zkuSebni latkou je mensSi nez 60 %, méla by byt zkouska
opakovana s niz§i koncentraci zkuSebni latky.
Viz také 1.5.2.
V ptipadé, Ze rozklad anilinu vypolteny ze spotieby kysliku nepifekro¢i po
7 dnech 40 % a po 14 dnech 65 %, povaZuje se zkouska za neplatnou.

IVF.3.3  Zpravy
Viz 1.8.

IVF.4 PREHLED DAT
Dale je uveden ptiklad ptehledu dat:

ZKOUSKA MITI ()
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKUSEBNI LATKA
Nazev:

Koncentrace chemické latky v zasobnim roztoku: mg-1™!
Pocateéni koncentrace chemické latky v médiu, Co: mg-1™!
Objem reakéni smési, V: ml

TSK: mg O; na litr

4. INOKULUM
Mista odbéru kalu:
I)... 6)...
2)... 7)...
3)... 8)...
4)... 9)...
5)... 10)...

Koncentrace suspendovanych latek v aktivovaném kalu po aklimatizaci
se syntetickymi splasky = ... mg-1™".

Objem aktivovaného kalu v litru kone¢ného média = ... ml
Koncentrace kalu v kone¢ném médiu = ... mg1”!
5. SPOTREBA KYSLiKU: BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST
Typ pouzitého respirometru:
Cas (dny
0 7 14 21 28

a;

Spotieba O, (mg)

zkusebni latkou 42
as
. b
Spotieba O, (mg) ve
slepé zkousce
(a1 —b)
Korigovana spotieba (ar —b)
O; (mg) (a3 =b)

(a—b) Banka 1
BSK na mg zkusebni CoV

latky Banka 2
Barnka 3
Rozklad v % 1




DO:

BSK:

CHSK:

DOC:

TSK:

BSK 2
TSK _
Pramér

Pozndmka: podobny formulét 1ze pouzit i pro referencni latku.
Hodnoty nelze primérovat, je-li mezi nimi vyrazny rozdil.

6. ANALYZA UHLIKU (podle volby)
Analyzator uhliku:
DOC dbytek
Barika Naméfend Korigovana DO(}; Y Primér
hodnota hodnota Ve
Voda + zkuSebni a — —
latka
Kal + zkuSebni latka b, b, —c
Kal + zkusebni latka b, b,—c
Kal + zkusebni latka b, b; —c¢
Kontrolni slepa c — — —
zkouska
odstranény DOC v % = 2= =) L 100
a
7. DATA ZE SPECIFICKE CHEMICKE ANALYZY
Zbytkové mnozstvi zkuSebni Rozklad v %
chemické latky na konci zkousky
Slepa zkouska s vodou S,
Sar
Inokulované médium S
Sa3
rozklad v % = % S, x 100
b
Rozklad v % se vypocte pro banky al, a2, a3.
8. POZNAMKY
Ptipoji se kiivka zavislosti BSK na ¢ase, je-1i k dispozici.
PRILOHA T
ZKRATKY A DEFINICE

Rozpustény kyslik (dissolved oxygen) (mg1™") je koncentrace kysliku, ktery je
rozpus$tén ve vodném vzorku.

Biochemicka spotieba kysliku (biochemical oxygen demand, BOD) (g) je mnozstvi
kysliku, jez je v priibéhu metabolizace zkuSebni latky spotfebovano mikroorganismy;
vyjadiuje se také jako spotieba kysliku v gramech na gram zkuSebni latky. (Viz
metoda C.5).

Chemicka spotieba kysliku (chemical oxygen demand, COD) (g) je mnozstvi
kysliku, jez je spotfebovano v prubehu oxidace zkuSebni latky horkym kyselym
dichromanem; je méfitkem mnozstvi pritomnych oxidovatelnych latek; vyjadiuje se
také v gramech kysliku spotfebovaného na gram zkusebni latky. (Viz metoda C.6).
Rozpustény organicky uhlik (dissolved organic carbon) je celkovy organicky uhlik,
ktery je pfitomny v roztoku nebo projde pies filtr o velikosti port 0,45 pm nebo
zlstane v supernatantu po odstfed’'ovani po dobu 15 min pii zrychleni 40 000 m's™
(asi4 000 g).

Teoreticka spotieba kysliku (theoretical oxygen demand, ThOD) (mg) je celkové
mnozstvi kysliku nezbytné pro uplnou oxidaci chemické latky; vypocte se



z molekulového vzorce latky (viz ptiloha II, bod 2) a vyjadiuje se také jako mnozstvi
kysliku v mg nezbytné na mg zkusebni latky.

TCO,: Teoreticky oxid uhliCity (theoretical carbon dioxide, ThCO;) je mnozstvi oxidu
uhli¢itého, které by mélo vzniknout ze zndmého nebo zmétené¢ho obsahu uhliku ve
zkuSebni latce za predpokladu jeji uplné mineralizace; vyjadiuje se v mg oxidu
uhli¢itého uvolnéného z 1 mg zkusebni latky.

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

IC: Anorganicky uhlik (inorganic carbon).

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

Primarni biologicky rozklad:

jsou zmény chemické struktury latky zptsobené biologickym ptisobenim, vedouci ke ztraté

specifickych vlastnosti latky.

Uplny biologicky rozklad (aerobni):

je stupen rozkladu latky dosaZeny po jejim uplném zuzitkovdni mikroorganismy, vedouci

k produkci oxidu uhli¢itého, vody, mineralnich soli a nové mikrobidlni bunééné hmoty

(biomasy).

Snadno biologicky rozlozZitelna:

je dohodnutéd klasifikace chemickych latek, které prosly screeningovymi zkouSkami Uplné

biologické rozlozitelnosti; tyto zkousky jsou tak pfisné, Ze Ize predpokladat, ze se latky budou

ve vodném prostiedi za aerobnich podminek rychle a upln¢ biologicky rozkladat.

Biologicky rozlozitelna:

je klasifikace chemickych latek, pro néz existuje nepochybny dikaz o jejich biologické

rozlozitelnosti  (primarni nebo konecné) v kterékoli uznavané zkouSce biologické

rozlozitelnosti.

Odstranitelnost:

je naklonnost latek k jejich odstranéni pii biologickém c¢isténi odpadnich vod, aniz by byl

nepiiznivé ovlivnén normalni prab¢h Cisticich pochodt. Latky snadno biologicky rozlozitelné

jsou obecn¢ odstranitelné, avSak ne vSechny rozlozitelné latky jsou odstranitelné. Mohou zde
pusobit také abiotické procesy.

Faze iniciace:

je doba, ve zkousce na ubytek rozpusténého organického uhliku, od inokulace do dosazeni

alespoit 10% biologického rozkladu. Féaze iniciace je cCasto rizn€ dlouhd a Spatné

reprodukovatelna.

Doba rozkladu:

je doba od konce faze zdrzeni do dosazeni 90 % maximalni dosazitelné irovné rozkladu.

10denni obdobi rozkladu.:

je 10 dnt, které nasleduji bezprostfedné po dosazeni 10% rozkladu.

PRILOHA 11
VYPOCET A STANOVENI NEKTERYCH SOUHRNNYCH PARAMETRU

V zévislosti na zvolené zkuSebni metodé se vyzaduje urceni nékterych souhrnnych parametri.
V nésledujicim oddile je popsan vypocet téchto hodnot. Vyuziti t€chto parametrl je popsano
u jednotlivych metod.

1. Obsah uhliku

Obsah uhliku se pocita ze znamého elementarniho slozeni nebo se stanovi analyzou prvki ve
zkuSebni latce.

2. Teoreticka spotreba kysliku (TSK)



Teoretickou spotiebu kysliku (TSK) Ize vypocitat ze znalosti elementdrniho slozeni nebo
z vysledki analyzy prvka. Pro latku
CcHhCICanNanaOOPpSS
bez nitrifikace,
16[ 2c+ Y5 (h —cl—3n) +3s+ ¥, p+ 4na — o]
M

"TSK \pa = v mg/mg

nebo s nitrifikaci,
16|:2c+%(h—cl)+%n+3s+%p+%na—o]
M

TSK\n4 =

3. Chemicka spotieba kysliku (CHSK)
Chemicka spotieba kysliku (CHSK) se stanovi metodou C.6.
4. Rozpustény organicky uhlik (DOC)
Rozpusténym organickym uhlikem je podle definice organicky uhlik pfitomny ve vodném
roztoku chemické latky nebo smési, ktery projde ptes filtr o velikosti port 0,45 pm.
Odeberou se vzorky ze zkuSebnich nddob a ihned se filtruji pomoci filtra¢niho zatizeni
s vhodnym membranovym filtrem. Prvnich 20 ml (toto mnoZstvi mliZze byt pfi pouZziti malych
filtrh zmenSeno) se odstrani. 10 — 20 ml, nebo v ptipadé nastiiku mensi objem (objem zavisi
na mnozstvi potfebném pro analyzu), se uschova pro analyzu uhliku. Koncentrace DOC se
stanovi pomoci analyzatoru organického uhliku, ktery umoziiuje ptfesné stanoveni
koncentrace uhliku, kterd je mensi nebo rovna 10 % pocatecni koncentrace DOC pouZzité ve
zkousce.

Zfiltrované vzorky, které neni mozné analyzovat ve stejny pracovni den, se uchovavaji

v lednicce 48 h pii 2 — 4 °C nebo delsi dobu pfi teploté nizsi nez —18 °C.

Poznamky:

Membranové filtry jsou Casto impregnovany povrchové aktivnimi latkami za ucelem jejich

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

muze ovlivnit stanoveni biologické rozlozitelnosti.

Povrchové aktivni latky a jiné rozpustné organické latky se z filtri odstranuji vyvafenim

tiikrat jednu hodinu v deionizované vodé¢. Filtry lze poté skladovat 1 tyden ve vodé&. Pfi

pouziti filtranich patron pro jedno pouziti se musi u kazdé Sarze ovéfit, zda neobsahuje
rozpustny organicky uhlik.

V zavislosti na typu membranového filtru miZe dochéazet k adsorpci zkuSebni latky na filtru.

Doporucuje se ovétit, zda k adsorpcei zkusebni chemické latky na filtru nedochazi.

Misto filtrace 1ze pouzit k rozliseni TOC od DOC odstied’ovani pti 40 000 m's™' (4 000 g) po

dobu 15 min. Tato metoda vSak neni spolehliva pti pocatecni koncentraci DOC < 10 mg~l_1,

protoze bud’ nelze odstranit v§echny bakterie, nebo se zpétné rozpousti uhlik, ktery je soucasti
bakteridlni plasmy.

LITERATURA

— Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. 12th ed.,
Am. Publ. Hlth. 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
(Gruppe H). Bestimmung des Chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) (H 41),
Normenausschuss Wasserwesen (NAW) in DIN Deutsches Institut fiir Normung e.V.

* Pozndmka. M je molekulova hmotnost.



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

PRILOHA IIT
VYHODNOCENI BIOLOGICKE ROZLQZITELNOSTI SPATNE ROZPUSTNYCH
LATEK

Pti zkouskach biologické rozlozitelnosti Spatné rozpustnych latek si zaslouzi zvlaStni

pozornost nasledujici aspekty.

Zatimco odbér vzorkid homogennich kapalin je problémem jen ziidka, u tuhych latek se

doporucuje provést homogenizaci vhodnymi prostfedky, aby v disledku nehomogenity

nedoslo k chybam. Zvlastni pozornost musi byt vénovana odbériim reprezentativnich vzorka

o n¢kolika miligramech ze smési latek, které¢ obsahuji velké mnoZzstvi necistot.

V prabéhu zkousek 1ze pouzit riizné zplisoby michani. Je tieba vénovat pozornost tomu, aby

michani bylo pfiméfené prave pro udrzeni latky v disperzi a nedochéazelo k piehiivani,

nadmérnému pénéni a nadmérnym tecim silam.

Muze se pouzit emulgator vytvarejici stabilni disperzi chemické latky. Nesmi byt toxicky pro

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

Stejna kritéria jako pro emulgatory plati i pro rozpoustédla.

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

v ptipad¢ olejovitych latek.

Pouziji-li se pomocné latky, jako jsou emulgatory, rozpoustédla a nosice, musi byt proveden

slepy pokus s pomocnou latkou.

Pro studium biologické rozlozitelnosti Spatné rozpustnych latek Ize pouzit kteroukoli ze tii

respirometrickych zkousek (zkouska na tbytek CO,, na BSK, zkouska MITT).

LITERATURA

— de Morsier, 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 chemickd latka podrobena zkouSeni snadné biologické rozlozitelnosti a jevi se jako
biologicky nerozlozitelna, doporucuje se postupovat pti pozadavku rozlisit inhibi¢ni piisobeni
od odolnosti latky vii¢i rozkladu nasledujicim zptisobem (Reynolds et al., 1987).

Ve zkouskach toxicity 1 ve zkouskach biologické rozlozitelnosti se pouziji podobna nebo
stejnd inokula.

K posouzeni toxicity chemickych latek zkouSenych ve zkouSkach snadné biologické
rozlozitelnosti se doporucuje pouzit zkouSku inhibice dychdni aktivovaného kalu
(smérnice 88/302/EHS), stanoveni BSK nebo metodu inhibice ristu nebo kombinaci téchto
metod.

Nema-li dojit k inhibici z divodu toxicity, méla by byt koncentrace zkuSebni latky pouzita ve
zkouskach snadné biologické rozlozitelnosti mensi nez 1/10 hodnoty ECsy (nebo mensi nez
ECy) zjisténé zkouskou toxicity. Latky s ECso>300 mgl™" pravdépodobné nemaji pii
zkouskach snadné biologické rozlozitelnosti toxické ucinky.

Hodnoty ECso <20 mg:l™" mohou pii nasledném zkouSeni puisobit potize. Mély by byt
pouzity nizké koncentrace, coz vyzaduje pouzit piisné a citlivé zkousky v uzavienych



lahvickach nebo material znadeny '*C. Pouziti vyssich koncentraci zkusebni latky maze byt
popiipad¢ umoznéno nasazenim aklimatizovaného inokula. V tomto piipadé se vSak ztraci
specifické kritérium zkousky snadné biologické rozlozitelnosti.

LITERATURA

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

PRILOHA V
KOREKCE NA SPOTREBU KYSLIKU PRI NITRIFIKACI

Chyby zptisobené tim, Ze pii stanoveni spotieby kysliku ve zkouskach latek, které neobsahuji
dusik, neni vzata v uvahu nitrifikace, nejsou vyznamné (nejsou vétsi nez 5 %), 1 kdyZ je
oxidace amoniakalniho dusiku ve zkusebnich nddobach a ve slepém pokusu nepravidelna. U
zkuSebnich latek obsahujicich dusik mize dojit ke znacnym chybam.

Dochézi-li k nitrifikaci, avSak nikoli uplné, musi byt spotifeba kysliku reakéni smési
korigovana na mnozstvi kysliku spotiebovaného na oxidaci amoniaku a amonnych ionti na
dusitany a dusi¢nany, jsou-li zmény koncentrace dusitanli a dusi¢nanti béhem kultivace
stanoveny pomoci nasledujicich rovnic:

2 NH4Cl+ 3 O, =2 HNO, + 2 HCI + 2 H,O (1)
2 HNO, + O, =2 HNO; )
Celkove:

2 NH4Cl+4 O, =2 HNO; +2 HCI + 2 H,O 3)

Podle rovnice 1 je spotieba kysliku pii oxidaci 28 g dusiku obsazeného v NH4Cl na dusitan
96 g, tzn., ze piepocitavaci faktor je 3,43 (96/28). Stejné tak je podle rovnice 3 spotifeba
kysliku pfi oxidaci na dusi¢nan 128 g, tzn. pfepocitavaci faktor je 4,57 (128/28).

ProtoZe popsané reakce ndsleduji po sobé, pticemz jsou realizovany odliSnymi druhy bakterii,
muze koncentrace dusitand stoupat i klesat; pfi poklesu roste odpovidajicim zplisobem
koncentrace dusi¢nanti. Spotieba kysliku pfi tvorbé dusi¢nantli se tedy vypocte vynasobenim
prirtstku koncentrace dusi¢nant faktorem 4,57, zatimco spotieba kysliku pfi tvorbé dusitant
se vypocte vyndsobenim pfirtistku koncentrace dusitanti faktorem 3,43, nebo pii poklesu
obsahu dusitan se ztraty kysliku vypoctou vynasobenim poklesu koncentrace faktorem
-3,43.

To znamena:

spotieba O, pii tvorbé dusi¢nani = 4,57 x prirtstek koncentrace dusi¢nanii 4)

spotieba O, pii tvorbé dusitanti = 3,43 x ptirGstek koncentrace dusitani (5)

ztrata O, pti ubytku dusitanti: = —3,43 x pokles koncentrace dusitanti (6)

Tedy

spotieba O, pii nitrifikaci = +3,43 x zména koncentrace dusitant + 4,57 x zména
koncentrace dusi¢nant (7)

a proto

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

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

Korigovana hodnota spotieby kysliku v disledku oxidace C se potom porovnava s TSK NH;
vypocitanou podle ptilohy II.



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

V.1
V.1.1

V.12

V.13

V.14

V.1.5

V.1.6

V.2

V3

V4

METODA

UVOD

Metoda je ur¢ena pro méfeni biochemické spotieby kysliku (BSK) tuhych nebo
kapalnych organickych latek.

Data ziskana pfi této zkouSce plati pro latky rozpustné ve vodég; tekavé latky a
latky s nizkou rozpustnosti ve vod¢ Ize touto metodou alespon v zésadé rovnéz
zkouset.

Metodu Ize pouzit pouze pro organické latky, které nemaji v koncentracich
pouzivanych pfi zkouSce inhibi¢ni ucinek na bakterie. Neni-li dana latka pii
koncentracich pouzivanych ve zkousce rozpustna, mize byt nezbytné pouzit pro
dosazeni dobré dispergace zkusebniho materidlu zvIastni postupy, napt. dispergaci
ultrazvukem.

Informace o toxicité chemické latky mohou byt uzite¢né pfi interpretaci nizkych
hodnot vysledku zkousky a pti volbé vhodnych zkusebnich koncentraci.
DEFINICE A JEDNOTKY

Biochemicka spotteba kysliku (BSK) je definovana jako mnozstvi rozpusténého
kysliku, které je nutné k biochemické oxidaci ur€itého objemu roztoku latky za
predepsanych podminek.

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

Je Zadouci pouzit vhodnou referen¢ni 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 stalé, definované teploty.

BSK se stanovi z rozdilu mezi obsahem rozpusténé¢ho kysliku na zacatku a na
konci zkousky. Zkouska musi trvat nejméné pet dni a nejdéle 28 dni.

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

Stanoveni BSK nelze povazovat za ovéfené stanoveni biologické rozlozitelnosti
latky. Tuto zkousku lze povazovat pouze za screeningovou zkousku.

POPIS ZKUSEBN{ METODY

Ptipravi se predbézny roztok nebo disperse zkuSebni latky o koncentraci vhodné
pro pouzitou metodu. Poté se stanovi BSK n¢kterou vhodnou vnitrostatni nebo
mezinarodni standardizovanou metodou.

DATA A HODNOCEN{

BSK ptedbézného roztoku se vypocte vybranou normalizovanou metodou a
prepocte se na BSK vyjadienou v gramech na 1 g zkuSebni latky.

ZPRAVY

Uvede se pouzita metoda.

Biochemicka spotiteba kysliku se vypocte jako pramér vysledk alespon tii
platnych méfeni.

Musi byt uvedeny vSechny informace a poznamky, které jsou dulezité pro
interpretaci vysledkli a které by mohly ovlivnit vysledek, zejména pokud jde o
necistoty, fyzikalni stav, toxické u€inky a vlastni slozeni zkuSebni latky.

Pouziti ptisad pro inhibici biologické nitrifikace musi byt uvedeno.
LITERATURA



Seznam piiklada 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, HMSO, London.

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

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

VI.1
VIL.1.1

VI.1.2

VI.1.3

VI.1.4.

VIL.1.5

VI.1.6

METODA

UvVOD

Metoda je urcena pro méfeni chemické spotieby kysliku (CHSK) tuhych nebo
kapalnych organickych latek provadéné standardnim dohodnutym zpiisobem za
pevné stanovenych laboratornich podminek.

Pro provedeni této zkousky a pro interpretaci vysledkil jsou uzitecné informace o
chemickém vzorci latky (napf. zda jde o soli halogeni, Zeleznaté soli organickych
sloucenin, organické slouceniny chloru).

DEFINICE A JEDNOTKY

Chemicka spotieba kysliku (CHSK) je mirou oxidovatelnosti latky, ktera se
vyjadiuje jako ekvivalentni mnozstvi kysliku oxida¢niho €inidla spotiebovaného
latkou za pevné stanovenych laboratornich podminek.

Vysledek se vyjadiuje jako mnoZstvi spotfebovaného kysliku (COD) v gramech
na 1 g zkusebni latky.

REFERENCNI LATKY

Pii vySetfovani nové latky neni nutné vzdy pouzivat referencni latky. Mély by
v prvni fad¢ slouzit k obfasné kontrole provedeni metody a ke vzidjemnému
porovnavani vysledki ziskanych jinymi metodami.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Predem stanovené mnozstvi latky rozpusténé nebo dispergované ve vodé se za
pritomnosti siranu stfibrného jako katalyzatoru oxiduje dichromanem draselnym
v prostiedi koncentrované kyseliny sirové pod zpétnym chladicem. Piebytecny
dichroman se stanovi titraci odmérnym roztokem siranu amonno-zeleznatého.

U latek obsahujicich chlor se pro omezeni ruseni chloridy pfidava siran rtut’nat}'/*.
KRITERIA JAKOSTI

Vzhledem k dohodnutym podminkam stanoveni je CHSK ,ukazatelem
oxidovatelnosti“ a jako takovy se pouziva pro hodnoceni organickych latek.

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

U nékterych cyklickych slou¢enin a u fady tékavych sloucenin (napf. u nizsich
mastnych kyselin) nedochazi v této zkousce k tiplné oxidaci.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Ptipravi se po¢atecni roztok nebo disperse latky tak, aby bylo dosazeno CHSK od
250 do 600 mg-1™".

Poznamky:

" S roztoky obsahujicimi rtut se po pouziti naklada tak, aby nedoslo k primiku rtuti do Zivotniho

prostredi.



VI.2

VI3

V1.4

U S$patné rozpustnych nebo nedispergovatelnych latek lze jemné rozmélnénou

latku nebo kapalinu v mnozstvi odpovidajicim 5 mg CHSK odvazit a vpravit

ptimo do experimentalni aparatury s vodou.

Casto je vyhodné, zejména v piipadé $patné rozpustnych latek, stanovit CHSK

upravenou  metodou, tj. vuzavieném systému s vyrovnavatem tlaku

(H. Kelkenberg, 1975). Touto upravenou metodou Ize Casto uspésné kvantifikovat

1 latky, u nichz je stanoveni konven¢ni metodou obtizné — napf. kyselinu octovou.

Metoda vsak také selhava v piipad¢ 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 dalezité pro stanoveni CHSK latek obtizné rozpustnych ve

vode (2).

Jinak se CHSK stanovi vhodnou vnitrostatni nebo mezindrodni metodou.

DATA A HODNOCEN{

CHSK obsahu experimentdlni bailky se vypocte vybranou normalizovanou

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

ZPRAVY

Uvede se odkaz na pouzitou metodu.

Chemicka spotieba kysliku se vypocte jako primér vysledkl alespon tii méfeni.

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

dalezité¢ pro interpretaci vysledkli a které by mohly ovlivnit vysledek, zejména

pokud jde o necistoty, fyzikalni stav a zakladni vlastnosti zkuSebni latky.

Uvede se pouziti siranu rtutnatého za ucelem omezeni ruseni chloridy.

LITERATURA

(1) 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 ptikladi normovanych metod:

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

ISBN O 11 7512494 Chemical 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 3235 5.3 Bepaling van bet chemisch zuurstofverbruik.

ISO 6060 Water Quality: Chemical oxygen demand

dichromate methods.

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

VIIL.1

VIL.1.1

METODA

Metoda je zaloZena na Pokynech OECD pro zkousSeni (1).

UvoD

Hydrolyza je dulezita reakce ovliviiujici abioticky rozklad. Tato reakce ma
zvlastni vyznam u latek, které jsou malo biologicky rozloZitelné; miiZze ovlivnit
stalost latky v zivotnim prostredi.



VIL.1.2

VIIL.1.3

VIL.1.4

Vétsina reakci hydrolyzy probiha jako reakce pseudoprvniho tadu, a polocasy jsou
tedy nezéavislé na koncentraci. To zpravidla dovoluje extrapolaci vysledkl
ziskanych s laboratornimi koncentracemi na podminky v zivotnim prostedi.
Mimoto byly u nékolika typd chemickych sloucenin publikovany piiklady
uspokojivé shody vysledkl naméfenych v ¢isté vodé a v ptirodnich vodach (2).

Pti provadéni této zkousky je uzitecné znat hodnotu tlaku par dané latky.

Metoda je pouzitelnd pouze pro latky rozpustné ve vode¢. Necistoty mohou
ovlivnit vysledky.

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

DEFINICE A JEDNOTKY

Hydrolyzou se rozumi reakce latky RX s vodou. Tuto reakci lze zndzornit prostou
vyménou skupiny X za skupinu OH:

RX + HOH — ROH + HX (1)
Rychlost, kterou klesa koncentrace latky RX, je dana vztahem:
rychlost = k- [H,O]-[RX] (2)

Protoze je voda pfitomna vic¢i zkousené latce ve velkém piebytku, oznacuje se
obvykle tento typ reakce jako reakce pseudoprvniho fadu, ve které je pozorovana
rychlostni konstanta dana vztahem:

kpozorov. =k [H2O] (3)
Tuto konstantu lze urcit pro danou hodnotu pH a teplotu 7'z vyrazu:
2,303 C
kpozorov. = p X lOgF(: 4)
kde
t= cas,
Co=  koncentrace latky v Case 0,
C;= koncentrace latky v Case ¢,
2,303 = piepocitaci faktor mezi pfirozenym logaritmem a dekadickym
logaritmem.

g 1 -1 -1

Koncentrace se vyjadii v g-l nebo v mol-1".

Konstanta kpozorov. ma rozmeér [éas]_l.

»PoloCas“ 1, je definovan jako doba potfebnd pro sniZeni koncentrace latky o

50 %,

C,=1/2:Cy (5)
Z rovnic (4) a (5) plyne, ze

ty, = 0,693 /kpozorov. (6)
REFERENCNI LATKY

Pii vySetiovani nové latky neni nutné vzdy pouzivat referencni latky. Mély by
v prvni fad¢é slouzit k obCasné kontrole provedeni metody a ke vzdjemnému
porovnavani vysledkil ziskanych jinymi metodami.

Jako referen¢ni latky byly pouzity nésledujici latky (1):

Kyselina acetylsalicylova (aspirin),

0, O-diethyl-O-(2-isopropyl-6-methylpyrimidin-4-yl)fosforothioat (dimpylat,
diazinon).

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Latka se rozpusti ve vodé v nizké koncentraci; pH a teplota se reguluji.

Vhodnou analytickou metodou se sleduje pokles koncentrace latky v zavislosti na
Case.



VIL.1.5

VIL.1.6
VIIL.1.6.1

Sestroji se graf zavislosti logaritmti koncentraci na Case, a je-li zavislost linearni,
lze zjistit rychlostni konstantu reakce prvniho fadu ze smérnice piimky
(viz bod 2).

Neni-li mozné stanovit rychlostni konstantu pro danou teplotu ptimo, je obvykle
mozné odhadnout ji pomoci Arrheniovy rovnice, ktera udava teplotni zavislost
rychlostnich konstant. Z prib¢hu linedrni zavislosti logaritmii rychlostnich
konstant, ziskanych pti vhodnych teplotich, na prevracené hodnoté absolutni
teploty (K) Ize extrapolaci ziskat hodnotu rychlostni konstanty, kterou nebylo
mozné stanovit pfimo.

KRITERIA JAKOSTI

V odkazu (2) se uvadi, Ze méteni rychlostnich konstant hydrolyzy Ize u 13 tfid
organickych sloucenin provadét s vysokou presnosti.

Reprodukovatelnost zavisi zejména na regulaci pH a teploty a mlize byt ovlivnéna
pritomnosti mikroorganismu a ve specialnich ptipadech koncentraci rozpusténého
kysliku.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Reak¢ni Cinidla

VIIL.1.6.1.1 Pufracni roztoky

Zkouska se provadi pfi ttech hodnotach pH: 4,0, 7,0 a 9,0.

K tomuto ucelu se za pouziti chemikalii Cistoty p.a. a destilované nebo
deionizované vody pfipravi pufraéni roztoky. Né&které ptiklady pufracnich roztoki
jsou uvedeny v doplnku.

Pouzity pufracni roztok miZze mit vliv na rychlost hydrolyzy; je-li tomu tak, je
tteba zvolit jiny pufra¢ni roztok. V odkazu (2) se doporuCuje pouzit namisto
fosfore¢nanovych pufracnich roztokl boritanové a acetatové pufracni roztoky.
Neni-li znama hodnota pH pufracnich roztokl pii zkuSebni teploté€, 1ze ji stanovit
s presnosti na £0,1 pH-metrem kalibrovanym pfi zvolené teploté.

VII.1.6.1.2 Zkusebni roztoky

VIIL.1.6.2

VIIL.1.6.3

VIL.1.6.4

ZkuSebni latka se rozpusti ve zvoleném pufraénim roztoku a koncentrace by
neméla piekrogit 0,01 mol-I”' nebo polovinu koncentrace nasyceného roztoku,
podle toho, kterd z téchto hodnot je nizsi.

Pouziti organickych rozpoustédel misitelnych s vodou se doporucuje jen u latek
s nizkou rozpustnosti ve vode¢.

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

Aparatura

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

Pokud jsou chemickd latka nebo pufracni roztok té€kavé, nebo provadi-li se
zkouska pii zvySené teploté, upfednostiiuji se baiky zatavené nebo jinak uzaviené
a s omezenym prostorem nad roztokem.

Analyticka metoda

Pouzita metoda musi byt specifickd pro stanoveni zkuSebni latky pii zkuSebnich
koncentracich a mtize byt i kombinaci vhodnych analytickych technik.

Pouzitd analytickd metoda bude zaviset na povaze latky a musi byt dostatecné
presna a citliva pro zjisténi ibytku pocatecni koncentrace o 10 %.

ZkusSebni podminky

Zkousky se provadi v termostatovaném prostoru nebo za pouziti termostatované
lazné€ nastavené na zvolenou teplotu s toleranci +0,5 °C. Teplota se udrzuje a méti
s presnosti na 0,1 °C. Vhodnymi opatfenimi je tieba zabranit fotolyze.



U snadno oxidovatelnych latek je nezbytné odstranit rozpusStény kyslik (napf.
Sminutovym probubldvanim roztoku dusikem nebo argonem pied pfipravou
roztoku).

VIL.1.6.5 ZkuSebni postup

VIL.1.6.5.1 Predbézna zkouska
U vSech latek se provede predbéznd zkouska pii teploté¢ 50+ 0,5 °C pro tii
hodnoty pH: 4,0, 7,0 a 9,0. Provede se dostateCny pocet méteni, aby bylo mozné
pro kazdé pH odhadnout, zda je pii 50 °C polocas (¢,,) 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 prostiedi
(25 °C), polocasu kratsSimu nez jeden den, resp. delSimu nez 1 rok). Jestlize se
v predbéZzném experimentu ukaze, ze pii 50 °C dojde pfi vSech tiech hodnotach
pH (4, 7, 9) za 2,4 h k hydrolyze 50 nebo vice procent zkusebni latky, nebo Ze po
5 dnech dojde khydrolyze méné nez 10 % zkuSebni latky, nejsou dalsi
experimenty nezbytné.
V ostatnich pfipadech a pro hodnoty pH, u nichz vySe uvedené podminky
nenastanou, se provede zkouska 1.

VIIL.1.6.5.2 Zkouska 1
Zkouska 1 se provede pfi jedné teploté, nejlépe pii 50 = 0,5 °C, a pokud mozno za
sterilnich podminek pii pH, pro néz se v predbézné zkousSce ukazala nutnost
dalSich zkousek.
Zvoli se dostatecny pocet vzorki, aby byl pokryt stupen hydrolyzy 20 az 70 % a
bylo tak mozné ovéfit, ze jde pii specifikovaném pH o reakci pseudoprvniho fadu.
Pro kazdé pH, pfi némzZ se zkouSka 1 provede, se stanovi fad reakce.
Odhad rychlostni konstanty pri 25 °C:
Rozhodnuti o dalSim experimentalnim postupu zavisi na tom, zda lze ze
zkousky 1 usuzovat na reakci pseudoprvniho fadu, ¢i nikoliv.
Pokud nelze ze zkousky 1 s jistotou usuzovat na reakci pseudoprvniho tadu, je
tteba provést dalsi experimenty podle zkousky 2.
Vyplyvé-li s jistotou ze zkousky 1, ze jde o rekci pseudoprvniho fadu, provedou
se dalsi experimenty podle zkousky 3. (Za specialnich okolnosti 1ze vypocitat
rychlostni konstanty pii 25 °C z konstant pii 50 °C vypoctenych s pouZzitim
vysledkt zkousky 1, viz bod 3.2).

VII.1.6.5.3 Zkouska 2
Tato zkouska se provede pti kazdém pH, pro néz se jeji provedeni ukdzalo na
zéklad¢ vysledka zkousky 1 nezbytnym, a to
— bud’ pfi teploté nizsi nez 40 °C,
— nebo pii dvou teplotach nad 50 °C, které se od sebe lisi nejméné o 10 °C.
Pii kazdém pH a pii kazdé teploté, pfi nichz se ma provést zkouska 2, se
v ptiméfenych intervalech zvoli nejméné 6 bodu tak, ze stupen hydrolyzy je
v oblasti 20 az 70 %.
Pro jedno pH a pro jednu teplotu se provede méfeni dvakrat. Pokud se zkouska 2
provadi pti dvou teplotach nad 50 °C, provede se méteni dvakrat nejlépe pii nizsi
z téchto dvou teplot.
Pii kazdém pH a pti kazdé teploté, pfi nichZ se provede zkouska 2, se podle
moznosti uvede graficky odhad polocasu (t,).

VIIL.1.6.5.4 Zkouska 3
Tato zkouska se provede pii kazdém pH, pro néz se jeji provedeni ukazalo na
zakladé¢ vysledkii zkousky 1 nezbytnym, a to
— bud’ pfi teploté nizsi nez 40 °C,



VIIL.2

VIL3
VIL3.1

VIL3.2

VIL4

— nebo pii dvou teplotach nad 50 °C, které se od sebe lisi nejméné o 10 °C.

Pti kazdém pH a pii kazdé teploté, pti nichZ se ma provést zkouska 3, se zvoli tii

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

se konstanta kpozorov. @ polocas t.

DATA

Jde-1i o reakci pseudoprvniho fadu, 1ze vypocitat hodnoty konstanty kpozorov. Pro

kazdé pH a kazdou zkusSebni teplotu zgrafu zavislosti hodnot logaritmui

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

Dale je mozné z rovnice (6) vypocitat t,.

Podle potieby se s pouzitim Arrheniovy rovnice stanovi ks oc.

Pokud chovani neodpovida reakci pseudoprvniho fadu, viz bod 3.1.

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce ma pokud mozno obsahovat nasledujici tidaje:

— specifikaci latky;

— vSechny vysledky ziskané s referencnimi latkami;

— podstatu a podrobnosti pouzité analytické metody;

— pro kazdou zkousku: teplotu, pH, slozeni pufracniho roztoku, tabulku se
vSemi udaji o koncentraci a Case;

— u reakci pseudoprvniho fadu hodnoty kpozorov. @ ti, veetné metody jejich
vypoctu;

— u reakce, kterd neodpovida pseudoprvnimu fadu, graf pribehu zavislosti
logaritmu koncentrace na case;
vSechny informace a pozorovani nezbytné pro interpretaci vysledkd.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Miize existovat moznost vypocitat piijatelné hodnoty rychlostnich konstant (pfi

25 °C) zkuSebnich latek za piedpokladu, ze pro homology chemické latky jiz

existuji experimentalni tdaje pro aktivacni energii a za piedpokladu, ze Ize

davodné ocekavat, ze aktivacni energie zkuSebni latky je stejné¢ho tadu.

LITERATURA

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

(2) W.Mabey, T.Mill.: Critical 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 nasledujicich tabulkach byly vypocteny na zakladé méteni
potencidlu za pouziti Sérensenovych standardnich rovnic. Skute¢né hodnoty pH
jsou o 0,04 vyssi nez hodnoty v tabulce.

Slozeni pH
kalium-hydrogenftalat (0,1 mol-1™") a HCI (0,1 mol-I"") p#i 20 °C
2,63 ml HCI + 50 ml ftalatu doplnit do 100 ml 3.8

kalium-hydrogenftalat (0,1 mol-1"") a NaOH (0,1 mol-I"") pi 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 42
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VIII. METODA PRO STANOVENI TOXICITY PRO ZIZALY — ZKOUSKA NA

dihydrogenfosfore¢nan draselny (0,1 mol-1™") a NaOH (0,1 mol-I"") pii 20 °C

23,45 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 6,8
29,63 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 7,0
35,00 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 7,2
H;BO; (0,1 mol-I™") v KC1 (0,1 mol-1™") a NaOH (0,1 mol-I"") pii 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
KOLTHOFF A VLEESHOUWER
Slozeni pH
Monokalium-citrat (0,1 mol-1"") a NaOH (0,1 mol-I"") pti 18 °C
(je tieba pridat maly krystalek thymolu, aby nevznikaly plisn¢)
2,0 ml NaOH + 50 ml citratu 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
SORENSEN
Borax (0,05 mol'1") a HCI (0,1 mol'1™")
Slozeni pH
ml boraxu ml HCl Sérensen Walbum
18 °C
10 °C 40 °C 70 °C
8,0 2,0 8,91 8,96 8,77 8,59
8,5 1,5 9,01 9,06 8,86 8,07
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™") a NaOH (0,1 mol1™")
Slozeni pH
ml boraxu ml HC1 Soérensen 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

UMELE PUDE — metoda C.8 podle p¥ilohy smérnice 92/69/EHS

VIII. 1

VIIIL.1.1

VIIIL.1.2

METODA

UvVoD

V této laboratorni zkouSce se zkousena latka ptida do umélé pidy, do které se na
14 dni umisti zizaly. Po této dob¢ (a nepovinné i po sedmi dnech) se vySetii
letalni ucinek latky na zizaly. Zkouska je metodou

orientacniho zjisténi U¢inku chemickych
potravnim piijmu.

JEDNOTKY A DEFINICE

relativné kratkodobého
latek na zizaly pfi dermdlnim a




VIII.1.3

VIII.1.4

VIII.1.5

VIIIL.1.6

VIII.1.6.1

LCso: Koncentrace latky, vyhodnocena jako hodnota, pfi které v pribéhu
zkousky dojde k uhynuti 50 % pokusnych zvifat.

REFERENCNI LATKA
Referencni latka se pouziva periodicky jako prostiedek pro dikaz, ze se citlivost
zkuSebniho systému podstatné nezmeénila.
Jako referen¢ni latka se doporucuje chloracetamid analytické Cistoty.

PRINCIP ZKOUSKY
Pida ptedstavuje proménlivé prostiedi, takze se pro zkousku pouziva peclive
definovana uméla hlinitd pida. V definované umélé pudé se chovaji dospélé
zizaly druhu Eisenia foetida (viz poznamku v pfiloze) a exponuji se rliznym
koncentracim zkousSené latky. Obsah nddob se 14 dni (a nepovinné i 7 dni) po
zacatku zkusky rozprostie na podlozku a spocitaji se zizaly, které pti jednotlivych

vey

koncentracich pteziji.

KRITERIA KVALITY
Zkouska je navrZzena tak, aby byla z hlediska zkuSebniho substratu a organismi
co nejreprodukovatelnéjsi. Uhyn v kontrolnich skupinach nesmi na konci zkousky
piekrocit 10 %, jinak je zkousSka neplatna.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Latky

VIIIL.1.6.1.1 Substrat pro zkousku

Jako zékladni substrat pro zkousku se pouziva definovand uméla pada.
(a) Zékladni substrat (procenta se rozumi na bazi suché hmotnosti):

- 10 % sfagnové raseliny (s pH co nejblize 5,5 az 6,0, bez viditelnych
zbytki rostlin a jemné mleté),

- 20 % kaolinitického jilu, pokud mozno s vice nez 50 % kaolinitu,

- asi 69 % primyslového kiemenného pisku (dominantni jemny pisek s vice
nez 50 % castic velikosti 0,05 az 0,2 mm). Pokud zkouSena latka neni
dostate¢né dispergovatelna ve vod¢, je tieba ponechat k dispozici pro
pozdéjsi miSeni se zkousenou latkou 10 g na kazdou zkusebni nadobu,

- asi 1 % uhli¢itanu vapenatého (CaCOs), praSkového, chemicky ¢istého,
ptidaného pro upravu pH na 6,0 £ 0,5.

(b) Substrat pro zkousku:

Substrat pro zkouSku obsahuje zdkladni substrat, zkouSenou latku a

deionizovanou vodu.

Obsah vody ¢ini asi 25 az 42 % suSiny zdkladniho substratu. Obsah vody v

substratu se stanovi vysu$enim vzorku na konstantni hmotnost pfi 105 °C.

Kli€¢ovym kritériem je, Ze m¢la pida musi byt vlhéena tak, aby neobsahovala

stojici vodu. Je tfeba vénovat péci miseni, aby se dosahlo rovnomérného

rozd€leni zkouSené latky a substratu. ptisob uvedeni zkouSené latky do
substratu je tfeba uvést ve zprave.
(c) Kontrolni substrat:

Kontrolni substrat obsahuje zékladni substrat a vodu. Ptidava-li se aditivni

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



VIIIL.1.6.1.2 Nadoby pro zkousku

VIIIL.1.6.2

VIIIL.1.6.3

Sklenéné nadoby o obsahu asi jednoho litru (fddné pfikryté plastovymi viky,
miskami nebo plastovou f6lii s otvory pro vétrani), naplnéné mnozstvim vlhkého
substratu pro zkousku nebo kontrolniho substratu, ekvivalentnim 500 g suchého
substratu.

Experimentalni podminky

Nadoby je tfeba uchovavat v klimatizovanych komorach pii 20 + 2 °C se stalym
svétlem. Intenzita svétla by méla byt 400 az 800 lux.

Doba trvani zkousky je 14 dni, ale je mozné nepovinné¢ vyhodnotit thyn sedm dni
po zacatku zkousky.

Pracovni postup

Zkousené koncentrace

Koncentrace zkouSené latky se vyjadiuji jako hmotnost latky na hmotnost suSiny
zékladniho substratu (mg.kg™).

Zkouska pro zjisteni rozsahu koncentraci

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

Latku je tfeba zkouSet ptfi téchto koncentracich: 1000; 100; 10; 1; 0,1 mg
latky kg™ substratu pro zkousku (jako sugina).

Je-1i tfeba provést tplnou definitivni zkouSku, sta¢i pro zkouSku pro zjisténi
rozsahu koncentraci jedna zkuSebni skupina na kazdou koncentraci a jedna pro
neexponovanou kontrolu, kazda o 10 Zzizalach.

Definitivni zkouska

Vysledky zkousky pro zjiSténi rozsahu koncentraci se pouziji pro volbu nejméné
péti koncentraci, odstupiiovanych v geometrické posloupnosti, pravé pokryvaji-
cich rozsah 0 az 100 % mortality, liSicich se o konstantni ¢initel neptevysujici 1,8.
Zkousky pouzivajici tyto fady koncentraci musi umoznit co nejpiesnéjsi
stanoveni hodnoty LCs a jejich mezi spolehlivosti.

V definitivni zkouSce se pouZzivaji nejméné Ctyii zkuSebni skupiny na kazdou
koncentraci a Ctyfi neexponované kontrolni skupiny, kazdd o 10 zizalach.
Vyledky za tyto replikované skupiny se uvedou primérem a standardni
odchylkou.

Tam, kde uhyn 0 % a 100 % vyvolaji dvé po sobé nésledujici koncentrace, jez
jsou vuci sobé v poméru 1,8 , jsou tyto dvé hodnoty dostatecné pro identifikaci
oblasti, do které spada LCsy.

Miseni zakladniho substratu a zkousené latky

Substrat pro zkouseni musi byt vSude tam kde je to mozné piipraven bez
jakychkoli ptidavnych ¢inidel jinych nez voda. Tésné pred zacatkem zkousky se
smisi emulze nebo disperze zkousené latky v deionizované vodé nebo v jiném
rozpoustédle se zdkladnim substraitem pro zkouSeni, nebo se na n€j rovnomérné
rozstiiké rozprasovacem pro chromatografii nebo podobnym rozprasovacem.

Je-li zkouSena latka nerozpustna ve vod¢, miize se rozpustit v co nejmensim
objemu vhodného organického rozpoustédla (napf. hexanu, acetonu nebo
chloroformu).
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VIIL.2

VIIL.2.1

VIIL.3

VIIL.3.1

K rozpusténi, dispergaci nebo emulgaci zkousené latky lze pouzit pouze Cinidla,
kterd snadno tékaji. Substrat pro zkouSeni je nutné pied pouZitim odvétrat.
Mnozstvi odpafené vody je nutné nahradit. Kontrolni zkouska musi obsahovat
stejné mnozstvi vSech aditivnich ¢inidel.

Neni-li zkousena latka rozpustna, dispergovatelnd ani emulgovatelna

v organickych rozpoustédlech, pfipravi se smés 10g kiemenného pisku a
mnozstvi zkousené latky potiebné pro pripravu 500 g zkuSebniho substratu a ta se
smicha se 490 g zvlhceného zakladniho substratu (hmotnost se rozumi v susing).
Pro kazdou jednotlivou vsazku pouzitou ve zkousce se do sklenéné nadoby
vpravi mnozstvi vlhkého substratu pro zkousku, ekvivalentni 500 g susiny, a na
povrch substratu se umisti 10 zizal, které byly pied pouzitim kondicionovany po
24 hodiny v podobném vlhkém zakladnim substratu, poté rychle omyty a
zbaveny prebyte¢né vody absorpci filtraénim papirem.

Nadoby se prikryji plastovymi viky s otvory, miskami nebo f6lii, aby se zabranilo
vysychani substratu, a udrzuji se v podminkach zkousky po 14 dni.

Vyhodnoceni je tfeba provést 14 dni (a nepovinné 1 sedm dni) po zahajeni
zkousky. Substrat se rozprostie na podnos ze skla nebo nerezové oceli. Zizaly se
vySetii a stanovi se polet piezivajicich jedinct. Zizaly se povazuji za mrtvé,
jestlize nereaguji na jemné mechanické podrazdéni na prednim konci.

Provadi-li se vySetieni po sedmi dnech, nddoba se znovu naplni substritem 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
ptiloze) (alespon dva mésice staré s klitellem) o hmotnosti (ve vlhkém stavu) 300
az 600 mg. (Pokud se tykd metody chovu, viz ptiloha.)

VYSLEDKY

ZPRACOVANI A VYHODNOCENi VYSLEDKU

Uvedou se koncentrace zkouSené latky s odpovidajicim procentem mrtvych zizal.
Jsou-li udaje vyhovujici, stanovi se hodnota L.Csy a meze spolehlivosti (p = 0,05)
s pouzitim standardnich metod (Litchfield a Wilcoxon, 1949, nebo ekvivalentni
metoda). LCsp se udava v mg zkousené lat ky na 1 kg substratu pro zkouSku
(v susing).

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

Tam, kde thyn 0 % a 100 % vyvolaji dvé po sobé naésledujici koncentrace, jez
jsou vici sobé v poméru 1,8 jsou tyto dvé hodnoty dostatecné pro identifikaci
rozsahu, do kterého spada LCs.

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

Je-1i to mozné, ma protokol obsahovat tyto informace:

- prohlaseni, 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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- pfesny popis experimentalnich podminek nebo konstatovani, ze zkouska byla
provedena v souladu s metodou; je nutno uvést veskeré odchylky,

- pfesny popis, jak byla zkousena latka smisena se zakladnim substratem,

- informace o organismech pouzitych ve zkousce (druh, stafi, sttedni hmotnost
a rozsah jednotlivych hodnot, podminky chovu, dodavatel),

- metoda pouzitd ke stanoveni LCjs,

- vysledky zkousky vcetné vSech pouzitych udaju,

- popis pozorovanych symptomli nebo zmén v chovani organizmii pouzitych
ve zkousSce,

- thyn v kontrolnich zkouskach,
zkousena koncentrace vyvolavajici 100 % thyn 14 dni (a nepovinné¢ sedm
dni) od zacatku zkousky,

- grafické zndzornéni kiivky koncentrace/odezva,

- vysledky ziskané s referencni latkou, at’ v souvislosti s touto zkouskou nebo

vvvvvv
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PRILOHA
Chov zizal pred zkouSkou

Pro ucely chovu se 30 az 50 dospélych zizal umisti do chovné schranky s
Cerstvym substratem a vyjmou se po 14 dnech. Tyto jedince je mozné pouzit pro
dalsi chovné vsazky. Zizaly vylihlé ze zamotki se pouziji ke zkouseni, kdyZ jsou
dospélé (v uvedenych podminkach po dvou az tiech mésicich).

Podminky chovu
Klimatizovana komora: teplota 20 + 2 °C, nejlépe s neustalym svétlem (intenzita
400 - 800 lux).
Chovné nadoby: vhodné mélké nadoby o objemu 10 az 20 L.
Substrat: Eisenia foetida je mozné chovat v riznych zvifecich
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 vépenatym) a nizkou iontovou
vodivost (méné nez 6 mmhos nebo 0,5 % koncentraci
soli).

Substrat musi byt vlhky, ale ne ptili§ mokry.

Vedle vyse uvedené metody je mozné pouzivat i jiné
uspesné postupy.

Poznamka:

Eisenia foetida existuje ve dvou odridach, které nékteti taxonomové rozlisili na
druhy (Bouche, 1972). Jsou si morfologicky podobné, avsak jedna, Eisenia
foetida foetida, ma na Clancich typické pti¢né pruhovani nebo paskovani a druha,
Eisenia foetida andrei, toto postrada a ma pestie ¢ervené zbarveni. Pokud je to
mozné, je tieba pouzivat Eisenia foetida andrei. Jiné druhy je mozZné pouZit,
pokud existuje potfebna 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 vod¢ rozpustnych
netékavych organickych latek statickou zkouSkou, pii které jsou tyto latky
vystaveny ucinku vysokych koncentraci mikroorganismi.
Pt interpretaci vysledkii musi byt zohlednéna fyzikalné-chemicka adsorbce na
suspendované pevné Castice.
Zkousen¢ latky jsou zifedovany v koncentracich odpovidajicich hodnotam DOC
nebo TOC od 50 do 400 mg.I" nebo hodnotam CHSK 100 - 1000 mg.I"". Tyto
pomérné vysoké koncentrace umoziiuji dostatecné spolehlivou analyzu.
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 mize byt stanovena i primarni biologické rozlozitelnost
latek.
Touto metodou mohou byt zkouSeny pouze organické latky, které pfi
koncentracich pouzitych ve zkousce:
—  jsou za podminek zkousky rozpustné ve vode,
—  maji za podminek 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 marginalni hodnoty biologické rozlozitelnosti,
zkousené latky.
Pro interpretaci nizSich hodnot biologické rozlozitelnosti a volbu vhodnych
koncentraci zkouSené latky jsou dllezité rovnéZ informace o toxicité zkouSené
latky.

IX.1.2 DEFINICE A JEDNOTKY



IX.1.3

IX.1.4

IX.1.5

IX.1.6
IX.1.6.1
IX.1.6.1.1

[X.1.6.1.2

Procentualni hodnota biologického rozkladu v ¢ase se vypocita podle vztahu:

D, (%) = {1— %} .100

A BA

kde:
Dr=rozklad ( %) v Case T,
C, = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkougené latky 3 h od zahéjeni zkousky (mg.I™"),
Ct=hodnoty DOC (nebo CHSK) zkousen¢ latky v dobé odbéru vzorku (mg.l'l),
Cg = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly v dobé& odbéru vzorku (mg.I™),
Cga = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly 3 h od zahajeni zkousky (mg.1™).
Stupen rozlozitelnosti se zaokrouhluje na cela procenta.
Jako procentudlni rozloZitelnost je udavan procentudlni ubytek hodnot DOC
(nebo CHSK) zkousené latky.
Rozdil mezi hodnotami naméfenymi po 3 h po zahajeni zkousky a mezi
vypocitanymi a zejména vSak naméfenymi pocate¢nimi hodnotami, poskytuje
uziteCnou informaci o rozlozitelnosti zkousené latky (viz 3.2).
STANDARDNI LATKY
Pti posuzovani rozlozitelnosti novych latek mohou byt v jednotlivych ptipadech
vyuzity referen¢ni materialy, v této metodice vSak nejsou doporuceny zadné.
PRINCIP METODY
Aktivovany kal, minerdlni zivné médium a zkousSena latka ve vodném roztoku
jako zdroj uhliku se smichaji v 1 - 4 1 sklenéné nadobé s michadlem a aera¢nim
zafizenim. Suspenze je michana a aerovana az 28 dni pii teploté 20-25 ° C
v difuznim svétle nebo temnu. Rozklad je sledovan denné nebo v jinak vhodné
stanovenych Casovych intervalech prostfednictvim méfeni hodnot DOC (nebo
CHSK) v odebraném vzorku po jeho pftefiltrovani. Procentualni hodnota
biologického rozkladu v Case je definovdna jako pomér mezi hodnotami DOC
(nebo CHSK) v dobé odbéru vzorku a po 3 h od zahajeni zkousky. Vysledek je
vyjadien graficky jako funkce ¢asu.
V ptipad¢, Ze se analyticky stanovuji zmény koncentraci piivodni molekuly latky,
jsou tyto zmény métitkem primarni biologické rozlozitelnosti.
KRITERIA KVALITY
Dostate¢na reprodukovatelnost byla ovéfena mezilaboratornimi zkouskami.
Citlivost metody je znacné zavisla na variabilité kontrolniho vzorku, na pomérné
malé pfesnosti stanoveni mnozstvi organického uhliku a na koncentraci zkousené
latky v suspenzi.
POSTUP ZKOUSENI
Priprava
Reagencie
Voda: Pitnd voda s obsahem organického uhliku mens$im neZ 5 mg.I" Koncentrace

vapenatych a hofe¢natych iontli nesmi piekro¢it 2,7 mmol.l", jinak je

nutné jako rozpoustédlo pouzit deionizovanou nebo destilovanou vodu.

Kyselina sirova p. a. 50 g.I!

Hydroxid sodny p.a. 40 g.1I"!

Mineralni zivné médium: v jednom litru deionizované vody se rozpusti:
Chlorid amonny NH4ClI p.a. 385 ¢

NaH2P04 . 2H20 p.a. 33,4 g

KH;,PO4 p.a. 85 g

KZHPO4 p-a. 21,75 g

Tento roztok slouzi zaroven jako tlumi¢ pH.
Pristroje



IX.1.6.1.3

IX.1.6.1.4

IX.1.6.2

Sklenéné nadoby o objemu 1 -4 1.

Sklenéné nebo kovové michadlo, které by mélo byt umisténo 5 - 10 cm nad dnem
nadoby. Pouzito miize byt rovnéz magnetické michadlo se 7 - 10 cm dlouhym
ramenem.

Sklenéna aeracni trubice o vnitinim pruméru 2 - 4 mm. Vyusténi trubice by mélo
byt umisténo cca 1 - 10 cm nad dnem nadoby.

Odstiedivka (cca 3 550 g).

pH-metr.

Oximetr.

Papirovy filtr.

Membranovy filtraéni pfistroj.

Membranovy filtr o velikosti péra 0,45 pum, ktery béhem filtrace neuvolnuje a
neabsorbuje uhlik.

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

Priprava inokula

Aktivovany kal z biologické Ccistirny se promyva opakované vodou ptedepsané
kvality a bud’ se opakované centrifuguje nebo sedimentuje.

Aktivovany kal musi mit vhodné sloZeni, tzn., Ze musi obsahovat co nejvice druhi
bakteridlnich kultur. Inokulum miize byt namichano z rtiznych zdroji (napt. z
Cistirny, z ptidniho extraktu, z i¢ni vody, atd.).

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

Priprava pracovnich roztokii zkousené latky

Do zkusebni nadoby odméime 500 ml vody, 2,5 mLI" mineralniho Zivného
roztoku a piidame aktivovany kal v mnozstvi 0,2 az 1,0 g.I" susiny v kone¢né
smési a odpipetujeme takovy objem zékladniho roztoku zkousené latky, aby bylo
dosazeno koncentrace rozpu§téného organického uhliku od 50 do 400 mg.1™
suspenze. Odpovidajici hodnoty CHSK jsou 100 az 1000 mg.I"'. Doplnime vodou
na celkovy objem 1 - 4 1. Zvoleny objem je zavisly na po¢tu odebiranych vzorkt
nutnych ke stanoveni hodnot DOC nebo CHSK a na tom, kolik odbéri bude
vyzadovat zvoleny analyticky postup.

Zpravidla postacuje objem 2 1. Soucasn¢ je s kazdou zkuSebni sérii nasazena
alesponi jedna kontrola, do které je odméten aktivovany kal a mineralni zivné
médium doplnéné na stejny objem jako ma zkousend smés.

Pracovni postup

Kultiva¢ni nadoby se inkubuji pfi difusnim svétle nebo v tmavé komoie pii
teploté 20 - 25 °C, za stidlého michani pomoci magnetického michadla nebo
Sroubovitého michadla. Nadoba se provzdusiiuje tlakovym vzduchem, ktery je
¢istén, pokud je to potiebné, vatovym filtrem nebo pies promyvacku. Musi byt
zajiSténo, aby nedoSlo k usazovani kalu a koncentrace rozpusSténé¢ho kysliku
neklesla pod 2 mg.I™".

V pravidelnych Casovych intervalech se méti pH (napf. denn€) a pokud je to
potfebné upravuje se na hodnotu pH 7 - 8.

Ztraty vypatrovanim se vyrovnavaji destilovanou nebo deionizovanou vodou vzdy
pred odebranim vzorku. Je ucelné oznacit hladinu kapaliny pfed zacatkem
zkousky a znovu zaznamenat vysku hladiny po odebrani vzorku pfi vypnuté aeraci
a michani. Prvni vzorky se odebiraji 3 h po zahdjeni zkousky, aby aktivovany kal
dostate¢né adsorboval zkouSenou latku.

Rozklad zkousené latky se sleduje stanovenim hodnoty DOC a CHSK
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v pravidelnych casovych intervalech. Vzorky z nadoby se zkouSenou latkou a z

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

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

odsttedénim. Stanoveni DOC a CHSK se provede nejméné dvakrat. VSechny

bariky se nechaji inkubovat 28 dni.

Poznémka: Vzorky, které jsou po uvedeném postupu jesté zakalené, se filtruji na

membranovém filtru, ktery nesmi uvolfiovat nebo adsorbovat organické latky.

Funk¢ni kontrola aktivovaného kalu

Paraleln¢ se ke kazdé sérii pokusii nasazuje referencni naddoba s kalem, médiem,

vodou a referen¢ni latkou, ktera slouzi ke kontrole citlivosti aktivovaného kalu.

Doporucovan je diethylenglykol.

Adaptace

V relativné kratkych casovych intervalech (napt. denné) jsou provadény analyzy a

naméfené hodnoty jsou vynaSeny do grafu. Na inhibi¢ni kiivce lze zpocatku

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

ke konci tydne. Jestlize na konci normalni délky zkouSky dochazi znovu k

adaptaci, mize byt zkouSka prodlouzen az do kone¢ného rozloZeni zkouSené

latky.

Upozornéni: Pokud chcete diikladné poznat chovani aktivovaného kalu, upravte

ho nasledujicim postupem:

Michadlo a aera¢ni zafizeni se vypne, aby se mohl aktivovany kal usadit. Kapalna

faze se vypusti, dekantovany kal v nadobé se doplni vodou na objem 2 I, 15 min

se michd a znovu se nechd sedimentovat. Kapalnd faze se znovu vypusti a

zkouska se opakuje se sedimentovanym kalem a stejnou zkousenou latkou podle

kap. 1.6. 1.4 al. 6. 2. Aktivovany kal mtze byt upraven také centrifugaci.

Adaptovany kal miize byt smichdn s Cerstvym aktivovanym kalem tak, aby bylo

dosazeno koncentrace 0,2 - 1 g suSiny na litr suspenze.

Pitiprava pro analyzu

Vzorky se filtruji pfes promyté papirové filtry (k promyvani se pouZziva

deionizovana voda).

Zakalen¢ vzorky se filtruji pfes membranové filtry (0,45 um).

Ve filtratech vzorku (prvnich 5 ml filtratu se nepouzivad) se piistrojem na méieni

TOC stanovi dvakrat koncentrace rozpustén¢ho uhliku DOC . Jestlize nemtize byt

filtrat analyzovéan v den odbéru vzorku, musi byt do ptistiho dne uchovan

v lednicce. Delsi skladovani se vSak nedoporucuje.

CHSK se ve filtratu vzorku stanovi standardnim postupem podle této vyhlasky.

VYHODNOCENI ZKOUSKY

Koncentrace DOC a nebo CHSK se ve vzorcich stanovi dle kap. 1. 6. 2 nejméné

dvakrat. Biologickd rozlozitelnost v Case t se vypocita podle vzorce 1. 2 a jeji

hodnota se zaokrouhluje na cela procenta. Takt stanovena rozlozitelnost se

oznacuje jako ,,Biologicka rozloZitelnost stanovend Zahn-Wellensovou zkuskou*.

Poznamka: Jestlize je dosaZeno uplného rozlozeni zkouSené latky pred fadnym

probéhnutim zkouSky a vysledek je potvrzen dal§i analyzou provedenou

nasledujici den, mtze byt zkouska ukoncena.

ZAVERECNA ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkouSce by mély byt uvedeny nasledujici tidaje:

—  pocatecni koncentrace latky,

—  vSechny informace a experimentalni vysledky (ndzev zkouSené latky,
referen¢ni latka, kontrolni vzorek),
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IX.4

—  koncentrace latky po 3 h,

— inhibi¢ni kiivka s popisem,

—  datum a zdroj odbéru kalu, stav adaptace, pouzita koncentrace atd.,

—-  veédecké odiivodnéni pfipadnych zmén v provedeni zkousky.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Postupné ubyvani DOC nebo CHSK béhem dnili az tydnii naznacuje, Ze zkouSena

latka je biologicky rozkladana.

V mnoha pifipadech muze ovliviiovat vysledky zkouSky fyzikalné-chemicka

adsorbce. To lze prokézat tim, ze se zjisti uplné nebo ¢astecné odstranéni DOC

nebo CHSK béhem prvnich tii hodin zkouSky a rozdil mezi supernatantem z

kontroly a ze zkouseného vzorku je nec¢ekané maly.

Ma-li se rozliSit uplna nebo Castecna biologicka rozlozitelnost od adsorbce, musi

se provést dalsi zkousky.

Ty mohou byt provedeny vice postupy, nejspravnéjsi je ale pouzit supernatant

nebo inokulum v nekteré zkouSce snadné biologické rozlozitelnosti (nejlépe v

respirometrické zkousce.

Zkousené latky, které vykazuji velky ubytek DOC nebo CHSK a nejsou ovlivnény

adsorbci lze pokladat za biologicky rozlozitelné. Casteény, neadsorbéni ubytek

znamena, Ze latka je pfinejmenSim alespon ¢aste¢né biologicky rozloZzitelna.

Jestlize je ubytek DOC nebo CHSK minimalni nebo zadny, mohla nastat inhibice

mikroorganismli pisobenim zkouSené latky. Tato inhibice se miZze projevovat

rozpusténim nebo ubytkem kalu nebo zdkalem zkouSené suspenze. V takovych

pripadech se zkouska opakuje s nizs§imi koncentracemi zkousené latky.

Vyssi citlivosti mize byt dosazeno specifickymi analytickymi metodami nebo

pouzitim latek znacenych '*C. Jestlize je pouzita zkousena latka s He, je mozné

stanovenim '*CO, prokézat, 7e nastal rozklad zkougené latky.

Pokud je udavan vysledek jako primérni biologicka rozlozitelnost, mély by byt

uvedeny, pokud je to mozné, zmény v chemické strukture, které zpiisobily snizeni

obsahu vychozi, rodicovské, zkousené latky.

Musi se také dokladovat ovéfeni analytické metody a vysledky stanoveni v

zivném médiu bez ptidavku zkouSené latky.

LITERATURA

(I) OECD Paris, 1981, Test Guideline 302 B, Beschluss des Rates C (81) 330
Final

(2) Anhang V C.9 Abbaubarkeit. Chemischer Sauerstoffbedarf, Richtlinie der
Kommission 84/449/EWG (Amtsblatt den Europdischen Gemeinschaften
Nr. L 251 vom 19. September 1984).

PRILOHA

PRIKLAD VYHODNOCEN({
Organicka latka: 4 - ethoxybenzoova kyselina
Teoreticka koncentrace ve zkouSce: 600 mg.1"!
Teoretickd DOC : 390 mg.I™
Inokulum: méstska Cistirna v .....
Koncentrace: | g suginy . I"!
Adaptace: bez adaptace

Analytika: stanoveni DOC



Mnozstvi vzorku: 3ml

Referencni latka: diethylenglykol

Toxicita zkousené latky: zadné toxické ucinky pti koncentraci
mensi nez 1000 mg.I™
Pouzita zkouska: zkouska ve
fermentacnich trubicich

Doba Referencni latka Zkousena latka
zkousky | sl p. DOC | DOCn |Rozklad| DOC | DOCn | Rozklad
mgl' | mgl' | mgl’ % mg-1" | mg.I” %
0 - - 300 - - 390 -
3h 4,0 298,0 | 294,0 2 371,6 | 367,6 6
1 den 6,1 288,3 | 2823 6 373,3 | 3672 6
2 dny 5,0 281,2 | 276,2 8 360,0 | 355,0 9
5 dnti 6,3 270,5 | 264,2 12 193,8 | 187,5 52
6 dnil 7,4 253,3 | 2459 18 143,9 | 136,5 65
7 dnti 11,3 212,5 | 201,2 33 104,5 93,2 76
8 dnti 7,8 142,5 | 134,7 55 58,9 | 51,1 87
9 dnti 7,0 35,0 28,0 91 18,1 11,1 97
10 dni 18,0 37,0 19,0 | 94 20,0 2,0 99

Poznéamka: DOC stanovena v triplikatech.
sl. p. = slepy pokus

Obrazek 1
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Obrazek 2

Priklad adaptace kalu
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X. METODA PRO STANOVENiI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI -
SIMULACNI ZKOUSKA S AKTIVOVANYM KALEM - metoda C.10 podle prilohy

smérnice 92/69/EHS

X.1 METODA

X.1.1 UVOD

X.1.1.1 Obecné poznamky

X.1.1.2

Metoda je vhodnd pouze pro ty organické latky, které v pouzivanych
koncentracich:

—  jsou natolik rozpustné ve vod¢, aby bylo mozné ptipravit zasobni roztok,

—  maji za podminek zkousky zanedbatelnou tenzi par,

— neinhibuji bakterie.

Je uzitetné mit informace o relativnim podilu nejdilezitéjSich komponent
obsazenych ve zkouSeném materialu, zvlasté tehdy, kdyz biologicka rozlozitelnost
dosahuje nizkych nebo margindlnich hodnot. Pfi interpretaci nizkych hodnot
biologické rozlozitelnosti a volbé vhodné zkuSebni koncentrace je potfebné znat
udaje o toxicité latky vi¢i mikroorganismim.

Stanoveni uplné biologické rozlozitelnosti (analyza DOC/CHSK)

Cilem metody je stanoveni Uplné biologické rozlozitelnosti organické latky na
zakladé méteni ubytku zkouSené latky a vzniklych metabolitii

v koncentracich DOC vice nez 12 mg.1” (nebo CHSK cca 40 mg.l") ve
zkuSebnim zafizeni s naplni aktivovaného kalu. Prokdzalo se, Ze optimdlni je
koncentrace DOC 20 mg /1.

Je nutné znat obsah organického uhliku nebo CHSK zkouSené latky.



X.1.1.3

X.1.2
X.1.2.1

X1.2.2

X.13

X.1.4

Stanoveni primarni biologické rozlozitelnosti (specificka analyza)

Cilem metody je stanoveni primarni biologické rozloZitelnosti zkouSené latky pii
koncentraci cca 20 mg/l v modelovém zafizeni s aktivovanym kalem (pokud to
umoznuje analytickda metoda nebo toxicita zkouSené latky, mize byt pouzita
koncentrace zkousené latky vyssi nebo nizsi). To dovoli odhadnout primarni
biologickou rozlozitelnost zkousSené latky (vymizeni plvodni ,rodiCovské®
chemické struktury).

Cilem metody neni stanoveni stupné mineralizace zkousen¢ latky.

Ke kvantitativni analyze musi byt k dispozici vhodna metoda.

DEFINICE A JEDNOTKY
Analyza DOC/CHSK
Ubytek latky je vyjadien vztahem:

T-(E-E,)
DR=——""2-100% (la)
DR = DOC nebo CHSK ubytek v % vztazeny na zkousSenou latku pii dané
sttedni dob¢ prodlenti,
T = koncentrace zkouSené latky na piitoku do zkuiebni jednotky v mg.l”
DOC nebo CHSK,
E = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku ze zkusebni jednotky v mg.I™,

E, = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku z kontrolni jednotky v mg.1".
Rozklad je definovan jako procentualni ibytek DOC nebo CHSK pii udané dobé
zdrzeni, vztaZzeny na zkouSenou latku.
Specificka analyza
Procentualni odstranéni zkouSené latky z vodné faze (Ry,) béhem udaného casu
prodleni:
R, :ﬁ-IOO% (1b)
1
C, = koncentrace zkousené latky v pritoku do zkuSebniho zafizeni (v mg.I™)
stanovena specifickou analyzou,
Co = koncentrace zkouSené latky na odtoku ze zkuSebniho zatizeni (v mg.l'l)
stanovena specifickou analyzou.
REFERENCNI LATKY
Pti zkouseni novych latek je nékdy vhodné pouzit referencni latku. Specifické
referencni latky doposud nejsou doporuceny.
PRINCIP ZKUSEBNICH METOD
Ke stanoveni uplné biologické rozlozitelnosti se pouzivaji dvé paralelné pracujici
modelova zafizeni s aktivovanym kalem (potvrzujici zkouska OECD nebo
zafizeni s porézni nddobkou). ZkouSena latka se ptfidava na pfitoku do jedné z
jednotek (se syntetickou nebo s komunalni odpadni vodou), zatimco ve druhé je
obsazena pouze odpadni voda. Ke stanoveni primarni biologické rozlozitelnosti
pomoci specifické analyzy zkouSené latky na pfitoku a odtoku je zapotiebi jedna
jednotka.
Na odtoku se méti koncentrace DOC nebo CHSK nebo se stanovi koncentrace
zkousené latky specifickou analyzou.
DOC zkousené latky se nestanovuje, pouze se konstatuje.
Pii méfeni DOC nebo CHSK se vychazi z toho, Ze rozdil mezi primérmymi
koncentracemi na odtoku ze zkuSebni a z kontrolni jednotky je zplsoben
nerozlozenou ¢asti zkouSenych latek.
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X.1.6
X.1.6.1
X.1.6.1.1

X.1.6.1.2

X.1.6.1.3

Jestlize jsou provadény specifické analyzy, lze stanovovat zmény koncentrace
puvodni chemické latky (primérni biologické rozlozitelnost).

Ob¢ zarizeni mohou byt provozovana jako ,,spfazena“ pomoci postupu vzajemné
inokulace.

KRITERIA KVALITY

Koncentrace zkouSené latky se voli s ohledem na druh analytické metody a jeji
mez stanovitelnosti.

POPIS ZKUSEBNi METODY

Piiprava

Pristroje

Pokud se neprovadi specificka analyza, pouzivaji se dvé modelové zkusSebni
jednotky stejného typu. Mohou byt pouzivany dva typy zafizeni:

Potvrzujici zkouska OECD

Zatizeni se skldda ze zasobni nadoby (A) na syntetickou odpadni vodu,
davkovaciho cerpadla (B), aeratni nadoby (C), sedimenta¢ni nadoby (D),
mamutky (E) k recirkulaci aktivovaného kalu a sbérné nadoby vycisténé vody (F).
Nédoby (A a F) musi byt ze skla nebo z vhodné umélé hmoty objemu nejméné 24
1. Cerpadlo (B) musi zajistovat konstantni piitok syntetickych splaska do aeraéni
nadoby. Pouzit mize byt jakykoliv vhodny systém zajiStujici stanoveny pfitok a
koncentraci. Za normalnich podminek je vySka separatoru (D) nastavena tak, aby
objem kultivacni suspenze v aeracni nadobé byl 3 1. V dolni ¢asti konické casti
aeracni nadoby je ponofena porézni aeracni krychlicka. Mnozstvi dodévaného
vzduchu mize byt kontrolovano pritokomérem. Mamutka (E) je osazena tak, aby
byl aktivovany kal ze separatoru do aktiva¢ni nddoby dopravovan rovnomeérneg.
Zatizeni s porézni nadobkou

Porézni nadobka je vyrobena z porézni polyethylenové folie (tloustka 2 mm,
maximalni velikost pord 95 mikronil) stocené¢ do vélce o priméru 14 cm s
konickym dnem 45 °, obrazky 1 a 2 v pfiloze 2. Porézni nadobka je umisténa v
nepropustné nddob¢ o pruméru 15 cm zhotovené z vhodné umélé hmoty, kterd ma
nad konickou ¢asti odtok ve vysce 17,2 cm, ¢imzZ je

v zafizeni vymezen objem 3 I. Na hornim konci vnitini nddoby je upevnén
kruhovy drzék tak, ze mezi vnéjsi a vnitini nadobou je 0,5 cm odtokova mezera.
Cel¢ zafizeni je umisténo do vodni ldzné regulované termostatem. Vzduch je
privadén na dno vnitini nddoby pomoci vhodného rozvadéce.

Néadoby (A) a (E) musi byt vyrobeny ze skla nebo vhodné umélé hmoty a maji mit
objem nejméné 24 1. Cerpadlo (B) umoziiuje konstantni ptitok odpadnich vod do
aera¢ni nadoby. MiiZze byt pouzit jakykoliv vhodny systém za pfedpokladu, ze
zarucuje stanoveny pritok a koncentraci.

K dispozici musi byt zasoba dalSich poréznich nddobek jako nahrada za zanesené;
zanesené nadobky se ¢isti namocenim na 24 hodin do roztoku chlornanu sodného
a promytim pitnou vodou.

Filtrace

Pouzivaji se membranové filtra¢ni pfistroje a membranové filtry (velikost port
0,45 um). Membranovy filtr nesmi uvoliiovat uhlik ani nesmi adsorbovat
zkousenou latku pfi filtraci.

Odpadni voda

Mize byt pouzito bud’ vhodné syntetické médium nebo komundalni odpadni voda.
Priklad syntetického média:

V1 1 pitné vody se rozpusti:

pepton 160 mg,
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masovy extrakt 110 mg,

mocovina 30 mg,
NaCl 7 mg,
CaCl, .2 H,O 4 mg,
MgSO4 .7H;0 2 mg,
KzHPO4 28 mg.

Komunalni odpadni vody:

Odebiraji se Cerstvé kazdy den z prepadu mechanického stupné Cistirny,

ktera Cisti prevazné méstské odpadni vody.

Zasobni roztok zkousené latky

Ptipravi se napft. 1% roztok zkousené latky, ktery se bude pridavat do zkusebni
jednotky. Stanovi se koncentrace zkousené latky a urci se pfisluSny objem
zasobniho roztoku, ktery je potfebné pridat k odpadni vod¢ nebo dal§im
¢erpadlem pfimo do zkuSebni jednotky, aby byla dosazena pozadované zkusebni
koncentrace.

Inokulum

Poznamka: Je-li pouzivana komundlni odpadni voda neni vhodné pouzivani
inokula s malou koncentraci bakterii, ale mé se pouzivat aktivovany kal.
Mohou se pouzivat inokula z riznych zdroji.

Ptiklady vhodného inokula:

a) Inokulum z odtoku biologické ¢istirny odpadnich vod

Inokulum miize byt ziskano z odtoku dobie fungujici Cistirny zpracovavajici
pfevazné komunalni odpadni vody. Vzorek odtoku musi byt v dobé mezi
odbérem a pouZzitim uchovan v aerobnich podminkéach. Inokulum se pfipravi
filtraci vzorku vody pies hruby filtr, prvnich 200 ml filtratu se vylije. Az do
okamziku pouZiti se filtrat uchovava v aerobnich podminkach. Inokulum musi
byt pouzito ve stejny den kdy bylo pfipraveno. K inokulaci se uZiva nejméné 3
ml.

b) Smésné inokulum

Inokulum odebran¢ z odtoku cCistirny:

Viz ptedchozi popis.

Inokulum z pidy:

100 g zahradni zeminy (Grodnd, nesterilni zemina) se suspenduje v 1 1
nechlérované pitné vody (nevhodné jsou zeminy s vysokym obsahem jilu,
pisku a humusu). Po zamichani se necha suspenze 30 minu dekantovat.
Kapalna faze se prefiltruje, prvnich 200 ml se vylije. Filtrat se ihned
provzdusnuje az do okamziku pouziti. Inokulum je mozné pouzit pouze ten
den, kdy bylo ptipraveno.

Inokulum z povrchové vody:

Dalsi dil smésného inokula se ziskdvd z mesosaprobnich povrchovym vod.
Odebrany vzorek se filtruje, prvnich 200 ml se vylije. Az do okamziku pouziti
se filtrat udrzuje v aerobnich podminkach. Inokulum musi byt pouzito pouze
ten den, kdy bylo pfipraveno.

Smésné inokulum se ziska smisenim a dobrym promichdnim stejnych
objemovych dila vSech tfi dil¢ich inokuli. K ockovani se pouzivaji nejméné 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 nadrze Cistirny komunalnich odpadnich vod.
Postup
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Zkouska se provadi pfi laboratorni teploté, kterd se ma udrzovat mezi 18 - 25 °C.
Zkouska mizZe byt event. provadéna pii nizSich teplotach (do 10 ° C). Pokud se
zkousena latka za téchto podminek rozklada, nejsou zapotiebi zadna dal$i méfeni.
Jestlize vSak pii niz$i teploté rozkladana neni, musi byt zkouska opakovana pfi
teploté 18 - 25 ° C.

Faze zapracovani: tvorba kalu/stabilizace kalu

Fézi riistu/stabilizace kalu je obdobi, béhem kterého dochazi za provoznich
podminek k ustaleni koncentrace aktivovaného kalu a funkce zkuSebni jednotky
Rozbéhova faze zacina prvni vsadkou zkousené latky a konc¢i dobou, kdy
naméfeny Ubytek zkousSené latky dosédhne relativné konstantni hodnoty. Tato faze
by nemél trvat déle nez 6 tydnti.

Hodnotici faze je doba trvajici 3 tydny od okamziku kdy ubytek zkouSené latky
dosahl relativné konstantni, zpravidla vysoké, hodnoty. Pro latky, které se behem
Sest tydnt trvajici rozbéhové faze nerozkladaji nebo jejich ubytek dosahuje
nizkych hodnot se za vyhodnocovaci fazi povazuje obdobi dalsich tii
nasledujicich tydnt.

Na zacatku zkousky se zkuSebni jednotka(y) naplni zkusebni kapalinou s
inokulem.

Zapne se provzdusinovani a mamutka (pii pouziti zkusebniho zatizeni podle
OECD) a zapne se davkovaci zafizeni.

Ptitok odpadnich vod bez zkousené latky do aera¢ni nddoby se udrzuje na
rychlosti 1 Lh™ nebo 1/2 1.h'; doba zdrZeni tak doséhne 3 h nebo 6 h.

Intenzita provzduSnovani musi byt regulovéna tak, aby se udrzoval obsah aera¢ni
nadoby ve vznosu a obsah rozpusténého kysliku neklesl pod hodnotu 2 mg.1".
Pénéni smési se zabranuje vhodnymi prostiedky, které neinhibuji kal.

Kal, ktery se shromazd'uje v horni ¢asti aeracni nddoby a u priikazné zkousky
OECD na dné sedimentac¢ni nadoby a v cirkulaénim okruhu musi byt alespon
jednou za den vracen do mate¢né suspenze setfenim nebo jinym vhodnym
zpiisobem.

Jestlize kal Spatné sedimentuje Ize zvysit jeho hustotu pridavkem 2 ml 5%
roztoku chloridu Zelezitého. Pfidavek je mozné opakovat podle potieby.

Odtok ze sedimenta¢ni nadrZe se shromazd'uje v nddobach E nebo F po dobu 20 -
24 hod. Pted odebranim vzorku se smés dikladné promicha. Nadoby E a F se
musi peclive Cistit.

Pro potieby sledovani t¢innosti procesu a pro potieby jeho fizeni se stanovi
nejméné dvakrat tydné¢ CHSK nebo DOC zfiltrovaného praimérného vzorku
vytoku ze zatfizeni a filtrované smési davkované do zatizeni. K filtraci se pouziva
membranovy filtr s velikosti pori 0,45 pum. Prvnich 20 ml filtratu se vylije.
Pokud se rozkladné procesy ustali, vyrovnaji se i poklesy CHSK nebo DOC.
Sugina kalu v aeraéni nadobé se stanovuje dvakrat tydné (g.1™).

Zatizeni mohou byt provozovana dvéma zpusoby: pokud je suSina kalu vyssi nez
2,5 g.I'" prebyte¢ny kal se vypusti nebo se denn& odebere z kazdé nadoby 500 ml
suspenze, takze stiedni doba zdrzeni kalu v zafizeni je 6 dni.

Jestlize jsou namétfené a hodnocené parametry (I¢innost metody stanovena na
zakladé ubytku CHSK nebo DOC, koncentrace kalu, schopnost sedimentace kalu,
zakal kapalné faze v sedimentacni nddob¢ atd.) dvou jednotek dostatecné stabilni,
muze byt zahajeno ptidavani zkousSené latky dle kap. 1. 6. 2. 2 do natoku do jedné
z jednotek.

Alternativné miize byt zkousena latka ptidavana na zacatku faze rtstu kalu (1. 6.
2. 1), zvlast tehdy, kdyz je jako inokulum pouzivan aktivovany kal.



X.1.6.2.2  Pracovni postup

X.1.6.2.3

X.2
X.2.1

Za dodrzovani podminek pro rozbéhovou fazi se do ptitoku do zkuSebniho
zafizeni ptidava zasobni roztok zkousené latky (cca 1 %), aby obsah DOC v
suspenzi byl v rozmezi 10 - 20 mg.I"' nebo CHSK 40 mg.1".

Zasobni roztok se bud’ denn¢ primichava do odpadni vody nebo se ptivadi pomoci
cerpadla pfimo do suspenze. Koncentrace se postupné zvysuje az na pozadovanou
hodnotu. Vyzkouseny mohou byt i vyssi koncentrace nez udava piedchozi
odstavec, pokud nema zkouSena latka na aktivovany kal toxické uc€inky.

Do kontrolni jednotky se davkuje pouze odpadni voda bez zkouSené latky. Z
odtoku se odebiraji vzorky pro analyzu a filtruji se na membranovém filtru s
velikosti porti 0,45 pm. Prvnich 20 ml filtratu se vyléva.

Filtraty vzorki musi byt analyzovany v den odbéru nebo musi byt konzervovany
(napft. pfidavkem 0,05 ml 1% chloridu rtutnatého na 10 ml filtratu, uloZenim na
24 h pii teploté 2 - 4 °C nebo pii -18 ° C na delsi dobu).

Doba trvani rozbéhové faze od okamziku ptidavku zkouSené latky by neméla
piekrocit 6 tydni. Vyhodnocovaci faze by neméla byt kratsi nez 3 tydny, aby
bylo mozné provést 14 - 20 stanoveni nutnych k vyhodnoceni zkousky.

Sptazena zafizeni

Zatizeni jsou spfazena tak, Ze je mezi nimi 1x denné vyménovano 1,5 | suspenze
(vCetné kalu) z aeracnich nadob. Dochazi-li k silné adsorbci zkousené latky,
odebere se 1,51 kapalné faze ze sedimentacni nadoby a ptidava se do aeracni
nadoby druhého zatizeni.

Analytika

Ke sledovani chovani zkousené latky se pouzivaji dvé metody stanoveni:

DOC a CHSK.

Hodnoty DOC se stanovi dvakrat pomoci analyzatoru uhliku a CHSK se stanovi
podle literatury (2).

Specificka analyza

Koncentrace zkousené latky se stanovi vhodnou analytickou metodou. Je-li to
mozné, stanovi se zvlast mnozstvi latky adsorbované na aktivovany kal.

DATA A VYHODNOCENI

SPRAZENA ZARIZENI

Pokud je pouzivano spfazené zatfizeni, pocitd se denn¢ stupenl odstranéni, DR,
postupem podle 1. 2. 1.

Tyto denni hodnoty se opravi na hodnotu Dr. , zohlednénim pfenosu materidlu
pii o¢kovani. Tento vypocet se provadi dle rovnice (2) pro stfedni dobu prodleni 3
hodiny a podle rovnice (3) pro stiedni dobu prodleni 6 hodin.

DR, = 8 pr 100 )
7 7

DR, = 4 pr-1% 3)
3 3

Ze ziskanych hodnot se vypocita jejich primér a déle standardni odchylka podle
rovnice (4)

n  —

>’(DRe - DRe,)

Spre = = 4)
n-—1

kde:

spre = standardni odchylka,

DRc=  pramér hodnot DR,
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n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR, se eliminuji vhodnou statistickou metodou, napf.
Nalimovou metodou (6) pro 95% hladinu vyznamnosti, pramér a standardni
odchylka se potom vypoctou s vylou¢enim odlehlych hodnot Dr.:

Vysledek se vyjadii dle (5):

t .
DRL‘ :DRc T ”*l’a SDRc (5)

~ n

kde

to.1; oo = tabulkova hodnota t pro n dvojic hodnot e a E, a statistickou mez
spolehlivosti P (P=1-a), kde P = 95% (1).

Vysledkem je primér s udanymi mezemi tolerance pro 95% hladinou
vyznamnosti pfipadné s udanou standardni odchylkou, poctem dat hodnot DR,
bez odlehlych hodnot a poc¢tem odlehlych hodnot.

Napft.

DR, = 98,6 £2,3% tubytku DOC,
s = 4,65% ubytku DOC,

n = 18,

x = pocet odlehlych hodnot.

NESPRAZENA ZARIZENi{
Provozni vykon zafizeni miize byt ovéfen nasledovné:
% odstranéni CHSK nebo DOC =
_ CHSK nebo DOC odp.vody — CHSK nebo DOC vytoku
CHSK nebo DOC odp.vody
Vynéasenim denné¢ naméfenych ubytkl do grafu se zdirazni vSechny trendy, napf.
adaptace.
Vyuziti stanoveni CHSK/DOC
Z denn¢ namétenych hodnot se podle kap. 1.2.1 vypocita procentudlni ubytek DR.

Z tady hodnot DR se spocita jejich primér a podle rovnice (6) standardni
odchylka:

n

> (DR~ DR)

. 100

Spr = || = (6)
n—1

kde

spr =  standardni odchylka hodnot Dr;,

DR =  pramér hodnot Dr; ,

n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR se eliminuji vhodnou statistickou metodou napi. podle
Nalimova (6) pifi 95% hladiné vyznamnosti, stfedni hodnota a standardni
odchylka jsou potom znovu vypocitany s vylou¢enim odlehlych hodnot DR.
Vysledna hodnota se pocita dle rovnice (7)

DR = DR i%-s[m (7)

kde
tn.1; oo - tabulkova hodnota t pro n dvojic hodnot e a E, a statistickou n mez
spolehlivosti P (P=1-a), kde P =95 % (1).
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Vysledkem je prumér s mezemi tolerance pii 95% hladiné vyznamnosti s udanou
standardni odchylkou, poctem dat hodnot DR bez odlehlych hodnot a poétem

odlehlych hodnot.

Napt.:

Dr = (98,6 £2,3%) ubytku DOC,
s = 4,65% ubytku DOC,

X

n = 18,

pocet odlehlych hodnot.

Pouziti vysledki specifické analyzy

Odstranéni zkousené latky z vodné faze (Ry,) v % se pocitd podle 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 formuléfe uvedeného v
ptiloze €. 3 této metody;

druh pouzitého zkuSebniho zatfizeni (zatizeni pro prukaznou zkousku OECD
nebo zafizeni s porézni nddobkou);

zpusob provozovani zatizeni: sprazena nebo nespiazena zatizeni;

druh odpadnich vod:  syntetické nebo komundlni odpadni vody, u
komunalnich odpadnich vod datum a misto odbéru;

druh inokula, datum a misto odbéru;

popis  pouzitych analytickych metod, pokud byly provadény
specifické analyzy;

grafické vyjadieni zavislosti ibytku CHSK nebo DOC na Case ve fazi
rozbéhové a vyhodnocovaci;

vysledek stanoveni obsahu zkouSené latky prostfednictvim CHSK nebo
DOC v zasobnim roztoku;

pfi provadeéni specifické analyzy: grafické vyjadieni procentualniho tibytku
zkouSené latky z kapalné fdze béhem rozb&hové a vyhodnocovaci faze v
zavislosti na ¢ase;

sttedni ubytek DOC nebo CHSK zkouSené latky a standardni odchylka
vysledkt ziskanych béhem vyhodnocovaci faze, kdy ubytek zkouSené latky
je konstantni;

grafické vyjadreni koncentrace aktivovaného kalu v zavislosti na Case;
poznamky tykajici se aktivovaného kalu (odstraiovani ptebytecného kalu
ze zafizeni, tvorba shlukd, pouziti chloridu zelezitého atd.);

promé&fované koncentrace zkousené latky;

vysledky analyz kalu;

vSechny informace o zkouSené latce a o referencni latce, pokud
byla pouzita;

védecké zdivodnéni vSech odchylek a zmén metody.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pticinou nizké hodnoty Ubytku zkouSené latky z vodné faze mize byt inhibice
mikroorganismll zpiisobena touto latkou. Projevuje se to piredevs§im rozpousténim
a ztratou kalu, zakalovanim kapalné faze a snizenim uc€innosti odstrafiovani
CHSK nebo DOC v zatizeni.

Nékdy hraje roli fyzikdlné-chemicka adsorbce. Vztah mezi biologickym
pusobenim na latku a jeji fyzikalné-chemickou adsorpci je mozné rozliSit po
odpovidajici desorpci.
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K rozliseni tplného nebo ¢astecného biologického rozkladu od adsorbce je nutno
provést dalsi zkousky.

Nabizi se zde vice moznosti. NejlepsSim postupem je pouziti kapalné faze ze
sedimentacni nadoby jako inokula v né&které ze zkouSek snadné biologické
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 mechanizmi odstranéni latky. Pokud napf. rozpustna sloucenina vykazuje
stupent adsorbce 98 % a denné je odstranovano 10 % kalu, dochazi az ke 40 %
odstranéni latky v tomto kalu. Je-li denné odstranovano 30 % kalu, mulze
eliminace na zaklad¢ adsorbce a odstranéni kalu stoupnout na 65 % (4):

Pti pouzivani specifickych analyz je tieba brat na zfetel vliv struktury latky na
specifickou analyzu. Ubytek latky stanoveny specifickou analyzou nemiize byt
interpretovan jako mineralizace latky.
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PRILOHA 1

Obrazek 1

A = zasobnik E = mamutka
B = davkovaci zatizeni F = zasobnik na vytok
C = aeracni komora (objem 3 litry) G = aeréator

D = sedimentac¢ni nddoba H = pritokomér (nepovinn¢)



Obrazek 2
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Obrazek 1
Zatizeni pouzivané pro stanoveni biologické rozloZzitelnosti

f’_

L

= 8
. —
L L1}
A = zasobnik E = zasobnik na vytok
B = davkovaci ¢erpadlo F = vzduchovaci kdmen
C = porézni aeracni nadobka G = rotametr

D = vné;j$i nepropustna nadoba




Obrazek 2
Detaily tfilitrové vzduchovaci porézni nadobky
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PRILOHA 3

Provozni podminky simula¢ni zkousky s aktivovanym kalem
Oznac v kazdé skupiné

Zarizeni:

prikazna zkouska OECD
zafizeni s porézni nadobkou
Zpusob provozu:
samostatna jednotka
sprazena zatizeni
nespfazena zatizeni
Pteockovani:

zadné

aktivovanym kalem
kapalnou fazi vzniklou odstranénim sedimentu

Stfedni doba zdrzeni:



3 hodiny
6 hodin

Zivné médium:
komunaélni odpadni voda
synteticka odpadni voda

Inokulum:

z Cistirny odpadnich vod
smeésné inokulum
aktivovany kal

Ptidavani zkousené latky:
na zacatku

postupné

po vytvoreni kalu

Analyzy:
specificka
CHSK
DOC

XI. METODA PRO STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI — ZKOUSKA
INHIBICE DYCHANI AKTIVOVANEHO KALU - metoda C.11 podle p¥ilohy

smérnice 92/69/EHS
XI.1 METODA
XIL.1.1 UVOD

Popsana metoda hodnoti vliv zkousené latky na mikroorganizmy métenim
intenzity jejich dychani za definovanych podminek v pfitomnosti riznych
koncentraci zkousené latky.

Ugelem této metody je poskytnout rychlou vyhledavaci metodu, kterou je mozné
urcit latky, které mohou nepfiznivé ovlivnit aerobni mikrobidlni Cistirny vod, a
naznacit vhodné koncentrace zkouSenych latek, které¢ nejsou inhibujici a které je
mozno pouZzit ve zkouSkach biologické rozloZitelnosti.

Definitivni zkousce miize predchazet zkouska pro nalezeni pracovni oblasti. Miize
poskytnout informace o oboru koncentraci, které je mozné pouZit v hlavni
zkousce.

Do schématu zkousSky jsou zatazeny dvé kontroly, jedna na zacatku a druha na
konci fady pokust. Kazdou davku aktivovaného kalu je také nutno kontrolovat s
pouzitim referencni latky.

Tato metoda se nejsnaze aplikuje na latky, které diky své rozpustnosti a nizké
tékavosti zlstavaji ve vodé.

U latek s nizkou rozpustnosti v médiich pouzivanych ve zkouSce mize byt
nemozné stanovit ECs.

Pokud ma zkouSena latka sklon k rozkladu oxidacni fosforylaci mohou vysledky
zalozené na absorpci kysliku vést k nespravnym zavértim,

Pro provedeni zkousky je uzite¢né znat nasledujici informace:

— rozpustnost ve vode,



XI.1.2

XI.1.3

XI.14

XI.1.5

XI.1.6
XI.1.6.1
XI.1.6.1.1

XI.1.6.1.2

— tlak par,

— strukturni vzorec,

— Cistota zkousené latky.

Doporuceni:

Aktivovany kal muze obsahovat potencidlné patogenni organizmy a je tieba s
nim zachazet opatrné.

DEFINICE A JEDNOTKY

Respiraéni rychlost je spotfeba kysliku mikroorganizmy odpadnich vod v
aerobnim kalu, obecné vyjadrena jako mg O, na 1 mg kalu za hodinu.

Pro vypocet inhibicniho ucinku zkouSené latky pifi  urcité koncentraci se
respiraéni rychlost vyjadiuje jako procento primérné hodnoty dvou kontrolnich
respiracnich rychlosti:

(1 _ L} 1100 = %inhibice

Re, + Re,
kde:
Rs= rychlost spotteby kysliku pfi pouzité koncentraci zkousené latky,
Rc; = rychlost spotieby kysliku v kontrolni zkousce 1,
Rcy, = rychlost spotieby kysliku v kontrolni zkousce 2.

ECso v této zkouSce je koncentrace zkouSené latky, pti které respiracni rychlost

¢ini 50 % hodnoty vychdazejici z kontrolni zkousky za podminek popsanych v této

metodé.

REFERENCNI LATKY

Jako referen¢ni latku se doporucuje pouzivat znamy inhibitor dychéni 3,5-

dichlorfenol. Ovétenim ECso u kazdé davky aktivovaného kalu by mélo byt

zkontrolovéno, Ze kal neni abnormalné citlivy.

PRINCIP ZKUSEBNi METODY

Rychlost dychani aktivovaného kalu vyzivovaného standardnim mnozstvim

syntetické odpadni vody se méfi po dobé kontaktu 30 minut, 3 hodin nebo v obou

casech. M¢fi se takeé rychlost dychani téhoz aktivovaného kalu v pfitomnosti

ruznych koncentraci zkousené latky za jinak stejnych podminek. Inhibi¢ni efekt

zkousen¢ latky pfti urcité koncentraci se vyjadiuje jako procento pramérné

rychlosti dychani ze dvou kontrolnich pokusti. Hodnota ECs se vypocita ze

stanoveni pfi riznych koncentracich.

KRITERIA KVALITY

Vysledky zkousky jsou platné, jestlize:

—  respiracni rychlosti dvou kontrolnich pokust se od sebe lisi nejvyse o 15 %,

—  ECsp (pro 30 minut nebo pro 3 hodiny) 3,5-dichlorfenolu leZi v pfijatém
rozmezi 5 - 30 mg.1™".

POPIS ZKUSEBNi METODY

Cinidla

Roztoky zkousené latky

Roztoky zkousené latky se pfipravuji Cerstvé na zacatku studie s pouZzitim

zasobniho roztoku. Pouzije-li se niZze popsany postup, je vhodnd koncentrace

zésobniho roztoku 0,5 g.1™".

Roztok kontrolni latky

Roztok 3,5-dichlorfenolu lze pfipravit napiiklad rozpusténim 0,5g 3,5-

dichlorfenolu v 10 ml 1 M NaOH, zfedénim destilovanou vodou piiblizné¢ na

30 ml, ptidanim 0,5 M H,SO4 do bodu zacinajiciho srazeni ( je tfeba asi 8 ml

0,5 M H;,S04) a konecnym doplnénim smési destilovanou vodou na 1 litr. pH

musi potom lezet mezi 7 a 8.



XI1.1.6.1.3 Synteticka odpadni voda

XI.1.6.2

XI.1.6.3

Pouzivana syntetickd odpadni voda se pfipravi rozpusténim nasledujiciho
mnozstvi latek v 1 litru vody:

— 16 g peptonu,

— 11 g masového extraktu,

— 3 g mocoviny,

— 0,7 gNaCl,

— 0,4 g CaCl,.2H,O0,

— 0,2 g MgSO4.7H20,

— 2,8 g KzHPO4.

Poznamka 1: Tato syntetickd odpadni voda ma stonasobnou koncentraci oproti
vod¢ popsané v technické zpravé OECD "Néavrh metody stanoveni biologické
rozlozitelnosti povrchové aktivnich latek pouzivanych v syntetickych
detergentech" (11.6.1976), s pfidavkem monohydrogenfosfore¢nanu draselného.
Poznamka 2: Nepouzije-li se pfipravené médium ihned, je nutné je pfechovavat

v temnu pii 0 -4 °C ne déle neZ jeden tyden za podminek, které nezpiisobuji
zadné zmény v jeho slozeni. Médium je také mozné pied uschovanim sterilizovat,
nebo je mozné pepton a masovy extrakt pridat kratce pfed provedenim zkousky.
Pted pouzitim je nutné médium dikladné promichat a upravit pH.

Aparatura

Mg¢fici aparatura: Pfesna konstrukce neni podstatna. Musi vSak mit volny prostor
nad kapalinou a sonda musi ptesné zapadat do hrdla odmérné banky.

Z bézného laboratorniho vybaventi je tfeba zejména toto:

—  m¢éfici pfistroje,

—  provzdu$iovaci zafizeni,

—  m¢fi¢ pH a monitorovaci zafizeni,

—  kyslikova elektroda.

Priprava inokula

Jako mikrobidlni inokulum pro zkousku se pouziva aktivovany kal z Cistirny
odpadnich vod Cistici pfevazné¢ domovni odpadni vody.

Je-li to nutné, je mozné pii dodani kalu do laboratofe odstranit hrubé cCéstice
kratkodobym usazenim (napf. 15 minut) a dekantovat horni vrstvu jemnéjSich
tuhych castic pro pouziti. Alternativné je mozné kal po nekolik
sekund.promichat.

Lze-li mimoto pfedpokladat, Ze je pfitomna latka majici inhibi¢ni ucinek, je nutné
kal promyt vodovodni vodou nebo izotonickym roztokem. Po zcentrifugovani se
roztok nad usazeninou dekantuje (tento postup se opakuje trikrat).

Malé mnozstvi kalu se zvazi a vysus$i. Z vysledku je mozné vypocitat mnoZzstvi
vlhkého kalu, které je nutné suspendovat ve vod¢, aby se ziskal aktivovany kal

v oblasti koncentraci suspendovanych tuhych latek ve smésné kapalin€ mezi 2 a
4 gl Dodrzi-li se nize doporudeny postup ziska se zkusebni médium s
koncentraci kalu 0,8 a 1,6 g.l'l.

Neni-li mozné kal pouzit v den kdy byl shromdzdén ptidé se ke kazdému litru
aktivovaného kalu, pfipravené¢ho tak, jak je popsano vyse, 50 ml syntetické
odpadni vody, potom se provzdushuje pies noc pti 20 = 2 °C. Poté se udrzuje za
provzdusiiovani pro pouziti béhem dne. Pfed pouzitim se zkontroluje pH a je-li
tieba, upravi se na 6 - 8. Obsah suspendovanych tuhych latek ve smésné kapaliné
je tteba stanovit, jak je popsdno v ptedchozim odstavci.
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Pozaduje-li se pouziti stejné davky kalu v nasledujici dny (nejvyse po Ctyii dny),
pfidava se na konci kazdého pracovniho dne dalSich 50 ml syntetické odpadni
vody na litr kalu.

Provedeni zkouSky

Trvani/doba kontaktu: 30 minut a (nebo) 3 hodiny, bé&hem kterych probiha

provzdusnovani

Voda: Pitné voda (v ptipad¢ potieby zbavena chloru)

Ptivod vzduchu: Cisty vzduch, prosty oleje. Priitok 0,1 - 1 1.min™.

Meéfici aparatura: Baiika s plochym dnem, jakd se pouziva pro stanoveni
BSK.

M¢ti€ obsahu kysliku: Vhodna kyslikova elektroda, se zapisovacem.

Zivny roztok: Synteticka odpadni voda (viz vyse).

Zkousena latka: Roztok zkouSené¢ latky se pfipravi Cerstvy na zaclatku
zkousky.

Referencni latka: napf. 3,5-dichlorfenol (nejméné tfi koncentrace)

Kontrolni zkouska: =~ Naockovany vzorek bez zkousSené latky

Teplota: 20£2°C

Dale je uveden navrzeny experimentalni postup, kterého je mozné pouzit jak pro
zkousSenou, tak pro referen¢ni latku, pro dobu kontaktu tfi hodiny:

Pouziva se n€kolika nddob (napft. jednolitrovych kadinek).

Je tfeba pouzit alespon pét koncentraci, odstupiiovanych o konstantni faktor
neprevysSujici pokud mozZno 3,2.

V okamziku "0" se 16 ml syntetické odpadni vody doplni vodou na 300 ml. Pfida
se 200 ml mikrobidlniho inokula a vyslednad smés (500 ml) se ptevede do prvni
nadoby (prvni kontrola Cy).

Nadoby, pouzivané v pokusu, je nutné nepietrzit¢ provzdusnovat, aby bylo
zaruéeno, 7e koncentrace rozpuiténého kysliku nepoklesne pod 2,5 mg.I" a aby
tésné1 pfed méfenim rychlosti dychani Cinila koncentrace kysliku pfiblizné 6,5
mg.l".

V okamziku "15 minut" (15 minut je libovolné zvoleny, av§ak vhodny interval) se
opakuje totéz aZ na to, Ze se k 16 ml syntetické odpadni vody pied doplnénim
vodou na 300 ml a pfidanim mikrobiadlniho inokula na celkovy objem 500 ml
pfidd 100 ml zasobniho roztoku zkousSené latky. Tato smés se pak pievede do
druhé nadoby a provzduSiuje se jako vySe. Tento postup se opakuje v 15-
minutovych intervalech s rtiznymi objemy zasobniho roztoku zkousené latky,
¢imz se ziska fada nddob obsahujicich riizné koncentrace zkouSené latky.
Nakonec se ptipravi druhd kontrolni nadoba.

Po tfech hodinach se zaznamena pH, dobfe promichany vzorek obsahu prvni
nadoby se pfevede do méfici aparatury a v dobé do 10 minut se zméfi rychlost
dychani.

Stanoveni se opakuje u obsahu kazdé z nadob v 15minutovych intervalech tak, ze
doba kontaktu v kazdé nadobé je tfi hodiny.

Referencni latka se zkousi na kazdé davce mikrobialniho inokula tymz zptisobem.
Maji-li se méfeni provadét po 30 minutach kontaktu, je tfeba pouzit jiného
rezimu (napf. pouziti vice nez jednoho méfice kysliku).

Vyzaduje-li se méfeni chemické spotieby kysliku, pfipravi se dalsi nadoby,
obsahujici zkousenou latku, syntetickou odpadni vodu a ¢istou vodu, ale ne
aktivovany kal. Spotteba kysliku se méii a zaznamena po dob¢ provzdusinovani
30 minut a (nebo) tfi hodiny (doba kontaktu).

VYSLEDKY A VYHODNOCENI
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Rychlost dychani se vypo&itd ze zdznamu zapisovade mezi piiblizné 6,5 mg.I" a
2,5mg.l", nebo za desetiminutovou periodu, je-li rychlost dychani nizka. Cast
respiraéni ktivky, ze které se vyhodnocuje rychlost dychani, musi byt linearni.
JestliZe rychlosti dychani v obou kontrolnich pokusech neleZi v rozmezi 15 % od
sebe navzajem, nebo ECsj (za 30 minut nebo tfi hodiny) referencni latky nelezi v
akceptovaném rozmezi (5 - 30 mg.I" pro 3,5-dichlorfenol), je zkouska neplatna a
musi se opakovat.
Pro kazdou zkuSenou koncentraci (viz bod 1. 2) se vypocte inhibice v %. Inhibice
v % se vynese proti koncentraci na logaritmicko-normalnim (nebo logaritmicko-
pravdépodobnostnim) papiru a odecte se hodnota ECsy.
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:
—  zkouSend latka: chemické identifikacni udaje,
—-  systém pouzity pii zkousce: zdroj, koncentrace a veskera predbézna tprava

aktivovaného kalu,
—  experimentalni podminky:

—  pH reakéni smési pred méfenim respirace,

— teplota pii zkousce,

—  ba trvani zkousky,

—  referenéni latka a jeji zméfend ECsy,

—  abioticka spotieba kysliku (pokud k ni dochazi).
—  vysledky:

—  veskeré naméfené hodnoty,

—  ktivka inhibice a metoda vypoctu ECsy,

—  ECsp aje-li mozné 95% meze spolehlivosti, EC,y a ECygy,

—  veskera pozorovani a veskeré¢ odchylky od této zkuSebni metody,

které mohly ovlivnit vysledek.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Hodnotu ECs je tfeba povazovat pouze za orientacni hodnotu pravdépodobné

toxicity zkouSené latky bud’ pii zpracovani odpadnich vod aktivovanym kalem,

nebo pro mikroorganizmy v odpadnich vodach, protoze slozité interakce, ke

kterym dochdzi v Zivotnim prosttedi, nelze piesné¢ simulovat laboratorni

zkouskou. Mimoto, zkouSené latky, které mohou mit inhibi¢ni uc¢inky na oxidaci

amoniaku, mohou také zpiisobovat atypické inhibi¢ni kiivky. Proto je nutné

interpretovat tyto kiivky opatrné.
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METODA PRO STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI -

MODIFIKOVANA ZKOUSKA SCAS — metoda C.12 podle p¥ilohy smérnice 92/69/EHS
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METODA

UVOoD

Cilem této metody je hodnoceni potencidlni uplné biologické rozloZitelnosti

neté¢kavych organickych latek rozpustnych ve vodé, jsou-li vystaveny pomérné

vysokym  koncentracim  mikroorganizmii po dlouhé casové obdobi.

Zivotaschopnost mikroorganizmii se udrzuje po tuto dobu dennimi p¥idavky Zivin

z usazené odpadni vody. (Pro potfebu b&hem vikendl lze odpadni vodu

prechovavat pfi 4 °C. Alternativné je mozné pouzit syntetickou odpadni vodu

podle potvrzujici zkousky OECD.)

Pfi interpretaci vysledkd (viz 3. 2) je nutné brat v ivahu, ze mize dochazet k

fyzikéalné-chemické adsorpci na suspendovanych tuhych latkach.

V disledku dlouhé doby zdrZeni kapalné faze (36 hodin) a pribézného ptidavani

zivin nesimuluje zkouska podminky existujici v ¢istirné odpadnich vod. Vysledky

ziskané pti pokusech s riznymi latkami ukazuji, Ze zkouska ma vysoky potencial

biologického rozkladu.

Podminky poskytované zkouskou jsou vysoce pfiznivé pro vybér a adaptaci

mikroorganizmi schopnych rozkladat zkouSenou latku. (Postup je mozné pouzit

také k ziskavani aklimatizovanych inokuli pro pouziti v jinych zkouskach.)

V této metodé¢ se pouziva k hodnoceni vysledné biologické rozlozitelnosti

zkousené latky hodnota koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC).

DOC se doporucuje radéji stanovit po okyseleni a preciSténi neZ jako rozdil Ceex.

- Canorg. .

Soucasné pouziti specifické analytické metody miize umoznit uréeni primarniho

rozkladu latky (ubytek vychozi chemické struktury).

Metoda je pouzitelnd pouze pro ty organické latky, které v koncentracich

pouzivanych ve zkousce:

—  jsou rozpustné ve vod¢ (alesponn 20 mg rozpusSténého organického uhliku
na litr),

—  maji zanedbatelnou tenzi par,

—  nepusobi inhibi¢né na bakterie,

—-  vyznamng¢ se neadsorbuji ve zkuSebnim systému,

—  neztraceji se ze zkouSeného roztoku pénénim.

Je nutné stanovit obsah organického uhliku ve zkousené latce.

Pfi interpretaci ziskanych vysledkl, zejména v ptipadech, kdy vysledky jsou

nizké nebo margindlni, jsou cenné informace o relativnich podilech hlavnich

slozek ve zkouSeném vzorku

Pro interpretaci nizkych vysledkti a pfi volbé vhodné koncentrace pii zkouSce

mohou byt uzite¢né informace o toxicite latky pro mikroorganizmy.

DEFINICE A JEDNOTKY

Cr = koncentrace zkouSené latky na zacatku provzdusiovaci periody, vyjadiena
jako mnozstvi organického uhliku pifitomného nebo pfidaného k usazené
odpadni vodé (mg.I™),

C; = koncentrace rozpusténého organického uhliku v kapalin€ nad usazeninou,
ve zkousce, na konci provzdugiiovaci periody (mg.1™),
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C. = koncentrace rozpusténé¢ho organického uhliku v kapaliné nad sedimentem,
v kontrolni zkousce, na konci provzdusiiovaci periody (mg.I™).

Biologicky rozklad je v této metod¢ definovan jako ibytek organického uhliku.

Biologicky rozklad je mozZné vyjadfit jako:

1. Procenticky ubytek D4, mnozstvi denné pridavané latky:

D, _G-(G-¢) C")-loo (1)
CT
kde Dys = rozklad/denni ptidavek

2. Procenticky ubytek Dyq mnozstvi latky pfitomného na zacatku kazdého dne:

_2C+C, - C,=3C,;,, +3C,

t(i+1
100 (2(a
ssd CT + Cﬁ _ Cc[ ( ( ))
2C,-2(C -C.
=7 (€ ‘)-100 (2(b))
2C+(C,-C,)

kde Dyeq = rozklad/denni ptidavek;

indexy ia (i+ 1) se vztahuji ke dni méfeni.
Rovnice 2(a) se doporucuje, méni-li se DOC v odchézejici vod¢ den ode dne,
zatimco rovnici 2(b) lze pouzivat, zistava-li DOC v odchazejici vodé den ode
dne relativné konstantni.
REFERENCNI LATKY
PRINCIP ZKUSEBNi METODY
Aktivovany kal z Cistirny odpadnich vod se vpravi do semikontinudlni jednotky
pro aktivovany kal (SCAS, semi-continuous activated sludge unit). Pfidaji se
zkousend latka a usazena domovni odpadni voda a smés se provzdusnuje
23 hodin. ProvzdusSnovéani se pak ukonci, kal se nechd usadit a kapalina nad
usazeninou se odstrani.
Kal zbyly v provzdus$novaci komote se pak smisi s dals$i alikvotni ¢asti zkouSené
latky a odpadni vody a cyklus se opakuje.
Biologicky rozklad se ur¢i stanovenim obsahu rozpusténého organického uhliku v
kapalin¢ nad sedimentem. Tato hodnota se porovna s hodnotou, zjiSténou pro
kapalinu ziskanou z kontrolni nddoby, do které byla davkovana pouze usazena
odpadni voda.
Pouzije-1i se specificka analytickd metoda, je moZzné méfit zmény koncentrace
vychozi chemické latky v disledku biologického rozkladu (primérni 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 ptesnych hodnot pro latky, které se rozkladaji ve vysokém
stupni.)
Citlivost metody je ve velké mife ur¢ena variabilitou slepé zkouSky a v mensi
mife pfesnosti stanoveni rozpuStén¢ho organického uhliku a obsahem zkouSené
latky v kapaliné na zac¢atku kazdého cyklu.
POPIS PRACOVNIHO POSTUPU
Piiprava
Sestavi se dostateCny pocet Cistych provzdusiiovacich jednotek, alternativné je
mozné pouzit originalni zkusebni jednotku SCAS o obsahu 1,51, a trubic pro
piivod vzduchu (obréazek 1) pro kazdou zkouSenou latku a pro kontrolni zkousky.
Stlaceny vzduch pfivadény do zkuSebnich jednotek, precistény vatovym filtrem,
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musi byt prosty organického uhliku a musi byt pfedem nasycen vodou, aby se
snizily ztraty vypafovanim.

Vzorek smésné kapaliny, obsahujici 1 - 4 g suspendovanych tuhych latek v 1 litru,
se ziskd z Cistirny pracujici s aktivovanym kalem, Cistici prevazné¢ domovni
odpadni vody. Pro kazdou provzdusnovaci jednotku je tfeba pfiblizn¢ 150 ml
smésné kapaliny.

Zasobni roztoky zkouSené latky se pfipravuji s pouzitim destilované vody;
normalné pozadovani koncentrace je 400 mg.l”' jako organicky uhlik, coZ
predstavuje koncentraci zkousené latky 20 mg.l"' uhliku na zaGatku kazdého
cyklu provzdusiiovani, nedochazi-1i k biologickému rozkladu.

Dovoluje-li to toxicita pro mikroorganizmy jsou ptipustné vyssi koncentrace.
MEéii se obsah organického uhliku zdsobnich roztokd.

Experimentalni podminky

Zkousku je tfeba provadét pii 20 - 25 °C.Pouziva se vysoka koncentrace aerobnich
mikroorganizmi (1 -4 g.I" suspendovanych latek), a efektivni doba zdrZeni je
36 hodin. Uhlikaté latky v pfivadéné odpadni vodé se v Siroké mife oxiduyji,
normalné béhem osmi hodin po zacatku kazdého cyklu provzdusinovani. Potom
kal endogenné¢ dyché po zbytek provzdusiovaci periody, a v této dobé je jedinym
dostupnym substrdtem zkouSena sloucenina, pokud se také rychle
nemetabolizuje. Tyto skuteCnosti spolu s denné opakovanym ockovanim,
pouziva-li se jako médium domovni odpadni voda, vytvareji vysoce piiznivé
podminky jak pro aklimatizaci, tak pro vysoky stupen rozkladu.

Provedeni zkouSky

Ziskéa se vzorek smésné kapaliny z vhodné Cistirny Cistici aktivovanym kalem
pfevazné domovni odpadni vody nebo vzorek kapaliny z laboratorni jednotky a
udrzuje se v aerobnich podminkéch az do pouziti v laboratofi. Do kazd¢ aeracni
1 kontrolni jednotky se naplni 150 ml smésné kapaliny (pouziva-li se originalni
jednotka pro zkousku SCAS, je tfeba uvedené objemy nasobit 10) a zahaji se
provzdusiovani. Po 23 hodinach se provzdu$novani ukon¢i a kal se necha 45 mi-
nut usadit. Postupné se oteviou kohouty vSech nddob a odeberou se 100 ml
podily kapaliny nad usazeninou. Ke kalu zbylému v kazdé aera¢ni jednotce se
pfida 100 ml usazené domovni odpadni vody =ziskané bezprosttedn¢ pred
pouzitim. Opét se zahaji provzdusiovani. V této etapé se nepiidavaji Zadné
zkousené latky, a do jednotek se denné¢ ptridava domovni odpadni voda pouze do
té doby, neZ se po usazeni ziska Cird kapalina nad usazeninou. To trva obvykle
az dva tydny, béhem kterych se obsah rozpusténého organického uhliku v
kapalin¢ nad usazeninou na konci kazdého aera¢niho cyklu pftiblizi konstantni
hodnoté¢.

Na konci této faze se jednotlivé usazené kaly smisi a do kazdé jednotky se
ptedlozi 50 ml vysledné¢ho smésného kalu.

Do kontrolnich jednotek se ptida 95 ml usazené odpadni vody a 5 ml vody, a do
zkuSebnich jednotek se pridd 95 ml usazené odpadni vody plus 5 ml pfislusného
zésobniho roztoku zkousené latky (450 mg.1"). Znovu se zahaji provzdusihovani
a pokracuje se v ném 23 hodin. Kal se pak necha 45 minut usadit, kapalina nad
usazeninou se odebere a analyzuje na obsah rozpusténého organického uhliku.
Vyse uvedeny postup plnéni a odbéru se opakuje v pribéhu zkousky denné.
Muze se ukazat nutnym ocistit pfed usazovanim stény jednotek, aby se predeslo
hromadéni tuhych latek nad hladinou kapaliny. Pro kazdou jednotku se pouziva
samostatna stérka nebo kartac, aby se predeslo vzajemné kontaminaci.

V idedlnim ptipad€ se rozpustény organicky uhlik stanovi v kapalinich nad
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usazeninami denné, i kdyZ jsou pfipustné méné Casté analyzy. Pfed analyzou se

kapaliny zfiltruji pfes promyté 0,45 um membranové filtry nebo se zcentrifuguji.

Membranové filtry jsou vhodné, je-li zaruceno, Ze ani neuvoliiuji uhlik, ani ve

filtraénim kroku neabsorbuji pfislusnou latku. Teplota vzorku po dobu, kdy je v

odstiedivce, nesmi presdhnout 40 °C.

Doba trvani zkousky pro latky, u kterych dochdzi k malému nebo zddnému

biologickému rozkladu neni uréena, ale na zaklad¢ zkusenosti Ize doporucit, aby

trvala obecné nejméné 12 tydni, avSak ne déle nez 26 tydnt.

VYSLEDKY A VYHODNOCENI

Hodnoty koncentrace rozpuSténého organického uhliku v ¢iré kapaliné nad

usazeninami ve zkuSebnich jednotkdch a v kontrolnich jednotkach se vynesou

proti ¢asu.

Po skonceni biologického rozkladu se koncentrace zjisténa ve zkouSce pfiblizi

hodnot¢ v kontrolni jednotce. Jakmile se ve tfech po sob¢ nasledujicich méfenich

zjisti, ze rozdil mezi obéma Urovnémi je konstantni, provede se takovy pocet

dalSich méfeni, ktery je postaCujici pro statistické vyhodnoceni vysledkt, a

vypocte se procentni hodnota biologického rozkladu zkouSené latky (D4, nebo

Dieg, viz 1. 2).

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

Je-1i to moZné, ma protokol o zkouSce obsahovat tyto informace:

—  veskeré informace o druhu odpadni vody, typu pouzité jednotky a o
experimentalnich vysledcich tykajicich se zkousené latky, referen¢ni latky (
pokud byla pouzita) a slepé zkousky,

—  teplotu,

—  ktivku ubytku s popisem, zptisob vypoctu (viz 1. 2),

— datum a lokalitu, kde byly odebrany aktivovany kal a odpadni voda, stav
adaptace, koncentrace atd.,

—  védecké divody pro veskeré zmény v postupu zkousky,

—  podpis a datum.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Protoze latky zkouSené touto metodou nejsou snadno biologicky rozlozitelné,

bude normalné jakykoli ubytek DOC, ke kterému dojde pouze v disledku

biologického rozkladu, béhem dnli nebo tydntl, postupny, s vyjimkou ptipadi,
kdy aklimatizace je nahld, jak je to indikovdno nahlym vymizenim zkouSené
latky po nékolika tydnech.

Nékdy mize hrat vyznamnou ulohu fyzikélné-chemickd adsorpce; to je

indikovano Uplnym nebo castecnym ubytkem ptidaného DOC na zacatku. K ¢emu

dojde potom, zavisi na Ccinitelich jako je mira adsorpce a koncentrace
suspendovanych latek v nepouzit¢ odchazejici vodé. Obvykle rozdil mezi
koncentraci DOC v kapalinach nad usazeninou u kontroly a ve zkousce postupné
vzristd z pocatecni nizké hodnoty a tento rozdil pak, pokud nedojde

k aklimatizaci, zistdva na nové hodnot¢€ po zbytek experimentu,.

Je-1i tfeba rozliSit mezi biologickym rozkladem (nebo castecnym biologickym

rozkladem) a adsorpci, jsou nezbytné dalsi zkouSky. Je mozné je provést tadou

zpusobd, ale nejpresvédcivejsi je pouziti kapaliny nad usazeninou nebo kalu jako
inokula ve zkouSce vybrané¢ ze zakladniho souboru (nejlépe v respirometrické
zkousce).

Zkousené latky, u kterych v této zkousce dochazi k vysokému neadsorpénimu

bytku DOC, je tieba povaZzovat za potencidlné biologicky rozlozitelné. Casteény
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neadsorpéni ubytek ukazuje, Ze u latky dochazi alespon k urcitému biologickému
rozkladu.

Nizké nebo nulové ubytky DOC mohou byt zptisobeny inhibici mikroorganizmi
zkousenou latkou, coZz se mulze projevit také lyzi a ztratou kalu, takZe kapalina
nad usazeninou je zakalena. ZkouSku je nutné opakovat s niz$i koncentraci
zkousené latky.

Vyssi citlivosti je mozné dosdhnout pouzitim specifické analytické metody nebo
slouteniny znacené '“C. V piipadé zkousené latky znadené uhlikem '*C se
zachycenim '*CO, potvrdi, Ze doslo k biologickému rozkladu.

Tam, kde jsou vysledky uvedeny také jako priméarni biologicky rozklad, je teba,
pokud je to mozné, uvést také vysvétleni zmény chemické struktury, kterd vede
ke ztraté¢ odezvy u matetské 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 vysledka
Latka Cr Ci- C. | Procento biolog. | Doba trvani
(mgl") | (mglh) rozkladu Dy, |zkousky
(dny)

4 -acetylaminobenzen 17,2 2,0 85 40
sulfonan
tetrapropylenbenzen 17,3 8,4 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
karboxylat




PRILOHA 2
Ptiklad zkuSebni aparatury

E—-ll}mrn—il

Vzduch

320 mm

Objem 50 ml




XIII. METODA PRO STANOVENi BIOAKUMULACE - PRUTOKOVA ZKOUSKA
NA RYBACH - metoda C.13 podle piilohy smérnice Komise 98/73/ES ze dne 18. za¥i
1998, kterou se po dvacaté ctvrté prizpisobuje technickému pokroku smérnice rady
67/548/EHS o sbliZovani spravnich a pravnich predpisi tykajicich se klasifikace, baleni
a oznacovani nebezpecnych latek

XIII. 1

XIII.1.1

XIII.1.2

METODA

Tato bioakumula¢ni metoda je replikou metody OECD TG 305 (1996).

Uvod

V této metod¢ je popsdn postup pro charakterizovani potencidlu latek
bioakumulovat se v rybach za pratokovych podminek. Ackoliv jsou priitokové
rezimy preferovany, semistatické rezimy se piipousteji, jsou-li splnéna kritéria
validace.

V metod¢ jsou dostate¢né popsany podrobnosti pro provedeni zkousky, pficemz je
poskytnuta dostateCna volnost pro pfizplisobeni experimentdlniho uspotradani
podminkam v jednotlivych laboratofich a riznym vlastnostem zkuSebnich latek.
Metoda je nejefektivnéjsi pro stabilni organické chemikalie s hodnotou logP,, od
1,5 do 6,0 (1), ale mize byt také pouzita na superlipofilni latky (s hodnotou
log P,y > 6,0). Pfedbézn¢ odhadnuty bioakumulacéni faktor (BCF), nékdy
oznacovan jako Kp, bude pro takové superlipofilni latky pravdépodobné vyssi nez
hodnota bioakumula¢niho faktoru vrovnovazném stavu (BCF), ktera je
ocekavana z laboratornich experimentl. Piedbézné odhady pro organické latky
s hodnotou log P, az asi 9,0 lze ziskat pomoci rovnice Binteina et al (2). Mezi
parametry, které charakterizuji bioakumula¢ni potencial, patii rychlostni konstanta
piijmu (k;), rychlostni konstanta vylucovani (k,) a BCFg.

ZkuSebni latky znaceni radioizotopy mohou usnadnit analyzu vzorkd vody a ryb a
mohou byt pouzity v piipadé, Ze by méla byt provedena identifikace a
kvantifikace produkti odbouravani. M¢éfi-li se celkovy obsah radioaktivniho
zustatku (naptiklad spalenim nebo solubilizaci tkang), zaklada se hodnota BCF na
vychozi slou€ening, vSech zadrzenych metabolitech a také na asimilovaném
uhliku. Hodnoty BCF zaloZené na celkovém obsahu radioaktivniho zbytku tedy
nemohou byt pfimo srovnatelné s hodnotou BCF ziskanou specifickou chemickou
analyzou pouze vychozi slou¢eniny.

V metodach se znacenim radioaktivnimi izotopy mohou byt pro stanoveni vychozi
slouCeniny zafazeny purifikacni postupy, a je-li to povazovano za nezbytné,
mohou byt charakterizovany hlavni metabolity. Je moZzné rovnéZ kombinovat
studii metabolismu ryb se studii bioakumulace analyzou a identifikaci rezidui
v tkénich.

Definice a jednotky

Biokoncentrace/Bioakumulace je narist koncentrace zkuSebni latky v organismu
(v jeho specifické tkani) nebo na ném vzhledem ke koncentraci zkusebni latky
v okolnim médiu.

Bioakumulacni faktor (BCF nebo Kp) je koncentrace zkuSebni latky v rybach
nebo na nich nebo v jejich specifikovanych tkdnich (C¢ v ug/g (ppm)) délena
koncentraci chemikélie v okolnim médiu (Cy, v pug/ml (ppm)), a to v kazdém
okamziku faze piijmu pfi této zkousce.

Bioakumulacni faktor v rovnovazném stavu (BCFg nebo Kp) se po dlouhou dobu
vyrazn¢ neméni; koncentrace zkuSebni latky v okolnim médiu je po tuto dobu
konstantni.
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Plato nebo rovnovazny stav je stav dosazeny tehdy, je-li pti grafickém vyjadieni
ktivka Casové zavislosti koncentrace zkuSebni latky v rybach (C¢) rovnobézna
s Casovou osou a tii po sobé jdouci analyzy C¢ vzorkii odebranych v intervalech
alespoii dvou dnti se nelisi vice nez o +20 % a neni-li mezi témito tfemi dobami
odbéru zadny vyrazny rozdil. Analyzuji-li se sdruzené vzorky, pozaduji se Ctyfi po
sobé jdouci analyzy. V ptipadé zkuSebnich latek, jejichZ piijem probihd pomalu,
jsou vhodngjsi sedmidenni intervaly.

Bioakumulacni faktory vypoctené piimo z rychlostnich konstant kinetiky (ki/k)
se nazyvaji kinetické koncentra¢ni faktory (BCFy).

Rozdélovaci koeficient oktanol-voda (P,y) je rovnovazny pomér mezi rozpustnosti
chemikalie v n-oktanolu a ve vodé (metoda A.8) a oznaCuje se také jako Koy.
Logaritmus hodnoty P, se pouziva jako ukazatel potencidlu chemikalie
bioakumulovat se ve vodnich organismech.

Expozice nebo faze prijmu je Casovy usek, béhem n¢hoz jsou ryby vystaveny
pusobeni zkusebni chemikalii.

Rychlostni konstanta prijmu (k;) je ¢iselnd hodnota definujici rychlost naristu
koncentrace zkuSebni latky v testovacich rybach nebo na nich (nebo v jejich
specifikovanych tkanich), jsou-li ryby této chemikalii vystaveny (k; se vyjadiuje
ve jednotce den ).

Po-expozicni nebo vylucovaci faze je asovy usek po premisténi testovacich ryb
z média obsahujiciho zkusSebni latku do média, které tuto latku neobsahuje, béhem
nehoz se studuje vyluCovani latky z testovacich ryb (nebo jeji Cisty ubytek v nich).
Rychlostni  konstanta vylucovani (k,) je cCiselnd hodnota definujici rychlost
poklesu koncentrace zkuSebni latky v testovacich rybach (nebo v jejich
specifikovanych tkdnich) po jejich pfemisténi z média obsahujiciho zkuSebni latku
do média, které tuto latku neobsahuje (k, se vyjadfuje ve jednotce den™).

Princip zkuSebni metody

Zkouska ma dvé faze: fazi expozice (pfijem) a po-expozicni fazi (vylucovani).
Béhem faze pfijmu jsou dvé odd€lené skupiny ryb stejného druhu exponovany
alespon dvéma koncentracim zkusebni latky. Poté jsou pfemistény do média, které
zkuSebni latku neobsahuje, aby zacala faze vylucovani. Faze vyluCovani je vzdy
nezbytnd, neni-li pfijem latky béhem faze pfijmu nevyznamny (napt. je-li BCF
mensi nez 10). Koncentrace zkusSebni latky v rybach nebo na nich (nebo v jejich
specifikovanych tkéanich) se sleduje v pribéhu obou fazi zkouSky. Vedle téchto
dvou zkuSebnich koncentraci se za stejnych podminek, s vyjimkou pfitomnosti
zkuSebni latky, udrzuje kontrolni skupina ryb, aby mohly byt na odpovidajici
kontrolni skupiné porovnany mozné nepfiznivé UCinky pozorované pii
bioakumulacnich zkouskéach a aby byly ziskdny pozad’ové koncentrace zkuSebni
latky.

Féze piijmu tva 28 dni, neni-li prokdzano, Ze rovnovahy je dosazeno dfive. Délku
faze pfijmu a dobu potifebnou k ustaveni rovnovazného stavu lze predpovédét
pomoci rovnice v pfiloze 3. Faze vylucovani poté za¢ne po premisténi ryb do jiné
nadrze bez zkuSebni latky. Je-li to mozné, vypocitaji se bioakumulacni faktory
nejlépe jako pomér (BCFy), tj. pomér koncentrace v rybach (Cy) a ve vodé (Cy)
ve zfetelném rovnovazném stavu, a jako kineticky bioakumulaéni faktor (BCFy),
tj. pomér rychlostnich konstant ptijmu (k;) a vylucovani (k,) za predpokladu
kinetiky prvniho fadu. Neftidi-li se zjevné naméfené hodnoty kinetikou prvniho

vvvvvv
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Nedojde-li k rovnovaznému stavu do 28 dnil, méla by byt faze piijmu prodlouzena
do jeho dosaZeni nebo na 60 dnd, podle toho, co nastane dfive; poté zacne faze
vylu€ovani.

Rychlostni konstanta pfijmu rychlostni konstanta Vyluéovéni (ﬁbytku) (nebo
mozné, 1ntervaly spolehlivosti kazdého z techto parametra se vypocitaji z modelu,
ktery popisuje naméfené koncentrace zkuSebni latky v rybach a ve vod¢. Faktor
BCF se vyjadfuje jako funkce celkové Zivé hmotnosti ryby. Pro zvlastni ucely
vSak mohou byt pouzity specifikované tkdn¢ nebo organy (svalovina, jatra), je-li
ryba dostate¢né velka nebo je-li mozné ji rozdélit na jedly (vykostény) podil a
nejedly podil (vnitinosti). Vzhledem k tomu, Ze u mnoha organickych latek
existuje zfetelny vztah mezi potencidlem bioakumulace a lipofilii, existuje také
odpovidajici vztah mezi obsahem tuku v testovacich rybadch a pozorovanou
bioakumulaci takové latky. Aby se tedy snizilo kolisani vysledkl pro tyto latky
s vysokou lipofilii (tj. s log Py, > 3), méla by byt bioakumulace vztazena vedle
celkové hmotnosti téla také k obsahu tuku.

Obsah tuku by mél byt stanoven pokud mozno na stejném biologickém materialu,
jaky je pouzit ke stanoveni koncentrace zkusSebni latky.

Informace o zkusSebni latce

Pted provadénim zkousek bioakumulace by mély byt o zkuSebni latce znamy tyto
informace:

a) rozpustnost ve vode,

b) rozdélovaci koeficient oktanol-voda P,, (oznaCovany také jako Ky,
stanoveny metodou HPLC, viz A.8),

c) hydrolyza,

d) fototransformace ve vod¢ stanovend ozafenim slune¢nim nebo
simulovanym slune¢nim svétlem za podminek zkouSky bioakumulace
3),

e) povrchové napéti (tj. u latek, u nichz nelze stanovit log Py),

f) tlak par,

g) poptipad¢ ochota k biologickému odbouravani.

Dalsi pozadovanou informaci je toxicita pro druh ryby, ktery méa byt pouzit,
nejlépe asymptotickd hodnota LCs (tj. Casové nezavisld). Musi byt k dispozici
vhodna analytickda metoda o znamé spravnosti, presnosti a citlivosti pro
kvantitativni stanoveni zkuSebni latky ve zkuSebnich roztocich a v biologickém
materidlu a dale podrobnosti o pfipravé a uchovavani vzorkli. M¢ly by byt také
znamy meze stanovitelnosti zkuSebni latky jak ve vod¢, tak v rybich tkanich. Je-li
pouzita zkusebni latka znagena '*C, méla by byt znama aktivita ne¢istot vyjadfena

v procentech.

Platnost zkousky

Aby zkouska platila, mély by platit ndsledujici podminky:
kolisani teploty je mensi nez +2 °C,

— koncentrace rozpusténého kysliku neklesne pod 60% nasycenti,

— koncentrace zkuSebni latky v nadrzi je udrZzovadna v intervalu +20 %
kolem stfedni hodnoty naméfenych hodnot béhem faze piijmu,

— mortalita nebo jiné nepfiznivé ucinky/choroby jak u kontrolnich, tak
u exponovanych ryb je na konci zkousky mensi nez 10 %; jestlize je
zkouSka prodlouZena na nékolik tydnli nebo mésicli, mél by byt tthyn
nebo jiné neptiznivé ucinky v obou skupindch ryb mensi nez 5 % za
meésic nebo by nemél prekrocit celkem 30 %.
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Referenéni slouceniny

Pouziti referenc¢nich slou¢enin o znamém bioakumula¢nim potencidlu je
popiipadé uzite¢né pro kontrolu experimentdlniho postupu. Zatim nelze jesté
doporucit zadné specifickée latky.

Popis zkuSebni metody

Pristroje a pomiicky

V piipad¢ vSech Casti zafizeni je tfeba se disledné¢ vyhybat pouziti materiald,
které maji schopnost rozpoustét, sorbovat nebo vyluhovat a maji neptiznivy
ucinek na ryby. Lze pouzit standardni pravothlé nebo valcové nadrze vyrobené
z inertniho materidlu a majici vhodny objem s ohledem na napli. Pouziti mékkych
trubek z plastu by mélo byt minimalizovano. M¢ly by byt pouzity trubky z teflonu
(R), zkorozivzdorné oceli a/nebo ze skla. ZkuSenosti ukazaly, ze pro latky
s vysokymi absorpcnimi koeficienty, jako jsou syntetické pyrethroidy, je potiebné
silanizované sklo. V téchto piipadech musi byt zafizeni po pouziti zlikvidovano.
Voda

Ve zkouSce se pouziva ptirodni voda a méla by byt ziskana z nekontaminovaného
zdroje stalé kvality. Redici voda musi mit kvalitu, ktera umozni pieZiti zvoleného
druhu ryby po dobu aklimatizace a v pribéhu fazi zkousky, aniz by vykazoval
abnormalni klinicky zjev nebo chovani. V idedlnim piipadé¢ by mélo byt
prokézano, ze testovaci druh mize v fedici vod¢ prezit, rist a rozmnozovat se
(napt. zkouskou s laboratorni kulturou nebo zkouskou toxicity béhem zivotniho
cyklu). Voda by méla byt charakterizovana alesponi hodnotou pH, tvrdosti,
celkovym obsahem nerozpusténych latek, celkovym obsahem organického uhliku
a podle moznosti také obsahem amoniaku a dusi¢nani, alkalitou a v piipadé
moiskych druhti salinitou. VSechny parametry, které jsou dulezité pro optimalni
prospivani ryb, jsou zndmy, v pfilozel jsou pfesto uvedeny doporucené
maximalni koncentrace pro fadu parametrti sladkovodni a motské vody.

Voda by méla mit po celou dobu zkousSky stejnou kvalitu. Hodnota pH by méla
byt v rozmezi 6,0 az 8,5, av§ak béhem zkousky by se pH nemélo lisit o vice nez
+0,5. Pro ujisténi, Ze voda nebude mit pfiliSny vliv na vysledky zkousky
(naptiklad tvorbou komplexii se zkuSebni latkou) nebo neptiznivy vliv na stav
obsadky ryb, by mély byt odebirdny v pravidelnych intervalech jeji vzorky pro
analyzu. Stanoveni tézkych kovl (napt. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), hlavnich
aniontt, kationtd (napt. Ca, Mg, Na, K, Cl, SOy4), pesticidi (napt. celkovy obsah
organofosforovych a organochlorovych pesticidll), 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 alespont jednoho roku, mohou byt stanoveni méné Castd a intervaly lze
prodlouzit (napt. kazdych Sest mésict).

Celkovy piirozeny obsah Castic a rovnéZ obsah organického uhliku (TOC) v fedici
organickych latkach, coZz miiZze sniZit jeji biologickou dostupnost (4). Maximalni
pfijatelnd hodnota je 5 mg/l pro Castice (suSina zachycena filtrem 0,45 um) a
2 mg/1 pro celkovy organicky uhlik (viz pfiloha II). Je-1i to nezbytné, méla by byt
voda pred pouzZitim filtrovana. Prispévek k obsahu organického uhliku od
testovacich ryb (exkrety) a ze zbytkl potravy by mél byt co nejmensi. V pribéhu
zkousky by neméla koncentrace organického uhliku ve zkusebni nadrzi prekrocit
koncentraci organického uhliku pochazejiciho ze zkuSebni latky a z rozpoustédla,
je-li pouzito, o vice nez 10 mg/1 (20 %).

ZkuSebni roztoky
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Zasobni roztok zkusebni latky se pfipravi ve vhodné koncentraci. Zasobni roztok
by mél byt pfipraven nejlépe jednoduchym smichanim nebo protiepanim zkusebni
latky stedici vodou. Pouziti rozpoustédel nebo dispersantii (solubiliza¢nich
¢inidel) se nedoporucuje; mize vSak byt v nékterych ptfipadech nezbytné pro
vytvoieni zasobniho roztoku o vhodné koncentraci. Rozpoustédly, kterd mohou
byt pouzita, jsou ethanol, methanol, ethylenglykol-monomethylester,
ethylenglykol-dimethylester, dimethylformamid a triethylenglykol. Dispersanty,
kter¢ mohou byt pouzity, jsou Cremophor RH40, Tween 80, 0,01%
methylcelulosa a HCO-40. Snadno biologicky odbouratelna ¢inidla je tfeba
pouzivat rozvazn¢, nebot mohou zplisobit problémy sristem bakterii
v prutokovych zkouSkach. ZkuSebni latka mize byt znacCena radioaktivnimi
Pro pratokové zkousky je pro zajisténi koncentraci testované latky nezbytny
systém, ktery plynule davkuje a fedi zasobni roztok zkuSebni latky (napf.
davkovaci cCerpadlo, proporcionalni davkovac, satura¢ni systém). Pfijatelnd je
vymeéna nejlépe peti objemt v kazdé zkusSebni nadrzi za den. Upiednostituje se
priutokovy rezim, neni-li to vSak mozné (napf. jsou-li testovaci organismy
neptiznivé ovliviiovany), mize byt pouzita semi-statickd technika za pfedpokladu,
ze jsou splnéna kritéria validity. Rychlosti pritoku zasobniho roztoku a fedici
vody by mély byt kontrolovany jak 48 hodin pied zkousSkou, tak poté alespon
denné b&hem zkouSky. Tato kontrola by méla zhrnovat stanoveni rychlosti
pratoku v kazdé testovaci nadrzi a méla by zajistit, aby se rychlost pritoku
nemeénila o vice nez 20 % v rdmci jedné nadrZe nebo mezi nadrzemi.

Vyber druhii

Dulezitymi kritérii pro vybér druhu jsou jeho dostupnost, moZnost ziskat jej ve

vyhovujici velikosti a jeho bezproblémové udrzovani v laboratoti. Dal§imi kritérii

pro vybér druhu ryb jsou jeho rekreacni, komer¢ni a ekologicky vyznam a rovnéz
srovnatelna citlivost, uspésné diivejsi pouziti atd. Doporucené druhy jsou uvedeny

v ptiloze II. Mohou byt pouzity jiné druhy, avSak zkuSebni postup musi byt

upraven, aby byly vytvofeny vhodné zkuSebni podminky. V takovém piipadé by

meély byt uvedeny diivody pro vybér druhu a experimentalni podminky.

Chov ryb

Obsadka ryb se necha aklimatizovat alespon dva tydny pfi zkuSebni teploté a krmi

se odpovidajici potravou stejné¢ho typu jako v pribéhu zkousky.

Po 48 hodinach aklimatizace se zaznamena thyn a pouziji se nasledujici kritéria:

— uhyn vyssi nez 10 % populace za sedm dnii: vyménit celou obsadku;

— uhyn 5 az 10 % populace za sedm dnl: nechat aklimatizovat dalSich
sedm dni;

— uhyn niz8i nez 5 % populace za sedm dni: nasada se pfijima; dojde li
béhem dalSich sedmi dni k thynu vy$Simu nez 5 %, celd ndsada se
vymeéni.

Zajisti se, aby ryby pouzité pro zkousku nevykazovaly pozorovatelné nemoci a

abnormality. VSechny nemocné ryby se vyméni. Dva tydny pted zkouskou nebo

v prubehu zkousky nesmi byt 1éCeny nemoci u ryb.

Provedeni zkouSky

Predbézna zkouska

Muze byt uzite¢né provést predbézny experiment s cilem optimalizovat zkusebni

podminky kone¢né zkousky, napt. vybér koncentrace (koncentraci) zkuSebni

latky, délka faze pfijmu a faze vylucovani.

D¢élka faze pfijmu



Predpoveéd’ délky faze prijmu lze ziskat z praktickych zkusenosti (napft. z diivé;si
studie nebo z akumulace podobné chemikdlie) nebo zurcitych empirickych
vztahll vyuzivajicich znalosti bud’ rozpustnosti ve vod¢, nebo rozdélovaciho
koeficientu oktanol-voda pro zkuSebni latku (viz ptiloha 3).
Féze piijmu tva 28 dnli, neni-li prokazéno, ze rovnovadhy je dosazeno diive.
Nedojde-li k rovnovaznému stavu do 28 dnti, méla by byt faze ptijmu prodlouzena
do jeho dosazeni, pficemz se provade¢ji dalsi métfeni, nebo na 60 dnti, podle toho,
co nastane dfive.

XII1.1.8.2.2 Délka faze vylucovani
Doba odpovidajici poloving délky faze ptijmu je obvykle dostatecna k tomu, aby
doslo k pfiméfenému (napt. 95%) sniZeni obsahu latky v organismu (vysvétleni
odhadu viz pfiloha 3). Jestlize doba nezbytnd pro dosaZzeni 95% tubytku je
neucelné dlouha, prekracuje naptiklad dvakrat normalni délku faze piijmu (tj. vice
nez 56 dnli), mize byt pouzita krat$i doba (tj. dokud neni koncentrace zkusebni
latky mens$i nez 10 % koncentrace v rovnovdzném stavu). V piipadé latek se
s jednim kompartmentem fidicim se kinetikou prvniho fadu, vSak delsi faze
vylucovani umozni stanovit rychlostni konstanty ubytku. Délka faze vSak miize
byt ur¢ena dobou, po kterou zistava koncentrace zkuSebni latky v rybach nad
mezi detekce analytické metody.

XIII.1.8.2.3 Pocet testovacich ryb
Pocet ryb na jednu zkuSebni koncentraci se zvoli tak, aby pro kazdy odbér byly
k dispozici ¢tyfi ryby na jeden vzorek. Je-1i pozadovéna 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 samc¢iho pohlavi (nebo — uvede se pohlavi ryb pouzitych
v experimentu). V pfipadé pouziti obou pohlavi spole¢né by mélo byt pied
zapocetim expozice prokazano, ze rozdil v obsahu tuku mezi obéma pohlavimi
neni vyznamny; oddéleni samcti a samic mize byt nezbytné.
V kazdé zkousce se vyberou ryby podobné hmotnosti, tak aby hmotnost nejmensi
z nich nebyla niz$i nez dvé tetiny hmotnosti nejvétsi ryby. VSechny by mély byt
stejného staii a mély by pochazet ze stejného zdroje. Vzhledem k tomu, Ze se jevi,
ze staii a hmotnost ryby maji ¢asto vyznamny vliv na hodnoty BCF (1), musi byt
tyto podrobnosti pfesné zaznamenany. Doporucuje se zvazit pied zkouskou diléi
vzorek obsadky ryb s cilem odhadnout stfedni hmotnost.

XII1.1.8.2.4 Nasada
Voli se vysoky pomér mnozstvi vody k mnoZzstvi ryb, aby se minimalizovalo
snizeni koncentrace Cy, zptisobené piidanim ryb na zacatku zkousky a také proto,
aby nedoslo k poklesu koncentrace rozpusténé¢ho kysliku. Je dilezité, aby rychlost
nasazovani byla piiméfend pouzitému druh. V kazdém ptipadé¢ se obvykle
doporucuje rychlost nasazovani 0,1 az 1,0 g ryb (ziva hmotnost) na litr vody za
den. Vysoka rychlost nasazovani mtize byt zvolena, je-li prokazano, ze
pozadovana koncentrace zkuSebni latky mize byt udrZzovana v mezich £20 % a Ze
koncentrace rozpusténého kysliku neklesne pod 60% nasyceni.
Pii volb& rezimu nasazovani ma byt piihlédnuto k obvyklému pfirozenému
prostedi ryb. Napftiklad ryby zijici u dna mohou vyzadovat pfi stejném obejmu
vody vétsi plochu dna nez pelagické druhy ryb.

XIII.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 dostate¢ném



pro udrzeni zdravého stavu a pro udrzeni télesné hmotnosti. Ryby se krmi denné
v prubehu aklimatizace a po dobu zkouSky mnozstvim pfiblizné 1 az 2 % télesné
hmotnosti; tim se udrzi v pribéhu zkousky obsah tuku u vétSiny druhii ryb na
relativné konstantni Grovni. Mnozstvi krmiva by mélo byt naptiklad jednou tydné
noveé prepocitano, aby byla udrzena odpovidajici télesna hmotnost a obsah tuku.
Hmotnost ryb v kazdé nadrzi mize byt pro tento vypocet odhadnuta z hmotnosti
ryb naposledy odebranych z doty¢né nddrze. Ryby, které zistaly v nadrzi, se
nevazi.

Nezkrmena potrava a exkrety se odstranuji z nadrzi denné kratce po krmeni
(30 minut az jednu hodinu). Nadrze se udrzuji v celém prubéhu zkousky v co
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pritomnost organického uhliku mize snizovat biologickou dostupnost zkusebni
latky (1).

Ponévadz mnoho krmiv pochazi z rybi moucky, mélo by byt krmivo analyzovéano
na pfitomnost zkuSebni latky. Je rovnéz zadouci, aby bylo krmivo analyzovéano na
pritomnost pesticidil a tézkych kovi.

XIII.1.8.2.6 Svétlo a teplota

Fotoperioda je obvykle 12 aZz 16 hodin a teplota (£2 °C) by méla odpovidat
testovacimu druhu (viz pfiloha 2). Druh a charakteristiky osvétleni by mély byt
znamy. M¢la by byt vénovana pozornost mozné fototransformaci zkusebni latky
za svételnych podminek studie. Mély by byt pouzito vhodné osvétleni, aby
nedoslo k expozici ryb fotoproduktim nevyskytujicim se v ptirod€. V nékterych
pfipadech mlize byt vhodné pouzit filtr pro odfiltrovani UV zafeni s vinovou
delkou kratsi nez 290 nm.

XII1.1.8.2.7 ZkuSebni koncentrace

Ryby jsou vystaveny za prutokovych podminek alespont dvéma koncentracim
zkuSebni latky ve vodé. Vyssi (nejvyssi) koncentrace zkuSebni latky se obvykle
voli tak, aby byla na urovni 1 % jeji asymptotické hodnoty akutni LCs, a aby byla
desetkrat vySs$i nez je mez detekce této latky ve vodé pii pouziti analytické
metody. NejvyS§i zkuSebni koncentraci lze také stanovit délenim akutni
96hodinové LCsy pfislusnym pomérem akutni/chronickd letdlni davka (u
nekterych chemikalii maze 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 1 % z LCsy nebo z duvodu kritéria meze detekce,
muze byt pouzit nizsi faktor nez 10 nebo by mélo byt zvazeno pouziti zkusebni
latky znagené '*C. Zadna koncentrace by neméla prekroéit rozpustnost latky.

Je-li pouzito rozpoustéci Cinidlo, neméla by byt jeho koncentrace vyS$i nez
0,1 ml/l a mélo by byt stejné¢ ve vSech zkuSebnich nadrzich. Jeho prispévek,
spolecné s prispévkem zkusebni latky, k celkovému obsahu organického uhliku ve
zkuSebni vodé€ by mél byt znam. AvSak maximalni snaha by méla byt vynalozena
k zamezeni pouziti takovychto latek .

XIII.1.8.2.8 Kontroly

XIII.1.8.3

Vedle zkuSebni série by méla byt zaloZena kontrola sestavajici z fedici vody, ktera
poptipad¢ obsahuje rozpoustéci ¢inidlo, pokud bylo zjiSténo, Ze toto Cinidlo nema
zadné ucinky na ryby. Neni-li tomu tak, mély by byt zaloZeny ob¢ kontroly.
Cetnost méreni kvality vody

V prib¢hu zkousky by mély byt v kazdé nadrzi méfeny mnozstvi rozpusténého
kysliku, TOC, pH a teplota. Celkova tvrdost a poptipad¢ salinita by mély byt
métfeny v kontroldch a v jedné nadrzi s vysSsi (nejvyssi) koncentraci. MnoZzstvi
rozpusténého kysliku a poptipad¢ salinita by mély byt méteny alespon tfikrat — na



zacatku, pfiblizné uprostfed a na konci faze piijmu — a jednou tydné ve fazi
vylu¢ovani. Hodnota TOC by méla byt méfena na zacatku zkouSky (24 hodin a
48 hodin pted zapocetim faze piijmu) pfed nasazenim ryb a alespon jednou tydné
jak v pribc¢hu faze ptijmu, tak v pribéhu faze vylucovani. Teplota by méla byt
méfena denné, pH na zacatku a na konci kazdé faze a tvrdost vody jednou
v prubéhu zkousky. Teplota by méla byt méfena nejlépe nepfetrzité¢ alespon
v jedné nadrzi.

XIII.1.8.4 Odbeér vzorkii a analyza ryb a vody

XIII.1.8.4.1 Casovy rozvrh odebirani vzorkd ryb a vody
Voda ze zkuSebnich nadrzi se pro stanoveni koncentrace zkuSebni latky odebira
pfed nasazenim ryb a béhem faze piijmu i béhem faze vylucovani. Voda se
odebira alesponi ve stejnou dobu jako ryby a pted krmenim. Béhem faze piijmu se
stanovuji koncentrace zkusebni latky, aby se ovéfilo, Ze jsou v souladu s kritérii
validity.
Ryby se odebiraji alespon pétkrat béhem faze piijmu a alespon Ctyfikrat béhem
faze vyluCovani. Vzhledem k tomu, ze v mnoha piipadech bude obtizné s timto
poctem vzorkil vypocitat rozumné piesny odhad hodnoty BCF, zejména jde-li o
jinou nez jednoduchou kinetiku prvniho fadu, maze byt ucelné odebirat vzorky
v obou fézich Castji (viz pfiloha 4). Dodate¢né vzorky se uloZi a analyzuji az
poté, co se vysledky prvniho kola analyz ukézi jako nedostate¢né pro vypocet
hodnoty BCF o pozadované ptesnosti.
Priklad pftijatelného ¢asového rozvrhu odbéru vzorkt je uveden v pfiloze 4. Jiné
plany 1ze snadno odvodit pomoci jiné pfedpokladané hodnoty P, jejizZ pomoci se
vypocita expozicni doba pro 95% piijem.
V odbéru vzorki se pokracuje béhem faze ptijmu do ustaveni rovnovazného stavu
nebo po dobu 28 dnti, podle toho, co nastane difive. Neni-li rovnovazného stavu
dosazeno do 28 dntl, v odbéru se vzorkl se pokracuje do ustaveni rovnovazného
stavu nebo do 60 dnli, podle toho, co nastane dfive. Pfed zahijenim féaze
vylucovani se ryby premisti do Cistych nadrzi.

XIII.1.8.4.2 Odbér vzorka a ptiprava vzorki
Vzorky vody pro analyzy se odebiraji napiiklad odsavanim potrubim z inertniho
materidlu ze stfedu zkuSebni nadrze. Vzhledem ktomu, Ze se biologicky
nedostupna frakce zkuSebni latky ned4 cCasto oddelit od biologicky dostupné
frakce ani filtraci, ani odstfedénim (zejména v piipadé€ superlipofilnich chemikalii,
tj. chemikalii slogP,, >35) (1), (5), nemohou byt vzorky takto zpracovany.
Namisto toho je tfeba ucinit opatfeni pro to, aby nddrze byly udrzovany co
behem faze ptijmu, tak béhem faze vyluCovani.
Pti kazdém odbéru se z nadrzi odebere vhodny pocet ryb (obvykle alespon Ctyfi).
Odebrané ryby se rychle omyji pod tekouci vodu, osusi se ,,do sucha®, ihned se
usmrti nejvhodnéjsi humanni metodou a zvazi se.
Ryby a voda se pokud mozno analyzuji ihned po odbéru s cilem ptedejit degradaci
nebo ztratam a vypocitat pfiblizné rychlosti pfijmu a vyluovani jesté v prib&hu
zkousky. Okamzita analyza rovnéz zabrani zpozdéni ve stanoveni platd pii jeho
dosaZeni.
Nedojde-li k okamzité analyze, vzorky se vhodnym zplisobem uchovaji. Pied
zahdjenim studie je tfeba zjistit informace o fadné metodé uchovavani vzorki
s ohledem na doty¢nou zkusebni latku — naptiklad hluboké zmrazeni, udrzovani
pii 4 °C, délka uchovévani, vyluhovani atd.

XIII.1.8.4.3 Kvalita analytické metody



Vzhledem k tomu, ze cely postup je uréen hlavné spravnosti, piesnosti a citlivosti
analytické metody pouzité pro analyzu zkuSebni latky, je tfeba experimentalné
kontrolovat, Ze ptesnost a reprodukovatelnost chemické analyzy a rovnéz vytézek
zkuSebni latky jak z vody, tak ze vzort ryb jsou pro doty¢nou analytickou metodu
dostatecné. Kontroluje se také, zda se zkuSebni latka nevyskytuje v pouzité fedici
vode¢.

Hodnoty Cy, a C¢ se podle potteby koriguji podle vytézku a pozad’ovych hodnot
kontrol. Vzorky ryb a vody se zpracovadvaji tak, aby se minimalizovala
kontaminace a ztraty (napt. v disledku absorpce odbérovym zatizenim).

XIII.1.8.4.4 Analyza vzorkl ryb

XIII.2
XIII.2.1

Je-1i ve zkouSce pouzit materidl znaceny radioizotopy, je mozné provést analyzu
s celkovou aktivitou (tj. s vychozi latkou i s metabolity) nebo 1ze 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-1i hodnota BCF vypoctend z celkové aktivity rezidui
>1 000 %, mize byt tcelné, a pro urcité kategorie chemikalii, napt. pesticidy, je
to dirazné¢ doporuceno, identifikovat a kvantifikovat produkty odbouradvani
predstavujici > 10 % celkového mnoZstvi rezidui v tkanich ryb v rovnovazném
stavu. Jsou-li produkty odbouravani predstavujici > 10 % celkové aktivity rezidui
identifikovany a kvantifikovany, doporucuje se také identifikovat a kvantifikovat
produkty odbouravani ve vodé.
Koncentrace zkusSebni latky by méla byt obvykle stanovena pro kazdou
jednotlivou zvazenou rybu. Neni-li to mozné, mohou byt vzorky pii kazdém
odbéru sdruzovany, avSak sdruzovani omezuje statistické postupy, které lze na
data aplikovat. Pokud na specifickém statistickém postupu a na sile zalezi, m¢l by
byt ve zkousSce nasazen dostatecny pocet ryb vyhovujici pozadovanému
sdruzovani a pozadované sile (6), (7).
Hodnota BCF by méla byt vyjadfena jako funkce celkové zivé hmotnosti a
v ptipadé¢ lipofilnich latek také jako funkce obsahu tuku. Obsah tuku v rybach se
stanovi pokud mozno pii kazdém odbéru. Pro stanoveni obsahu tuku by méla byt
pouzita vhodné metoda (odkazy 8 a 2 v ptiloze 3). Jako standardni metoda miize
byt doporucena technika extrakce do chloroformu/methanolu (9). Rtizné metody
nedéavaji stejné hodnoty (10), je proto dilezité uvést podrobnosti o pouZzité
metod€. Je-li to mozné, méla by byt analyza tukii provedena na extraktu
pfipravenému pro analyzu zkuSebni latky, nebot’ tuky musi byt Casto pied
chromatografickou analyzou odstranény. Obsah tuku v rybach (vmg/kg zivé
hmotnosti) na konci experimentu by se nemél lisit od obsahu na poc¢atku od vice
nez +£25 %. M¢l by byt uveden také podil pevnych latek v tkdnich, aby bylo
mozné provést prepocet koncentrace tukl z Zivé hmotnosti na hmotnost susiny.
DATA
Zpracovani vysledki
Kiivka pfijmu zkuSebni latky se sestroji vynesenim jeji koncentrace v rybach nebo
na nich (nebo ve specifikovanych tkanich) v prubéhu faze piijmu proti casu
v linearnim métitku. Dosahla-li kiivka plato, tj. za¢ind byt rovnobézna s ¢asovou
osou, vypocita se hodnota BCFg v rovnovazném stavu z poméru

C¢ v rovnovazném stavu (stiedni hodnota)

Cyw v rovnovazném stavu (stfedni hodnota)

Neni-li rovnovazného stavu dosazeno, je mozné vypocitat hodnotu BCFg
s dostate€nou ptresnosti pro posouzeni rizika z,rovnovdzného stavu v 80%
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(1,6/k2) nebo 95% (3,0/k,) rovnovéze. Také koncentracni faktor BCFy se stanovi
jako pomér dvou rychlostnich konstant prvniho fadu k;/k,. Rychlostni konstanta
vylucovani se obvykle stanovi z kiivky vyluovani (tj. grafu poklesu koncentrace
zkuSebni latky v rybach v Case). Rychlostni konstanta piijmu se poté vypocte
pomoci hodnoty k, a hodnoty Cy odvozené z kiivky ptijmu (viz také ptiloha 5).
Upftednostiiovanou metodou pro ziskani hodnoty BCFy a rychlostnich konstant k;
a k, je metoda nelinearniho odhadu parametri s vyuzitim pocitace (11).
K vypoctu hodnot k; a kj lze jinak pouzit grafické metody. Neni-li zjevné kiivka
odkazy v ptiloze 3) a mél by byt konzultovan biostatistik.
Interpretace vysledkii
Vysledky by mély byt interpretovany opatrné v piipadé€, Ze naméfené koncentrace
zkuSebnich roztokli se pohybuji na urovnich blizkych mezi detekce analytické
metody.
Jasné vymezené kiivky pfijmu a ubytku jsou ukazatelem dobré kvality dat o
bioakumulaci. Rozdil konstant ptfijmu/vylu¢ovani pro dvé zkusSebni koncentrace
by mél byt niz§i nez 20 %. Pozorované vyznamné rozdily v rychlostech
piijmu/vylucovani mezi dvéma pouzitymi zkusebnimi koncentracemi by mély byt
zaznamenany a mélo by byt uvedeno jejich mozné vysvétleni. Interval
spolehlivosti hodnot BCF u dobfe navrzenych studii se vS§eobecné blizi +20 %.

ZPRAVY

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:

ZkuSebni latka

— fyzikalni povaha a poptipad¢ fyzikalné-chemické vlastnosti,

— chemické identifikaéni tidaje (v€etné obsahu organického uhliku, je-li to
tfeba),

— v ptfipad¢€ znaceni radioaktivnimi izotopy jejich piesna poloha a aktivita
pfimési, vyjadiend v procentech.

Testovaci druh

— védecky nazev, kmen, zdroj, ptipadné piedbézné oSetieni, aklimatizace,
stafi, rozpéti velikosti atd.

ZKkuSebni podminky

— pouzity zkusebni postup (napft. pritokovy nebo semistaticky),

— typ a charakteristiky pouzitého osvétleni a fotoperioda (fotoperiody),

— usporddani zkousky (napft. pocet a velikost zkuSebnich nddrzi, rychlost
vymény objemu vody, pocet opakovani, pocet ryb v jednom opakovani,
pocet zkuSenich koncentraci, délka fazi pfijmu a vylucovani, Cetnost
odbéru vzorkt ryb a vzorkil vody),

— metoda piipravy zdsobnich roztokii a Castost jejich obnovovani (je-li
pouzito rozpoustéci Cinidlo,musi byt uvedena jeho koncentrace a jeho
ptispévek k obsahu organického uhliku ve vod¢),

— nomindlni zkuSebni koncentrace, stfedni hodnoty namétfenych
koncentraci ve zkuSebnich nadrzich, jejich smérodatné odchylky a
metody jejich stanoveni,

— zdroj ftedici vody, popis jakékoliv piedchozi upravy, vysledky
jakéhokoliv prokazovani schopnosti zkusebnich ryb zit v této vod¢ a
charakteristiky vody: hodnota pH, tvrdost, teplota, koncentrace
rozpusténého kysliku, urovenn zbytkového chloru (je-li métena), obsah
celkového organického uhliku, obsah suspendovanych latek, (poptipad¢)
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salinita zkuSebniho média a vysledky jakychkoliv jinych provedenych
meieni,

— kvalita vody ve zkuSebnich nadrzich, 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, poddvané mnozstvi a
cetnost),

— informace o zpracovani vzorkid ryb a vody, vcetné podrobnosti o
ptipravé, uchovavani, o extrakci a analytickych postupech (a pfesnosti),
pokud jde o zkuSebni latku a obsah tuku (je-li méfen).

Vysledky

— vysledky jakychkoliv provedenych piedbéznych studii,

— uhyn kontrolnich ryb a ryb vkazdé expozicni nadrzi a jakékoliv
pozorované neobvyklé chovani,

— obsah tuku v rybach (je-li stanoven pii zkousce),

— kiivky (v€etné¢ vSech namétfenych dat) pfijmu a vylucovani zkuSebni
chemikalie rybami, doba dosazeni rovnovazného stavu,

— hodnoty Cr a C,, (popfipadé se smérodatnymi odchylkami a rozpétim)
pro vSechny odbéry (hodnota C¢ se vyjadiuje v pg/g zivé hmotnosti
(ppm) celého téla nebo specifikované tkang, napi. tuku, a Cy, se vyjadiuje
v ug/ml (ppm)); hodnoty C,, pro kontroly (mély by byt uvedeny také
hodnoty pozadi),

— bioakumulacni faktor v rovnovazném stavu (BCFg) a/nebo kineticky
koncentraéni faktor (BCFy) a popiipad¢ 95% intervaly spolehlivosti pro
rychlostni konstanty pfijmu a vylu¢ovani (ibytku) (vSe vztazeno na cely
organismus a na celkovy obsah tuku v ryb¢, je-1i stanoven, nebo na jeji
specifikovanou tkan), intervaly spolehlivosti a smérodatné odchylky
(Jsou-li k dispozici) a metody vypoctu/analyzy dat pro kazdou pouzitou
koncentraci zkuSebni latky,

— v ptipad¢ pouziti latek znacenych radioaktivnimi izotopy a je-li to nutné,
musi byt uvedena akumulace jakychkoliv detekovanych metabolitd,

— vSechny zvlastnosti zkousky, vSechny odchylky od téchto postupl a
ostatni relevantni informace.

Vsem vysledklim typu ,,nedetekovano pii uvedené¢ mezi detekce™ by mélo byt

pfedchazeno predbéZnym odzkousSenim metod a uspofadani experimentu, nebot

takové vysledky nelze pouzit pro vypocet rychlostnich konstant.
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PRILOHA 1
Chemické charakteristiky prijatelné redici vody

Latka Koncentra¢ni limit

Nerozpusténé latky 5 mg/l

Celkovy obsah organického uhliku 2 mg/l

Neionizovany amoniak 1 pg/l

Zbytkovy chlor 10 pg/l

Celkové organofosforové pesticidy

50 ng/1

Celkové organochlorové pesticidy a polychlorované bifenyly

50 ng/l

Celkovy organicky chlor

25 ng/l

Hlinik

1 pg/l

Nl oA ENE Fo | KV, | NI HUSE § O3 o

Arsen

1 pg/l

Chrom

1 pg/l

Kobalt

1 pg/l

Meéd

1 pg/l

Zelezo

1 pg/l

Olovo

1 pg/l

Nikl

1 pg/l

Zinek

1 pg/l

Kadmium

100 ng/l

Rtut’

100 ng/l

Stiibro

100 ng/l

PRILOHA 2
Doporucené druhy ryb pro zkousSeni
Doporuceny druh Doporucené Doporucena celkova
rozpéti zkusebni délka téla
teploty testovacich jedinct
O (cm)
Danio rerio’ (Teleostei, Cyprinidae) 20 - 25 3,0+0,5




(Hamilton-Buchanan), danio pruhované

2 Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) 20-25 5,0+2,0
(Rafinesque), stievle

3 Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) 20-25 50+£3,0
(Linnaeus), kapr obecny

4 Oryzias latipes (Teleostei, Poeciliidae) 20-25 4,0+1,0
(Temminck and Schlegel), halanc¢ik japonsky

5 Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) 20 - 25 3,0+ 1,0
(Peters), zivorodka duhova

6 Lepomis macrochirus (Teleostei, Centrarchidae) 20 - 25 5,0+2,0
(Rafinesque), slunecnice

7 Oncorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) 13-17 8,0+4,0
(Walbaum), pstruh duhovy

8 Gasterosteus aculeatus (Teleostei Gasterosteidae) 18 -20 3,0+ 1,0
(Linnaeus), koljuska tfiostna

' Meyer A., Orti G. (1993) Proc. Royal Society of London, Series B., Vol. 252, p. 231.

V riiznych zemich byly pouzity rizné druhy estuarinnich a motskych druhti, naptiklad:

ryba z ¢eledi Scienidae Leiostomus xanthurus

(Smuhoviti)

halanc¢ik Cyprinodon variegatus

ryba z Celedi Argentinidae Menidia beryllina

(Stiibronicoviti)

ryba z ¢eledi Enbiotocidae Cymatogaster aggregata

(Ptibojkoviti)

platyz z Celedi Pleuronectidae  Parophrys vertulus

vranka z Celedi Cottidae Leptocottus armatus

koljuska tfiostna Gasterosteus aculeeatus

moicak z celedi 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 farmach, nebo v laboratoii za kontrolovanych zdravotnich a
parazitologickych podminek tak, aby ryby byly zdravé a byly zndmého pivodu. Tyto ryby
jsou dostupné v mnoha ¢astech svéta.

PRILOHA 3
Piedpovéd’ délky faze prijmu a faze vylucovani
1. Predpoved’ délky faze prijmu
Pted provedenim zkousky lze ziskat odhad hodnoty k, a odtud lze ziskat dobu
nezbytnou pro dosazeni urc¢itého stupné rovnovazného stavu (v procentech)
z empirickych vztahli mezi k;, a rozdélovacim koeficientem n-oktanol/voda (Py)
nebo mezi k, a rozpustnosti ve vode¢ (s).

Odhad hodnoty k, (den ') Ize ziskat napiiklad z nasledujiciho empirického vztahu
(1):

logioks =— 0,414 logo(Poy) + 1,47(r* = 0,95) (1)

Dalsi vztahy viz odkaz 2.

Neni-li rozdélovaci koeficient (Poy) zndm, lze jej odhadnout (3) ze znalosti
rozpustnosti latky ve vod¢ (s) pomoci vztahu:

logi0(Pov) = 0,862 log10(s) + 0,710 (1" = 0,994) (2)

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 urcitého stupné rovnovazného stavu vyjadiené¢ho
v procentech, 1ze ziskat pomoci odhadu hodnoty k,, z obecné rovnice kinetiky
popisujici pfijem a vyluovani (kinetika prvniho fadu):

dC;
—=k,;-C, - k,-C
dt 1 w 2 f
nebo je-li Cy, konstanta:
C; =—11? C, (1-e™) (3)

2
Blizi-li se rovnovazny stav (t—0o0), mize byt rovnice 3 zjednodusena (5), (6) na

k
C, = k—l-CW nebo C¢/C,, =k;/k, =BCF
2
Pak k1/k2-C,, ptiblizenim koncentrace v rybach v ,,rovnovazném stavu* (Cgy).
Rovnice 3 mlize byt pfepsdna na rovnici:

C; =C.,(1-e™") nebo &:l—e_kzt 4)
fs

Pouzitim rovnice 4 1ze pfedpovédét dobu potiebnou k dosazeni ur¢itého stupné
rovnovazného stavu vyjadieného v procentech, je-1i hodnota k, pfedem odhadnuta
z rovnice 1 nebo 2.
Je pravidlem, ze statisticky optimalni délka faze ptfijmu pro ziskani statisticky
ptijatelnych dat (BCFy) je doba nezbytnd k tomu, aby kiivka sestrojend vynesenim
logaritmu koncentrace zkuSebni latky v rybach proti ¢asu v linearnim métitku
doséhla svého stiedniho bodu, popiipade 1,6k,, neboli 80 % rovnovazného stavu, ale
ne vice nez 3,0k, neboli 95 % rovnovazného stavu (7).
Doba nezbytna pro dosazeni 80 % rovnovazného stavu je pfi pouziti rovnice 4:

1,6

0,80 =1-¢ " nebo  ty, = (5).
k2
Podobné 95 % rovnovazného stavu je dosazeno:
3,0
tys =— 0).
=1 ©)

Napriklad délka faze ptijmu (up) pro zkusebni latku s log P,y = 4 je (pfi pouziti
rovnic 1, 5 a 6):

logioks =—0,414-(4) + 1,47 k2 = 0,652 den’’
up (80 %) = 1,6/0,652, tj. 2,45 dnii (59 hodin)
nebo up (95 %) = 3,0/0,652, tj. 4,60 dnii (110 hodin).

Podobné pro zkusebni latku s hodnotou s = 10” mol/l (log(s) = 5,0) je délka faze (pfi
pouziti rovnic 1, 2, 5 a 6):

logi0(Poy) = 0,862 (—5,0) + 0,710 = 5,02

logiok, =—0,414 (5,02) + 1,47

k, = 0,246 den™
up (80 %) = 1,6/0,246, tj. 6,5 dnt (156 hodin)
nebo up (95 %) = 3,0/0,246, tj. 12,2 dnit (293 hodin).
Rovnice
teq = 6,54 x 107 Py, + 55,31 (hodin)

muze byt eventuelné pouzita pro vypocet doby potiebné pro dosazeni efektivniho
rovnovazného stavu (4).
Predpoved délky faze vylucovani



Predpovéd’ doby nezbytné pro sniZeni obsahu latky v organismu na urcitou
procentudlni troven pocatecni koncentrace miize byt rovnéz ziskana z obecné
rovnice kinetiky popisujici pfijem a vylucovani (kinetika prvniho fadu) (1), (8):
V ptipadé faze vylucovani se C,, pfedpokladd rovna nule. Rovnice mize byt
zjednodusena na rovnici:
dC -
L=%,-C, nebo C,=C,-e™

dt ’
kde C,j je koncentrace na pocatku faze vylu€ovani. 50% vylouceni bude dosazeno
v Case (tso):

G 1 e ! nebo ty, = 0,693
Co 2 k,
Podobné 95% vylouceni bude dosazeno v Case
. 3,0

95 k2

Je-li pro prvni fazi zvoleno dosaZzeni 80% piijmu (1,6/k,) a pro fazi vylucovani je
zvoleno dosazeni 95% ubytku (3,0/k,), je délka faze vylucovani ptiblizné
dvojnasobkem délky faze piijmu.

Je vSak dllezité poznamenat, Ze odhady jsou zaloZeny na piedpokladu, Ze se piijem a

vylucovani fidi kinetikou prvniho tadu. Netidi-li se zjevn¢ kinetikou prvniho fadu,
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PRILOHA 4
Teoreticky priklad planu odbéru vzorki pro bioakumulaéni zkousky latek s logP,, = 4

Odbér vzorkii ryb Pldn dob odbéru vzorku Pocet vzorkit vody Pocet ryb na
vzorek
Minimalni Dodatec¢ny odbér
poZadovana vzorki
cetnost
(dny) _
Faze prijmu -1 2() Pridavek 45 az 80
0 2 ryb
L. 0,3 0,4 2 4
2 “
2. 0,6 0,9 2 4
2 “)
3. 1,2 1,7 2 4
2 “)
4. 2,4 3,3 2 4
2 “)
5. 4,7 2 6
Faze vylucovani Pi'eneseni ryb do
vody neobsahujici
zku§ebni
chemikalii
6. 5,0 5,3 4
4
7. 59 7,0 4
4
8. 9,3 11,2 4
“
9. 14,0 17,5 6
“4)

(") Odbér vzorku vody po dodani alespoti tfi ,,objemi nadrze*.
Hodnoty v zavorkach jsou pocty vzorkt (vody, ryb), které maji byt odebrany, je provadén dodatecny odber.
Pozndmka: Predb&zny odhad k, pro logP,, rovny 4,0 je 0,652 den™. Celkova délka experimentu je
stanovena na
3 X up =3 x4,6dnd, tj. 14 dnii. Odhad hodnoty ,,up* viz pfiloha 3.

PRILOHA 5
Omezeni modelu

U vétSiny bioakumulacnich dat se pfedpokladd, Ze jsou ,rozumné* dobie popsany
jednoduchym modelem se dvéma kompartmenty/dvéma parametry, jak je patrné z piimky,
kterd aproximuje body pro koncentrace v rybach béhem faze vylucovani, je-li vynesena
model (viz napiiklad Spacie a Hamelik, odkaz 1 v ptiloze 3).

Graficka metoda stanoveni rychlostni konstanty vylucovani (ibytku) k;
Koncentrace zkusebni latky nalezend v kazdém vzorku ryb se vynese na semi-logaritmickém
papiru proti ¢asu odbéru vzorkti. Smérnice této piimky je rovna k.

K = In(C,,/C,,)
Pt -t
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nez je kinetika prvniho fadu. Pro analyzu typt vylu€ovani, které se odchyluji od kinetiky
prvniho fadu, mohou byt pouzity grafické metody.

Graficka metoda stanoveni rychlostni konstanty prijmu k;
Pti dané konstanté k; se k; vypocte nasledujicim zptisobem:

1= kaz_*t ()
C,x(1-e™)

Hodnota Cr se odecte ze stiedniho bodu hladké kiivky piijmu vytvoiené vynesenim logaritmu
koncentrace proti €asu (v linedrnim métitku).
Metoda vypoctu rychlostnich konstant prijmu a vylu¢ovani (ibytku) s vyuZitim pocitace
Uptednostiiovanou metodou pro ziskani hodnoty bioakumula¢niho faktoru a rychlostnich
konstant k; a k, je metoda nelinearniho odhadu parametrti s vyuzitim pocitace. Témito
programy se naleznou hodnoty k; a k, zalozené na sadé po sobé jdoucich dat koncentraci a na
modelu:

cfzcw-lk‘—1 x (1—e™*h 0<t<t, )
2
C; =cw-11:—1 x (e _gThy <y, (3)

2
kde t. = ¢as konce faze ptijmu.
Tento ptistup poskytuje odhady smérodatné odchylky k; a k.
Vzhledem k tomu, ze ve vétsing piipada 1ze odhadnout k, z kiivky vyluCovani s relativné
vysokou piesnosti a vzhledem k tomu, Ze mezi témito dvéma parametry k; a k; existuje silna
korelace, jsou-li odhadovany soucasn¢, mize byt uc¢elné nejdiive vypocitat k, pouze z dat
vylucovani a nasledné vypocitat k; z dat pfijmu pomoci nelinearni 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 prizpiusobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o



sbliZovani spravnich a pravnich paredpusi tykajicich se klasifikace, baleni a oznacovani
nebezpecénych latek (dale jen ,,smérnice 2001/59/ES*)

XIV.1

XIV.1.1

XIV.1.2

XIV.1.3

XIV.14

METODA

Metoda ristové zkousky pro stanoveni toxicity je replikou metody OECD TG 215
(2000).

UVOD

Zkouska je ur€ena k posouzeni ucinkli dlouhodobé expozice chemickym latkdm
na rist nedospélych ryb. Je zaloZena na metodé pro posouzeni u¢inkd chemickych
laitek na rist nedosp€lého pstruha duhového (Oncorynchus mykiss) pii
pratokovych podminkéach, kterd byla vyvinuta v Evropské unii a testovana
v okruznich testech (1, 3). Mohou byt pouzity také jiné dobie popsané druhy.
Byly naptiklad ziskdny zkuSenosti zrtstovych zkousek s daniem pruhovanym
(Danio rerio) (2, 4, 5) a halan¢ikem japonskym (Oryzias latipes) (6, 7, 8).

Viz také obecny uvod, cast C.

DEFINICE

NejnizSi koncentrace s pozorovanymi ucinky (Lowest observed effect
concentration, LOEC): je nejniZsi zkouSena koncentrace zkouSené latky, pfi niz
jsou u latky pozorovany vyznamné ucinky ve srovnéni s kontrolou (na urovni
pravdépodobnosti faleSn¢ pozitivniho hodnoceni p <0,05). VSechny zkouSené
koncentrace vyssi nez LOEC musi mit stejné nebo vaznéjsi skodlivé Gc¢inky, nez
ucinky pozorované pii koncentraci LOEC.

NOEC (no observed effect concentration, Kkoncentrace bez pozorovanych
ucinku): je zkuSebni koncentrace bezprostiedné nizsi nez LOEC.

ECy: je pro tuto metodu koncentrace zkousSené latky, ktera vyvolava x% zménu
rychlosti riistu ryb ve srovnani s kontrolami.

Velikost nasady: je zivd hmotnost ryb v jednotce objemu vody.

Hustota obsadky: je pocet ryb v jednotce objemu vody.

Individualni specificka rychlost ristu ryby: vyjadiuje rychlost ristu jedince
vychézejici z jeho vychozi hmotnosti.

Primérna specificka rychlost ristu pro nadrz: vyjadiuje stiedni rychlost ristu
populace v nadrzi pti urcité koncentraci.

Pseudospecificka rychlost rastu: vyjadifuje rychlost rlastu jednotlivce
vychézejici ze stiedni poc¢atecni hmotnosti populace v nadrzi.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Nedospélé ryby v exponencialni fazi ristu se po zvadzeni umisti do zkuSebnich
nadrzi a vystavi se fad¢ subletalnich koncentraci zkouSené latky nejlépe za
prutokovych podminek, nebo, pokud mozno za vhodnych semistatickych
podminek (statické podminky s obnovenim média). Zkouska trva 28 dnii. Ryby se
krmi denné. Pfisun potravy se fidi pocatecni hmotnosti ryb a mize byt po
14 dnech nové vypoéten. Na konci zkousky se ryby opét zvazi. Uéinky na rychlost
ristu se analyzuji pomoci regresniho modelu s cilem odhadnout koncentraci, ktera
vyvolava x% zménu rychlosti ristu, tj. ECy (napt. ECj, ECy nebo EC3). Data
mohou byt popiipadé porovndna s hodnotami pro kontrolni skupiny s cilem
bez pozorovanych ucinki (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 piredlozeny. To znamena, Ze jsou
znamy rozpustnost zkousené latky ve vod¢ a tlak jejich par a je k dispozici



XIV.1.5

XIV.1.6
XIV.1.6.1

XIV.1.6.2

XIV.1.6.3

vhodna analytickd metoda pro kvantitativni stanoveni latky ve zkuSebnich

roztocich, a to se znamou a doloZzenou spravnosti a znamou mezi stanovitelnosti.

Uzite¢nymi informacemi jsou strukturni vzorec, Cistota latky, jeji stalost ve vode a

na svétle, pK,, P,y a vysledky zkouSky snadné biologické rozloZitelnosti (viz

zkusebni metoda C.4).

VALIDITA ZKOUSKY

Ma-li byt zkouska platnd, musi byt splnény nasledujici podminky:

— mortalita v kontrolnich zkouskach nesmi byt na konci zkousky vétSi nez
10 %,

—  narust stfedni hodnoty hmotnosti ryb v kontrolni skupiné (skupinach) musi
byt dostate¢ny na to, aby umoznil rozeznat minimalni vyznamnou zménu
rychlosti riistu. Okruzni test (3) ukazal, Ze u pstruha duhového musi stfedni
hmotnost ryb v kontrolnich skupinach vzrist alespoii o polovinu (tj. 0 50 %)
jejich  pocateCni hmotnosti za 28 dnli; napf. pocatecni hmotnost:
1 g/rybu (= 100 %), kone¢na hmotnost po 28 dnech: > 1,5 g/rybu (= 150 %),

—  koncentrace rozpusténého kysliku musi dosahovat alesponn 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 méla by byt udrzovana v rozpéti 2 °C v rozsahu
teplot stanovenych pro zkuSebni druh (dodatek 1).

POPIS ZKUSEBNI METODY

Pristroje a pomiicky

Normalni laboratorni vybaveni a zejména:

a)  oxymetr a pH metr;

b)  vybaveni pro stanoveni tvrdosti vody a alkality;

¢) vhodné zafizeni pro regulaci teploty a pro jeji pokud mozno nepietrzité
sledovani;

d) nadrze zchemicky inertniho materidlu o vhodném objemu vzhledem
k doporuc¢enému nasazovani a obsadce (viz bod 1.8.5 a dodatek 1);

e)  vhodné ptesné vahy (tj. vazici s presnosti na + 0,5 %).

Voda

Jako zkuSebni voda muze byt pouzita jakdkoli voda, vniz zkuSebni druh

dlouhodobé¢ pteziva a roste. Méla by mit po celou dobu zkousky stejnou kvalitu.

Hodnota pH vody by méla byt v rozmezi 6,5 az 8,5, avSak béhem zkousky by se

pH nemélo li§it o vice nez +0,5. Doporucuje se tvrdost nad 140 mg/l

(jako CaCOs). S cilem zajistit, aby fedici voda neméla nadmérny vliv na vysledek

zkousky (napiiklad v disledku tvorby komplexti zkuSebni latky), by mély byt

v urCitych intervalech odebirany vzorky k analyze. Je-li kvalita fedici vody

relativné konstantni, mélo by byt stanoveni tézkych kova (napt. Cu, Pb, Zn, Hg,

Cd a Ni), hlavnich aniontii a kationtd (napt. Ca, Mg, Na, K, Cl a SO4), pesticidu

(napf. celkovy obsah organickych fosforovych a chlorovych pesticidl), celkovy

obsah organického uhliku a suspendovanych latek provedeno napt. kazdé tfi

mésice. Je-li prokazano, ze kvalita vody je konstantni po dobu alespoil jednoho
roku, mohou byt stanoveni méné Castd a intervaly lze prodlouzit (napt. kazdych

Sest mesicl). Neékteré chemické charakteristiky pfijatelné fedici vody jsou

uvedeny v dodatku 2.

Zkusebni roztoky

ZkuSebni roztoky o zvolenych koncentracich se piipravi fedénim zasobniho

roztoku.
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Zasobni roztok by mél byt piipraven nejlépe jednoduchym mechanickym

michénim nebo protfepavanim zkouSené latky v fedici vod¢ (napf. mechanickym

michanim nebo sonifikaci). Pro dosazeni vhodné koncentrace zasobniho roztoku
mohou byt pouzity saturacni kolony.

V nékterych piipadech mize byt pro vytvofeni zasobniho roztoku o vhodné

koncentraci nezbytné pouziti rozpoustédel nebo dispergatorti (solubiliza¢nich

¢inidel). Ke vhodnym rozpoustédlim patii aceton, ethanol, methanol,
dimethylsulfoxid, dimethylformamid a triethylenglykol. Ke vhodnym
dispergatorim patii Cremophor RH40, Tween 80, 0,01% methylcelulosa a HCO-

40. Snadno biologicky rozlozitelnd Cinidla (napf. aceton) nebo vysoce tékavé

slouceniny je tfeba pouZzivat rozvazné, nebot’ mohou zplisobit problémy s ristem

bakterii v priutokovych zkouskach. Je-li pouzito solubiliza¢ni €inidlo, nesmi mit
vyznamné U¢inky na rast ryb ani viditelné neptiznivé ucinky na nedospélé ryby,
coz musi byt prokézano na kontrolni skupiné vystavené pouze rozpoustédlu.

Pii pratokovych zkouskach je pro zajisténi fady koncentraci nezbytny systém,

ktery nepftetrzit¢ davkuje a fedi zasobni roztok zkousSené latky (napt. davkovaci

¢erpadlo, zatizeni pro proporcionalni fedéni, saturac¢ni systém). Pritok zdsobnich
roztok a fedici vody by mél byt v pritbéhu zkousky kontrolovan v urcitych
intervalech, nejlépe denné, a nemél by se v pribéhu zkousky meénit o vice nez

10 %. Okruzni test (3) ukazal, ze u pstruha duhového je piijatelnd vymeéna vody

6 litrG na gram ryb za den (viz bod 1.8.2.2).

U semistatickych zkousek (s obnovenim média) bude Castost obnovovani média

zaviset na stalosti zkousené latky, avSak doporucuje se obnovovat vodu denné.

Neni-li podle predbéznych zkousek stalosti (viz bod 1.4) koncentrace zkouSené

latky mezi obnovenimi média stala, (tj. nepohybuje se v intervalu 80— 120 %

nominalni koncentrace nebo klesd pod 80 % naméfené pocateni koncentrace),
méla by byt zvaZena pritokova zkouska.

Vybér druhi

Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) je doporu¢enym druhem pro tuto zkousku,

nebot’ u néj bylo v okruznich testech ziskano nejvice zkusenosti (1, 3). Mohou

vSak byt pouzity jiné¢ dobtfe popsané druhy, miize vSak byt nutné zkusebni postup
upravit, aby byly vytvofeny vhodné zkuSebni podminky. Jsou naptiklad
zkuSenosti s daniem pruhovanym (Danio rerio) (4, 5) a halan¢ikem japonskym

(Oryzias latipes) (6, 7, 8). V takovém ptipad¢ by mély byt uvedeny v zadvérecné

zpraveé ditvody pro vybér druhu a experimentalni podminky.

Chov ryb

Testovaci ryby by mély pochazet z jednoho chovu (nejlépe ze stejného treni),

ktery se alespon dva tydny pted zkouSkou udrzuje v podminkach kvality vody a

osvétleni, které jsou podobné podminkdm pouzitym ve zkousce. V pribéhu chovu

a v prubéhu zkousky by mély byt krmeny mnozstvim potravy odpovidajicim

minimalné 2 % telesné hmotnosti za den a nejlépe 4 % télesné hmotnosti za den.

Po 48hodinové aklimatizaci se zaznamena mortalita a pouZziji se nasledujici

kritéria:

—  mortality vy$si nez 10 % populace za sedm dnli: vymeénit celou obsadku;

—  mortality od 5% do 10 % populace: aklimatizace dalSich sedm dnt; je-li
mortalita béhem nasledujicich sedmi dnd vyssi nez 5 %, vyméni se cela
obsadka,

—  mortalita niz8i nez 5 % populace za sedm dni: obsadka se ptijme.

Dva tydny pted zkouSkou nebo v pribehu zkousky nesmi byt 1éceny u ryb zadné

nemoci.
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USPORADANI ZKOUSKY

»Uspofadanim zkousky* se rozumi vybér poctu zkuSebnich koncentraci a jejich

odstuptiovani, pocet nadrzi pro kazdou koncentraci a pocet ryb v nadrzi.

Uspotéadani by mélo byt v idedlnim ptipad€ zvoleno s ohledem na:

a)  cil studie;

b)  metodu statistické analyzy, ktera bude pouzita;

c)  dostupnost a cenu prostiedkl pro experiment.

Pozadovano je stanoveni statistické vyznamnosti, s jakou ma byt dana velikost

zmény (napf. zmény rychlosti rdstu) rozeznéna, nebo presnost, s jakou ma byt

odhadnuta hodnota ECy (napt. x =10, 20 nebo 30, pokud mozno ne méné
nez 10). Bez toho nelze stanovit piesny rozsah studie.

Je dualezité vzit na védomi, ze uspotadani, které je optimalni pii pouziti jedné

metody statistické analyzy (nejlépe vyuziva prostfedky), neni nezbytné optimalni

pro jinou metodu. Doporucené uspotadani pro odhad LOEC/NOEC tedy nebyva
stejné jako uspotadani pro analyzu regresi.

V mnoha ptipadech se regresni analyze dava ptednost pied analyzou variance, a to

z diivodi diskutovanych Stephanem a Rogersem (9). Neni-li vSak nalezen vhodny

regresni model (r* < 0,9), m&l by byt stanoven pomér NOEC/LOEC.

Usporadani pro analyzu regresi

Pro uspotadani zkousky, kterd ma byt analyzovana regresi, jsou dilezité tyto

zietele:

a)  koncentrace pouzit¢é ve zkouSce musi vkazdém piipadé pokryvat
koncentraci vyvolavajici ¢inek (napt. EC02030) a rozsah koncentraci, pfi
nichz dochazi ke sledovanému ucinku. Pfesnost, sjakou mohou byt
odhadnuty koncentrace vyvolavajicich ucinek, bude nejlepsi, bude-li
koncentrace vyvolavajici Uc¢inek lezet uprostied rozsahu zkusSebnich
koncentraci. Pii vybéru vhodnych zkuSebnich koncentraci mohou byt
uzitecné predbéZné orientacni zkousky.

b) aby mohl byt vytvoien uspokojivy statisticky model, méla by zkouska
zahrnovat alespont jednu kontrolni nadrZz a pét dalSich nadrzi o rtiznych
koncentracich. Podle vhodnosti by pfi pouZiti solubiliza¢niho ¢inidla méla
byt vedle zkuSebnich skupin nasazena jedna kontrolni skupina vystavena
koncentraci solubilizacniho ¢inidla pouzité pii nejvyssi zkuSebni
koncentraci (viz body 1.8.3 a 1.8.4);

¢) miZe byt pouzita vhodna geometrickd nebo logaritmicka fada koncentraci
(10) (viz dodatek 3). Uptednostituje se logaritmické stupniovani koncentraci,

d) je-li k dispozici vice nez Sest nadrzi, mély by byt dalsi nadrze pouzity bud’
pro duplicitni stanoveni, nebo by mély byt pouzity pro koncentrace
rozlozené v rozsahu koncentraci tak, aby se zmenSily rozestupy mezi
koncentracemi. Ob¢ pouziti 1ze doporucit stejnou mérou.

Usporadani pro odhad NOEC/LOEC analyzou variance (ANOVA)

Pro kazdou koncentraci by mély byt nejlépe k dispozici nadrze pro duplicitni

stanoveni, statisticka analyza by méla byt provedena pro kazdou jednotlivou nadrz

(11). Bez duplicitnich nadrzi neni mozné zohlednit jinou variabilitu mezi

nadrzemi, nez jaka je disledkem rozdili mezi jednotlivymi rybami. ZkuSenosti

ale ukazuji (12), ze variabilita mezi nadrzemi byla velmi mald ve srovnani

s variabilitou v ramci nadrze (tj. mezi rybami). Relativné pfijatelnou alternativou

je tedy provedeni statistické analyzy pro jednotlivé ryby.

Zpravidla se pouzije alesponi pét zkuSebnich koncentraci tvoticich geometrickou

fadu s faktorem neptekracujicim 3,2.
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Provadi-li se zkouska s duplicitnimi nadrzemi, mél by byt pocet duplicitnich
kontrolnich nadrzi, a tedy i pocet ryb, dvojndsobkem poctu 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
skupin€ stejny pocet ryb jako ve skupin€ pro kazdou zkusebni koncentraci.

Je-i ANOVA zalozena na nadrzich namisto jednotlivych rybach (coz by
znamenalo bud’ ryby jednotlivé oznacit nebo pouzit ,,pseudospecifickou’ rychlost
rustu (viz bod 2.1.2)), je nezbytné pocCet nadrzi dostate¢né znasobit, aby bylo
mozné stanovit odchylku pro nadrze v ramci jednotlivé koncentrace. To znamena,
ze by mél byt pocet stupiiti volnosti pro chybu v analyze variance alesponi 5 (11).
Jsou-li duplicitné pouzity pouze kontroly, existuje nebezpeci, ze bude variabilita
chyby vychylena, nebot’ mlze nartstat se stfedni hodnotou doty¢né rychlosti
rustu. Vzhledem ktomu, Ze rychlost rhstu snejvétsi pravdépodobnosti klesa
s rostouci koncentraci, povede to k nadhodnoceni variability.

POSTUP

Vybér a vazeni testovacich ryb

Je dilezité minimalizovat rozdily v hmotnostech ryb na zac¢atku zkousky. Vhodna
rozpéti velikosti ryb rtiznych druhli doporucenych pro tuto zkouSku jsou uvedena
v dodatku 1. Rozpéti individudlnich hmotnosti na zacatku zkousky by mélo byt
pro celou nasadu ryb pouzitych ve zkouSce nejlépe + 10 % aritmetického priméru
hmotnosti a v Zadném ptipadé by nemélo piekrocit 25 %. Doporucuje se zvazit
pfed zkouskou mensi vzorek ryb s cilem odhadnout stfedni hodnotu hmotnosti.

24 hodin pted zah4jenim zkouSky se obsadka ryb pfestane krmit. Poté se provede
nahodny vybér ryb. Za pouziti bézného anestetika (napf. vodny roztok
trikainmethansulfonatu  (MS 222) o koncentraci 100 mg/l neutralizovany
pfidavkem dvou dili hydrogenuhli¢itanu sodného na jeden dil MS 222) se ryby
jednotlivé s pfesnosti uvedenou v dodatku 1 zvazi za Ucelem stanoveni Zzivé
hmotnosti (po osuseni do sucha). Ryby s hmotnosti v pozadovaném rozsahu se
nahodné rozdeli do nadrzi. Zaznamena se celkova Zivd hmotnost ryb v kazdé
zkuSebni nadrzi. Pfi manipulaci s rybami za pouziti anestetik (v€etné¢ osuSeni a
zvazeni) mize u nedospélych ryb, a zejména u druhli o malé velikosti, dojit ke
stresu a poranéni. S nedospélymi rybami se tedy musi manipulovat s nejvyssi
opatrnosti, aby nedoslo u zkuSebnich ryb ke stresu a poranéni.

Ryby se opét zvazi po 28 dnech zkousky (viz bod 1.8.6). Povazuje-li se vSak za
nezbytné nové vypocitat pfisun potravy, mohou byt ryby opét zvazeny po
14 dnech zkousky (viz bod 1.8.2.3). Ke stanoveni zmén velikosti ryb, na jejichz
zaklad¢ se upravuje piisun potravy, miize byt pouzita jind metoda, napf.
fotografickd metoda.

XIV.1.8.2 Podminky expozice
XIV.1.8.2.1 Délka expozice

Zkouska trva vice nez 28 dnu.

XIV.1.8.2.2 Velikost nasady a hustota obsadky

Je dulezité, aby velikost nasady a hustota obsadky vyhovovaly pouzitému
zkuSebnimu druhu (viz dodatek 1). Je-li hustota obsadky pfili§ vysoka, dojde
ke stisnéni vedoucimu ke sniZzené rychlosti riistu a popiipadé k nemocem. Je-li
prilis nizka, miZe vyvolat teritoridlni chovani, coZ by mohlo rovnéZ ovlivnit rist.
V kazdém ptipadé by méla byt velikost ndsady tak nizka, aby bylo mozné udrzet
koncentraci rozpusténé¢ho kysliku na alespoit 60 % ASV bez provzdusinovani.
Okruzni test (3) ukazal, ze u pstruha duhového je velikost ndsady 16 ryb o



hmotnosti 3 —5 g do objemu 40 litrii pfijatelnd. Doporuc¢ené obnovovani vody
béhem zkousky je 6 litrii na gram ryb za den.

XIV.1.8.2.3 Krmeni

Ryby by mély byt krmeny dostatenym mnozstvim vhodného krmiva (dodatek 1),
aby byla umoznéna pfijatelnd rychlost rlstu. Je tfeba dbat na to, aby nedoslo
k rastu mikroorganismti a k zakaleni vody. U pstruha duhového by mélo témto
pozadavkiim vyhovovat mnozstvi odpovidajici 4 % jejich télesné hmotnosti za
den (3, 16, 17, 18). Denni mnozstvi mize byt rozdéleno na dva stejné podily a
podano rybam dvakrat za den s odstupem alespon péti hodin.

Mnozstvi se fidi pocatecni hmotnosti ryb v jednotlivé zkusebni nadrzi. Ryby se
opct zvazi 14. den a mnozstvi se nové vypocte. 24 hodin pred vdzenim se ryby
prestanou krmit. Nespotfebovana potrava a vykaly se ze zkuSebnich nadrzi kazdy
den odstrani dikladnym odsatim ze dna kazdé nadrze.

XIV.1.8.2.4 Svetlo a teplota

XIV.1.8.3

XIV.1.8.4

XIV.1.8.5

Fotoperioda a teplota vody by mély vyhovovat zkuSebnim druhtim (dodatek 1).
Zkusebni koncentrace

Obvykle je nutnych pét koncentraci zkouSené latky, a to bez ohledu na uspotradani
zkousky (viz bod 1.7.2). Pii volbé vhodnych zkuSebnich koncentraci by méla
pomoci piedchazejici znalost toxicity zkousené latky (napi. ze zkousek akutni
toxicity nebo z orientacnich studii). Pouzije-li se méné nez pet koncentraci, mélo
by byt uvedeno odivodnéni. Nejvyssi zkuSebni koncentrace by neméla piekrocit
rozpustnost latky ve vodé.

Pouzije-li se k usnadnéni ptipravy zadsobniho roztoku solubiliza¢ni ¢inidlo, neméla
by byt jeho konec¢nd koncentrace vyssi nez 0,1 ml/l a méla by byt ve vSech
zkuSebnich nadrzich stejnd (viz bod 1.6.3). Méla by vSak byt vynaloZena
maximalni snaha takové latky nepouzivat.

Kontrolni skupiny

Pocet kontrolnich skupin v fedici vodé zavisi na uspotradani zkousky (viz body 1.7
az 1.7.2). Pouzije-li se solubiliza¢ni ¢inidlo, mél by byt nasazen stejny pocet
kontrolnich skupin se solubiliza¢nim ¢inidlem jako s fedici vodou.

Castost analytickych stanoveni a méfeni

Béhem zkousky se v pravidelnych intervalech (viz nize) stanovuji koncentrace
zkousené latky

Pti pratokovych zkouSkach se priitok zasobnich roztokt toxické latky a fedici
vody kontroluje v ur€itych intervalech, nejlépe denné, a nemél by se v prib&hu
zkousky meénit o vice nez 10 %. Ocekévaji-li se zmeény koncentrace zkouSené
latky v rozmezi £+ 20 % nomindlnich hodnot (tj. od 80 — 120 %, viz body 1.6.2 a
analyzovany na zacatku zkousky a poté v tydennich intervalech. U zkousek, u
nichZ se (na zaklad¢ dat o stalosti latky) nepfedpoklada, Ze se bude koncentrace
zkousené latky pohybovat vrozmezi +20 % nominalni hodnoty, je nezbytné
analyzovat vSechny zkuSebni koncentrace, a to stejné casto jako u stabilnich latek.
U semistatickych zkouSek (s obnovenim média), u nichz se ma zkuSebni
koncentrace pohybovat v rozmezi + 20 % nomindalnich hodnot, se doporucuje
jejich ptipravé a bezprostiedné pted obnovenim a poté v tydennich intervalech. U
zkousek, u nichz se neptedpokladd, ze se bude zkuSebni koncentrace pohybovat
v rozmezi + 20 nominalni hodnoty, musi byt vSechny koncentrace analyzovany
stejné Casto jako u stabilné¢jSich latek.
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Doporucuje se zakladat vysledky na naméfenych koncentracich. Lze-1i vSak
prokazat, ze po celou dobu zkouSky byla koncentrace zkouSené latky v roztoku
uspokojivé udrzovana v rozmezi £20 % nominalni hodnoty, mohou byt vysledky
zaloZeny na nominalnich nebo naméfenych hodnotach.

Muze byt nezbytné vzorky filtrovat (napft. pies filtr velikosti pora 0,45 pm) nebo
odstfedit. Doporucuje se odstfed’ovani. Filtrace je pfipustnd jen neadsorbuje-li se
zkousena latka na filtry.

V pribéhu zkousky se méfi v kazdé zkuSebni nadrzi mnozstvi rozpusténého
kysliku, pH a teplota. Celkova tvrdost, alkalita a popfipad¢ solnost se méfi
v kontrolnich nadrzich a vjedné nadrzi snejvySsi koncentraci. Mnozstvi
rozpusténého kysliku a solnost (podle potieby) se méii alespon tiikrat (na zacatku,
uprostfed a na konci zkouSky). U semistatickych zkousek se doporucuje méfit
mnozstvi rozpusténého kysliku ¢astéji, nejlépe pred kazdym obnovenim média a
po ném, nebo alespon jednou tydné. pH se méfi na zacatku a na konci kazdé
vymény vody u statickych zkouSek a alespoil tydné u pratokovych zkousek.
Tvrdost vody a alkalita se méfi v kazdé zkousSce jednou. Teplota se méfi nejlépe
nepietrzité alespon v jedné zkusebni nadrzi.

Pozorovani

Hmotnost: na konci kazdé zkousky se musi ryby, které ptezily, zvazit za Gcelem
XIV.stanoveni zivé hmotnosti (po osuSeni do sucha), a to bud’ jako skupina pro
kazdou zkuSebni nadrz, nebo jednotlivé. Vazeni ryb jako skupin se upfednostiiuje
pfed véazenim jednotlivych ryb, které vyZzaduje, aby byly ryby jednotliveé
oznaceny. V piipadé vazeni jednotlivych ryb pro stanoveni individualni specifické
rychlosti ristu by neméla zvolend technika oznaceni vyvoldvat u ryb stres
(alternativou ke znaceni ryb vymraZenim znacky muze byt popiipadé pouziti
barevného rybatského vlasce).

Ryby se v prubehu zkousky vySetfuji denné a zaznamenavaji se jakékoli odchylky
(hemoragie, odbarveni) a neobvyklé chovani. Kazdy thyn se zaznamena a
uhynulé ryby se co nejdiive odstrani. Uhynulé ryby se nenahrazuji, nebot’ velikost
nasady a hustota obsadky by mély byt dostatecné na to, aby nedoslo k ovlivnéni
rustu v disledku zmén poctu ryb. Bude vSak nutné upravit mnozstvi krmiva.
DATA A ZPRAVY

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Doporucuje se, aby se navrhu zkouSky i1 analyzy vysledki zkousky ucastnil
statistik, nebot’ tato zkuSebni metoda umoznuje znacné variace v experimentalnim
uspotadani, naptiklad v poc¢tu zkuSebnich nadrzi, v poc¢tu zkusebnich koncentraci,
v poctu ryb. Pokud jde o moznosti uspotadani zkousky, nejsou zde uvedeny zadné
pokyny.

Rychlost riistu se nevypocitava pro zkuSebni nadrze, v nichz mortalita piekrocila
10 %. Velikost mortality se ale uvede pro vSechny zkuSebni koncentrace.

Bez ohledu na pouZitou metodu je hlavnim ukazatelem specificka rychlost ristu »
od okamziku #; do #,. Miize byt definovana né€kolika zplisoby v zavislosti na tom,
zda jsou ¢i nejsou ryby individualng znaceny nebo zda se pozaduje primérna
hodnota pro nadrz.

= loge W, _loge W %100
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_ loge W2 B loge Wl

1 x100
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kde:
r1 = individudlni specifickd rychlost ristu ryby
r, = pramérna specificka rychlost ristu pro nadrz
r3y = ,pseudospecifickd® rychlost rastu
wi, wo, = hmotnosti ur€ité ryby v Case ¢; a t;
loge wi = logaritmus hmotnosti jednotlivé ryby na zacatku vySetfovaciho
intervalu
loge wo = logaritmus hmotnosti jednotlivé ryby na konci vySetfovaciho intervalu
loge wi = pramér logaritmii hodnot w; pro ryby vnadrzi na =zacatku

vySetfovaciho intervalu
loge wo = pramér logaritmti hodnot w, pro ryby v nadrzi na konci vySetfovaciho
intervalu
t1,t, = Ccas (ve dnech) zacatku a konce vySetfovaciho intervalu
ri, r2, r3 mohou byt vypocteny pro interval 0—28 dnii a poptipadé (bylo-li
provedeno méteni 14. den) pro intervaly 0 — 14 a 14 — 28 dnt.
Analyza vysledkii regresi (modelovani zavislosti koncentrace — odezva)
Touto metodou se zavislosti mezi specifickou rychlosti ristu a koncentraci prolozi
vhodnd matematickd funkce, a to umozni odhadnout ,,EC\“, tj.jakoukoli
pozadovanou hodnotu EC. U této metody neni nutny vypocet » pro jednotlivou
rybu (1) a namisto toho se analyza zalozi na primérné hodnoté r (7;) pro nadrz.
Dava se prednost posledné uvedené metod€. Je také vhodnéjsi pii pouziti velmi
malych druhti.
Primérné specifické rychlosti ristu pro nadrz (7;) se graficky vynesou proti
koncentraci kvli kontrole zévislosti odezvy.
K vyjadieni zavislosti 7, na koncentraci se zvoli vhodny model; jeho volba musi
byt fadné zdvodnéna.
Lisi-1i se pro jednotlivé nadrze pocty ryb, které prezily, proklada se vazeny model
s cilem zohlednit rizné velikosti skupin.
Metoda prolozeni modelu musi umoznit odhadnout napiiklad hodnotu ECyy a
stanovit jeji rozptyl (bud’ smérodatnou odchylku nebo interval spolehlivosti). Graf
prolozeného modelu se vynese spolu s daty, aby byla zfejma vhodnost pouzitého
modelu (9, 19, 20, 21).
Analyza vysledki pro stanoveni LOEC
Bylo-li ve zkouSce pouzito pro kazdou koncentraci vice nadrzi, mize byt odhad
LOEC zalozen na analyze variance (ANOVA) priimérné specifické rychlosti riistu
pro nadrz (viz bod 2.1) nasledované¢ vhodnym srovnanim pramérné hodnoty r pro
kazdou koncentraci s primérnou hodnotou r pro kontrolni skupiny (napf.
Dunnettovym nebo Williamsovym testem (13, 14, 15, 22)), aby se zjistila
nejmensi koncentrace, u niZ je na Grovni pravdépodobnosti 0,05 rozdil vyznamny.
Nejsou-li ptfedpoklady pro pouziti parametrickych metod splnény, kvili jinému
nezZ normalnimu rozdéleni (napf. se pouzije Shapiro-Wilkiv test) nebo kvili
heterogennimu rozptylu (Bartlettiv test), méla by byt pifed provedenim ANOVA
zvéazena transformace dat za uc¢elem homogenizace rozptylli nebo by méla byt
provedena vazena ANOVA.
Neni-li pro kazdou koncentraci pocet nadrzi znasoben, nebude ANOVA u
jednotlivé néadrze citlivd nebo bude nemozna. V takovém piipad¢ je piijatelnym
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XIV.2.3.4 Vysledky

kompromisem zalozit ANOVA na ,,pseudospecifické” rychlosti ristu 3 nebo na
jednotlivych rybach.
Primérnd hodnota r; pro kazdou koncentraci mize byt poté porovnana
s prumérnou hodnotou 3 pro kontrolni skupiny. Hodnotu LOEC lze poté nalézt
vyse uvedenym zpiisobem. Je tfeba vzit na védomi, ze tato metoda neumoziuje
zohlednit variabilitu mezi naddrzemi ve vét$i mife, neZ s jakou se pocita v disledku
variability mezi rybami, a ani pfed ni nechrani. Ukazalo se vSak (9), Ze variabilita
mezi nadrzemi byla ve srovnani s variabilitou v ramci nadrze (tj. mezi rybami)
velmi mald. Nejsou-li v analyze vyuzity jednotlivé ryby, musi byt ve zpravé
uvedena metoda nalezeni odlehlych hodnot a jeji pouziti musi byt zdavodnéno.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky je tfeba interpretovat opatrng, lezi-li naméfené hodnoty koncentraci

toxické latky v roztocich blizko meze stanovitelnosti analytické metody, nebo

klesa-li u semistatickych zkousSek koncentrace zkousené latky od okamziku
ptipravy roztoku do jeho obnoveni.

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:

ZkouSena latka

—  fyzikalni stav a relevantni fyzikalné-chemické vlastnosti,

— udaje o chemické identité vetné udajli o Cistoté¢ a podle potieby o metode
kvantitativniho stanoveni zkousené latky.

Testovaci druh

—  védecky nazev, podle moznosti,

—  kmen, velikost, ptivod, jakakoli ptiprava atd.,

ZkuSebni podminky

— pouzity zkuSebni postup (napf. semistaticky/s obnovenim, pritokovy,
nasazovani, hustota obsadky atd.),

— usporadani zkousky (napf. pocet zkuSebnich nadrzi, zkuSebni koncentrace a
znéasobeni poctu nadrzi, pocet ryb v nadrzi),

— metoda pfipravy zasobnich roztokti a castost obnovovani (je-li pouzito,
uvede se solubilizacni ¢inidlo a jeho koncentrace),

— nomindlni zkuSebni koncentrace, stfedni hodnota namétfenych hodnot
v jednotlivych nadrzich, jeji smérodatna odchylka a metody jejich stanoveni
a dukazy toho, ze naméfené hodnoty odpovidaji koncentracim zkousené
latky v pravém roztoku,

—  charakteristiky fedici vody: pH, alkalinita, tvrdost, teplota, koncentrace
rozpusténého kysliku, koncentrace zbytkového chloru (je-li métena), obsah
celkového organického uhliku, obsah suspendovanych latek, poptipadé
solnost zkuSebniho média a vysledky jakychkoli jinych provedenych
mefeni,

— kvalita vody ve zkuSebnich nadrzich: pH, tvrdost, teplota a koncentrace
rozpusténého kysliku,

—  podrobné informace o krmeni (napi. druh krmiva (krmiv), pivod, podavané
mnozstvi a frekvence krmenti).

doklady o tom, ze kontrolni skupiny vyhovély kriteriu pteziti, a data o
mortalité pro kazdou zkuSebni koncentraci,

—  pouzité¢ metody statistické analyzy, statistiky zalozené na znasobeném poctu
nadrzi nebo na jednotlivych rybach, zpracovani dat a zdivodnéni pouzitych
metod,
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data ve formé tabulky o individuélnich a stfednich hodnotach hmotnosti ryb
v den 0, 14 (bylo-li provadéno vazeni) a 28, hodnoty primérnych rychlosti
rustu pro nadrz nebo popiipadé pseudospecifickych rychlosti ristu pro
intervaly 0 — 28 dnli nebo poptipadé 0 — 14 a 14 — 28 dni,

vysledky statistické analyzy (tj. regresni analyzy nebo ANOVA) nejlépe ve
form¢ tabulky nebo v grafické form¢ a hodnota LOEC (p =0,05) a NOEC
nebo ECy, poptipadé¢ se smérodatnymi odchylkami,

vyskyt jakychkoli neobvyklych reakei ryb a viditelné ucinky vyvolané
zkousenou latkou.
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DODATEK 1
DRUHY RYB DOPORUCNE KE ZKOUSENi A VHODNE ZKUSEBNIi PODMINKY

Druhy Doporuceny Fotoperioda Doporucené | Doporuéena presnost | Velikost Hustota Krmivo Délka
rozsah (h) rozpéti méfeni nasady obsadky zkousky
zkusebni pocateéni (g/) ah (d)
teploty hmotnosti ryb
°0) ()
Doporucené 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: e
Danio rerio 21-25 12-16 0,050-0,100 na 1 mg 0,2-1,0 5-10 zivé krmivo >28
dani h ; (Brachionus Artemia)
An1o praiovans 2125 12-16 0,050-0,100 na 1 mg 0,2-1,0 520 | zivé krmivo > 28

Oryzias latipes
halancik japonsky

(Brachionus Artemia)




DODATEK 2
NEKTERE CHEMICKE CHARAKTERISTIKY PRIJATELNE REDICI
VODY

Latka Koncentrace
Nerozpusténé latky <20 mg/l
Celkovy organicky uhlik <2 mg/l
Nedisociovany amoniak <lpg/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
DODATEK 3

LOGARITMICKA RADA KONCENTRACI VHODNA PRO ZKOUSKU
TOXICITY (9)

Sloupec (pocet koncentraci mezi 100 a 10, nebo mezi 10 a 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
32 10 18 25 32 37 42
1,0 4.6 10 16 22 27 32
22 5.6 10 15 19 24

1,0 32 6,3 10 14 18

1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4.6 72 10

1,6 32 5.2 75

1,0 22 3,7 5,6

15 2.7 42

1,0 1,9 3.2

14 2.4

1,0 1,8

13

1,0

' Ze sloupcti miize byt zvolena tada péti (nebo vice) po sobé jdoucich koncentraci. Mezilehlé body

pro koncentrace ve sloupci (x) jsou uvedeny ve sloupci (2x + 1). Uvedené hodnoty mohou byt
koncentracemi vyjadienymi v objemovych nebo hmotnostnich procentech (mg/l nebo pg/l).
Hodnoty mohou byt podle potieby nasobeny nebo déleny jakoukoli mocninou 10. Rada ve sloupci 1
by mohla byt pouzita pti znacné nejistote, pokud jde stupen toxicity.

XV. METODA PRO STANOVENi TOXICITY NA RYBIiCH EMBRYICH A
POTERU - KRATKODOBA ZKOUSKA — metoda C.15 podle piilohy smérnice
2001/59/ES

XV.1 METODA
Tato zkouSka kratkodobé toxicity je replikou metody OECD TG 212
(1998).

Xv.l.1  UVOD
Tato zkouska kratkodobé toxicity na rybim embryu a va€kovém plidku je
kratkodobou zkousSkou, pfi niZ jsou exponovana zivotni stddia od Cerstve
oplodnénych jiker do stadia vac¢kovych pludkt. Pti zkousce na embryu a
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XV.1.3

na vackovém plidku se nekrmi, zkouska by tedy mela byt ukoncena
dokud je vackovy plidek stale vyzivovan ze Zloutkového vacku.

Zkouska je urcena k zjisténi letdlnich a v omezené mife subletalnich
ucinkli chemickych latek na specifickd stadia a testovaci druhy. Tato
zkouska by méla poskytnout uzite¢né informace, nebot’ by a) mohla byt
pirechodem mezi letdlnimi a subletdlnimi zkouskami, b) mohla byt pouzita
jako screeningova zkouska pro uplnou zkousku toxicity na casnych
vyvojovych stadiich nebo pro zkouSky chronické toxicity a ¢) mohla by
byt pouzita pro zkouseni na druzich, u nichz nejsou dostatecné¢ rozvinuty
chovné techniky, aby pokryly obdobi od endogenniho k exogennimu
vyzivovani.

Je tfeba mit na paméti, ze pouze zkouSky pokryvajici cely zivotni cyklus
ryb obecné¢ umoznuji odhadnout chronickou toxicitu chemické latky pro
ryby a Ze jakékoli omezeni expozice néjakého zivotniho stadia mlze snizit
citlivost a tim podhodnotit chronickou toxicitu. Ocekava se tedy, Ze
zkouska na embryu a vackovém plidku je méné citliva nez uplna zkouska
na Casnych vyvojovych stadiich, zejména pokud jde o vysoce lipofilni
chemické latky (log P,y >4) a chemické latky se specifickym
mechanismem Uc¢inku. V citlivostech téchto dvou zkousek se vSak
ocekavaji mensi rozdily v ptipadé¢ chemickych latek s nespecifickym,
narkotickym mechanismem ucinku (1).

Pted publikovanim této zkousky bylo nejvice zkuSenosti s touto zkouskou
na embryu a vackovém pludku ziskdno u sladkovodni ryby Danio rerio
Hamilton-Buchanan (7eleostei, Cyprinidae — obecny néazev danio
pruhované). Podrobnéjs$i pokyny pro zkousku s timto druhem jsou tedy
uvedeny v dodatku 1. To nevylucuje pouziti jiného druhu, pro ktery jsou
zkuSenosti rovnéz k dispozici (tabulky 1A a IB).

DEFINICE

Nejnizsi koncentrace s pozorovanymi ucinky (Lowest observed effect
pfi niZ jsou pozorovany vyznamné ucinky ve srovnani s kontrolou (na
urovni pravdépodobnosti faleSn¢ pozitivniho hodnoceni p <0,05).
Vsechny zkousené koncentrace vyssi nez LOEC musi mit stejné nebo
vaznéjsi Skodlivé ucinky, nez ucinky pozorované pii koncentraci LOEC.
NOEC (no observed effect concentration, Kkoncentrace bez
pozorovanych ucinki): je zkuSebni koncentrace bezprostiedné nizsi nez
LOEC.

PODSTATA ZKUSEBN{ METODY

Embrya a vackové pludky se vystavi rozsahu koncentraci zkouSené latky
rozpusténé ve vode€. Zkouska umoziuje volit mezi semistatickym a
pratokovym uspotaddnim. Volba zdvisi na povaze zkouSené latky.
Zkouska se zahaji umisténim oplodnénych jiker do zkuSebnich nadrzi a
ukon¢i se té€sné pred tim, nez dojde k uplné absorpci Zloutkového vacku
Cerstvych plidkt v nékteré ze zkuSebnich nadrzi, nebo nez zacne
v kontrolnich skupindch dochazet k uhynu v dasledku hladovéni. Posoudi
se letadlni a subletdlni u¢inky a porovnaji se s kontrolnimi hodnotami
koncentraci bez pozorovanych u¢inkd. Uginky mohou byt eventudlnd
analyzovény za pouziti regresniho modelu s cilem odhadnout koncentraci,
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ktera zptisobuje ur€ity procentudlné vyjadieny ucinek (tj. LC/ECy, kde x

je definovany procentudlni ti¢inek).

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

Me¢ly by byt dostupné vysledky zkousky akutni toxicity (viz metoda C.1)

provedené nejlépe na druhu zvolenému pro tuto zkousku. Vysledky

mohou byt uzite¢né pii vybéru vhodného rozsahu zkusebnich koncentraci
ve zkouSce na cCasnych vyvojovych stadiich. M¢ly by byt znamy
rozpustnost latky ve vode (vCetné rozpustnosti ve zkusebni vod¢) a tlak
par latky. M¢la by byt kdispozici vhodnd analytickd metoda pro

kvantitativni stanoveni latky ve zkuSebnich roztocich, a to se zndmou a

doloZenou spravnosti a zndmou mezi stanovitelnosti.

Uzitecnymi informacemi o zkouSené latce pro tcely stanoveni zkusebnich

podminek jsou strukturni vzorec, Cistota latky, stalost na svétle, pK,, Poy

a vysledky zkouSky snadné biologické rozloZitelnosti (viz metoda C.4).

VALIDITA ZKOUSKY

Ma-1i byt zkouska platnd, musi byt splnény nasledujici podminky:
celkova mira pteziti oplodnénych jiker v kontrolnich skupinach a
podle potieby v nadrzich, do nichz bylo pfidano pouze rozpoustédlo,
musi byt vyssi nebo rovna limitim stanovenym v dodatcich 2 a 3,

—  koncentrace rozpusténého kysliku musi leZzet 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
udrzovana v rozpéti teplot stanoveném pro zkusebni druh (dodatky 2
a3).

POPIS ZKUSEBNI METODY

ZkuSebni nadrze

Mohou byt pouzity jakékoli nadrze ze skla nebo zjiného inertniho

materialu. Rozméry zkuSebnich nadrzi by mély byt dostatecné k tomu,

aby vyhovovaly velikosti nasady (viz bod 1.7.1.2). Doporucuje se, aby
byly nadrze umistény ve zkuSebnim prostoru ndhodné. Uspofadani do
nahodnych bloka s moznosti expozice v kazdém bloku se upiednostiiuje
pfed zcela ndhodnym uspofdddnim, kdyZ existuji systémové ucinky

v laboratofi, které mohou byt blokovym usporadanim kontrolovany. Je-li

pouzito blokové uspotradani, mélo by byt zohlednéno pfi nasledné analyze

dat. Nadrze by mély byt chranény pied nezddoucimi rusivymi vlivy.

Vybér druhii ryb

Doporucené druhy ryb jsou uvedeny v tabulce 1A. To nevylucuje pouziti

jiného druhu (ptiklady jsou uvedeny v tabulce 1B), zkusebni postup musi

byt ale upraven, aby byly vytvofeny vhodné zkuSebni
podminky.V takovém piipadé¢ by mély byt uvedeny divody pro vybér
druhu a experimentalni podminky.

Chov matecnych ryb

Podrobnosti o chovu mate¢nych ryb v uspokojivych podminkach jsou

uvedeny v metodé¢ OECD TG 210 M) a v literatute (2,3,4,5,06).

Chov embryi a plidka

Embrya a cerstvé vykulené pladky mohou byt exponovany v hlavni nadrzi

v menS$ich nadobéch s pletivovymi sténami nebo uzavéry, aby jimi mohl

proudit zkuSebni roztok. Nevifivého pritoku nadobami lze dosdhnout

() OECD, Paris 1992, Test Guideline 210, Fish, Early-life Toxicity Test
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jejich zavéseni do ramen, pomoci nichz 1ze pohybovat nddobami nahoru a
dolii, pfi€emZz organismy ziistanou stale ponofeny; lze rovnéz pouzit
syfonovy systém pftitoku a vypusti. Oplodnéné jikry lososovitych ryb
mohou leZet na podlozce nebo pletivu s dostatecné velkymi oky, aby jimi
mohly pladky po vylihnuti propadnout. K pfemisténi embryi a plidka
v semistatické zkouSce s kazdodenni tplnou vyménou média je vhodné
pouzit Pasteurovy pipety. (viz bod 1.6.6).

Jsou-li kudrZeni jiker v hlavni nadrzi pouzity nddoby, miizky nebo
pletiva, m&ly by byt po vylihnuti pladka odstranény ", pokud oviem
nemaji byt ponechany k zamezeni uniku ryb. Je-li tfeba pladky piemistit,
nemély by byt vystaveny vzduchu a nemély by se kjejich vytazeni
znadob pouzivat sitky (takova opatrnost neni nutnd u méné kiehkych
druhii, napt. u kapra). Okamzik ptemisténi se lisi podle druhu a nemusi
byt vzdy nutny. U semistatickych technik mohou byt pouzity kadinky
nebo mélké nadobky a podle potieby mohou byt opatfeny sitem
umisténym nepatrn¢ nad dnem kadinky. Je-li objem téchto nadob
dostate¢ny, aby vyhovoval pozadavkiim na nasazovani (viz bod 1.7.1.2)
nemusi byt pfemisténi embryi nebo plidkl nutné.

Voda

Pro tuto zkouSku je vhodna jakakoliv voda, ktera vyhovuje chemickym
charakteristikdm pftijatelné fedicim vody, jak jsou uvedeny v dodatku 4 a
v niz testovaci druhy kontrolnich skupin ptezivaji alespon tak, jak je
uvedeno v dodatcich 2 a 3. M¢la by mit po celou dobu zkousky stejnou
kvalitu. pH by se nemélo ménit o vice nez £ 0,5. Pro ujisténi, Ze fedici
voda nebude mit pfiliSny vliv na vysledky zkouSky (naptiklad tvorbou
komplexti se zkouSenou latkou) nebo nepfiznivy vliv na stav mate¢nych
ryb, by mély byt odebirany v pravidelnych intervalech jeji vzorky pro
analyzu. Je-li kvalita fedici vody relativné¢ konstantni, mélo by byt
stanoveni tézkych kovl (napt. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd a Ni), hlavnich aniontt
a kationtl (napt. Ca, Mg, Na, K, Cl a SO,), pesticidu (napt. celkovy obsah
organickych fosforovych a chlorovych pesticidi), celkovy obsah
organického uhliku a suspendovanych latek provedeno napt. kazdé tii
mésice. Je-li prokazano, Ze kvalita vody je konstantni po dobu alespon
jednoho roku, mohou byt stanoveni ménég Castd a intervaly lze prodlouZit
(napft. kazdych Sest mésict).

ZKkuSebni roztoky

ZkuSebni roztoky o zvolenych koncentracich se pfipravi fedénim
zasobniho roztoku.

Zasobni roztok by mél byt nejlépe ptipraven jednoduchym mechanickym
michanim nebo protfepavanim zkouSené latky v iedici vodé (napf.
mechanickym michanim a sonifikaci). Pro dosazeni vhodné koncentrace
zasobniho roztoku mohou byt pouzity saturacni kolony. Neméla by byt
pouzivana rozpoustédla nebo dispergitory (solubiliza¢ni cinidla),
v nékterych pripadech vSak miize byt pouziti takovych latek pro vytvoreni
zasobniho roztoku o vhodné koncentraci nezbytné. Ke vhodnym
rozpoustédlim patii aceton, ethanol, methanol, dimethylformamid a
triethylenglykol. Ke vhodnym dispergatorim patii Cremophor RH40,
Tween 80, 0,01% methylcelulosa a HCO-40. Snadno biologicky
rozlozitelna ¢inidla (napf. aceton) nebo vysoce t€kavé slouceniny je tfreba
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pouzivat rozvazné, nebot mohou zpiisobit problémy s ristem bakterii
v pritokovych zkousSkach. Je-1i pouZito solubiliza¢ni ¢inidlo, nesmi mit
vyznamné UCinky na pfeziti ani viditelné neptiznivé ucinky na casna
vyvojova stadia, coz musi byt prokdzano na kontrolni skupiné vystavené
pouze rozpoustédlu. Méla by vSak byt vynalozena maximalni snaha
takové latky nepouzivat.

U semistatickych technik mohou byt pouzity dva riizné postupy obmény;
bud’ i) se do Cistych nadob piipravi nové zkusSebni roztoky a ptezivajici
jikry a plidky se s malym objemem starého roztoku opatrné piremisti do
novych nadob, aniz by se vystavily vzduchu, nebo ii)se testovaci
organismy ponechaji v nddobé a vyméni se urcity podil (alesponn tii
tvrtiny) zkuSebni vody. Castost obnovovani média bude zaviset na
stalosti zkousené latky, avSak doporucuje se obnovovat médium denng.
Neni-li podle pfedbéZnych zkouSek stdlosti (viz bod 1.4) koncentrace
zkouSené¢ latky mezi obnovenimi média stdld, (tj. nepohybuje se
vintervalu 80— 120 % nominalni koncentrace nebo klesa pod 80 %
naméfené pocateCni koncentrace), méla by byt zvézena pritokova
zkouska. V kazdém piipad¢ je tfeba dbat na to, aby plidky nebyly pfi
obnovovani vody vystaveny stresu.

Pti prutokovych zkouskach je pro zajisténi fady koncentraci nezbytny
systém, ktery nepfetrzit¢ davkuje a fedi zasobni roztok zkouSené latky
(napt. davkovaci Cerpadlo, zafizeni pro proporcionalni fedéni, saturacni
systém). Pritok zasobnich roztoki a fedici vody by mél byt kontrolovan
v urcitych intervalech, nejlépe denné, a nemél by se v pribéhu zkousky
meénit o vice nez 10 %. Jako vhodny by shledan pritok zajist'ujici vyménu
alespon péti objemu nadrze za 24 h (2).

POSTUP

Uziteéné informace o provadéni zkousek toxicity na rybim embryu a
vackovém plidku jsou dostupné v literatufe, pficemz nékteré literarni
zdroje (7, 8, 9) jsou uvedeny v tomto textu v oddilu s literaturou.
Podminky expozice

XV.1.7.1.1 Délka expozice

Zkouska se zahaji nejlépe do 30 minut po oplodnéni jiker. Embrya se
ponoii do zkuSebniho roztoku pied zapocetim ryhovani blastuly, nebo co
nejdiive po ném, a v kazdém pitipad¢ pred pocatkem stadia gastruly. U
jiker ziskanych od komeréniho dodavatele nemusi byt mozné zahgjit
zkousku ihned po oplodnéni. Vhledem k tomu, zZe citlivost zkousky mtiZe
byt zdvazné ovlivnéna zpozdéni zacatku zkousky, méla by byt zkouska
zahdjena do osmi hodin po oplodnéni. Vzhledem k tomu, Ze se plidky
v pribéhu expozice nekrmi, ukonci se zkouska tésné pred tim, nez dojde
k tplné absorpci Zloutkového vacku u plidkd v nekteré ze zkuSebnich
nadrzi, nebo nez za¢ne v kontrolnich skupinach dochazet k thynu
v disledku hladovéni. Délka zkouSky bude zaviset na pouzitém druhu.
Nékteré doporucené délky zkousky jsou uvedeny v dodatcich 2 a 3.

XV.1.7.1.2 Nasazovani

Pocet oplodnénych jiker na zacatku zkousky by mél byt dostatecny ke
splnéni statistickych pozadavkd. Mély by byt kexpozici ndhodné
rozdéleny a na jednu koncentraci by mélo byt rozd€leno alespon 30 jiker
rovnym dilem (nebo alesponi jak je to jen mozné s ohledem na to, ze u
nekterych druhtt mize byt obtizné ziskat stejné velké podily) mezi alespon



ti1 dalsi zkuSebni nadrze. Velikost nasady (biomasa v jednotce objemu) by
méla byt tak nizkd, aby bylo mozné udrzet koncentraci rozpusSténého
kysliku na alesponn 60 % ASV bez provzdusiovani. U pratokovych
zkouSek se doporucuje nasazovani nepiekracujici 0,5g/l za 24h a
v zadném okamziku neptekracujici 5 g/l roztoku (2).

XV.1.7.1.3 Sveétlo a teplota

XV.1.7.2

XV.1.7.3

XV.1.74

Fotoperioda a teplota zkuSebni vody by mély vyhovovat zkusebnim
druhtim (dodatky 2 a 3). Pro sledovani teploty mtize slouzit dalsi zkusebni
nadrz.

Zkusebni koncentrace

Obvykle je nezbytnych pét koncentraci zkousené latky liSicich se od sebe
faktorem neptekracujicim 3,2. Pfi vybéru rozsahu zkusebnich koncentraci
by méla byt zohlednéna kiivka zavislosti hodnoty L.Csy na délce expozice
ve studii akutni toxicity. Za urcitych okolnosti mize byt opravnéné pouzit
méné nez pét koncentraci, napt. v limitni zkousSce, a uz§i rozsah
koncentraci. Pouziti méné nez péti koncentraci by mélo byt zdlivodnéno.
Koncentrace latky, které jsou vyssi nez 96hodinova LCsy nebo vyssi nez
100 mg/1, podle toho, co je niz8i, nemusi byt zkouSeny. Latky by nemély
byt zkouseny pro koncentrace vyssi, nez je jejich rozpustnost ve zkusebni
vodé¢.

Pouzije-li se k usnadnéni ptipravy zdsobniho roztoku solubiliza¢ni ¢inidlo
(viz bod 1.6.6), neméla by byt jeho konetnd koncentrace ve zkuSebni
nadrzi vyssi nez 0,1 ml/l a méla by byt ve vSech zkuSebnich nadrzich
stejna.

Kontrolni skupiny

Jako dal$i zkuSebni sady by mély byt nasazeny kontrolni skupina v fedici
vodé (pfislusSnym zpisoben zndsobend) a podle potieby také jedna
kontrolni skupina se solubilizatnim cCinidlem (pfisluSnym zplsoben
znasobena).

Castost analytickych stanoveni a mé&feni

Béhem zkousky se koncentrace zkousené latky stanovuji v pravidelnych
intervalech.

U semistatickych zkouSek, pokud se ptedpoklada, ze se bude zkuSebni
koncentrace pohybovat v rozmezi + 20 % nominalnich hodnot (tj. od 80
do 120 %, viz bod 1.4 a 1.6.6), se doporuCuje analyzovat nejvyssi a
bezprostitedné¢ pted obnovenim alesponn vnejméné  tfech nadrzich
(. analyzy se provedou na vzorku téhoz roztoku — ihned po jeho ptipraveé
a pii jeho vymeéné).

U zkousek, u nichz se (na zakladé dat o stalosti latky) predpoklada, ze se
bude koncentrace zkouSené latky pohybovat v rozmezi vétSim nez + 20 %
nominalni hodnoty, je nezbytné analyzovat v§echny zkouSené koncentrace
thned po jejich pfipravé a pied jejich vyménou, a to stejné Casto
(. alespont ve tfech okamzicich rovhomérné rozlozenych pies celkovou
dobu zkousky). Stanoveni koncentraci zkousené latky pifed obnovenim je
tteba provést pro kazdou koncentraci pouze u jedné paralelni nadrze.
Stanoveni se provadéji v odstupu ne vice nez 7 dnli. Doporucuje se
zakladat vysledky na naméfenych koncentracich. Lze-li vSak prokazat, ze
po celou dobu zkouSky byla koncentrace uspokojivé udrzovana v rozmezi
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+ 20 % nominalni hodnoty, mohou byt vysledky zalozeny na nominalnich
nebo namétenych pocatecnich hodnotéach.

Pro pritokové zkousky je vhodny podobny vzorkovaci rezim, jako je
popsan u semistatickych zkouSek (v tomto piipadé¢ se vSak neprovadi
meéfeni ,,starych® roztokd). Je-li zkouska del$i nez sedm dnti, doporucuje
se zvysit pocet odbérit v prvnim tydnu (napf. tfi sady méteni) pro ujisténi,
ze jsou zkuSebni koncentrace stalé.

Mitize byt nezbytné vzorky odstfedit nebo filtrovat (napt. pies filtr
s velikosti pord 0,45 pm). Vzhledem k tomu, ze vSak odstiedéni ani
filtrace vzdy neoddéli od sebe biologicky dostupny a biologicky
nedostupny podil zkusebni latky, nemusi byt vzorky takto zpracovany.

V pribéhu zkouSky se meéfi vkazdé zkuSebni nadrzi mnozstvi
rozpusténého kysliku, pH a teplota. Celkova tvrdost a solnost se meéfi
v kontrolnich nadrzich a v jedné nadrzi s nejvyssi koncentraci. Mnozstvi
rozpusténého kysliku a solnost (podle potieby) se méti alespon tiikrat (na
zaCatku, uprostied a na konci zkouSky). U semistatickych zkouSek se
doporucuje métit mnozstvi rozpusténého kysliku castéji, nejlépe pied
kazdym obnovenim média a po ném, nebo alesponi jednou tydné. pH se
méii na zaCatku a na konci kazdé vymény vody u semistatickych zkouSek
a alespon tydné u priutokovych zkouSek. Tvrdost vody se méii v kazdé
zkouSce jednou. Teplota se méfi denné, nejlépe nepietrzité alespon
v jedné zkuSebni nadrzi.

Pozorovani

XV.1.7.5.1 Stadia vyvoje embrya

Embryonélni stddium (tj. stadium gastruly) na zacatku expozice zkouSené
latce by mélo byt identifikovano co nejpifesnéji. Lze to provést za pouziti
reprezentativniho vzorku vhodné uchovavanych a ocisténych jiker. Popis
a vyobrazeni embryonalnich stadii 1ze také nalézt v literature (2, 5, 10,
11).

XV.1.7.5.2 Lihnuti a prezivani

Lihnuti a pfezivani se pozoruje alespoil jednou denné a zaznamenavaji se

pocty. Muize byt zadouci provadéet na zac¢atku zkousky Castéjsi pozorovani

(napt. kazdych 30 min b&hem prvnich tfi hodin), nebot’ v nékterych

(napft. dochézi-1i k akutnim toxickym G€¢inkiim). Uhynuld embrya a plidky

se odstrani ihned po nalezeni, nebot’ se rychle rozkladaji. Pfi odstranovani

uhynulych jedincli se postupuje s mimotfadnou opatrnosti, aby se
nezasdhlo do sousednich jiker/plidkd nebo aby se tyto fyzicky
neposkodily, nebot’ jsou mimofadné subtilni a citlivé. Kritéria uhynuti se

u zivotnich stadii 1isi:

— u jiker: zejména v Casnych stadiich zfetelnd ztrata prisvitnosti a
zména ve zbarveni vyvolané koagulaci a/nebo srazenim bilkovin
vedoucimi k bilému zakaleni,

— u embryi: absence pohybu nebo tepu srdce nebo neprisvitné
zbarveni u druhil, jejichz embrya jsou za normdlnich okolnosti
prusvitna,

— u plidki: nepohyblivost nebo absence dychacich pohybti nebo tepu
srdce nebo bilé neprisvitné zbarveni centralniho nervového systému
a nedostate¢nd reakce na mechanické podnéty.

XV.1.7.5.3 Neobvykly vzhled



Pocet pludki vykazujicich neobvykly télesny vzhled nebo pigmentaci a
stav absorpce zloutkového vacku se zaznamendvaji v pfiméfenych
intervalech zavisejicich na délce zkousky a na povaze popisované
odchylky. Je tfeba si uvédomit, Ze neobvykld embrya a pliadky se
ptirozen¢ vyskytuji a u nékterych druhti jich mtze byt v kontrolnich
skupinach tadové ne€kolik procent. Neobvykli jedinci by méli byt ze
zkuSebni nadrze odstranéni pouze v pfipad€ uhynuti.

XV.1.7.5.4 Neobvyklé chovani

Odchylky, napt. hyperventilace, nekoordinované plavani a netypicka
ne¢innost se zaznamenavaji v pfiméfenych intervalech zavisejicich na
délce zkousky. Tyto Gcinky, pfestoze je obtizné je kvantifikovat, mohou —
jsou-li pozorovany — napomoci interpretovat data o mortalité, tj. mohou
poskytnout informace o mechanismu toxického plsobeni latky.

XV.1.7.5.5 Telesna délka

Na konci zkousky se doporucuje zméfit individudlni délku: mize byt
zmétena standardni délka, délka téla (the fork lenght) nebo celkova délka.
Doslo-1i vSak k uhniti ocasni ploutve nebo k erozi ploutvi, pouzije se
standardni délka. Obecné by mél byt v dobfe provedenych zkouskach
variaéni koeficient pro délku mezi jednotlivymi kontrolnimi skupinami
<20 %.

XV.1.7.5.6 Hmotnost

XV.2
XV.2.1

Na konci se zkousky Ize stanovit jednotlivé hmotnosti; hmotnost za sucha

(24 h pti 60 °C) se uptednostiiuje pted Zivou vahou (po osusSeni do sucha).

Obecné by mél byt v dobie provedenych zkouskach varia¢ni koeficient

pro hmotnost mezi jednotlivymi kontrolnimi skupinami < 20 %.

Tato pozorovani povedou k né€kterym nebo ke v§em nésledujicim tdajim,

které budou k dispozici pro statistickou analyzu:

—  kumulativni mortalita,

—  pocet zdravych pludki na konci zkousky,

— Cas zacatku lihnuti a konce lihnuti (tj. 90% vylihnuti v kazdé
paralelni skuping),

—  pocet plidkl vylihnutych kazdy den,

— délka (a hmotnost) ryb, které ptezily do konce zkousky,

—  pocet pladki, které jsou deformované nebo maji neobvykly vzhled,

—  pocet plidkt vykazujicich neobvyklé chovani.

DATA A ZPRAVY

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Doporucuje se, aby se navrhu zkousky 1 analyzy vysledkli zkousky

ucastnil statistik, nebot’ tato zkuSebni metoda umoziuje znacné variace

v experimentalnim uspofadani, napiiklad v poctu zkuSebnich nadrzi,

v poctu zkuSebnich koncentraci, ve vychozim poctu oplodnénych jiker

v méfenych parametrech. Pokud jde o mozZnosti uspotfaddani zkousky,

nejsou zde uvedeny zadné pokyny.

Maji-li byt odhadnuty hodnoty LOEC/NOEC, bude nezbytné analyzovat

odchylky pro kazdou sadu paralelnich skupin pomoci analyzy variance

(ANOVA) nebo pomoci kontingenéni tabulky. K vicenasobnému

porovnani vysledkli pro jednotlivé koncentrace a pro kontrolni skupiny

muze byt uzite¢ny Dunnettiv test (12, 13). K dispozici jsou dal$i uzite¢né

priklady (14, 15). Vypocte se a uvede stupeii ucinku, ktery lze prokazat

pomoci ANOVA nebo jinych metod (tj. vypovidaci schopnost zkousky).
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Je tieba si uvédomit, ze ne vSechna pozorovani uvedena v bodé 1.7.5.6
jsou vhodnd pro statistickou analyzu pomoci ANOVA. Napiiklad
kumulativni mortalita a pocet zdravych plidkd na konci zkousky by
mohly byt analyzovany probitovymi metodami.

Maji-li byt odhadnuty LC nebo EC,, prolozi se daty vhodna kiivka

(vhodné kitivky), jako napt. logaritmicka kiivka, a to statistickou metodou,

napt. metodou nejmensich ¢tvercli nebo nelinearni metodou nejmensich

¢tvercli. Ktivka nebo kiivky by mély byt tak parametrizovany, aby bylo
mozné piimo odhadnout pozadované hodnoty LC nebo ECy a jejich
smérodatné odchylky. To znacné¢ wusnadiiuje vypocet intervall
spolehlivosti pro hodnoty LC nebo EC. Pokud nejsou dobré divody pro

upfednostnéni jinych intervald spolehlivosti, uvede se oboustranny 95%

interval spolehlivosti. Metoda prolozeni by méla pokud mozno umoznit

posouzeni zadvaznosti nedostatkil prolozeni. ProloZeni 1ze provést graficky.

Regresni analyza je vhodnd pro vsSechna pozorovani uvedena

v bodé 1.7.5.6.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Vysledky by mély byt interpretovany opatrné v ptipad€, ze se namétené

koncentrace toxické latky ve zkuSebnich roztocich pohybuji na Grovnich

blizkych mezi stanovitelnosti analytické metody. Interpretace vysledkt
pro koncentrace vys$si neZ je rozpustnost latky ve vodé by méla byt rovnéz
opatrnd.

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:

Zkousena latka

—  fyzikalni stav a relevantni fyzikalné-chemické vlastnosti,

— 1udaje o chemické identité véetné tidajlii o Cistoté a podle potieby o
metodé¢ kvantitativniho stanoveni zkouSené latky.

Testovaci druh

—  védecky nazev, kmen, pocet matecnych ryb (tj. kolik samicek bylo
ve zkouSce pouzito pro opatieni pozadovaného poctu jiker), zdroj a
metoda sbéru oplodnénych jiker a ndsledné zpracovani.

ZkuSebni podminky

— pouzita zkuSebni metoda (napf. semistatickd nebo priatokova
metoda, doba od oplodnéni do zacatku zkousky, nasazovani atd.),

—  fotoperioda (fotoperiody),

— uspofadani zkousky (napf. pocet zkuSebnich nadrzi a jejich
znasobeni, po€et embryi v nadrzi),

— metoda pfipravy zasobnich roztokii a ¢astost obnoveni (je-li pouZzito,
uvede se solubilizac¢ni ¢inidlo a jeho koncentrace),

— nomindlni zkuSebni koncentrace, namétené hodnoty ve zkuSebnich
nadrzich, jejich stfedni hodnoty a smérodatné odchylky a metody
jejich stanoveni a je-li zkouSena latka rozpustnd ve vodé
v koncentracich nizsich, nez jsou vysetfované koncentrace, uvede se
dikaz toho, Ze naméfené¢ koncentrace odpovidaji koncentraci
zkousené latky v roztoku,

—  charakteristiky fedici vody: hodnota pH, tvrdost, teplota,
koncentrace rozpusténé¢ho kysliku, koncentrace zbytkového chloru
(Je-li méfena), obsah celkového organického uhliku, obsah
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suspendovanych latek, popfipad¢ salinita zkuSebniho média a
vysledky jakychkoli jinych provedenych métent,

kvalita vody ve zkuSebnich nadrzich: pH, tvrdost, teplota a
koncentrace rozpusténého kysliku.

dky

vysledky ptipadnych predbéznych studii stalosti zkouSené latky,
doklady o tom, Ze kontrolni skupiny splnily obecné pozadavky na
ptijatelnost pteziti pro testovaci druh (dodatky 2 a 3),

udaje o mortalité nebo pieziti v embryonalnim stddiu a ve stadiu
pltidku a udaje o celkové mortalité nebo preziti,

doba do vylihnuti, pocet vylihnutych jedinct,

udaje o délce (a hmotnosti),

vyskyt a popis morfologickych odchylek, pokud se vyskytly,

vyskyt a popis u¢inkl na chovani, pokud se vyskytly,

statisticka analyza a zpracovani dat,

s pozorovanymi u¢inky (LOEC) na trovni pravdépodobnosti falesné
pozitivniho hodnoceni p =0,05 a koncentrace bez pozorovanych
ucinki (NOEC) pro kazdou posuzovanou reakci, vCetné popisu
pouzité statistické metody a udaje o tom, jak velky ucinek bylo
mozné odhalit,

u zkousek analyzovanych pomoci regresnich metod, hodnoty LC a
ECy a intervaly spolehlivosti a graf proloZzeného modelu pouzitého
pro jejich 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: Ptiklady dalSich dobte popsanych druhti, které byly také pouzity

Sladkovodni Moiské

Carassius auratus Menidia peninsulae
karas zlaty (8) (23, 24, 25)
Lepomis macrochirus Clupea harengus
slune¢nice modra (8) sled’ (24, 25)

Gadus morhua
treska (24, 25)

Cyprinodon variegatus
(23, 24, 25)

DODATEK 1
NAVOD K PROVEDENI ZKOUSKY TOXICITY NA EMBRYICH A
VACKOVYCH PLUDCICH DANIA PRUHOVANEHO (BRACHYDANIO
RERIO)

UvoOD

Danio pruhované pochazi z indického pobtezi Coromandel, kde zije v bystiinach. Je
béZnou akvarijni rybou z ¢eledi kaprovitych. Informace o péci o néj a o jeho chovu
jsou uvedeny v standardnich ptiruckéach o tropickych rybach. Prehled jeho biologie a
pouziti ve vyzkumu ryb podava Laale (1).

Ryba ztidka dortsta délky vice nez 45 mm. M4 valcové télo se 7 — 9 horizontalnimi
tmaveé modrymi stfibfitymi pruhy. Pruhy pokrauji pfes ocasni a fitni ploutve. Hibet
ma olivové zeleny. Samecci jsou §tihlejsi nez samicky. Samicky jsou stiibrnéjsi a maji
roz$ifené bricho, zejména pred tfrenim.

Dospélé ryby dokazi snaset velké kolisani teploty, pH a tvrdosti vody. Maji-li se
ziskat zdravé ryby poskytujici jikry dobré kvality, mély by byt zajiStény optimalni
podminky.

Pti tfeni samecek sleduje samicku, dorazi na ni a pti vypuzeni jiker je oplodni. Jikry,
které jsou prusvitné a nejsou prilnavé, dopadaji na dno, kde mohou byt pozieny




rodi¢i. Na tfeni ma vliv svétlo. Pfi odpovidajicim rannim svétle se ryby tfou v prvnich
hodinach po rozednéni.
Samicka mtze klast v odstupu jednoho tydne davky o nékolika tisicich jiker.

PODMINKY PRO MATECNE RYBY, REPRODUKCE A CASNA VYVOJOVA
STADIA
Vybere se vhodny pocet zdravych ryb, které se alespon dva tydny pred
predpokladanym tienim udrzuji ve vhodné vodé (napi. dodatek 4). Skupiny ryb by
mély mit moznost se pfed kladenim jiker pro zkousSku alesponl jednou vytfit. Hustota
obsadky ryb by v tomto obdobi neméla piesdhnout 1 gram ryb na litr. Pravidelna
vyména vody nebo pouziti precistovaciho systému umozni obsadku zvysit. Teplota
v chovnych nadrzich se ma udrzovat na 25 + 2 °C. Ryby by mély dostavat rozmanitou
stravu, kterd miiZze obsahovat naptiklad komercni suché krmivo, Cerstvé vylihnuté
Arthemia, chironomidy, dafnie, bilé Cervy (Enchytraeids).
Dale jsou uvedeny dvé metody, které v praxi vedly k ziskdni dostate¢ného mnoZstvi
zdravych oplodnénych jiker pro provedeni zkousky:
1) Osm samicek a 16 sameckl se umisti do nadrze obsahujici 50 litri fedici
vody, chranéné pred pfimym svétlem a ponechaji se alespon 48 h co nejvice
v klidu. Na dno nadrze se odpoledne v den pifed zapocetim zkouSky umisti
podlozka pro tfeni. Podlozka pro tfeni se sklad4d z 5 — 7 mm vysokého ramu
(z plexiskla nebo jiného vhodného materidlu) s 2 —5mm hrubym roStem
nahote a s 10 — 30pum jemnym rostem vespod. Na hrubém rostu je pfipevnén
tfeci substrat vyrobeny z nylonovych vlaken. Poté co byly ryby drzeny 12 h
v temnu se slabé€ nasviti, ¢imz se vyvola tfeni. Dv€ az ¢tyfi hodiny po vytfeni
se podlozka pro tfeni vyjme a jikry se seberou. Podlozka pro tfeni zabrani
rybam v pozirani jiker a zaroven umozni snadny sbér jiker. Skupiny ryb by
se mély pred tfenim uréenym k produkci jiker pro zkousku vyttit alespon
jednou.
i1) P&t az deset sameckli a samicek se alespont dva tydny pied zamyslenym
ttenim chova oddélené. Po 5 az 10 dnech se bficha samicek rozsiii a
zviditelni se jejich pohlavni papily. Samecci papily nemaji. Ttreni se provede
v tfecich nadrzich opatfenych 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 naddrze den ptfed zamysSlenym tfenim. Teplota vody
se postupné zvysi jeden stupeni nad aklimatizacni teplotu. Vypne se osvétleni
a nadrz se ponechd co nejvice v klidu. Rano se slab¢ nasviti, ¢imz se vyvola
tteni. Po 2 —4 h se ryby vyjmou a jikry se seberou. Je-li potieba vice davek
jiker, nez lze ziskat od jedné samiCky, nasadi se paralelné dostate¢ny pocet
trecich nadrzi. Zaznamenanim reprodukéni GspéSnosti (mnoZstvi a kvality)
jednotlivych samicek pied zkouskou, 1ze vybrat pro chov samic¢ky s nejvyssi
uspeésnosti.
Jikry se pfenesou do zkuSebnich nadrzi sklenénou trubi¢kou (o vnitinim priméru ne
mensim nez 4 mm) opatienou pruznym nasavacim balénkem. Mnozstvi vody, které se
prendsi s jikrami, by mélo byt co nejmensi. Jikry jsou té€z$i nez voda a z trubicky
vypadnou do vody. Je tieba zabranit tomu, aby jikry (a plidky) pfiSly do kontaktu se
vzduchem. Mikroskopickym vySetienim vzorku (vzorki) jiker se ovéfi, ze v prvnich
stadiich vyvoje nedoslo k nepravidelnostem. Desinfekce jiker neni piipustna.
Mortalita jiker je nejvyssi béhem prvnich 24 h po oplodnéni. V této dobé je Casto
pozorovana mortalita 5 —40 %. Jikry degeneruji v disledku netispésného oplodnéni
nebo vyvojovych vad. Zda se, ze kvalita davek jiker zavisi na samicce, nebot’ nékteré



samicky soustavné kladou jikry dobré kvality, jakou jiné samiCky neposkytuji.
Rovnéz rychlost vyvoje a lihnuti se mezi sniskami lisi. Uspéiné oplodnéné jikry a
plidky se Zloutkovym vackem piezivaji dobie, obvykle jich pieziva vice nez 90 %.
Pti 25 °C se z jiker lihnou jedinci po 3 — 5 dnech po oplodnéni a Zloutkovy vacek je
absorbovan pfiblizn¢ po 13 dnech po oplodnéni.

Embryonalni vyvoj byl dobfe popsan Hisaokou a Battlem (2). Diky prusvitnosti jiker
a pludka cerstvé po vylihnuti lze vyvoj ryb dobfe sledovat a lze pozorovat
malformace. Pfiblizné Ctyfi hodiny po vytfeni lze rozlisit neoplodnéné jikry od
oplodnénych (3). K tomuto vySetieni se jikry a plidky umisti do nddobky o malém
objemu a prohliZeji se pod mikroskopem.

Zkusebni podminky pozadované pro €asna vyvojova stadia jsou uvedena v dodatku 2.
Optimalni hodnoty pH a tvrdosti vody jsou 7,8 a 250 mg/l, vyjadieno jako CaCOs.

VYPOCTY A STATISTIKA

Navrhuje se dvoufazovy pristup. V prvni fazi se statisticky analyzuji data o mortalit¢,
nenormdlnim vyvoji a dobé lihnuti. Poté se pro ty koncentrace, pfi nichZ nebyly
pozorovany zadné nepiiznivé u¢inky na tyto parametry, statisticky vyhodnoti télesna
délka. Tento pfistup se doporucuje, nebot’ toxickd latka muze selektivné usmrcovat
mensi ryby, prodluzovat dobu lihnuti a indukovat makroskopické malformace a tedy
zkreslovat délku. Kromé toho tak bude pro kazdou expozici méfen zhruba stejny
pocet ryb, ¢imZ se zajisti validita statistiky zkousky.

STANOVENI LCs a ECso
Procento preziti jiker a Cerstvych plidki se vypocte a zkoriguje na mortalitu
v kontrolnich skupinach podle Abbottovy rovnice (4):

P=100—C2,P'><100

kde:

P = korigované procento pieziti

P = procento pieziti pozorované ve zkuSebni koncentraci
C = procento preziti v kontrolni skupiné

Podle moznosti se vhodnou metodou stanovi hodnota LCsy na konci zkousky.
Pozaduje-li se, aby byly do statistiky pro ECsy zahrnuty morfologické odchylky, Ize
k tomu nalézt ndvod v praci Stephana (5).

ODHAD LOEC A NOEC

Cilem zkousky na jikrach a vackovych plidcich je porovnat koncentrace, u nichz byl
pozorovatelny ucinek, s kontrolnimi skupinami, tj. stanovit LOEC. Pouzije 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 Vackovy Usp&nost | Po vylihnuti
pladek lihnuti
SLADKOVODNI
Brachydanio rerio 25+ 1 — 12-16 3-5 8-10 Pokud mozno ihned od oplodnéni| 80 90
Danio pruhované (od casného stadia gastruly) do
5 dnti po vylihnuti (8 - 10 dnt)
Oncorhynchus mykiss 10 £ 1 (1)|— 03) 30-35 25-30 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 66 70
Pstruh duhovy 12+£1(2) (od casného stadia gastruly) do
20 dnti po vylihnuti (50 - 55 dnt1)
Cyprinus carpio 21-25 — 12-16 5 >4 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 80 75
Kapr obecny (od casného stadia gastruly) do
4 dnii po vylihnuti (8 - 9 dnt)
Oryzias latipes 24 =+ 1 ()| — 12-16 8-11 4-8 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 80 80
Halan¢ik japonsky 23+1(2) (od casného stadia gastruly ) do
5 dni po vylihnuti (13 - 16 dnt)
Pimephales promelas 25+2 — 16 4-5 5 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 60 70
Stievle (od casného stadia gastruly) do
4 dnti po vylihnuti (8 - 9 dnt)
Pro embrya.
Pro pludky.

3

Temno pro embrya a plidky do jednoho tydne po vylihnuti, s vyjimkou okamzikt 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 Preziti v kontrolnich
(°C) (%o0) (h) (d) skupinach
(minimalni hodnota v %)
Embryo Vackovy Uspé&nost | Po vylihnuti
pladek lihnuti
SLADKOVODNI
Carassius auratus 24+ 1 — — 3-4 >4 Pokud mozno ihned od oplodnéni | — 80
karas zlaty (od casného staddia gastruly) do
4 dnii po vylihnuti (7 dni1)
Leopomis macrochirus 21+1 — 16 3 >4 Pokud mozno ihned od oplodnéni | — 75
slune¢nice modra (od casného stadia gastruly) do
4 dnti po vylihnuti (7 dni)
MORSKY
Menidia peninsulae 22-25 15-22 12 1,5 10 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 80 60
(od casného stadia gastruly) do
5 dnti po vylihnuti (6 - 7 dnlt)
Clupea harengus 10+ 1 8-15 12 20-25 3-5 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 60 80
Sled’ (od casného stadia gastruly) do
3 dnt po vylihnuti (23 - 27 dnt)
Gadus morhua 5+1 5-30 12 14-16 3-5 Pokud mozno ihned od oplodnéni | 60 80
Treska (od casného stadia gastruly) do
3 dnt po vylihnuti (18 dnil)
Cyprinodon variegatus 25+1 15-30 12 — — Pokud mozno ihned od oplodnéni | > 75 80
(od casného stadia gastruly) do
4/7 dnti po vylihnuti (28 dnt1)




DODATEK 4

NEKTERE CHEMICKE CHARAKTERISTIKY PRIJATELNE REDICI

VODY

Latka

Koncentrace

Nerozpusténé latky <20 mg/l

Celkovy organicky uhlik <2 mg/l

Nedisociovany amoniak <1 pg/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 p¥ilohy smérnice 2001/59/ES

XVI.1

XVIL1.1

XVI.1.2

XVI.1.3

METODA

Tato zkouska akutni toxicity je replikou metody OECD TG 213 (1998).
UVOD

Tato zkouska toxicity je laboratorni metodou ur¢enou k posouzeni oralni
akutni toxicity pfipravkil na ochranu rostlin a jinych chemickych latek pro
dospélou délnici véely medonosné.

Pii posuzovani a hodnoceni toxickych charakteristik latek mtlize byt
nezbytné stanoveni akutni ordlni toxicity pro vcelu medonosnou, napf.
muze-li dojit k expozici véel dané chemické latce. Zkouska akutni oralni
toxicity se provadi s cilem stanovit vlastni toxicitu pesticidii a jinych
chemickych latek pro vcely. Vysledky této zkouSky by mély byt pouzity
pro formulovani potiteby dalSiho posuzovani. Tato metoda mize byt
pouzita zejména ve stupnovanych programech hodnoceni nebezpecnosti
pesticidl pro vcely zaloZenych na postupném ptechodu od laboratornich
zkousek k semi-polnim experimentiim (1). Pesticidy mohou byt zkouSeny
ve formé ucinné latky (0. 1.) nebo ve formé formulovanych ptipravki.

K ovéfeni citlivosti véel a piesnosti zkuSebniho postupu se pouzije
referencni latka.

DEFINICE

Akutni oralni toxicita: je nepfiznivy Gcinek, ke kterému dojde nejpozdéji
do 96 h od oralniho podani jedné davky zkousené latky.

Déavka: je mnozstvi pozité zkousené latky. Davka se vyjadiuje hmotnosti
(ng) zkousené latky na jeden testovaci organismus (pug na vcelu).
Skute¢nou davku u kazdé vcely nelze vypocitat, nebot’ se vcely krmi
kolektivng. Lze vSak odhadnout primérnou davku (celkové pozité
mnozstvi zkousené latky délené poctem vcel v klicce).

LDsy (stfedni letalni davka) oralné: je statisticky vypoctend jednotliva
davka latky, kterd mize po ordlnim podanim zplsobit thyn 50 % jedincti.
Hodnota LDsy se vyjadiuje v ug zkousenou latky na jednu vcelu. U
pesticidi muze byt zkousSenou latkou bud’ uc¢innad latka (G.1) nebo
formulovany ptipravek obsahujici jednu nebo vice uc€innych latek.
Mortalita: jedinec se povazuje za uhynuly, jeli zcela nepohyblivy.
PODSTATA ZKUSEBN{ METODY

Dospélé délnice vEely medonosné (Apis mellifera) se exponuji fad¢ davek
zkouSené¢ latky rozptylené do cukerného roztoku. VEely jsou poté krmeny




XVI.1.4

XVIL.1.5
XVI.1.5.1

XVI.1.5.2

XVI.1.5.3

stejnym roztokem neobsahujicim zkouSenou latku. Mortalita se
zaznamenava denné béhem alespon 48 hodin a porovnava se s kontrolnimi
hodnotami. Jestlize mortalita v pribéhu 24 a 48 h roste, zatimco kontrolni
mortalita ziistdva na pfijatelné Urovni, tj. <10 %, je vhodné zkousku
prodlouzit na maximaln¢ 96 h. Vysledky zkousky se analyzuji s cilem
vypocitat LDsy pro 24 h a 48 h a v ptipad¢ prodlouzené studie pro 72 h a
96 h.
VALIDITA ZKOUSKY
Ma-li byt zkouska platnd, musi byt splnény nasledujici podminky:
— pramérna mortalita u vSech kontrolnich skupin nesmi na konci
zkousky prekrocit 10 %,
—  LDsg pro referencni latku odpovida predpokladané hodnoté .
POPIS ZKUSEBN{ METODY
Véelstvo
Pouziji se mladé dospélé véely délnice z téhoz plemena, tj. v¢ely stejného
stafi, stejné¢ krmené, stejného druhu atd. Vcely by mély byt ziskdny
z piiméfené krmeného, zdravého vcelstva s matkou, pokud mozno bez
nemoci a se zndmou anamnézou a fyziologickym stavem. Mé&ly by byt
vybrany rano v den zkouSky nebo by mély byt vybrany vecer pied
zkouskou a drzeny v podminkach zkousky do pfistiho dne. Vhodné jsou
véely z plasti bez plidka. Véely by nemély byt vybirdny brzy na jafe
nebo pozde na podzim, nebot’ se béhem téchto obdobi fyziologicky méni.
Musi-li byt zkousky provedeny brzy na jate nebo pozdé na podzim, mély
by se vcely vylihnout v inkubétoru a mély by byt ziveny plastovym pylem
(pyl sebrany =zplastu) a cukrovym roztokem. Vcely oSetfované
chemickymi latkami, jako jsou antibiotika a prostiedky proti varoaze, by
nemély byt pouzity pro zkouSky toxicity po cCtyfi tydny od konce
posledniho osetfeni.
Podminky chovu a krmeni
Pouziji se snadno Cistitelné a dobie vétrané klicky. Lze pouzit jakykoli
vhodny material, napt. klicky z korozivzdorné oceli, pletiva, plastu nebo
jednorazové dievéné klicky atd. Nasazuji se pokud mozno skupiny po 10
vcelach. Velikost zkuSebnich klicek by méla vyhovovat poctu vcel, tj.
méla by poskytovat dostatek prostoru.
Véely by mély byt drzeny v temnu v experimentalni mistnosti pfi teploté
25+£2°C. Po dobu zkousky se zaznamenava relativni vlhkost, ktera je
obvykle 50 — 70 %. Obsluha, v¢etné exponovani a pozorovani, miize byt
provadéna za (denniho) svétla. Jako potrava se pouziva vodny roztok
cukru o koneéné koncentraci 500 g1 (50% (m/V)). Po podani 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 trubic¢ku (ptiblizné¢ 50 mm dlouhou, s primérem 10 mm,
z(Zenou na otevieném konci na pramér asi 2 mm).
Priprava véel
Shromézdéné vcely se ndhodné rozdéli do klicek, které se ndhodné umisti
v experimentalni mistnosti.
Pied zac¢atkem zkousky mohou vcely az 2 h hladovét. Doporucuje se, aby
nebyla véelam pied expozici podadvana potrava, aby byly na zacatku
zkousky rovnocenné, pokud jde o obsah zazZivaciho ustroji. V¢ely v agonii
se pred zahajenim zkousky nahradi zdravymi vcelami.



XVI.1.5.4

XVI.1.6
XVI.1.6.1

XVI.1.6.2

XVI.1.6.3

Piiprava davek

Je-1i zkouSena latka misitelnd s vodou, miiZze byt rozptylena piimo v 50%
cukerném roztoku. U technickych ptipravkil a latek s nizkou rozpustnosti
ve vodé mohou byt pouzita vehikula, jakou jsou organické rozpoustédla,
emulgatory nebo dispergatory s nizkou toxicitou pro vcely (napf. aceton,
dimethylformamid, dimethylsulfoxid). Koncentrace vehikula zavisi na
rozpustnosti zkousené latky a méla by byt stejnd pro vSechny zkouSené
koncentrace. Obecné je pfimefend 1% koncentrace vehikula a neméla by
byt ptekracovana.

Ptipravi se vhodné kontrolni roztoky, tzn. Pouziji-li se k rozpusténi
zkousené latky rozpoustédlo nebo dispergétor, pouziji se dvé samostatné
kontrolni  skupiny: roztok ve vodé¢ a cukerny  roztok
s rozpoustédlem/nosi¢em v koncentraci pouzité v davkach.

POSTUP

ZkuSebni a kontrolni skupiny

Pocet zkouSenych déavek a jejich opakovani by mél spliiovat statistické
pozadavky na stanoveni LDsy na Grovni spolehlivosti 95 %. Zpravidla se
pro zkousku pozaduje alesponn pét zkuSebnich koncentraci tvoficich
geometrickou fadu s faktorem neptekracujicim 2,2 a pokryvajicich rozsah
pro LDsy. Redici faktor a podet koncentraci pro davkovani se viak stanovi
sohledem na smérnici kiivky toxicity (davka versus mortalita) a
s ohledem na statistickou metodu zvolenou pro analyzu vysledki. Vhodné
koncentrace pro davky je mozné zvolit pomoci orienta¢ni zkousky.

Kazda zkuSebni koncentrace se poda alespon tiem paralelnim zkuSebni
skupindm o 10 vc¢elach. 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 ramci zkuSebnich skupin se pouzije referencni latka. Vyberou se
alespon tf1i davky pokryvajici oCekavanou hodnotu LDsy. Pro kazdou
zkuSebni davku se nasadi alespon tfi paralelni klicky po deseti vcelach.
Ptednostni referencni latkou je dimethoat, pro n¢jz se uvadi LDsg, 24 h,
oraln¢ vrozmezi 0,10 —0,35 pg ucinné latky na vcelu (2). Jsou vsak
piijjatelné 1 jiné referencni latky, pokud lze piedlozit dostatek udaji pro
oveteni ocekavané reakce na davku (napft. parathion).

Expozice

XVI.1.6.3.1 Podavani davek

Kazdé zkuSebni skupiné vcéel se poda 100—-200 ul 50% vodného
cukerného roztoku obsahujiciho zkousenou latku ve vhodné koncentraci.
V¢Etsi objem je nezbytny u latek s nizkou rozpustnosti, nizkou toxicitou
nebo nizkou koncentraci ve formulaci, nebot’ v cukerném roztoku musi
byt pouzit vétsi podil. Sleduje se mnozstvi spotfebované potravy se
zkouSenou latkou. Po spotifebovani potravy (obvykle do 3 —4h) se
zklicky odebere krmici zafizeni a nahradi se krmicim zafizenim
obsahujicim pouze cukerny roztok. Cukerny roztok se poté podava podle
libosti. U nékterych sloucenin miize vést odmitnuti potravy s vysokymi
koncentracemi k tomu, Ze je spotfebovdno mélo potravy nebo Ze se
nespotiebuje zadna potrava. Po maximaln€ 6 h se nespotifebovana potrava
se zkouSenou latkou nahradi samotnym cukernym roztokem. Stanovi se



mnozstvi spotfebované potravy se zkouSenou latkou (napf. méfenim
objemu nebo zvazeni nespotfebované stravy).

XVI.1.6.3.2 Délka zkousky

XVI.1.6.4

XVI.1.6.5

XVI.2
XVI.2.1

XVI.2.2

XVI.2.2.1

XVI1.2.2.2

Zkouska trvd 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 mortalita v kontrolnich

skupinach neptekroci 10 %.

Pozorovani

Mortalita se zaznamena po 4 h od zah4jeni zkousky a poté po 24 h a 48 h

(rozumi se po podani davky). Jeli nezbytné pozorovani prodlouzit,

provedou se dal$i vyhodnoceni v 24hodinovych intervalech az do

maximaln¢ 96 hodin, pokud mortalita v kontrolnich skupinach

nepiekracuje 10 %.

Odhadne se mnozstvi spotfebované potravy. Porovnanim rychlosti

spotfebovani potravy se zkouSenou latkou a bez ni lze ziskat informaci o

piijatelnosti potravy se zkouSenou latkou. Zaznamend se neobvyklé

chovani pozorované béhem doby zkousky.

Limitni zkouSka

V nékterych ptipadech (napt. ocekava-li se u latky nizkd toxicita) mize

byt provedena limitni zkouska za pouziti 100 pg uéinné latky na vcelu

s cilem prokdzat, Ze LDsy je vysSi nez tato hodnota. Pfi ni se postupuje

stejnym zpusobem, tj. nasadi se tf1 paralelni zkusebni skupiny pro kazdou

zkuSebni koncentraci, odpovidajici kontrolni skupiny, stanovi se mnozstvi

spotfebované potravy sucinnou latkou a pouzije se referencni latka.

Dojde-li k thyntim, musi se provést Uplnd studie. Jsou-li pozorovany

subletalni G¢inky (viz bod 1.6.4), zaznamenaji se.

DATA A ZPRAVY

DATA

Data se shrnou do tabulky, pfi¢emz se pro kazdou zkuSebni skupinu,

kontrolni skupiny a skupiny s referencni latkou uvede pocet pouZitych

véel, mortalita v kazdém pozorovacim Case a pocet veel snepiiznivé

ovlivnénym chovanim. Udaje o mortalité se analyzuji vhodnymi

statistickymi  metodami  (napf. probitovou  analyzou, klouzavym

primérem, proloZzenim binomického rozdéleni) (3, 4). Sestroji se kiivky

zavislosti davka-odezva pro kazdy €as pozorovani a vypoctou se smérnice

kiivek a stiedni letdlni davky (LDsg) s 95% intervalem spolehlivosti.

Korekce na mortalitu ve kontrolnich skupindch lze provést Abbottovou

korekci (4,5). Pokud nebyla potrava zcela spotfebovana, stanovi se

spotiebovand davka zkouSené latky na skupinu. LDso se vyjadii v pg

zkousené latky na vcelu.

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkouSce musi obsahovat nasledujici informace:

Zkousena latka

—  fyzikalni stav a relevantni fyzikdlnéchemické vlastnosti (napf.
stalost ve vodg, tlak par),

— udaje o chemické identit¢ v€etné strukturniho vzorce, Cistota, (tj. u
pesticidil identita a koncentrace €inné latky (4€innych latek)).

Testovaci druh

—  védecky nazev, plemeno, piiblizné stafi (v tydnech), metoda vybéru
vcel, datum vybéru,



XVI1.2.23

XVI1.2.2.4

XVIL.3

informace o v¢elstvech pouzitych pro vybér testovacich vcel, véetné
informaci o zdravotnim stavu, nemocech dospélcti, o ptipadné
ptipravé atd.

Zkus$ebni podminky

teplota a relativni vlhkost v experimentalni mistnosti,

podminky chovu v€etné typu, velikosti a materialu klicek,

metody piipravy zasobnich a zkuSebnich roztokl (jeli pouzito,
uvede se rozpoustédlo a jeho koncentrace),

metoda pfipravy zasobnich roztokii a ¢astost obnoveni (jeli pouzito,
uvede se solubiliza¢ni ¢inidlo a jeho koncentrace),

uspofadani zkousky, napt. pouzité zkuSebni koncentrace a jejich
pocet, pocet kontrolnich skupin, pro kazdou koncentraci a kontrolu
pocet paralelnich klicek a pocet véel na klicku,

datum zkousky.

Vysledky

Vysledky predbézné orientacni zkousky, byla-li provedena,

primarni udaje: mortalita pro kazdou zkouSenou koncentraci
v kazdém Case pozorovani,

graf kiivek zavislosti ddvka-odezva na konci zkousky,

hodnoty LDsy s 95% intervaly spolehlivosti pro kazdy doporuceny
Cas pozorovani a to pro zkousenou latku a pro referencni latku,
statistické metody pouzité pro stanoveni LD,

mortalita v kontrolnich skupinéch,

jiné pozorované nebo naméiené biologické ucinky, napt. neobvyklé
chovani vcel (vCetné¢ odmitnuti zkuSebni davky), rychlost
spotfebovani  potravy v exponovanych a neexponovanych
skupindch,

jakakoli odchylka od zde popsaného zkuSebniho postupu a jiné
dilezité informace.
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XVII. METODA PRO STANOVENI AKUTNI KONTAKTNI TOXICITY PRO
VCELU MEDONOSNOU — metoda C.17 podle prilohy smérnice 2001/59/ES
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XVIL1.1

XVIIL.1.2

XVIIL.1.3

XVIIL.1.4

XVIIL.1.5
XVIL1.5.1

METODA
Tato zkouska akutni toxicity je replikou metody OECD TG 214 (1998).
UVOD
Tato zkousSka toxicity je laboratorni metodou ur¢enou k posouzeni akutni
kontaktni toxicity ptfipravkl na ochranu rostlin a jinych chemickych latek
pro dospélou délnici vEéely medonosné.
Pii posuzovani a hodnoceni toxickych charakteristik latek muize byt
nezbytné stanoveni akutni kontaktni toxicity pro v¢elu medonosnou, napf.
muze-li dojit k expozici v€el dané chemické latce. Zkouska akutni
kontaktni toxicity se provadi s cilem stanovit vlastni toxicitu pesticidi a
jinych chemickych latek pro véely. Vysledky této zkousky by mély byt
pouzity pro formulovani potfeby dal§itho posuzovani. Tato metoda muize
byt pouzita zejména ve stupiiovanych programech hodnoceni
nebezpecnosti pesticidil pro véely zalozenych na postupném piechodu od
laboratornich zkousek k semi-polnim experimentiim (1). Pesticidy mohou
byt zkouSeny ve formé ucinné latky (0. 1.) nebo ve formé& formulovanych
pripravkl. K ovéieni citlivosti v¢el a ptesnosti zkuSebniho postupu se
pouzije referencni latka.
DEFINICE
Akutni kontaktni toxicita: je nepfiznivy ucCinek, ke kterému dojde
nejpozdéji do 96 h od lokalni aplikace jedné davky zkousené latky.
Davka: je mnozstvi aplikované zkousSené latky. Davka se vyjadiuje
v hmotnosti (ng) zkousené latky na jednoho zkuSebniho Zivocicha (ug na
vcelu).
LDsy (stfedni letdlni davka) kontaktné: je statisticky vypoctend
jednotliva davka latky, kterda mize po kontaktni aplikaci zplsobit uhyn
50 % jedincti. Hodnota LDsy se vyjadiuje v ug zkouSené latky na jednu
vcelu. U pesticidi muze byt zkousenou latkou bud’ G¢inné latka (0. 1) nebo
formulovany pfipravek obsahujici jednu nebo vice u€¢innych latek.
Mortalita: jedinec se povazuje za uhynuly, je-li zcela nepohyblivy.
PODSTATA ZKUSEBNI METODY
Dospélé délnice vcely medonosné (Apis mellifera) se exponuji fadé davek
zkousené latky rozpusténé ve vhodném nosici piimou aplikaci na hrudnik
(jako kapicky). Zkouska trva 48 h. Jestlize mortalita v prib¢hu 24 a 48 h
roste, zatimco kontrolni mortalita zistava na pfijatelné trovni, tj. < 10 %,
je vhodné zkousku prodlouzit na maximalné 96 h. Mortalita se
zaznamenava denné a porovnava se s kontrolnimi hodnotami. Vysledky
zkousky se analyzuji s cilem vypocitat LDsy pro 24 h a 48 h a v ptipadé
prodlouZené studie pro 72 h a 96 h.
VALIDITA ZKOUSKY
Ma-1i byt zkouska platnd, musi byt splnény nasledujici podminky:
—  prumérnd mortalita u vSech kontrolnich skupin nesmi na konci
zkousky prekrocit 10 %,
—  LDsg pro referencni standard odpovida specifikovanému rozsahu.
POPIS ZKUSEBNI METODY
Vybér véel
Pouziji se mladé dospélé véely délnice z t¢hoz plemena, tj. vCely stejného
stafi, stejné¢ krmené, stejného druhu atd. Vcely by mély byt ziskany
z primétené¢ krmeného, zdravého vcelstva s matkou, pokud mozno bez



XVILL1.5.2

XVIL1.5.3

XVIL1.5.4

XVIIL.1.6
XVIIL.1.6.1

nemoci a se znamou anamnézou a fyziologickym stavem. M¢ély by byt
vybrany rdano vden zkousky nebo by mély byt vybrany vecer pied
zkouskou a drzeny v podminkach zkousky do ptistiho dne. Vhodné jsou
vCely z plastl bez plidkl. Véely by nemély byt vybirany brzy na jate
nebo pozde na podzim, nebot’ se béhem téchto obdobi fyziologicky méni.
Musi-li byt zkousky provedeny brzy na jafe nebo pozdé na podzim, mély
by se vcely vylihnout v inkubétoru a mély by byt Ziveny plastovym pylem
(pyl sebrany zplastu) a cukrovym roztokem. Vcely oSetfované
chemickymi latkami, jako jsou antibiotika a prostiedky proti varoaze, by
nemély byt pouzity pro zkousky toxicity po Ctyfi tydny od konce
posledniho oSetfeni.

Podminky chovu a krmeni

Pouziji se snadno Cistiteln¢ a dobfe vétrané klicky. Lze pouzit jakykoli
vhodny materidl, napt. klicky z korozivzdorné oceli, pletiva, plastu nebo
jednorazové dreveéné klicky atd. Velikost zkuSebnich klicek by méla
vyhovovat poc¢tu vcel, tj. klicky by mély poskytovat dostatek prostoru.
Nasazuji se pokud mozno skupiny po 10 v¢elach.

Vcely by mély byt drzeny v temnu v experimentalni mistnosti pii teploté
25+ 2 °C. Po dobu zkouSky se zaznamenava relativni vlhkost, ktera je
obvykle 50 — 70 %. Obsluha, véetn¢ exponovani a pozorovani, mize byt
provadéna za (denniho) svétla. Jako potrava se pouziva vodny roztok
cukru o koneéné koncentraci 500 g-1" (50% (m/V)) a podava se za pouZiti
véeliho krmitka po dobu zkouSky podle libosti. Lze pouzit sklenénou
trubicku (pfiblizn€¢ 50 mm dlouhou, s primérem 10 mm, z(zenou na
otevieném konci na primér asi 2 mm).

Priprava véel

Shromazdéné vcely mohou byt za ucelem aplikace zkuSebni latky
narkotizovany oxidem uhli¢itym nebo dusikem. MnozZstvi anestetika
v dobé expozice by mélo byt minimalizovano. Vcely v agonii se pied
zahajenim zkousky nahradi zdravymi véelami.

Piiprava davek

Zkusebni latka se aplikuje jako roztok v nosi¢i, tj. v organickém
rozpoustédle nebo ve vodé se smacedlem. Jako organické rozpoustédlo se
uptfednostiiuje aceton, mohou vSak byt pouZity 1 jina rozpoustédla s nizkou
toxicitou pro vcely (napi.dimethylformamid, dimethylsulfoxid). U
formulovanych ptipravkil dispergovanych ve vodé a u siln€¢ polérnich
organickych  latek  nerozpustnych v organickych  nosicovych
rozpoustédlech lze aplikaci usnadnit jejich rozpusténi ve slabém roztoku
komeréniho smacedla (napf. smacedla Agral, Cittowett, Lubrol, Triton,
Tween).

Ptipravi se vhodné kontrolni roztoky, tzn. pouziji-li se k rozpusténi
zkusebni latky rozpoustédlo nebo dispergator, pouziji se dvé samostatné
kontrolni skupiny: roztok ve vod¢ a roztok s rozpoustédlem/nosi¢em.
POSTUP

ZkuSebni a kontrolni skupiny

Pocet zkouSenych davek a jejich paralelnich experiment by mél spliiovat
statistické pozadavky na stanoveni LDsy na hladiné spolehlivosti 95 %.
Zpravidla se pro zkouSku pozaduje alespon pét zkuSebnich koncentraci
tvoficich geometrickou ftadu s faktorem nepifekracujicim 2,2 a
pokryvajicich rozsah pro LDsy. PoCet davek se vSak stanovi s ohledem na



smérnici kiivky toxicity (dédvka versus mortalita) a sohledem na
statistickou metodu zvolenou pro analyzu vysledki. Vhodné davky je
mozné zvolit pomoci orientacni zkousky.

Kazda zkusebni koncentrace se poda alespon tfem paralelnim zkuSebni
skupindm o 10 vcelach.

Vedle zkusebnich skupin se nasadi alespon tfi kontrolni skupiny, kazda o
10 véeléach. Je-1i pouzito organické rozpoustédlo nebo smacedlo, zatadi se
dalsi tfi kontrolni skupiny po 10 v¢elach pro rozpoustédlo a smacedlo.

XVIIL.1.6.2 Referenéni latka

V ramci zkuSebnich skupin musi byt pouzita referen¢ni latka. Vyberou se
alesponn tii davky pokryvajici ocekdvanou hodnotu LDsy. Pro kazdou
zkuSebni davku se nasadi alesponi tfi paralelni klicky po 10 v¢elach.
Uptednostiiovanou referencni latkou je dimethoat, pro néjz se uvadi LDsy,
24 h, kontaktné v rozmezi 0,10 — 0,30 pg Gc¢inné latky na vcéelu (2). Jsou
vSak piijatelné i jiné referen¢ni latky, pokud lze predlozit dostatek tidaji
pro ovéteni ocekavané reakce na davku (napt. parathion).

XVII.1.6.3 Expozice
XVII.1.6.3.1 Podavani davek

U narkotizovanych vcel se jednotlivé provede lokalni aplikace. Vcely se
nahodné rozdéli do raznych zkusebnich a kontrolnich skupin. Objem 1 pl
roztoku obsahujici zkuSebni latku ve vhodné koncentraci se aplikuje
mikroaplikdtorem na zddovou oblast hrudniku kazdé vcely. Mohou byt
pouzity 1 jiné objemy, je-li to opodstatnéné. Po aplikaci se v€ely umisti do
zkuSebnich klicek a zasobi se cukernym roztokem.

XVII.1.6.3.2 Délka expozice

Zkouska ma trvat nejlépe 48 h. Jestlize mortalita v pribéhu 24 a 48 h
roste, je vhodné zkousku prodlouzit na maximalné 96 h, pokud kontrolni
mortalita nepiekracuje 10 %.

XVII.1.6.4 Pozorovani

Mortalita se zaznamena po 4 h od aplikace a poté po 24 h a 48 h. Je-li
nezbytné pozorovani prodlouzit, provedou se dal§i vyhodnoceni
v 24hodinovych intervalech az do maximalné 96 h, pokud mortalita
v kontrolnich skupinach nepiekracuje 10 %.

Zaznamena se neobvyklé chovani pozorované béhem doby zkousky.

XVIIL.1.6.5 Limitni zkouSka

XVIIL.2.
XVIL.2.1

V nékterych piipadech (napt. oCekava-li se u latky nizka toxicita) mize
byt provedena limitni zkouSka za pouziti 100 pg G€inné latky na vcelu
s cilem prokazat, ze LDsg je vysSi nez tato hodnota. Postupuje se stejnym
zpiisobem, vetné nasazeni tfi paralelnich zkuSebnich skupin pro kazdou
zkuSebni davku, odpovidajicich kontrolnich skupin a pouziti referencni
latky. Dojde-li k thyniim, musi se provést uplnad studie. Jsou-li
pozorovany subletalni u¢inky (viz bod 1.6.4), zaznamenaji se.

DATA A ZPRAVY

DATA

Data se shrnou do tabulky, pficemz se pro kazdou zkuSebni skupinu,
kontrolni skupiny a skupiny s referencni latkou uvede pocet pouZitych
véel, mortalita v kazdém pozorovacim Case a pocet veel snepiiznivé
ovlivnénym chovanim. Udaje o mortalité se analyzuji vhodnymi
statistickymi ~ metodami  (napf. probitovou  analyzou, klouzavym
primérem, prolozenim binomického rozde€leni) (3, 4). Sestroji se kiivky



zavislosti davka-reakce pro kazdy Cas pozorovani (tj. 24 h, 48 h a podle

potfeby 72 h, 96 h) a vypoctou se smérnice kiivek a stfedni letalni davky

(LDsp) s95% intervalem spolehlivosti. Korekce na mortalitu

v kontrolnich skupinach lze provést Abbottovou korekei (4, 5). LDsg se

vyjadii v pug zkusebni latky na véelu.

XVII.2.2 PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:
XVIL.2.2.1 ZkouSena latka

—  fyzikalni stav a fyzikalné-chemické vlastnosti (napf. stalost ve vodg,
tlak par),

— 1udaje o chemické identité véetné strukturniho vzorce, Cistota, (tj. u
pesticidl identita a koncentrace uc¢inné latky (a€innych latek)).

XVIIL.2.2.2 Testovaci druh

—  védecky nazev, plemeno, piiblizné stafi (v tydnech), metoda vybéru
shromazdéni vcel, datum vybéru,

— informace o v€elstvech pouzitych pro shromézdéni testovacich véel,
vcetn¢ informaci o zdravotnim stavu, nemocech dospélct, o
pripadné ptiprave atd.

XVIL.2.2.3 ZkuSebni podminky

— teplota a relativni vlhkost v experimentalni mistnosti,

—  podminky chovu v¢etné typu, velikosti a materidlu klicek,

— metody aplikace zkouSené latky, napi. pouzité nosné rozpoustédlo,
aplikovany objem zkuSebniho roztoku, pouzité anestetikum,

— uspotadani zkousky, napt. pouzité zkuSebni davky a jejich pocet,
pocet kontrolnich skupin, pro kazdou davku a kontrolu pocet
paralelnich klicek a pocet vcel na klicku,

—  datum zkousky.

XVIL.2.2.4 Vysledky

— vysledky pfedbézné orientacni zkousky, byla-1i provedena,

— primarni data: data: mortalita pro kazdou zkouSenou déavku
v kazdém Case pozorovani,

— graf kiivek zavislosti davka-odezva na konci zkousky;

—  hodnoty LDsy s 95% intervaly spolehlivosti pro kazdy doporuceny
¢as pozorovani, a to pro zkousenou latku a referencni latku,

—  statistické metody pouzité pro stanoveni LDs,

—  mortalita v kontrolnich skupinach,

— jiné pozorované nebo zméfené biologické ucinky a jakékoli
neobvyklé reakce vcel,

— jakékoli odchylka od zde popsané¢ho zkusebniho postupu metody a
jiné dulezité informace.
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METODA PRO STANOVENI ADSORPCE / DESORPCE

V ROVNOVAZNEM STAVU — metoda C.18 podle p¥ilohy smérnice 2001/59/ES

XVIIL1.

XVIIIL1.1

XVIIIL.1.2

METODA

Tato metoda je replikou metody OECD TG 106 pro stanoveni pudni
adsorpce/desorpce nédsadovou rovnovaznou metodou (Batch Equilibrium
Method) (2000).

UVOD

Tato metoda se opird o okruzni testy a seminai o vybéru ptd pro vyvoj
zkousky adsorpce (1, 2, 3, 4) a rovnéz o existujici narodni metodiky (5, 6,
7,8,9,10, 11).

Studie adsorpce/desorpce jsou uzitecné pro ziskavani dilezitych informaci
o mobilité a distribuci chemickych latek v ptidnich, vodnich a vzdusnych
slozkéach biosféry (12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21). Informace lze
pouzit k pfedpovédi nebo napt. odhadu dostupnosti chemické latky pro
rozklad, (22, 23), transformace a pfijmu organismy (24), vymyvani
pudnim profilem, (16, 18, 19, 21, 25, 26, 27, 28); té¢kani z pudy (21, 29,
30); odtoku z ptadniho povrchu do vod (18, 31, 32). Data o adsorpci
mohou byt pouzita pro ucely porovnani a modelovani (19, 33, 34, 35).
Rozd¢€leni chemické latky mezi ptidu a vodni fazi je slozity proces, ktery
zavisi na fadé rtiznych faktorti: na chemické povaze latky (12, 36, 37, 38,
39, 40), na charakteristikach pady (4, 12, 13, 14, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49) a na klimatickych faktorech, jako jsou srazky, teplota, slunecni
svit a vitr. Pocetné fenomény a mechanismy ucCastnici se adsorpce
chemické latky vpadé tedy nelze vcelém rozsahu definovat
zjednoduSenym laboratornim modelem, na jakém je zaloZena tato metoda.
Pfestoze nelze timto pokusem podchytit vSechny mozné piipady
z Zivotniho prosttedi, poskytuje cenné informace o vyznamnosti adsorpce
chemické latky z hlediska Zivotniho prostfedi. Viz také obecny tvod.
POUZITI

Tato metoda je zaméfena na odhad adsorp¢niho/desorpéniho chovani
latky v pidach. Cilem je ziskat sorpéni charakteristiky, které 1ze pouzit
pro ptedpoveéd’ rozde€leni za nejriznéjSich podminek v Zivotnim prostiedi;
k tomuto tcelu se pro chemickou latku stanovuji rovnovazné adsorpéni
koeficienty v riznych pudach jako funkce pldnich charakteristik (napf.
obsahu organického uhliku, obsahu jilu, ptidni textury a pH). Pro co
v pfirod€ musi byt pouzity pti zkouSce rizné druhy pld.

V této metodé vyjadiuje adsorpce proces vazani chemické latky na ptdni
povrch; nerozliSuje se mezi riznymi adsorpénimi procesy (fyzikalni a
chemickou adsorpci) a procesy, jako jsou povrchové katalyzovany



rozklad, adsorpce velkych mnozstvi nebo chemicka reakce. Adsorpce na
koloidnich ¢asticich (prumér <0,2 pm) vznikajicich v pidé se nebere
v uvahu.

vvvvvv

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 disociujici

slouceniny také pH (3, 4, 42). DalSimi pidnimi parametry, které mohou

mit vliv na adsorpci/desorpci urcité latky jsou efektivni kationtova
vymeénnd kapacita (ECEC), obsah amorfnich oxidi zeleza a hliniku,

zejména u vulkanickych a tropickych ptd (4) a rovnéz mérny povrch (49).

Zkouska je navrZena pro posouzeni adsorpce chemické latky na rtznych

druzich pid s riznym obsahem organického uhliku, jilu, riznou ptdni

texturou a riznym pH. Je trojstupnova:

Stupen 1: PredbéZna zkouska za ucelem stanoveni:

—  pomeéru puda/roztok,

— rovnovazného adsorpcniho ¢asu a mnozstvi zkousené
latky adsorbovaného v rovnovaze,

— adsorpce zkousené latky na sténach zkusSebni nadoby
a stalosti zkousené latky v pribéhu zkousky.

Stupen 2: Screeningova zkouSka: studie adsorpéni kinetiky a
stanoveni distribu¢nich koeficientli K4 a K,, pro pét druht
pud a jednu koncentraci.

Stupei 3: Stanoveni Freundlichovych isotherm za tucelem zjiSténi
vlivu koncentrace na velikost adsorpce na piidach.

Studie desorpce prostfednictvim desorp¢ni kinetiky/ Freundlichovych

desorpc¢nich isotherm (dodatek 1).

XVIIL.1.3 DEFINICE A JEDNOTKY

Symbol Definice Jednotky

4, procento adsorpce v Case ¢; %

A, procento adsorpce v adsorpéni rovnovaze %

m;‘dS(t,_) mnozstvi zkousené latky adsorbované na padé|ug
v Case ¢;

msds (At) mnozstvi zkousené latky adsorbované na pudé za|ug
casovy interval At

m;‘ds (eq) mnozstvi zkouSené latky adsorbované na pudé|pug
v adsorpéni rovnovaze

m, mnozstvi zkouSené latky ve zkuSebni nadob€ na|pg
zacatku adsorpéni zkousky

m(t,) mnoZstvi zkouSené latky naméfené v podilu (v) | Mg
v okamziku ¢;

m** (eq) mnozstvi zkouSené latky v roztoku v adsorpéni|ug
rovnovaze

Mo mnozstvi pudni faze vyjadiené v suché hmotnosti | g
pudy

C,. hmotnostni koncentrace zasobniho roztoku latky pg-em”

C, pocate¢ni hmotnostni  koncentrace  zkusebniho | pg-cm™
roztoku v kontaktu s pidou

C(t,) hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi v ¢ase | pg-em™
t;, kdy je provadéna analyza

C;dS(eq) mnozstvi latky adsorbované na padé v adsorpéni | pg-em™

rovnovaze




Symbol Definice Jednotky
C*%(eq) hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi|pg-em™
v adsorpéni rovnovaze
v, pocateéni objem vodné fize v kontaktu s padou |cm’
béhem adsorpcni zkousky
v objem podilu, ve kterém je latka stanovovana cm’
K, distribu¢ni koeficient pro adsorpci em’-g!
K adsorpéni koeficient normalizovany na organicky | cm’g”
" uhlik
. distribuéni koeficient normalizovany na obsah|cm’g’
organického materialu
KX Freundlichtiv adsorpéni koeficient pg' M (em®) g
1/n Freundlichtiv exponent
D, procento desorpce v ¢ase ¢; %
D, procento desorpce za Casovy interval At %
K, zdanlivy desorp¢ni koeficient cm’g!
K Freundlichtiv desorpéni koeficient pg' ™ (cm?®) g
me (t,) mnozstvi zkousené latky desorbované z pudy v Case | ug
t;
me (At,) mnozstvi zkouSené latky desorbované zpudy za|pug
casovy interval At
m® (eq) analyticky stanovené mnozstvi latky ve vodné fazi | ug
v desorpéni rovnovaze
m (eq) celkové mnozstvi zkouSené latky desorbované |ug
v desorpéni rovnovaze
mS“ (At) mnozstvi latky, ktera zlstava adsorbovana na padé | ug
po uplynuti asového intervalu A,
mb, mnozstvi latky, které zbylo (aniz se adsorbovalo) po | ug
ustaveni adsorpéni rovnovahy, a to v didsledku
nekvantitativni vymény objemu vodné faze
C]fes (eq) mnoZstvi zkousené latky, které zistalo adsorbované | ug-g”
na pude v desorpcni rovnovaze
C*(eq) hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi|pg-em?
v desorpéni rovnovaze
v, celkovy objem vodné fize v kontaktu s padou |cm’
béhem experimentu pro studium desorpéni kinetiky
provedeného sériovou metodou
Ve objem supernatantu odebraného ze zkugebni nadoby | cm’
po dosazeni adsorpcni rovnovahy a nahrazeného
stejnym objemem 0,01M roztoku CaCl,
yP objem podilu odebraného k analyze od okamziku ¢; | cm’
’ béhem experimentu pro studium desorpéni kinetiky
provedeného sériovou metodou
Vi objem roztoku odebraného ze zkusebni nadoby (i) | cm’
' ke stanoveni zkousené latky v experimentu pro
studium desorp¢ni kinetiky (paralelni metoda)
vr objem roztoku odebraného ze zkusebni nadoby ke | cm®
stanoveni zkou$ené latky v desorpéni rovnovaze
MB mnozstevni bilance %
my celkové mnozstvi zkousené latky extrahované | g
z pudy a ze stén zkusebni nadoby ve dvou krocich
V.. objem supernatantu ziskany po dosazeni adsorpéni | cm®
rovnovéhy
P rozdélovaci koeficient oktanol/voda

ov

pK

a

disociaéni konstanta




XVIII.1.4

XVIIIL.1.5

XVIIIL.1.6

Symbol Definice Jednotky

S rozpustnost ve vodeé gl!

v

PODSTATA ZKUSEBNI METODY
Znamé objemy roztokii zkouSené latky o zndmé koncentraci, znacené
nebo neznafené radionuklidy, se v 0,01M CaCl, pfidaji k pidnim
vzorklim o znamé suSing, které byly piedbézné uvedeny do rovnovahy
s 0,01M CaCl,. Smés se ptimétenou dobu protfepava. Piadni suspenze se
poté oddéli centrifugaci a podle pozadavkil zfiltruje a vodna faze se
analyzuje. MnoZzstvi zkouSené latky adsorbované na pldnim vzorku se
vypocte z rozdilu mezi pocateCnim mnozstvim zkouSené latky v roztoku a
mnozstvim, které v ném zbylo na konci experimentu (nepiima metoda).
Alternativné 1ze adsorbované mnozstvi zkouSené latky stanovit také ptfimo
analyzou pidy (pfima metoda). Tato metoda, kterd zahrnuje postupnou
extrakci vhodnym rozpoustédlem se doporucuje v pripadech, kdy nelze
pfesné stanovit rozdil koncentraci latky v roztocich. Jde napftiklad o tyto
ptipady: adsorpce zkousené latky na sténach zkuSebnich nadob, nestalost
zkouSené latky v poméru k délce experimentu, nizkd adsorpce s malou
zménou koncentrace v roztoku a vysokd adsorpce, jejimz dusledkem je
nizka koncentrace, kterou nelze pifesn¢ stanovit. Pouzije-li se latka
znafend radioizotopy, lze extrakci pidy obejit analyzou pidni faze
spocivajici v jejim spaleni a v méfeni kapalinovou scintilacni
spektrometrii. Mé¢&feni kapalinovou scintilaéni  spektrometrii  je
nespecifickou technikou, kterd nerozliSuje mezi matefskymi a
transforma¢nimi produkty; méla by tedy byt pouzita pouze tehdy, je-li
zkouSené chemicka latka po celou dobu studie stala.
INFORMACE O ZKOUSENE LATCE
Chemikalie musi byt analytické Ccistoty. Doporucuje se pouziti
radioizotopové neznacenych zkouSenych latek se znamym slozenim a
alespont 95% Cdistotou, nebo zkouSenych latek znaCenych radioizotopy,
které maji znamé slozeni a jsou radioizotopové Cisté. U  stopovacl
s kratkym poloCasem rozpadu musi byt provedena korekce na rozpad.
Pied provadénim zkousek adsorpce-desorpce by mély byt o zkouSené
latce zndmy tyto informace:
a)  rozpustnost ve vodé (A.6);
b) tlak par (A.4) a/nebo Henryho konstanta;
c) abioticky rozklad: hydrolyza jako funkce pH (C.7);
d) rozdé€lovaci koeficient (A.8);
e) snadnd rozlozitelnost (C.4) nebo aerobni a anaerobni transformace
v pudg;
f)  pK, disociovatelnych latek;
g) piimé fotolyza ve vodé (tj. UV-Vis absorpéni spektrum ve vodé¢,
kvantovy vytézek) a fotodegradace v pide.
POUZITELNOST ZKOUSKY
Zkouska je pouzitelnd u latek, pro néz existuje analytickda metoda
s dostateCnou spravnosti. Dtlezitym parametrem, ktery muze ovlivnit
spolehlivost vysledku, zejména pii nepiimé metode, je stalost zkouSené
latky po celou dobu zkousky. Je tedy nezbytné ovéfit stabilitu v predbézné
studii; je-li v prubehu zkousky pozorovana transformace latky, doporucuje
se, aby byla v hlavni studii provedena analyza jak ptdni, tak vodné faze.




Obtize mohou nastat pifi provadéni této zkousSky u latek s nizkou
rozpustnosti ve vodé (S, <10 glI") a rovnéz u silng nabitych latek
v dusledku toho, Ze koncentraci ve vodné fazi nelze zméfit s dostatecnou
spravnosti. V téchto ptipadech musi byt podniknuty dalsi kroky.

Doporuceni pro feSeni téchto problémi je uvedeno v piislusnych ¢astech

této metody.

Pii zkouseni te€kavych latek je tfeba dbat na to, aby nedosSlo v pribéhu

studie ke ztratam.

XVIIIL.1.7 POPIS METODY
XVIIIL.1.7.1 Ptistroje, pomicky a reakéni ¢inidla

Standardni laboratorni vybaveni, zejména:

a)  Zkumavky nebo naddoby pro provedeni experimentl. Je dilezité, aby
tyto zkumavky nebo nadoby
— patfily k centrifuze, aby se minimalizovaly nepfesnosti

v disledku manipulace a pfenéseni,
— byly zinertniho materidlu, ktery minimalizuje adsorpci
zkousené latky na jejich sténach.

b)  Misici zafizeni: ptreklapéci misi¢ nebo rovnocenné zafizeni; misic¢
musi v pribéhu miseni udrzovat pidu v suspenzi.

c) Centrifuga: nejlépe  vysokootdCkova, napf. s odstfedivym
zrychlenim >3 000 g, s nastavenim teploty, schopnd odstfedit
z vodného roztoku ¢astice o pruméru vétsim nez 0,2 pm. Kyvety by
meély byt béhem tfepani a centrifugace opatieny vicky, aby nedoslo
ke ztratam tékavych latek a vody; aby se minimalizovala adsorpce
na vickach, pouziji se vicka z neadsorbujicich materidlii, napt. vicka
se zavitem potazena teflonem.

d)  Volitelné: filtracni zatizeni; filtry o velikosti pért 0,2 um, sterilni,
na jedno pouziti. Zvlastni pozornost by méla byt vénovana volbé
filtracniho materidlu, aby na ném nedoSlo k Zadnym ztratdm
zkousené latky; u Spatné rozpustnych zkouSenych latek se organicky
filtra¢ni material nedoporucuje.

e)  Analytické pfistroje vhodné pro méfeni koncentrace zkousené latky.

f)  Laboratorni su$arna umoznujici udrzovat teplotu od 103 °C do
110 °C.

XVIIIL.1.7.2 Charakterizace a vybér pud

Pidy by mély byt charakterizovany tfemi parametry, které jsou

povazovany za nejdalezitéjsi pro adsorpcni kapacitu: obsahem

organického uhliku, obsahem jilu a ptidni texturou a hodnotou pH. Jak jiz
bylo uvedeno, (vizoddil Pouziti), mohou mit vliv na dalsi

adsorpci/desorpci urcité latky fyzikalné-chemické charakteristiky pidy a

mély by byt v takovych ptipadech zohlednény.

Metody pouzité pro charakterizaci pidy jsou velmi dilezité a mohou

vyznamné ovlivnit vysledky. Doporucuje se tedy, aby bylo podle

odpovidajici metody ISO (ISO-10390-1) pH méfeno v 0,01M CaCl, (jde

o roztok pouzity pii zkouseni adsorpce/desorpce). Doporucuje se rovnéz,

aby byly ostatni dilezit¢ pidni charakteristiky stanoveny standardnimi

metodami (napt. [SO ,,Handbook of Soil Analysis*); to umozni, aby byla
analyza sorpénich dat zalozena na mezindrodn¢ standardizovanych

pudnich parametrech. N&které existujici standardni metody analyzy a



charakterizace pidy jsou uvedeny v literatute (50 — 52). Ke kalibraci
metod zkousSeni ptd se doporucuji referenéni pady.

Navod pro vybér pid pro adsorp¢ni/desorpéni experimenty je uveden
v tabulce 1. Sedm vybranych druhti pid pokryva ptidni druhy vyskytujici
se v mirném zemépisném pasmu. V ptipad¢ disociovatelnych zkousenych
latek by mély vybrané pudy pokryvat Sirokych rozsah pH, aby bylo mozné
hodnotit adsorpci latky v jeji disociované a nedisociované formé¢. Navod
k volbé poctu riznych pud, které maji byt pouzity v jednotlivych stadiich
zkousky, je uveden v bodé 1.9. Provedeni zkousky.

Upfiednostiuji-li se jiné druhy ptid, m¢ly by byt charakterizovany stejnymi
parametry a jejich charakteristiky by se mély pohybovat ve stejném
rozpéti jako v tabulce 1, ttebaze kritériim neodpovidaji presné.

Tabulka 1:  Navod pro vybér pidnich vzorki pro adsorpci/desorpci

Druh Rozsah pH Obsah Obsah jilu Textura pady’
pudy | (v 0,01M CaCl,) organického (%)
uhliku
(%)

1 45-55 1,0-2,0 65 - 80 jil
2 >17.5 3,5-50 20 -40 jilovitohlinita

3 5,5-7,0 1,5-3,0 15-25 prachovitohlinita
4 4,0-5,5 3,0-4,0 15-30 hlinita

5 <40-60" <05-15%° <10-15"7 hlinitopis¢ita

6 >17,0 <05-1,0%° 40 - 65 jilovitohlinita/jil
7 <4,5 > 10 <10 pisek/hlinitopis¢ita

Podle FAO a severoamerického systému (85).

Hodnoty jednotlivych parametrii by mély pokud mozno lezet v uvedeném rozsahu.
Vyskytnou-li se obtize pfi hledani vhodného pudniho materidlu, jsou pfijatelné
hodnoty lezici pod uvedenym minimem.

U pid s obsahem organického uhliku niz§im nez 0,3 % miiZze byt porusena korelace
mezi obsahem organického uhliku a adsorpci. Doporucuji se tedy pudy
s minimalnim obsahem organického uhliku 0,3 %.

XVIIL.1.7.3 Sbér a uchovavani pidnich vzorki
XVIIL1.7.3.1 Sher

Neni doporucena zadna specificka technika odbéru vzorki; technika

odbéru zavisi na ucelu studie (53, 54, 55, 56, 57, 58).

Je tteba zohlednit:

a) nezbytné jsou informace o historii lokality; zahrnuji informace o
lokalité, vegetaci, pouziti pesticidi nebo hnojiv, o biologickych
vnosech nebo nihodné kontaminaci. Pokud jde o popis mista
odbéru, méla by byt dodrzena doporuceni normy ISO o vzorkovani
pud (ISO 10381-6);

b)  misto odbéru musi byt definovano soutadnicemi UTM (Universal
Transversal Mercator-Projection/European Horizontal Datum)
nebo zemépisnymi soufadnicemi; to by mohlo umoznit opakovany
odbér dané pidy v budoucnu nebo usnadnit definovani pidy podle
ruznych klasifika¢nich systémt pouzivanych v riznych zemich.
Kromé¢ toho by méla byt vzorkovan pouze horizont A do maximalni
hloubky 20 cm. Zvlasté je-li u pidniho druhu ¢. 7 soucasti pady
horizont 0y, mél by byt zahrnut do vzorkovani.

Pidni vzorky by mély byt piepravovany v kontejnerech a za teploty, jez

zaruci, Zze nedojde k vyrazné zmén¢ ptivodnich charakteristik ptdy.

XVIIL.1.7.3.2 Uchovavani



Prednost se dava se pouziti Cerstvé odebranych ptd. Pouze neni-li to
mozné, mohou byt pidy uchovavany pfi teploté okoli, pfipadn€ vysuSené
na vzduchu. Pro dobu uchovavani neexistuje zadny doporuceny limit, ale
pudy uchovavané déle nez tii roky by mély byt ptfed pouZzitim
analyzovany na obsah organického uhliku, pH a CEC (kationtovou
vymeénnou kapacitu).

XVIII.1.7.3.3 Zpracovani pudnich vzorkii a jejich priprava ke zkousce

Pidy se vysusi na vzduchu pfi teploté okoli (nejlépe pii 20 — 25 °C).
Rozruseni pid se provede minimdlni silou, aby se ptivodni textura pady
zménila co nejméné. Pudy se proseji na situ <2 mm; pii prosévani by
méla byt dodrzovana doporuceni normy ISO (ISO 10381-6). Doporucuje
se opatrna homogenizace, nebot’ zlepSuje reprodukovatelnost vysledkii.
Vlhkost kazdé pidy se stanovi na tfech dil¢ich vzorcich zahfivanim na
105 °C, dokud se vyznamné¢ méni hmotnost (piiblizn€ 12 h). Ve vsech
vypoctech je hmotnosti ptidy hmotnost po suseni (suSina), tj. hmotnost
pudy korigovana na obsah vlhkosti.

XVIIIL.1.7.4 Priprava zkouSené latky pro aplikaci na pidu

XVIIIL.1.8

ZkouSena latka se rozpusti v 0,01M roztoku CaCl, v destilované nebo
deionisované vod¢; roztok CaCl, se pouZije jako vodnd rozpoustédlova
faze ke zlepSeni centrifugace a minimalizaci kationtové vymény.
Koncentrace zdsobniho roztoku by méla byt nejlépe o tfi fady vyssi nez
mez stanovitelnosti pouzité analytické metody. Tento prah zabezpecuje
pfesnost méteni s ohledem na metodiku, jez je zdkladem tohoto postupu;
kromé toho by méla byt koncentrace zdsobniho roztoku pod rozpustnosti
zkousen¢ latky ve vodé.

Zasobni roztok se pripravuje nejlépe tésné pied aplikaci na ptidni vzorky a
uchovava se uzavieny v temnu pii 4 °C. Skladovatelnost zavisi na stalosti
zkousené latky a na jeji koncentraci v roztoku.

Pouze u $patné rozpustnych latek (S, <10* g1') miZe byt nezbytné
pouzit solubiliza¢ni cinidlo, je-li obtizné zkouSenou latku rozpustit.
Solubiliza¢ni ¢inidlo: a) by mélo byt misitelné s vodou, napf. methanol
nebo acetonitril, b) jeho koncentrace by neméla piekrocit 1 % celkového
objemu zéasobniho roztoku a jeSt¢ méné by ho mélo byt v roztoku
prichdzejicim do kontaktu s piidou (nejlépe v koncentraci nizsi nez 0,1 %),
a c¢) nemélo by byt surfaktantem nebo by nemélo podléhat solvolytickym
reakcim se zkousenou chemickou latkou. Pouziti solubiliza¢niho ¢inidla
by mélo byt uvedeno a oditvodnéno v piehledu dat.

Jinou moznosti u $patn¢ rozpustnych latek je jejich pfimichani do systému
(spiking): zkouSena latka se rozpusti v organickém rozpoustédle a alikvot
se prida do smési pudy a 0,01M roztoku CaCl, v destilované nebo
deionisované vod¢. Obsah organického rozpoustédla ve vodné fazi by mél
byt co nejniz§i a obvykle by nemél piekrocit 0,1 %. Nedostatkem
pfimichdni v organickém rozpoustédle je nereprodukovatelnost objemu.
To miize znamenat zaneseni dalSi nepfesnosti, nebot koncentrace
zkousené latky a spolurozpoustédla nebyvaji ve vSech zkouSkach tytéz.
PREDPOKLADY PRO PROVEDENI ZKOUSKY
ADSORPCE/DESORPCE

XVIIL.1.8.1 Analyticka metoda

Klicovymi parametry, které mohou mit vliv na spravnost méfeni sorpce,
jsou spravnost metody analyzy jak roztoku, tak adsorbované faze, stalost a



Cistota zkouSené latky, dosazeni sorpcni rovnovahy, velikost zmény
koncentrace v roztoku, pomér puda/roztok a zmény v pudni struktufe
b&hem ustavovani rovnovahy (35, 59 — 62). Nekteré priklady tykajici se
problematiky spravnosti jsou uvedeny v dodatku 2.
Spolehlivost pouzité analytické metody musi byt ovéfovdna pii
koncentracich, které se mohou vyskytnout v prubéhu zkousky. Je na
experimentatorovi, aby vyvinul vhodnou metodu s nalezitou spravnosti,
piesnosti, reprodukovatelnosti, mezi stanovitelnosti a vytézkem. Navodem
k provedeni takové zkousky je nize uvedeny experiment.
Vhodny objem 0,01M CaCl,, napf. 100 cm’, se protiepava 4h
s napt. 20 g pudy o vysoké adsorpéni schopnosti, tj. s vysokym obsahem
organického uhliku a jilu; tato hmotnost a objem se mohou ménit podle
pozadavkl analyzy, avSak pomér puida/roztok 1:5 je vhodnou vychozi
hodnotou. Smés se odstfedi a vodnou fazi l1ze zfiltrovat. K vodné fazi se
pfida urcity objem zasobniho roztoku zkousené latky, aby bylo dosazeno
nomindlni hodnoty v koncentratnim rozsahu, ktery se muze vyskytnou
v prubehu zkousky. Tento objem by nemél piekrocit 10 % konecného
objemu vodné faze, aby byl charakter roztoku pred ustavenim rovnovahy
zménén co nejméné. Roztok se analyzuje.
Zalozi se jeden slepy pokus s pudou a roztokem CaCl, (bez zkouSené
latky) s cilem odhalit ndhodné chyby analytické metody a matricové jevy
zpusobené ptidou.
Mezi analytické metody, které mohou byt pouzity v sorpnich métenich,
patiti plynova chromatografie skapalnou stacionarni fazi, (GLC),
vysokou¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC), spektrometrie
(napt. GC/hmotnostni spektrometrie, HPLC/hmotnostni spektrometrie) a
kapalinové scintila¢ni spektrometrie (pro latky znacené radioizotopy). Bez
ohledu na pouzitou analytickou metodu se za pfimefené povazuji vytézky
od 90 % do 110 % nominalni hodnoty. Ma-li byt mozné provést stanoveni
a zhodnoceni poté, co dojde k rozdéleni, musi byt meze stanovitelnosti
analytické metody alespon o dva fady niZ8i nez nominalni koncentrace.
Charakteristiky a meze stanovitelnosti analytické metody pouzitelné pro
provedeni studii adsorpce hraji vyznamnou roli pti definovani zkuSebnich
podminek a pii celém experimentalnim provedeni zkousky. Tato metoda
sleduje obecny experimentalni postup a obsahuje doporuceni a pokyny pro
alternativni feSeni, jsou-li analytickd metoda a laboratorni vybaveni
omezeny.

XVIIIL.1.8.2 Vybér optimalnich poméra pida/roztok
Vybér vhodnych pomért ptda/roztok pro sorpéni studie zévisi na
distribuénim koeficientu K4 a na pozadovaném relativnim stupni
adsorpce. Zména koncentrace latky v roztoku je urcujici pro statistickou
spravnost meéteni v dasledku formy adsorpéni rovnice a omezeni
analytické metodiky pifi stanovovani koncentrace chemické latky
v roztoku. V obecné praxi je tedy uzite¢né urcit nékolik pevnych poméra,
pro néz je adsorbovany podil vyssi nez 20 %, nejlépe > 50 % (62), a dbat
na to, aby byla koncentrace zkousené latky ve vodné fazi dostate¢né
vysokda pro jeji spravné zméteni. To je zvlasté dulezité u vysokych
adsorbovanych podilt.
Vyhovujici ptistup k vybéru vhodnych poméra pliida/voda je zaloZen na
odhadu hodnoty K4 bud predbéznymi studiemi, nebo zavedenymi



metodami odhadu (dodatek 3). Vhodny pomér Ize poté vybrat na zaklade
grafického provedeni zavislosti poméru pida/roztok na K4 pro dany
adsorbovany podil (obrazek 1). V tomto grafickém vyjadieni se
predpoklada, Ze je adsorpéni rovnice linearni'. Pouzitelny pomér se ziska
upravenim rovnice pro Kq (4) do tvaru rovnice (1):
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Distribuéni koeficient K4 (cm’-g™)
Obrazek 1. Vztah mezi poméry ptida/roztok a hodnotou Ky pfi riznych
adsorbovanych podilech zkousené latky

Na obrazku 1 jsou uvedeny poZzadované poméry pida/roztok jako funkce
K4 pro rizné trovné adsorpce. Napiiklad pii poméru ptida/roztok 1:5 a pii
Kqrovno 20 by doslo pfiblizn€ k 80% adsorpci. Ma-li dojit pii téze
hodnoté K4 k 50% adsorpci, musi byt pouzit pomér 1:25. Tento piistup
k vybéru vhodnych pomért pida/roztok umoznuje vyzkumnikovi pruzné
vyhovét experimentalnim potiebam.

ObtiZe nastavaji v oblastech, kdy se chemicka latka adsorbuje siln€ nebo
velmi slabé. Je-li adsorpce nizkd, doporucuje se pomér ptuda/roztok 1:1,

' Ci%(eq) =Ky Cis(eq)



ttebaze u nékterych vyslovené organickych druhti piudy mize byt
k ziskani suspenze nezbytny niz$i pomér. Analytickd metodika méfeni
malych zmén koncentrace roztoku musi byt pecliva; v opacném ptipadé
bude méfeni nepfesné. Na druhé strané¢ se mlze pii velmi vysokych
distribu¢nich koeficientech K4 dospét az k poméru ptda/roztok 1:100,
ma-li v roztoku ziistat vyznamné mnozstvi chemické latky. Je vSak tieba
dbat na dobré promichani a musi byt ponechana dostate¢na doba k tomu,
aby systém dosdhl rovnovahy. Jinym pfistupem je v téchto extrémnich
ptipadech, kdy chybi vhodna metodika, odhadnuti hodnoty K4 metodou
zalozenou naptiklad na hodnotich P,, (dodatek 3). Mize byt uziteCny
zvlasté u slabé adsorbovanych polarnich chemickych latek s P,y <20 a u
lipofilnich/siln& adsorbovanych chemickych latek s Po, > 10*.
XVIIL.1.9 PROVEDENI ZKOUSKY
XVIIL.1.9.1 ZkuSebni podminky
Vsechny experimenty se provadéji pii teploté okoli a pokud mozno pfi
konstantni teploté od 20 °C do 25 °C.
Parametry odstfed’ovani by mély umoznit odstranit z roztoku castice vétsi
nez 0,2 um. Tuto velikost maji nejmensi Castice povazované za pevné
Castice a je hranici mezi pevnymi a koloidnimi Casticemi. Navod ke
stanoveni parametrii odstfed’ovani je uveden v dodatku 4.
Nezarucuje-li centrifuga, Ze budou ¢éstice vétsi nez 0,2 um odstranény,
mohla by byt pouzita kombinace odstied’ovani a filtrace pies 0,2um filtry.
Tyto filtry musi byt z vhodného inertniho materidlu, aby na nich nedoslo
k Zddnym ztratdam zkousSené latky. V kazdém ptipadé¢ by mélo byt
ovéteno, Ze pii filtraci nedochdzi k Zadnym ztratdm zkouSené latky.
XVIIL.1.9.2 Stupen 1 — predbéZna studie
Ugel provedeni piedbézné studie byl jiz uveden v oddile Pouziti.
Navodem pro zalozeni takové studie je niZze navrZzeny experiment.
XVIIL1.9.2.1 Vyber optimalnich pomeru puda/roztok
Pouziji se dva pidni druhy a tfi poméry pida/roztok (Sest experimentil).
Jeden pldni druh s vysokym obsahem organického uhliku a nizkym
obsahem jilu a druhy ptidni druh s nizkym obsahem organického uhliku a
vysokym obsahem jilu. Jsou navrZeny nasledujici poméry ptuda/roztok:
— 50 g pady a 50 cm® vodného roztoku zkougené latky (pomér 1/1),
— 10 g piidy a 50 cm® vodného roztoku zkousené latky (pomér 1/5),
— 2 gpudy a 50 cm’® vodného roztoku zkousené latky (pomér 1/25).
Minimalni mnozstvi plidy, se kterym lze experiment provést, zavisi na
laboratornim vybaveni a na ucinnostnich charakteristikdch pouzitych
analytickych metod. Doporucuje se vSak pouzit alesponi 1 g, a nejlépe 2 g,
aby zkouska poskytla spolehlivé vysledky.
Jeden kontrolni vzorek obsahujici pouze zkousenou latku v 0,01M CacCl,
(bez piidy) se podrobi naprosto stejnym krokim jako zkuSebni systémy,
scilem ovéfit stalost zkouSené latky v roztoku CaCl, a jeji moznou
adsorpci na sténach zkuSebni naddoby.
Stejnému zkusebnimu postupu se podrobi slepy vzorek s kazdou ptidou a
celkem 50 cm® 0,01M roztoku CaCl, (bez zkoudené latky). Ugelem je
kontrola pozadovych hodnot béhem analyzy scilem detekovat
interferujici latky nebo rozeznat kontaminované ptdy.



Vsechny experimenty véetné kontrolnich a slepych vzorka se provedou
alesponn dvojmo. Celkovy pocet vzorkil, které by mély byt pro studii
ptipraveny, lze odvodit z metodiky, podle které bude postupovano.
Metody pro ptredbéznou studii a hlavni studii jsou zpravidla stejné,
vyjimky jsou podle potieby uvedeny.
Vzorky vysuSené na vzduchu se den pied experimentem uvedou pies noc
(12h) do rovnovahy protiepavanim s45cm’ 0,0lM CaCl,. Poté se
uréitym objemem zasobniho roztoku zkousené latky upravi konecny
objem na 50 cm’. Tento objem pridaného zasobniho roztoku: a) by nemél
byt vyssi nez 10 % kone¢ného objemu 50 cm’ vodné fize, aby byl
charakter roztoku pfed ustavenim rovnovdhy zménén co nejmén¢; a
b) m¢l by zajistit, Ze bude pocatecni koncentrace zkouSené latky
v kontaktu s pidou (Cy) alespon o dva fady vyssi nez mez stanovitelnosti
analytické metody; tento prah zabezpecuje mozZnost provést presné méfeni
1 pii vysoké adsorpci (> 90 %) a pozdé¢ji stanovit adsorpcni izotermy.
Doporucuje se rovnéz, aby pocatecni koncentrace latky (Cy) pokud mozno
nepiekracovala polovinu hodnoty rozpustnosti latky.
Priklad vypoctu koncentrace zdsobniho roztoku latky (Cus) je uveden
nize. Predpoklada se mez stanovitelnosti 0,01 pg-em™ a 90% adsorpce;
pocatecni koncentrace zkousSené latky v kontaktu s pidou by tedy méla
byt nejlépe 1 pgrem™ (o dva fady vyssi, neZ je mez stanovitelnosti). Za
predpokladu, Ze bude pfiddn maximélni doporuceny objem zasobniho
roztoku, tj. 5 cm® do 45 cm’ 0,01M roztoku CaCl, pro ustaveni
rovnovahy, (=10% ptidavek zasobniho roztoku v celkovém objemu
vodné fize 50cm’), by méla byt koncentrace zasobniho roztoku
10 pgrem™; je o tii Fady vy$si neZ mez stanovitelnosti analytické metody.
Hodnota pH vodné faze se méii pred kontaktem s piidou a po ném, nebot’
hraje vyznamnou roli v celém adsorpcnim procesu, zvlasté u disociujicich
latek.
Smés se protiepava, dokud se neustavi adsorpéni rovnovaha. Doba
nezbytna k dosazeni rovnovdhy vpudé silné kolisd v zavislosti na
chemické latce a pude; zpravidla staci 24 h (77). V predbézné studii 1ze
vzorky odebirat postupné v pribe¢hu michani po 48 h (napiiklad 4, 8, 24,
48 h). Cas analyzy by mél byt volen pruzné s ohledem na pracovni plan
laboratote.
Existuji dvé moznosti, jak provadét analyzu zkousené latky ve vodném
roztoku: a) paralelni metoda a b) sériovd metoda. Je tfeba zdiraznit, Ze
ackoli je paralelni metoda experimentalné naro¢néjsi, je jeji matematické
zpracovani jednodussi (dodatek 5). Volba metodiky, podle které bude
postupovano, se vSak ponechdva na experimentatorovi, ktery bude muset
zvazit dostupné laboratorni vybaveni a prostiedky.

a)  Paralelni metoda: pro kazdy pomér ptida/roztok se pfipravi tolik
vzorkl, kolik bude ¢astli, v nichZ se méa provést vysetfeni adsorpéni
kinetiky. Po centrifugaci a podle pozadavku po filtraci se z prvni
zkuSebni nadoby odebere pokud mozZno celd vodna fize a méii se
napt. po 4 h; vodna faze druhé zkusSebni nadoby se takto zpracuje a
zmé&ii po 8 h, vodna faze treti zkuSebni naddoby se takto zpracuje a
zméti po 24 h atd.

b)  Sériova metoda: pro kazdy pomér piida/roztok se pfipravi pouze dva
vzorky. V definovanych ¢asovych intervalech se smés zcentrifuguje



a faze se oddéli. Maly podil vodné faze se ihned analyzuje na
zkouSenou latku; v experimentu se poté pokracuje s plivodni smési.
Nasleduje-li po centrifugaci filtrace, méla by mit laboratof zafizeni
pro filtraci malych podilii vodné faze. Doporucuje se, aby celkovy
objem odebraného podilu neptesahoval 1 % celkového objemu
roztoku, aby se vyznamné nezménil pomér piida/roztok a aby se
nesnizilo mnozstvi rozpusténé latky dostupné béhem zkousky pro
adsorpci.

Procento adsorpce 4, se pro kazdy Cas (#;) vypoCte z nominalni pocate¢ni

koncentrace a namétfené koncentrace v odbérovém case (z;) po korekci na

hodnoty ze slepého pokusu. Sestroji se kfivky zavislosti 4, na Case

(obrazek 1 v dodatku 5) za ucelem odhadu miry dosazeni rovnovazného
plat6®. Rovn&Z se vypote hodnota K4 vrovnovaze. Na zaklade této
hodnoty K4 se z obrazku 1 vyberou vhodné poméry ptida/roztok tak, aby
adsorpce dosahovala vice nez 20 % a nejlépe vice nez 50 % (61). VSechny
ptislusné rovnice a zasady pro sestrojovani kiivek jsou uvedeny v oddile
Data a zpravy a v dodatku 5.

XVIIL.1.9.2.2 Stanoveni rovnovazného adsorpcniho casu a mnozstvi zkousené latky
adsorbovaného v rovnovaze

Jak jiz bylo uvedeno, umoZiiuje kiivka zavislosti 4 nebo C*%na Case

vod

odhadnout dobu nezbytnou pro dosazeni adsorpéni rovnovdhy a
adsorbované mnozstvi zkuSebni latky v rovnovaze. Ptiklady téchto kiivek
jsou na obrazcich 1 a 2 v dodatku 5. Rovnovazny Cas je Cas nezbytny
k tomu, aby bylo v systému dosazeno plato.
Nevyskytuje-li se u urCité pudy platd, ale nepietrzity nartst, mize to byt
zpuisobeno komplikujicimi faktory, jako jsou biologicky rozklad a pomala
difuse. Biologicky rozklad Ize prokézat opakovanim experimentu se
sterilizovanym vzorkem pldy. Neni-li ani v tomto pfipadé dosazeno plato,
mél by experimentator patrat po jiném jevu, ke kterému by mohlo pfi jeho
studiich dochdzet; mize tak ucinit vhodnou zménou experimentdlnich
podminek (teploty, doby protfepavani, pomérti puda/roztok). Ponechava
se na rozhodnuti experimentatora, zda bude pokracovat ve zkuSebnim
postupu i pies piipadné nedosazeni rovnovahy.

XVIIIL.1.9.2.3 Adsorpce na stendach zkusebni nadoby a stdlost zkousené latky
Nekteré informace o adsorpci zkouSené latky na sténach zkuSebni nadoby
a rovnéz o stalosti zkouSené latky lze odvodit zanalyzy kontrolnich
vzorkll. Pozoruje-li se ubytek vétsi, nez by odpovidalo obvyklé chybé
analytické metody, muize dochdzet k abiotickému rozkladu a/nebo
adsorpci na sténach zkuSebni nadoby. Tyto dva jevy lze rozlisit
dikladnym omytim stén nadoby zndmym objemem vhodného
rozpoustédla a analyzou vyplachu na zkouSenou latku. Neni-li zjisténa
adsorpce na sténdch zkuSebni nadoby, je uUbytek dikazem abiotické
nestalosti zkouSené latky. Je-li zjisténa adsorpce, je nezbytné zménit
materidl zkuSebnich naddob. Data o adsorpci na sténach zkusebnich nadob
ziskana v tomto experimentu vsak nelze piimo extrapolovat na experiment
puda/roztok. Pfitomnost piidy bude mit na tuto adsorpci vliv.

? K odhadu dosazeni rovnovazného platé by mohly byt rovnéz pouzity kiivky zavislosti koncentrace
zkouené latky ve vodné fazi (C'® ) na ¢ase



Dalsi informace o stalosti zkousené latky lze odvodit z mnozstevni bilance
vychozi latky provedené po urcitém cCase. To znamena, ze se na zkuSenou
latku analyzuji vodna faze, extrakty pudy a stény zkusebni nddoby. Rozdil
mezi mnozstvim piidané zkouSené latky a souctem mnozstvi zkouSené
latky ve vodné fazi, v extraktech pliidy a na sténach zkuSebni nadoby je
roven mnozstvi, které se rozlozilo, vytékalo a/nebo se neextrahovalo. Méa-
li byt provedena mnozstevni bilance, mélo by byt v dobé experimentu
dosazeno adsorp¢ni rovnovahy.

Mnozstevni bilance se provede u obou druhi pid a pro jeden pomér
puda/roztok u kazdé pidy, u n¢hoz je ubytek v rovnovaze vétsi nez 20 % a
nejlépe veétsi néz 50 %. Je-li experiment pro nalezeni poméru dokoncen
analyzou posledniho vzorku po 48 hodinach, faze se oddéli centrifugaci a
podle pozadavki filtraci. Odebere se pokud mozno veskera vodna faze a
k padé se pfidda vhodné extrakéni rozpoustédlo (extrakéni koeficient
alesponl 95 %) za ucelem extrakce zkousené latky. Doporucuji se alespont
dv¢ extrakce za sebou. Stanovi se mnozstvi zkouSené latky v pidé a
v extraktech ze zkuSebni nadoby a provede se mnoZstevni bilance
(rovnice 10, Data a zpravy). Je-1i nizsi nez 90 %, povazuje se zkousena
latka za nestalou v poméru k délce zkousky. Studie v§ak mize pokracovat,
pficemz se zohledni nestalost zkousSené latky; v takovém pftipadé se
doporucuje, aby byly v hlavni studii analyzovany obé¢ faze.

XVIIL.1.9.3 Stupen 2 — adsorp¢ni Kinetika pri jedné koncentraci zkousené latky
Pouzije se pét druhi pid vybranych ztabulky 1. Je vyhodné zahrnout
mezi téchto pét ptd nékteré nebo vSechny piudy zpiedbézné studie.
V tomto piipadé nemusi byt stupenr 2 opakovan pro pudy pouZité
v predbézné studii.

Rovnovéazny ¢as, pomér puda/roztok, hmotnost pidniho vzorku, objem
vodné faze v kontaktu s ptidou a koncentrace zkousené latky v roztoku se
voli na zakladé vysledkl predbézné studie. Analyzy se provadéji nejlépe
po 2, 4, 6, 8 (podle moznosti také po 10) a 24 h kontaktu s piidou;
protfepavani mize byt prodlouzeno az na maximalné 48 h u chemickych
latek, u nichZz je pro dosazeni rovnovahy podle vysledk piedbéznych
studii nezbytny del$i ¢as. Casy, kdy ma byt provedena analyza, lze volit
pruzné.

Kazdy experiment (s jednou plidou a sjednim roztokem) se provede
alesponi dvojmo, aby bylo mozné odhadnout rozptyl vysledkl. S kazdym
experimentem se provede slepy pokus. Provede se s pudou a s0,01M
roztokem CaCl, bez zkouSené latky 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 ne¢ekanym vysledkim.

Procento absorpce se vypocte pro kazdy Cas (4, ) a pro kazdy interval

(4,,) (podle potfeby) a vynese se proti Casu. Rovnéz se vypoctou

distribuéni  koeficient K4 vrovnovaze a adsorpéni koeficient
normalizovany na obsah organického uhliku K, (pro nepolérni organické
chemické latky).

Vysledky zkousky adsorpéni kinetiky

Pro popis sorpéniho chovani v pidé je zpravidla dostateCné piresny
linearni model Ky (35, 78), ktery je vyrazem vlastni mobility chemickych



latek v pade. Napiiklad chemické latky s Kg <1cem’g” jsou v zasads
povazovany za zcela mobilni. Podobné¢ byla MacCallem efal (16)
vyvinuto klasifika¢ni schéma mobility zalozené na hodnotach K. Kromé
toho existuje klasifikacni schéma vymyvatelnosti zalozen¢ na vztahu mezi
Ko, aDT-50" (1, 32, 79).
Podle studii statistickych chyb (61) nelze z poklesu koncentrace ve vodné
fazi presné odhadnout hodnoty Ky nizsi nez 0,3 cm’g’, a to ani pfi
nejptizniveéjSim (z hlediska spravnosti) poméru pida/roztok, tj. pfi poméru
1:1. V takovém ptipad¢ se doporucuje analyza obou fazi — pidy i roztoku.
S ohledem na vySe uvedené pozndmky se doporucuje pokracovat ve studii
adsorpéniho chovani chemické latky v pudé a jeji pfipadné mobility
stanovenim Freundlichovych adsorp¢nich isotherm pro ty systémy, u
nichz je pfesné stanoveni K4 mozné postupem, popsanym v této zkusebni
metod¢. Pfesné stanoveni je mozné, je-li soucin hodnoty K4 a poméru
puda/roztok > 0,3 pfi méfeni zalozeném na poklesu koncentrace ve vodné
fazi (nepfima metoda), nebo je-li > 0,1 pi1 analyze obou fazi (piima
metoda) (61).

XVIIL.1.9.4 Stupeni 3 — adsorpc¢ni isothermy a desorp¢ni kinetika/desorpéni
isothermy

XVIIL.1.9.4.1 Adsorpcni isothermy
Pouzije se pét koncentraci zkouSené latky, nejlépe v rozsahu dvou tadu;
pfi volbé koncentraci se zohledni rozpustnost ve vodé a vysledna
rovnovaznd koncentrace ve vodné fazi. V pribchu zkousky se u kazdé
pudy pouzije tentyz pomér puida/roztok. Adsorp¢ni zkouska se provede
vyse uvedenou metodou pouze s tim rozdilem, zZe se vodna faze analyzuje
pouze jednou po uplynuti doby, kterd je nezbytnd pro dosazeni rovnovahy
a kterda byla stanovena dfive ve stupni2. Stanovi se rovnovazné
koncentrace v roztoku a adsorbované mnozstvi se vypocte zubytku
zkousené latky v roztoku nebo piimou metodou. Adsorbované mnozstvi
na jednotku mnozstvi piidy se vynese jako funkce rovnovazné koncentrace
zkousené latky (viz oddil Data a zpravy).
Vysledky z experimentu pro stanoveni adsorpénich isotherm
Z dosud navrzenych matematickych modelti adsorp¢nich isotherm se
k popisu adsorpcnich procesl pouziva Freundlichova isotherma nejcastéji.
Podrobnéjsi informace o interpretaci a vyznamu adsorpcnich modelt jsou
uvedeny v literatute (41, 45, 80, 81, 82).
Poznamka: Je tfeba poznamenat, Ze hodnoty Kr (Freundlichovych
adsorpcnich koeficientll) pro rtizné latky lze porovnéavat pouze tehdy,
jsou-li hodnoty Kr vyjadieny ve stejnych jednotkach (83).

XVIII.1.9.4.2 Desorp¢ni kinetika
Ucelem tohoto experimentu je vysetfit, zda je chemicka latka adsorbovana
na pudé vratn€ nebo nevratn¢. Tato informace je dilezita, nebot’ desorpcni
proces hraje také dulezitou roli v chovani chemické latky v pade.
Desorp¢ni data jsou kromé¢ toho uziteCnym vstupem pro pocitacové
modelovani vyluhovani a pro simulaci vyplavovani rozpusténych latek.
Je-li studie desorpce pozadovana, doporucuje se, aby byla niZze popsana
studie provedena na kazdém systému, na kterém bylo v pifedchozim
experimentu pro studii adsorp¢ni kinetiky mozné provést presné stanoveni
K.

' DT-50: doba rozkladu 50 % zkousené latky.



Podobné jako u studie adsorp¢ni kinetiky existuji dvé moznosti, jak
postupovat pii experimentu pro studium desorpéni kinetiky: a) paralelni
metoda a b)sériovdA metoda. Volba metodiky, podle které bude
postupovano, se ponechdva na experimentatorovi, ktery bude muset zvazit
dostupné laboratorni vybaveni a prostfedky.

a)  Paralelni metoda: pro kazdou ptudu zvolenou pro pokroceni do
studie desorpce se pfipravi tolik vzorkll se stejnym pomeérem
puda/roztok, kolik bude c¢asli, v nichz se ma studovat desorp¢ni
kinetika. Zvoli se nejlépe stejné casové intervaly, jako u
experimentu pro studium adsorpéni kinetiky; celkovy Cas se vSak
prodlouzi podle potieby, aby v systému bylo dosazeno rovnovahy.
S kazdym experimentem (s jednou pudou a s jednim roztokem) se
provede slepy pokus. Provede se s piidou a s 0,01M roztokem CaCl,
bez zkouSené latky se stejnou hmotnosti a objemem jako
v experimentu. Stejnému zkuSebnimu postupu se podrobi kontrolni
vzorek zkousené latky v 0,01M roztoku CaCl, (bez pudy). VSechny
smési pady sroztokem se protiepavaji do ustaveni adsorpéni
rovnovahy (ktera se zjiSt'uje postupem uvedenym diive ve stupni 2).
Poté se faze oddéli centrifugaci a vodnd faze se pokud moZzno
kvantitativné odebere. Objem odebraného roztoku se nahradi
stejnym objemem 0,01M CaCl, bez zkouSené latky a nova smés se
opét protiepava. Kuptikladu po 2 h se pokud mozno kvantitativné
odebere a zméti vodna faze prvni zkusebni nadoby, totéz se provede
s vodnou fazi druhé zkuSebni nadoby po 4 h, s vodnou fazi treti
zkuSebni naddoby po 6 h atd., az do dosazeni desorp¢ni rovnovahy.

b)  Sériova metoda: po experimentu pro stanoveni adsorpéni kinetiky se
smés zcentrifuguje a vodnd faze se pokud mozno kvantitativné
odebere. Objem odebraného roztoku se nahradi stejnym objemem
0,01M CaCl, bez zkouSené latky. Nova smés se protiepava az do
ustaveni desorp¢ni rovnovahy. Béhem této doby se ve stanovenych
Casovych intervalech smés centrifuguje za Ucelem oddéleni fazi.
Maly podil vodné faze se ihned analyzuje na zkouSenou latku;
v experimentu se poté pokracuje s pivodni smési. Objem kazdého
jednotlivého podilu by mél byt mensi nez 1 % celkového objemu.
Ke smési se pfida stejny objem Cerstvého 0,01M roztoku CaCl,, aby
se zachoval pomér piida/roztok, a v protfepavani se pokracuje po
dalsi ¢asovy interval.

Procento desorpce se vypocte pro kazdy Cas (D, ) a pro kazdy interval

(D,,) (podle potieb studie) a vynese se proti ¢asu. RovnéZ se vypocte

hodnota desorpcniho koeficientu Ky v rovnovaze. Vsechny piislusné
rovnice jsou uvedeny v oddile Data a zpravy a v dodatku 5.
Vysledky z experimentu pro studium desorpéni kinetiky

Spole¢ny graf kiivek zavislosti procenta desorpce D, a adsorpce 4, na

¢ase umozni posoudit vratnost adsorpcniho procesu. Je-li desorpcni
rovnovahy dosazeno do dvojnasobku cCasu potfebného pro adsorpéni
rovnovahu a je-li celkova desorpce vyssi nez 75 % adsorbovaného
mnozstvi, povazuje se adsorpce za vratnou.

XVIII.1.9.4.3 Desorpcni isothermy



Freundlichovy desorpcni isothermy se vySetfuji na pudach pouzitych ke
stanoveni adsorpcnich isotherm. ZkouSka desorpce se provede zplisobem
popsanym v oddile Desorp¢ni kinetika, pouze s tim rozdilem, Ze se vodna
faze analyzuje pouze jednou, a to v desorpéni rovnovaze. Vypocte se
desorbované mnozstvi zkousené latky. Mnozstvi zkouSené latky, které
zustalo adsorbované na puade po dosazeni desorpcni rovnovahy se vynese
jako funkce rovnovazné koncentrace zkousené latky v roztoku (viz oddil
Data a zpravy a dodatek 5).

XVIIL2 DATA A ZPRAVY
Data z analyzy se pfedlozi ve formé tabulky (viz dodatek 6). Uvedou se
jednotliva méfeni a vypoctené primérné hodnoty. Predlozi se grafy
adsorpc¢nich isotherm. Vypocty se provedou nize uvedenym zptsobem.
Pro ugely zkousky se piedpoklada, ze hmotnost 1 cm® vodného roztoku je
1 g. Pomér piida/roztok muize byt vyjadien stejnym cCislem pro rozmér
hmot./hmot. i pro rozmér hmot./obj.

XVIIL.2.1 ADSORPCE

Adsorpce (4, ) je definovana jako procentualni podil latky z celkového

mnozstvi latky na zacatku zkousSky, ktery se za zkuSebnich podminek
naadsorboval na puad¢. Je-li zkouSena latka stidld a neadsorbuje se

vyznamné na sténach nadoby, vypocte se 4, pro kazdy ¢as z rovnice:
ads
_m (¢,)-100

A =——(% (3)
1 m, ( )
kde:
A = procento adsorpce v Case t; (%);
m* (tl.) = mnozstvi zkouSené latky adsorbované na pidé
v Case t; (Ug);
mo = mnozstvi zkouSené latky ve zkumavce na zacatku
zkousky (ng);

Podrobné informace o zpisobu vypoctu procenta adsorpce 4, pro

paralelni a sériovou metodu jsou uvedeny v dodatku 5.

Distribu¢ni koeficient K4 je pomér mezi mnozstvim latky v pidé a
hmotnostni koncentraci latky ve vodném roztoku za zkuSebnich podminek
a pti dosazeni adsorpcni rovnovahy.

ads ads
C,*(eq) my"(eq) V, (cmS.g—l)

K, = = 4
O o) my, v
kde:
C:*(eq) = mnozstvi latky adsorbované na pidé v adsorpéni
rovnovaze (ug-g’)
C%(eq) = hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi
v adsorp¢ni rovnovaze (ng-em™). Tato

koncentrace se stanovi analyticky a zohledni se
hodnoty ze slepych pokusii

m;ds (eq) = mnozstvi zkouSené latky adsorbované na padé
v adsorp¢ni rovnovaze (1g)

m*® (eq) = mnozstvi zkouSené latky v roztoku v adsorpni



rovnovaze (Lg)

Mpida = mnozstvi pidni fdze vyjadiené v suché hmotnosti
pudy (g)
Vo = pocatecni objem vodné faze v kontaktu s pidou
(cm?).
Vztah mezi 4.4 a K4 je dan rovnici:
O T G 5)
100-4,, m,,
kde:
Aeq = procento adsorpce v adsorp¢ni rovnovaze, %.

Vztah adsorp¢niho koeficientu normalizovaného na obsah organického
uhliku K,,, distribuéniho koeficientu K4 a obsahu organického uhliku
v pidnim vzorku je nésledujici:

100

% ou

K, =Ky -———(cm’-g") ©)

kde:
% ou = procentudlni obsah organického uhliku v piidnim
vzorku (g-g™).

Koeficient K,, je jedinou veli¢inou, kterd charakterizuje rozdéleni hlavné
anorganickych nepolarnich latek mezi organickym uhlikem v pidé nebo
sedimentu a vodou. Adsorpce téchto chemickych latek koreluje s obsahem
pevného sorbujiciho organického materidlu (7); hodnoty K,, zavisi na
specifickych charakteristikdch humoznich frakei, jejichz sorpéni kapacit
se vyznamné lisi z diivodu pivodu, vzniku atd.

XVIIL.2.1.1 Adsorpéni isothermy
Rovnice Freundlichovych adsorpénich isotherm vyjadfuji vztah mezi
adsorbovanym mnozstvim zkouSené latky a koncentraci zkouSené latky
v roztoku v rovnovaze (rovnice 8).
Data se zpracovavaji jako v oddile o adsorpci a pro kazdou zkuSebni
nadobu se vypocte mnozstvi zkouSené latky adsorbované na pide€ po

adsorp¢ni zkousce (ngs (eq)), jinde oznaceno jako x/m). Predpoklada se,

ze rovnovahy bylo dosazeno a Ze C;‘ds (eq) predstavuje rovnovaznou

hodnotu:

G (eq) =

m®(eq) _[C, —Clualea) ]V} (e &) o
puda mpflda

Freundlichova adsorp¢ni rovnice ma tento tvar (8):

1
C*(eq) = Ki* - C*% (cq) " (ug-g ™) ®)
nebo v linearni form¢:
log C;*(eq) = log K;* +1/n-log Cye; (eq) )
kde:
KX = Freundlichliv adsorpéni koeficient; mé rozmér

cm’g” pouze tehdy, je-li 1/n=1; v ostatnich
pfipadech se smérnice 1/n projevi v rozméru

K [ﬂg"l/“ (cm?)” -g"}



n = regresni konstanta; 1/n se zpravidla pohybuje od
0,7 do 1,0, coz znamend, Ze jsou sorpcni data
Casto nelinearni.

Rovnice (8) a (9) se vyjadfi graficky a hodnoty K!* a 1/n se zjisti

regresni analyzou s ohledem na rovnici 9. Vypocte se rovnéz korelacni

koeficient > prolozeni logaritmické rovnice. Piiklad takové kiivky je

uveden na obrazku 2.

CAPﬁda |DgCAPﬂda

Cavod lo g CA Vod

Obrazek 2  Freundlichovy adsorpéni kiivky, normdlni a linearizovana
forma

XVIIL.2.1.2 Hmeotnostni bilance
Hmotnostni bilance (MB) je definovana jako procentudlni podil latky
znomindlniho mnozstvi latky na zacatku zkousky, ktery lze znovu
analyticky vyziskat po adsorp¢ni zkousce.
Zpracovani dat se bude lisit podle toho, zda je rozpoustédlo neomezené
misitelné s vodou. V ptipadé rozpoustédel misitelnych s vodou mohou byt
data zpracovana pro stanoveni mnozstvi latky znovu ziskané extrakei
rozpoustédlem stejnym zpisobem, jako v oddile o desorpci. Je-li
rozpoustédlo misitelné s vodou omezené, musi byt provedeno stanoveni
mnozstvi znovu ziskané latky.
Hmotnostni bilance pro adsorpci se vypocte nize uvedenym zplsobem;
jako mg se ozna¢i soufet mnozstvi zkuSebni latky extrahovanych
organickym rozpoustédlem z pudy a ze stén zkuSebni nadoby:

ads
iy U € ) 100 o
Vo 'Co

kde:

MB = hmotnostni bilance (%)

Mg = celkové mnozstvi zkouSené latky extrahované
z pudy a ze stén zkuSebni nddoby ve dvou krocich
(ng)

Co = pocatecni hmotnostni koncentrace zkuSebniho
roztoku v kontaktu s piidou (pg-cm™)

Viec = objem supernatantu vyziskany po dosaZeni

adsorpéni rovnovéahy (cm™)
XVIIL.2.2 DESORPCE
Desorpce (D) je definovana jako podil zkusebni latky zdiive
adsorbovaného mnozstvi, ktery se za zkuSebnich podminek desorboval:



_ mdes(t)

=& 100(% (1)
"o (eq) (%)
kde:
D, = procento desorpce v ¢ase ¢; (%)
me(t,) = mnozstvi zkouSené latky desorbované zpudy

v Case t; (Lg)
;ﬁa (eq) = mnozstvi zkousené latky adsorbované na pudé
v adsorpéni rovnovaze (ng)
Podrobné informace o zpiisobu vypoctu procenta desorpce D, pro

paralelni a sériovou metodu jsou uvedeny v dodatku 5.

Zdanlivy desorpcni koeficient (Kges) je za zkuSebnich podminek pomér
mezi mnozstvim zkousené latky, kterd zlstala v puidé a hmotnostni
koncentraci desorbované latky ve vodném roztoku po dosazeni desorpcni

rovnovahy:
ads des
dees _ (eqd)es m,.q (CCI) VT (cm3 . gfl) (12)
vod (eq) mpﬁda
kde:
Kes = desorpéni koeficient (cm’-g™)
me (eq) = celkové mnozstvi zkouSené latky desorbované

z pudy v desorpéni rovnovaze (ug)
Vr = celkovy objem vodné faze v kontaktu s pidou
b&hem zkousky desorpéni kinetiky (cm®)
Navod pro vypocet hodnoty m " (eq) je uveden v dodatku 5 v oddile o

vod
desorpci.
Poznamka:
Provede-li se ptedchazejici adsorpéni zkouSka paralelni metodou, je
objem V1 v rovnici 12 roven V.

XVIIL.2.2.1 Desorpéni isothermy
Rovnice Freundlichovych desorpénich isotherm vyjadiuji vztah mezi
mnozstvim zkouSené latky, které zlstalo adsorbované na puadé a
koncentraci zkouSené latky v roztoku v desorpcni rovnovaze (rovnice 16).
Pro kazdou zkuSebni nadobu se mnozstvi zkouSené latky, které zlstalo
v desorpéni rovnovaze adsorbované na pud¢, vypocte takto:

ads des

(eCI) Meq(€q) (ug-g_l)

des
G (ea) = (13)
pida
mnoZstvi m’S (eq) je definovano takto:
(] (& V
mica(eq) = my” (eq)- i —mi, (ug) (14)
kde:
lees(eq) = mnozstvi  zkousené  latky, které  zstalo
adsorbované na padé v desorpéni rovnovaze
-1
(ngg)
m® (eq) = analyticky stanovené mnozstvi latky ve vodné
fazi v desorp¢ni rovnovaze (ug)
m = mnozstvi latky, které zbylo (aniZ se adsorbovalo)

vod

po ustaveni adsorpcni rovnovahy, a to v dusledku



nekvantitativni vymény objemu vodné faze, (ug)

me (eq) = mnozstvi latky v roztoku v adsorpéni rovnovaze

(ng)

ads v, =V,
Mgy = mvid(eq)-[—‘) RJ (15)
4

vF = objem roztoku odebrané¢ho ze zkuSebni nadoby ke
stanoveni zkouSené latky v desorpéni rovnovaze

(cm’)
Vr = objem supernatantu odebraného =ze zkuSebni

nadoby po dosazeni adsorpni rovnovadhy a
nahrazeného stejnym objemem 0,01M roztoku
CaCl; (cm’)

Freundlichova desorp¢ni rovnice vypada takto (16):

Cyo(eq) =K -Cii(eq)”  (ng-g™) (16)
a v linearni forme:
log Cy*(eq) = log K +1/n-log Cyes (eq) (17)
kde:
K& = Freundlichiv desorp¢ni koeficient
n = regresni konstanta
C%(eq) =  hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi

v desorpéni rovnovaze (ug-cm™).
Rovnice 16 a 17 se vyjadi graficky a hodnoty K a 1/n se zjisti regresni

analyzou s ohledem na rovnici 17.
Poznémka:
Je-li Freundlichtiv adsorp¢ni nebo desorp¢ni exponent 1/n roven 1, bude
Freundlichova adsorpéni nebo desorpéni konstanta (Ky ** a K¢ ) rovna
adsorp¢ni resp. desorpcni rovnovazné konstanté (Ky resp. Kgyes) a kiivky
zavislosti Cs na Caq budou linearni. Nejsou-li exponenty rovny 1, kiivky
zavislosti Cp na Cyoq4 budou nelinearni a adsorp¢ni a desorpéni konstanty
se budou podél isotherem lisit.
XVIIL.2.2.2 Zprava o zkouSce

Protokol o zkouSce by mél obsahovat nasledujici informace:
— uplna identifikace pouzitych padnich vzorkl vcetné:

—  zemg&pisné informace o lokalité (zemé&pisnd §itka, zeméepisna

délka),

— datum odbéru vzorku,

—  vyuziti pudy (napt. zeméd¢€lska puda, lesni pida atd.),

—  hloubka odbéru vzorkd,

—  obsah pisku/prachovych ¢astic/jilu,

— pH (v 0,01M CaCl,)

—  obsah organického uhliku,

—  obsah organického materialu,

—  obsah dusiku,

—  pomér C/N,

—  kationtova vyménna kapacita (mmol/kg),

—  v8echny informace tykajici se sbéru a uchovavani vzorka,
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— podle potfeby vSechny informace pro interpretaci
adsorpce/desorpce zkousené latky,

odkaz na metody reference pouzité pro stanoveni jednotlivych

parametrd,

podle potieby informace o zkousené latce,

teplota pfi experimentu,

parametry centrifugace,

analyticky postup pouzity pii analyze zkouSené latky,

odivodnéni jakéhokoli pouziti solubiliza¢niho ¢inidla pfi pfiprave

zasobniho roztoku zkousené latky,

vysvétleni korekci provedenych ve vypoctech, je-li to dulezité,

data podle formulate (dodatek 6) a grafickd zndzornéni,

vSechny informace a pozorovani uzitecné pro interpretaci vysledku

zkousky.
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DODATEK 1
SCHEMA ZKOUSKY
A

Navrzeni vhodné analytické metody

Je realizovatelna? Zkouska se nerealizuje

Predpoklad

Predbézna studie

v

2 pudy
Volba optimalniho Stanor\ienri Ovéfeni adsorpee Ovévfeni st'él(')sti
poméru pda/roztok rovnovazného na sténdch nadoby z mnorzstevrnlrbllance
Casu vychozi latky
/
= Je-li mnozstevni
b bilance < 90 %, je zkuSebni latka
nestala po dobu zkousky. Zkouska muze
pokracovat, budou-li analyzovany obé
X faze (puda a vodny roztok)
4» Adsorpéni kinetika <—
o 5 pud
%
-9
2 |
)

Kq-(mpidga/Vo) > 0,3 (nepfimou metodou: méfenim ubytku v roztoku)
Kg(mpaga/Vo) > 0,1 (pfimou metodou: méfenim obou fézi)

v
A * podle potieby

- ¢ ¢

=

&

g | Adsorpéni isotermy | | Desorpéni kinetika |
v v

| Desorpéni isotermy |
DODATEK 2

VLIV SPRAVNOSTI ANALYTICKE METODY A ZMENY KONCENTRACE
NA SPRAVNOST VYSLEDKU ADSORPCNI STUDIE

Z nasledujici tabulky (84) je zfejmé, Ze je-1i rozdil mezi poc¢ate¢ni hmotnosti zkouSené
latky (mo = 110 pg) a jeji rovnovaznou hmotnosti v roztoku (m*® .4 (eq) = 100 ug), je
disledkem 5% chyby méfeni rovnovdzné koncentrace 50% chyba ve vypoctu
hmotnosti zkousené latky adsorbované na padé (madss(eq)) a 52,4% chyba ve vypoctu
K.

Mnozstvi pidy mpaaa =10 g



Objem roztoku ¥, = 100 cm’

m;*(eq) | Crg(eq) | R m*(eq)” | Cy%(eq) | R’ K, R’
(ng) (pgem”) (19) ()
PROA=9%
= 1100 1.000 skutecna 10 1.00 skutecna 1
o = ’ hodnota ’ hodnota
| =5 = 1101 1,010 1% 9 0,90 10 % 0,891 10,9 %
25 Llios 1,050 5% 5 0,50 50% 0476 524 %
= =0 1109 1,090 9% 1 0,10 90 % 0,092 90,8 %
PROA=55%
skutecna skute¢na
. § 3 50,0 0,500 hodnota 60,0 6,00 hodnota 12,00
| = o —150,5 0,505 1% 59,5 5,95 0,8 % 11,78 1,8 %
25 Lls2s 0,525 5% 57.5 5,75 40% 1095  |88%
= = O 55,0 0,550 10 % 55,0 5,50 8,3 % 10,00 16,7 %
PRO A =99 %
skutecna skutecna
. %m 1,100 0,011 hodnota 108,9 10,89 hodnota 990
| =5 = 11,111 0,01111 1% 108,889 10,8889 0,01 % 980 1,0 %
S g S L 1,155 0,01155 (5% 108,845 10,8845 0,05 % 942 4,8 %
ST 201 00121 | 10% 108,790 | 10,8790 |0,10% |899 9.2 %
kde:
CadS(eq)]V adS(e ) v
ads ads ads [ vod q
(eq) mO vod (eq) C (eq) > Kd - ads :
mbodem vod (eq) mbodem
ms o (eq) = mnozstvi zkousené latky v piid¢ v rovnovaze, pug
m** (eq) = mnozstvi zkouSené latky ve vodné fazi v rovnovaze, pug
C]jds (eq) = mnostvi zkousené latky v pudé v rovnovaze, ug-g’
des(eq) = mnozstvi zkouSené latky ve vodné fazi v rovnovaze,
ugem™
R = analytickd chyba stanoveni m**(eq)
R: = vypoctena chyba vyplyvajici z analytické chyby R.
DODATEK 3
METODY ODHADU K4
1. Metody odhadu umoznuji predpovédét Ky4 na zékladé korelaci naptiklad
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 obracenou fazi (74
— 76). Jak je patrné z tabulky 1 a 2, vypoctou se z takovych rovnic hodnoty
Ko, nebo Ky, a poté nepiimo hodnoty K4 z rovnic:
100 - K, 100 -
KooK (nig?) K= 100 (o)
Yo0u 1,724 %ou
2. Tyto korelace jsou zalozeny na dvou ptfedpokladech: 1) adsorpci latky

nejvice ovliviluje organicky materidl v ptidé a 2) mechanismus interakce je
prevazné nepolarni. V dusledku toho tyto korelace 1) nejsou pouzitelné na
polarni latky (nebo jsou pouzitelné jen do urcité miry) a 2) nejsou pouzitelné
v ptipadech, kdy je obsah organického materidlu v pidé velmi maly (12).
Kromé toho, ackoli byla zjisténa uspokojiva korelace mezi P, a adsorpci



(19), nelze totéz tici o korelaci mezi rozpustnosti ve vod¢ a mirou adsorpce
(19, 21); v tomto ohledu jsou tyto studie protichtidné.

3. Nekteré priklady korelace mezi adsorpénim koeficientem a rozdélovacim
pomérem oktanol/voda nebo rozpustnosti ve vod¢ jsou uvedeny v tabulkich
la2.

Tabulka 1.  Ptiklady korelaci mezi adsorpénim distribu¢nim koeficientem
a rozd¢lovacim koeficientem oktanol/voda; dalsi ptiklady jsou
uvedeny v literatute (12, 68)

Latky Korelace Autori
Substituovana mocovina log Ko = 0,69 + 0,52 log P, Briggs (1981) (39)
Chlorované aromatické log Ko, =-0,779 + 0,904 log P, Chiou et al.
slouceniny (1983) (65)

Ruzné pesticidy log Ko =4,4+0,72 log P,y Gerstl a Mingelgrin
(1984) (66)

Aromatické uhlovodiky log K, =-2,53 + 1,15 log P,y Vowles a Mantoura
(1987) (67)

Tabulka 2.  Priklady korelaci mezi adsorpénim distribu¢nim koeficientem
a rozpustnosti ve vod¢; dalsi priklady jsou uvedeny v literatute

(68, 69)
Slouceniny Korelace Autori
Rizné pesticidy log Kom = 3,8 —0,561 log S, Gerstl a Mingelgrin
(1984) (66)
Chlorované alifatické a log Kom = (4,040 = 0,038) —| Chiou et al.
aromatické latky (0,557 £0,012) log S, (1979) (70)
o-Naftol log K, =4,273 — 0,686 log S, Hasset et al.
(1981) (71)
Cyklické, alifatické a log Ko, = -1,405 — 0,921 log S, - | Karickhoff (1981)
aromatické latky 0,00953 (mp-25) (72)
Riizné latky log Kom = 2,75 - 0,45 log S, Moreale van Blade
(1982) (73)
DODATEK 4
VYPOCTY PRO STANOVENI PARAMETRU CENTRIFUGACE
1. Centrifugacni doba se za predpokladu, ze jsou castice kulové, vypocte podle

nasledujici rovnice:
T A
2 a)zrpz(pp_pvod) Rt

Pro zjednoduSeni nejsou parametry uvedeny v zékladnich jednotkach SI (ale
v jednotkach soustavy CGS).

kde:

w = {hlova rychlost (= 2 (rpm)/60), rad-s”

rpm = pocet otacek za minutu

n = viskozita roztoku, grs"-cm’

p = polom¢ér ¢astic, cm

Pr = hustota pudy, g-cm™

Pvod = hustota roztoku, g-cm'3

R =  vzdalenost od stfedu rotoru centrifugy k hladiné

roztoku v centrifugacni kyveté, cm
Ry = vzdalenost od stiedu rotoru centrifugy ke dnu

centrifugaéni kyvety, cm



Ry — R =  vyska sloupce smési puda/roztok v centrifugacni
kyveté, cm.

V praxi se k zajiSténi Giplného oddéleni voli dvojnasobek vypocteného Casu.
Rovnici (1) lze déle zjednodusit, jestlize se polozi viskozita () a hustota
(pvoa) ToZtoku rovny viskozité a hustoté vody pti 25 °C; tedy 7 = 8,95 x 107
g-s’l-cm’l a Pvod = 1,0 g-cm’3.
Centrifugacni doba je poté dana rovnici (2):

3,7 n R,

o o) R @

Z rovnice 2 vyplyva, ze pro Ucely oddéleni ¢astic o urcité velikosti (v naSem
piipadé o poloméru 0,1 um) jsou pro stanoveni parametrii centrifugace, tj.
doby (#) a poctu otacek za minutu (rpm), dulezité dvé charakteristiky:
1) hustota ptudy a 2) vyska sloupce smési v centrifugacni kyveté (R, — Ry), tj.
vzdalenost, kterou pidni ¢astice urazi mezi hladinou v kyveté a jejim dnem;
vySka sloupce smési v kyvet¢ bude pifi pevné stanoveném objemu
samoziejme zaviset na druhé mocniné poloméru kyvety.

Na obrazku 1 jsou znazornény zmény centrifugacni doby (#) v zavislosti na
centrifugacni rychlosti (rpm) pro rizné hustoty piudy (p,) (obrazek 1a) a pro
rizné vySky sloupce smeési v centrifugacnich kyvetach (obrazek 1b).
Z obréazku 1la je zfejmy vliv hustoty pidy; napfi. pti obvyklych 3 000 ot./min
je centrifugaéni doba piiblizné 240 min pro hustotu pady 1,2 grem™, ale
pouze 50 min pro 2,0 g-em™. Podobn& je podle obrazku 1b pti obvyklych
3 000 ot./min centrifugacni doba piiblizn¢ 50 min pro vysku sloupce smési
10cm a pouze 7 min pro vySku sloupce 1 cm. Je vSak dulezité nalézt
optimalni pomér mezi centrifugaci, kterd vyzaduje co nejmensi vysku
sloupce, a snadnosti, sjakou mulze experimentator odd¢lovat faze po
centrifugaci.

Kromé toho je pfi stanovovani experimentalnich podminek pfi oddélovani
fazi puda/roztok dulezité pocitat s moznou piitomnosti treti ,,pseudofaze,
koloidu. Koloidni ¢astice s velikosti mensi nez 0,2 pm mohou mit zna¢ny
vliv na cely mechanismus adsorpce latky v ptidni suspenzi. Pfi centrifugaci,
jak je popsana vyse, zistanou koloidni ¢astice ve vodné fazi a analyzuji se
spolecné s vodnou fazi. Informace o jejich vlivu se tedy ztrati.

Ma-1i laboratof, kterd studii provadi, zafizeni pro ultracentrifugaci nebo
ultrafiltraci, mohla by byt adsorpce/desorpce studovéna hloubéji vcetné
informaci o adsorpci latky na koloidnich asticich. V takovém ptipadé se
k oddéleni t¥i fazi — pidy, koloidnich ¢éastic a roztoku, pouzije
ultracentrifugace pti 60 000 ot./min nebo ultrafiltrace na filtru zachycujicim
castice o velikosti 100 000 daltonti. Protokol o zkousce by mél byt také
odpovidajicim zplisobem pozménén, maji-li byt analyzovany vSechny tfi
faze.
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Obrazek 1a Zmény centrifugaéni doby (f) v zavislosti na centrifugacni
rychlosti (ot./min) pro rizné hustoty pudy (pp)- Ri=10 cm,
Rb—Rt—IOCm n= 895><10 gs cm™! a

Pvod = 1,0 g cm”™ pri 25 °C.
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Obrazek 1b Zména centrifugacni doby (¢) v zévislosti na centrifugacni

rychlosti (ot./min) pro rizné vysky sloupce smési

v centrifugacni  kyvet¢  (Rpb—Ry)=L; R¢=10cm,

n=28,95 x 107 g-s'l-cm'l, Pvod = 1,0 g cm3 pii 25°C a
»=2,0 grem™

] DODATEK 5
VYPOCET ADSORPCE A (%) A DESORPCE D (%)

Casové schéma pribehu experimentu je nasledujici:
Aty At, Aty At

Cas ¢



U vsSech vypocti se predpoklada, ze zkouSena latka je stala a ze se vyznamné
neadsorbuje na sténach nadoby.

ADSORPCE (A%)
a) Paralelni metoda

Procento adsorpce se vypocte pro kazdou zkusebni nadobu (i) pro kazdy cas
(¢;) podle nésledujici rovnice:

Veli€iny v této rovnici lze vycislit takto:

Co =

Cooa (1)

Vo =

Hodnoty adsorp¢niho procenta 4, nebo c

ads ‘ 100
4, =" () 0
m
my=Cy -V,  (1g) )
msds(ti) =m, _ngZ(ti)'Vo (ﬂg) (3)

procento adsorpce (%) v Case t;

mnozstvi zkouSené latky na pudé v Case ¢;, kdy je
provadéna analyza (png)

mnozstvi zkousené latky v nadobé na zacatku zkousky
(ng)

pocate¢ni hmotnostni koncentrace zkuSebniho roztoku
v kontaktu s padou (pg-cm™)

hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi v Case ¢;,
kdy je provadéna analyza, (ugem”); Tato
koncentrace se stanovi analyticky a koriguje se na
hodnoty ze slepych pokusii

pocatecni objem zkuSebniho roztoku v kontaktu
s pudou (cm?).

(t,) se vynesou proti Casu a

vod

zjisti se doba, po niz se ustavila sorp¢éni rovnovaha. Piiklady takovych kiivek
jsou uvedeny na obrazcich 1 a 2.

3 Rovnice je pouzitelna jak pro pfimou, tak pro nepiimou metodu. Vechny ostatni metody jsou
pouzitelné pouze pro neptimou metodu.
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Obrazek 2. Zavislost hmotnostni koncentrace latky ve vodné fazi (Cyoq) na Case

b) Seriova metoda
V nésledujicich rovnicich je zohlednéno, Ze se pii studii adsorpce provadeéji
meéteni zkousené latky v malych podilech vodné faze v urcitych Casovych

intervalech.
— Pro kazdy Casovy interval se mnozstvi latky adsorbované na pudé

vypocte takto:
— pro prvni Casovy interval A7, = ¢ —t

adas adas V
my®(At) = my —mi (1) v—i: (4)

a

— pro druhy ¢asovy interval A¢, =1, —t;

ads __ads I/O ads VO _Vﬁ
m, (Aty)=m," ()" v_A —my (4, V—A (5)

a a



— pro tieti Casovy interval At, =13 — 1,

ads ads V _VaA aas V _2.“}:\/\
n/lpd (At?a) = mmd (t2) : [OV—AJ - mmd (t3) : [OV—A] (6)

a a

— pro n-ty Casovy interval At =t, — tn

msds(Atn)=m$ds(t,,-1)'(% Ui j—msfS(tn)-(V" i j (7)

a a

— Procento adsorpce v kazdém casové intervalu A, se vypocte

z nasledujici rovnice:

=w.100(%) 28)

m,

At;

i

zatimco procento adsorpce ( 4, ) v €ase ¢ je dano rovnici:

> m ()
4 :me—.loo(%) ©*

m,

Hodnoty procenta adsorpce 4, nebo 4, (podle potfeb studie) se

vynesou proti ¢asu a stanovi se doba, po niZ se ustavila sorpéni
rovnovaha.

— V Case ustaveni rovnovahy zeq:
— je mnozstvi zkousené latky adsorbované na pade¢:

my*(eq) = jiiﬂ?“(Ae) (10)*

At=1

— mnozstvi zkousené latky v roztoku:

miw(eq) =m, — . m:* (A1) (11)*

At=1

—_— a procento adsorpce Vv rovnovaze:
ads
AZ%@@

€q

-100(%) (12)*

m,

Vyse uvedené veli¢iny jsou definovany takto:
m® (An), mS(AL), ..., m®(At,) = mnozstvi latky adsorbované na pud¢ za Casovy
interval At,, At,,...,At,, (Lg)

m® (), m** (L), .., m*(t,) = mnozstvi latky naméfené v podilu (v})
v okamziku ¢, ¢, ...,t,, (Lg)

* Rovnice je pouzitelna jak pro piimou, tak pro nepiimou metodu. Viechny ostatni metody jsou
pouzitelné pouze pro nepiimou metodu



m* (eq) = mnozstvi zkousené latky adsorbované na pudé

v adsorp¢éni rovnovaze, (Lg)

ads

m'® (eq) = mnozstvi zkousené latky v roztoku v adsorpéni
rovnovaze, (Lg)

vh = objem podilu, ve kterém je latka stanovovéna,
3
(cm”)

A, = procento adsorpce odpovidajici Casovému

intervalu Az, , (%)

A = procento adsorpce v adsorpcni rovnovaze

€q

DESORPCE (%)
Casem 7, v némz se zahdji experiment pro studium desorpéni kinetiky, je okamzik,
kdy je co nejvetsi objem roztoku zkousené latky (po dosazeni adsorpéni rovnovahy)
nahrazen stejnym objemem 0,01M roztoku CacCl,.
a) Paralelni metoda
V case t; se zméii mnozstvi zkouSené latky ve vodné fazi odebrané ze
zkuSebni naddoby i (V') a desorbované mnozstvi se vypocte z rovnice:

My (1) = mdes(f)( j Moy (13)

V desorpéni rovnovaze plati, Ze t; = teq, a tedy m’®(¢,)= m’%(eq).

vod vod

Mnozstvi zkuSebni latky desorbované bé¢hem casového intervalu (Az,) je
déano rovnici:

i—1
Mg (AL) = migy (1) = D My () (14)
=1

Procento desorpce se vypocte takto:

— v ¢ase t; z rovnice:
des

d(t)
D = My -100(%
f,- adS(eq) ( ) (15)

— a béhem casového intervalu ( Az, ) z rovnice:

des
vod (At )
=02 100( % 16
At, ads (eq) ( 0) ( )
kde:
D, = procento desorpce v Case t;, (%)
D, = procento desorpce za Casovy interval At,, (%)
me (t,) = mnozstvi zkousené latky desorbované v Case #;, (ug)

me (At mnozstvi zkousené latky desorbované béhem

vod



¢asového intervalu At,, (ng)

mnozstvi zkouSené latky analyticky zmétené v Case

ti vroztoku o objemu V', ktery byl odebrin

k analyze, (ng)

m, = mnozstvi latky, které zbylo (aniz se adsorbovalo) po
ustaveni adsorpéni rovnovahy, a to v disledku

nekvantitativni vymeény objemu vodné faze, (ug)

mies (t,)

ads Vy =V,
Mgy = mvﬁd(eq)-[—‘) B ] (17)
4
m*® (eq) = mnozstvi zkouSené latky v roztoku v adsorpéni
rovnovaze, (Lg)
Vr = objem supernatantu odebrané¢ho ze zkuSebni nddoby

po dosazeni adsorpéni rovnovahy a nahrazeného
stejnym objemem 0,01M roztoku CaCl, (cm’)

v = objem roztoku odebraného ze zkusebni nadoby (i) ke
stanoveni zkouSené latky v experimentu pro studium
desorpéni kinetiky (cm”).

Hodnoty procenta desorpce D, nebo D,, (podle potieb studie) se vynesou

proti ¢asu a stanovi se doba, po niz se ustavila desorp¢éni rovnovéha.

Sériova metoda

V nasledujicich rovnicich je zohlednéno, Ze byla pii predchéazejici studii
adsorpce provadéna méfeni zkousené latky v malych podilech v* vodné faze

(sériova metoda v bod¢ 1.9 Provedeni zkousky) Predpoklada se, ze a) objem
supernatantu odebraného ze zkuSebni nadoby po experimentu pro studium
adsorp¢ni kinetiky byl nahrazen stejnym objemem 0,01M roztoku CaCl,
(Vr) a b)celkovy objem vodné faze v kontaktu spidou (V1) béhem
experimentu pro studium desorpéni kinetiky zlistavd konstantni a je déan
rovnici:

Vo=V, -3 () ()

V case t;:
mnoZstvi zkousené latky se méii v malych podilech (v)) a desorbované
mnozstvi se vypocte z ndsledujici rovnice:
. D
(VT —(1 —l)~va )

V.
mdes £) = mdes £)- 7T _mA . 19
vod( z) m ( z) VD vod VT ( )

a

v desorpéni rovnovaze plati, e ¢; = teq, a tedy m’S (t,) = m™ (eq)

vod vod
— procento desorpce D, se vypocte z nasledujici rovnice:
des
t
D, =2t 100(%) (20)
m;=(eq)



Za Casovy interval (At,):
Pro kazdy ¢asovy interval se desorbované mnozstvi latky vypocte takto:
— pro prvni ¢asovy interval Az, =t —tg

Myoq (Afy) = m®%¢)[v ] Mg a mS () =m (eq)—m(At) (21)

— pro druhy casovy interval A¢, =t —t;

mS(AL) = mi (1) ( ] s (Ag)- —(VV_T | g, —(VTV_T )
mee (t,) = mi* (eq) — | misy (At) +miy(AL,) | 22)
pro n-ty Casovy interval At, =, —tn
mee (AL) =| m(t,)- (Z J mt (VT _(’:/T_l)"’?) _FTZ_’; (VT _(’;T_i)"’f) m® (At
() =m eq)— D m(Ar) 23)

i=1, n#l

Procento desorpce za kazdy casovy interval D, se nakonec vypocte
z nasledujici rovnice:
des (At)

Pod -100( %
ey %) (24)

Af,- ads

zatimco procento desorpce (D, ) v €ase ¢ je dano rovnici:

i
des / -
M4 (J) des
t.
D, = B 0= i 100(%) )
’ » (€q) (eq)
pfi¢emz jsou vyse pou21te veli¢iny deﬁnovany takto:
me= (AL), m® (AL), ..., my*® (At,) =  mnozstvi latky, ktera  zastala

adsorbovand na pudé po casovych
intervalech A, At,,...,At,, (Lg)

mnozstvi latky desorbované za Casové
intervaly At, At,,...,At,, (Lg)

mnozstvi latky namétené v podilu v?
v okamzicich ¢4, ta, ..., t,, (Lg)

des des des
mvc():; (Atl )’ mvzzl (Atz )7 R mv:j:l (Atn )

(1), m (1), s I (1,)

Vr = celkovy objem vodné faze v kontaktu
spudou béhem experimentu pro
studium desorpéni kineticky
provedeného sériovou metodou (cm®)

My = mnozstvi latky, které zbylo (aniz se

adsorbovalo) po ustaveni adsorpcni



rovnovahy, a to v dasledku
nekvantitativni vymény objemu vodné

faze, (ng)

Myoa = . o4 (€q) (26)
[Vo -2 (i)]
i=1
Vr = objem supernatantu odebraného ze
zkuSebni nadoby po dosazeni adsorpéni
rovnovahy a nahrazen¢ho stejnym
objemem 0,01M roztoku CaCl, (cm?)
VP = objem alikvotu odebrané¢ho k analyze
ze zkuSebni nadoby (i) béhem
experimentu pro studium desorpéni
kineticky =~ provedeného sériovou
metodou
v <0,02-V, (27)
DODATEK 6
ADSORPCE - DESORPCE V PUDACH: FORMULARE PRO PREDLOZENI
DAT
Zkousena latka:
Zkusebni ptuda:
Podil suSiny v ptad€ (105 °C, 12 )i .o %
035 ] °C
Pouzitelnost analytické metody
Navazka pudy g
Ptda: sucha hmotnost g
Objem roztoku CaCl, cm’

Nomindlni koncentrace pfipraveného roztoku pgrem”

Analytickd koncentrace pfipraveného roztoku pgem

Podstata pouzité analytické metody:
Kalibrace analytické metody:




ZkouSena latka:

Zkusebni ptuda:

Pouzita metodika analyzy:

Neptima o
Ptima o
Adsorpc¢ni zkouSka: zkuSebni vzorky

Paralelni o

Sériova O

Symbol

Jednotky

Cas
(v prabchu
ustavovani
rovnovahy)

Cas
(v prubéhu
ustavovani
rovnovahy)

Cas
(v pribéhu
ustavovani
rovnovahy)

Cas
(v pribéhu
ustavovani
rovnovahy)

Zku$ebni nadoba

C

Navazka pudy —

(e}

Pada: sucha Mpida g
hmotnost

Objem vody Vip cm’
v navazce pudy
(vypocteny)

Objem 0,01M cm’
roztoku CaCl,
pouzitého

k uvedeni do
rovnovahy

s pudou

Objem zéasobniho cm’
roztoku

Celkovy objem Vo cm
vodné faze
v kontaktu
s pidou

Pocatecni Co pgem’
koncentrace
zkouseného

roztoku

Mnozstvi my ug
zkousen¢ latky na
zacatku zkousky

Po protiepavani a centrifugaci

Nepiima metoda

Paralelni metoda

Koncentrace pg-em™
zkousené latky ve
vodné fazi, po
korekei na slepy

pokus

@)

vod

Sériova metoda

S A ads
Naméfené mi(t) | ke
mnozstvi
zkousené latky

v podilu V*

Prima metoda

Mnozstvi
zkousené latky
adsorbované na
pudé

me() | Mg

Vypocet adsorpce




Adsorpce A %
AAt %

Stfedni hodnota

Adsorpéni Ky cm’- g !

koeficient

Stfedni hodnota

Adsorpéni Kou cm™ g’

koeficient

Stfedni hodnota




ZkouSena latka:

Zkusebni ptuda:
Podil susiny v pade (105 °C, 12 h)iueiniiiiiii e %
05 °C
Adsorpc¢ni zkouska: slepy pokus a kontrolni vzorky

Symbol | Jednotky Slepy Slepy Kontrolni

pokus pokus vzorek

Zkusebni nadoba ¢.
Navazka ptudy g 0 0
Mnozstvi vody v navazce pudy cm’ — | —
(vypoctené)
Ptidany objem 0,01M roztoku CaCl, cm’
Pfidany objem zasobniho roztoku cm’ 0 0
zkuSebni latky
Celkovy objem vodné faze (vypocteny) cm’ — | —
Pocatecni hodnota zkuSebni latky ve pgem”
vodné fazi

Po protrepavani a centrifugaci

Koncentrace ve vodné fazi |

[ pgem” |

Poznamka: Podle potieby lze pfidat sloupce.




Zkousena latka:
Zkusebni ptuda:

Mnozstevni bilance

| Symbol | Jednotky

Zku$ebni nadoba ¢.

Navazka pudy — g
Ptida: sucha hmotnost M pisda g)
Objem vody v navazce pudy Vip ml
(vypocteny)

Objem 0,01M roztoku CaCl, ml
pouzitého k uvedeni do rovnovahy

s pudou

Objem zésobniho roztoku cm’
Celkovy objem vodné faze Vo cm’
v kontaktu s piidou

Pocatecni koncentrace zkouseného Co pgem’
roztoku

Cas (v pribéhu ustavovani — h
rovnovahy)

Po protiepavani a centrifugaci

S A 14 ads . -3
Koncentrgce zkousené latky ve C™ (eq) pg-em
vodné f4zi v adsorpcni rovnovaze,
po korekci na slepy pokus

Rovnovazny cas teq h
Prvni pridani rozpoustédla

Odebrany objem vodné faze Viec cm’
Ptidany objem rozpoustédla AV cm’

Prvni extrakce rozpoustédlem
Velikost signalu métidla pti SEi razné
analyze rozpoustédla
Koncentrace zkousené latky Cgi pg-em”
v rozpoustédle
Mnozstvi latky extrahované z pidy Mg ug

a stén nadoby

Druha extrakce rozpoustédlem

Odebrany objem rozpoustédla AV iom cm’
Pfidany objem rozpoustédla AV cm’
Druha extrakce rozpoustédlem
Velikost signalu métidla pti Sk ruzné
analyze rozpoustédlové faze
Koncentrace zkousené latky Cr pg-em”
v rozpoustédle
Mnozstvi latky extrahované z pudy Mg ug
a stén nadoby
Celkové mnozstvi zkousené latky mg ug

extrahované ve dvou krocich

Hmotnostni bilance MB %




Zkousena latka:
Zkusebni ptuda:

Adsorp¢ni isothermy

Symbol | Jednotky
Zkusebni nadoba ¢.
Navazka pudy — g
Puda: sucha hmotnost E g
Objem vody v navazce pudy Vip cm’
(vypocteny)
Objem 0,01M roztoku CaCl, cm’
pouzitého k uvedeni do rovnovahy
s pudou
Pfidany objem zasobniho roztoku cm’
Celkovy objem vodné faze Vo cm’
v kontaktu s piidou (vypocteny)
Koncentrace roztoku Co ugem”
Cas (v pribéhu ustavovani — h
rovnovahy)

Po protiepavani a centrifugaci

Konceptrace latky ve vodné fazi, po | C% (eq) pgem™
korekci na slepy pokus

Teplota °C

Adsorbované mnozstvi na jednotku Csds (eq) | M gg’
mnozstvi piidy

Regresni analyza:
hodnota K*:

hodnota 1/n:
regresni koeficient °:




ZkouSena latka:

Zkusebni ptuda:

Podil susiny v ptide (105 °C, 12 h):o. oo %
1S 0] (0] 7 °C
Pouzitd metodika analyzy: Neptima o Paralelnic  Sériova O

Desorp¢ni zkouska

Symbol | Jednotky | Casovy | Casovy | Casovy | Casovy
interval | interval | interval | interval

Cislo zkusebni nadoby z adsorp&niho

experimentu

Mnozstvi latky adsorbované na pudé m:* (eq) ug
v adsorpéni rovnovaze

Odebrany objem vodné faze Vr cm’
nahrazeny 0,01M CaCl,

Celkovy objem vodné faze PM Vo cm’
v kontaktu s pidou SM Vy cm’
Mnozstvi latky, které zbylo (aniz se m?, ug

adsorbovalo) po ustaveni adsorpéni
rovnovahy, a to v disledku
nekvantitativni vymény objemu

vodné faze
Desorp¢éni kinetika
Naméfené mnoZzstvi latky desorbovane | ;% (¢,) ug
z pudy v Case ¢;
Objem roztoku odebrany ze PM Vi cm’

zkuSebni nadoby (i) pro méfeni
zkousené latky

SM yP cm

a

MnoZstvi latky desorbované z pidy | m (z,) ug
v Case t; (vypoctené)

Mnozstvi latky desorbované z piidy | m(At,) ug
béhem casového intervalu
A, (vypoctené)

Procento desorpce

Desorpce v Case ¢; D %
I
Desorpce za Casovy interval At D,, %
Zdanlivy desorpéni koeficient Kes

PM: paralelni metoda
SM: sériova metoda



XIX. METODA PRO STANOVENI ODHADU ADSORPCNIiHO
KOEFICIENTU (Kou) PRO PUDY A CISTIRENSKE KALY
VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII (HPLC) -
metoda C.19 podle prilohy smérnice 2001/59/ES

XIX.1 METODA
Tato metoda je replikou metody OECD TG121 (2000).

XiX.1.1 UVOD
Sorpéni chovani latek v pidach a v Cistirenskych kalech miize byt
popséano parametry experimentalné stanovenymi zkuSebni metodou C.18.
Dilezitym parametrem je adsorpéni koeficient, ktery je definovan jako
pomér koncentrace latky v pidé nebo kalu a koncentrace latky ve vodné
fazi vrovnovaze. Adsorpéni koeficient normalizovany na obsah
organického uhliku vpidé¢ K,, je uzitecnym ukazatelem schopnosti
chemické latky véazat se na organické latky v ptidé a v Cistirenském kalu a
umoziuje porovnat rizné chemické latky. Tento parametr 1ze odhadnout
z korelace s rozpustnosti ve vodé¢ a srozdélovacim koeficientem
oktanol/voda (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).
Experimentalni metoda popsana v této zkouSce pouzivd k odhadu
adsorpéniho  koeficientu K,, vpadé a v Cistirenskych kalech
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (8). Tyto odhady jsou
spolehlivéjsi nez odhady z vypocti pomoci metodiky QSAR (Quantitative
Structure Activity Relationship) (9). Jako metoda zalozend na odhadu
nemuze plné nahradit nasadové experimenty stanoveni
adsorp¢ni/desorpéni rovnovahy podle metody C.18. Odhady K, vSak
mohou byt wuzitekné pro volbu vhodnych parametri  pro
adsorp¢ni/desorpéni studie podle zkuSebni metody C.18, a to vypoctenim
K4 (distribuéniho koeficientu) nebo Ky (Freundlichova adsorp¢niho
koeficientu) z rovnice 3 (viz bod 1.2).

XIX.1.2 DEFINICE
K4: Distribuéni koeficient je definovan jako pomér rovnovaznych
koncentraci C rozpusténé latky ve dvoufazovém systému skladajicim se ze
sorbentu (pida nebo Cistirensky kal) a vodné faze; je bezrozmérny, jsou-li
koncentrace v obou fazich vyjadfeny jako hmotnostni podily. Je-li
koncentrace ve vodné fazi vyjadiena v jednotce hmotnosti na jednotku
objemu, je jednotkou ml-g”. K4 se miZe ménit s vlastnostmi sorbentu a
muZe zaviset na koncentraci.

C,
K, =—2%  nebo G (1)
Cvod Cvod
kde:
Coida = koncentrace zkousené latky v pidé v rovnovéaze (pg-g™)
Cya = koncentrace zkouSené latky v kalu v rovnovaze (ug-g )
Ciod = koncentrace zkouSené latky ve vodné fazi v rovnovaze
-1 -1
(ngg , pgml™).

Ky: Freundlichtiv adsorpéni koeficient je definovan jako koncentrace
zkousené latky v pudé nebo v Cistirenském kalu (x/m), je-1i rovnovazna
koncentrace Cyoq ve vodné fazi rovna jedné; vyjadiuje se v ug na gram
sorbentu. Hodnota se miize ménit s vlastnostmi sorbentu.

1
log£= log K +—-logC,, (2)
m n



XIX.1.3

kde:

x/m = mnozstvi zkousené latky x (ng) adsorbované
v rovnovaze na ur¢itém mnozstvi sorbentu m (g)
I/n = smérnice Freundlichovy adsorpéni isothermy
Cyod = koncentrace zkousené latky ve vodné fazi v rovnovaze
(ng'ml™)
Pii C,pu=1: logK, = logi
m

K,,: Distribu¢ni koeficient (K4) nebo Freundlichiiv adsorpéni koeficient
(Kr) normalizovany na obsah organického uhliku (f,,) Vv sorbentu;
zejména u nedisociujicich chemickych latek je pfibliznym ukazatelem
miry adsorpce latky na sorbentu a umoziiuje provést porovnani riaznych
chemickych latek. V zavislosti na rozméru K4 a Ky mize byt K,
bezrozmérny nebo mize byt jeho jednotkou ml . g' nebo pg . g’
organického materialu.
K, . -1 Ky -1

K, =—% (bezrozmérny nebo v ml-g") nebo — (ug-g™) (3)

ou
ou ou

Vztah mezi K,, a K4 neni vzdy linearni, hodnoty K,, se mohou pro
jednotlivé ptidy ménit, avSak jejich kolisani je ve srovnani s hodnotami K4
nebo Kr silné omezeno.

Adsorpéni koeficient (K,,) lze odecist pomoci kapacitniho faktoru (£')
z kalibracni  kiivky logk' versus log K, pro vybrané referencni
slouceniny.

k= 4)

kde:

tr:  retencni Casy zkouSené a referencni latky pro HPLC (min)

to: mrtva doba HPLC (min) (viz bod 1.8.2).

P,,: Rozdélovaci koeficient oktanol/voda je definovan jako pomér
koncentraci rozpusténé latky v n-oktanolu a ve vodé; je bezrozmérny.

C
B) L= (;ktaml (: Kov) ( 5)

voda

REFERENCNI LATKY

Pie pouzitim metody by mély byt zndmy strukturni vzorec, Cistota a
disocia¢ni konstanta (podle potieby). Uzite¢né jsou informace o
rozpustnosti ve vod¢ a v organickych rozpoustédlech, o rozdélovacim
koeficientu oktanol-voda a o chovani pii hydrolyze.

Maji-li byt uvedena do korelace naméfena retenni data z HPLC pro
zkousSenou latku a jeji adsorpéni koeficient, musi byt vytvoien kalibra¢ni
graf log K,, versus log k'. Pouzije se minimalné Sest referencni bodd,
alespon po jednom nad a pod ocekavanou hodnotou pro zkouSenou latku.
Spravnost metody se vyznamné zlep$i, budou-li pouZity referencni latky
strukturné ptibuzné se zkousenou latkou. Nejsou-li takova data znama,
ponechdva se na experimentatorovi, aby vybral vhodné kalibracni latky.
V takovém piipadé by méla byt vybrana obecnéj$i sada strukturné
heterogennich latek. Latky a hodnoty K,,, které mohou byt pouzity, jsou



XIX.1.4

XIX.1.5

uvedeny v dodatku, a to v tabulce 1 pro Cistirensky kal a v tabulce 3 pro
pudu. Volba jinych kalibra¢nich latek by méla byt zdlivodnéna.
PODSTATA ZKUSEBN{ METODY

HPLC se provadi na analytickych kolonach plnénych komeréné
dostupnym kyanopropylem jako pevnou fazi, obsahujicim lipofilni a
polarni slozky. Pouzije se mirn¢ poldrni staciondrni fdze na silikagelové
matrici:

-0-Si —CH; -CH,-CH; —CN
silikagel nepolarni spacer poléarni slozka

Podstata zkuSebni metody je obdobnd jako ve zkuSebni metodé¢ A.8
(rozdélovaci koeficient, metoda HPLC). Pii prichodu kolonou v mobilni
fazi zkousSena latka interaguje se stacionarni fazi. V disledku rozdélovani
mezi mobilni a stacionarni fazi se postup zkousené latky zpomaluje. Dvoji
sloZeni stacionarni faze s polarnimi a nepoldrnimi skupinami umoziuje,
aby polarni a nepolarni skupiny molekuly interagovaly podobnym
zpusobem, jako je tomu u organického materidlu v padé nebo
Cistirenském kalu. To umozniuje stanovit vztah mezi retenénim ¢asem na
kolon¢ a adsorpcnim koeficientem na organickém materialu.

Na sorp¢éni chovani zejména u polarnich latek ma vyznamny vliv pH.
V piipadé zemédélskych pid nebo nadrzi s Cistirenskymi kaly se pH
normalné pohybuje od pH 5,5 do 7,5. U disociujicich latek se ve vhodném
pufratnim roztoku provedenou dvé zkousky, a to jak s disociovanou
formou, tak snedisociovanou formou, avSak pouze v pfipadé, ze
v rozmezi pH 5,5 az 7,5 disociuje alespon 10 % zkouSené slouceniny.
Vzhledem k tomu, Ze se k hodnoceni pouZije pouze vztah mezi retenci na
kolon¢ HPLC a adsorpcnim koeficientem, neni nutné zddna kvantitativni
metoda, nybrz pouze stanoveni reten¢niho ¢asu. Je-li k dispozici vhodna
sada referenc¢nich latek a Ize-li realizovat standardni experimentalni
podminky, je metoda rychlym a ¢innym zptisobem odhadu adsorpcniho
koeficientu K.

POUZITELNOST ZKOUSKY

Metoda HPLC je pouzitelna pro chemické latky (radioizotopove znacené i
neznatené), pro néz je kdispozici vhodny detekéni systém
(napft. spektrofotometr, detektor radioaktivniho zafeni) a jez jsou po dobu
experimentu dostatecné stabilni. Mlze byt zvlasté uzite¢na pro chemické
latky, jejichz studium je v jinych experimentalnich systémech obtizné (tj.
pro t€kavé latky, které nejsou rozpustné ve vodé v koncentraci, kterou lze
analyticky méfit, pro latky s vysokou afinitou k povrchu inkubaénich
systémtll). Metoda muize byt pouzita pro smési, které davaji nerozliSitelny
elucni pés. V takovém piipad¢ se stanovi horni a dolni meze hodnot
log K,y pro slou€eniny pfitomné ve smési.

Pti interpretaci vysledktt HPLC mohou n€kdy ptisobit problémy necistoty.
Jejich vliv je vSak maly, nebot' zkouSené latky lze jasné analyticky
identifikovat a od necistot oddélit.

Metoda je validovana pro latky uvedené v tabulce 1 v dodatku a byla
rovnéz pouzita u fady jinych chemickych latek znasledujicich
chemickych tfid:



XIX.1.6
XIX.1.6.1

XIX.1.6.2

XIX.1.6.3

— aromatické aminy (napf. trifluralin
(1-(dipropylamino)-2,6-dinitro-4-(trifluormethyl)benzen),
4-chloranilin, 3,5-dinitroanilin, 4-methylanilin, N-methylanilin,
I-nafylamin),

— estery aromatickych karoxylovych kyselin (napf. methyl-benzoat,
ethyl-3,5-dinitrobenzoét),

— aromatické uhlovodiky (naptf. toluen, xylen, ethylbenzen,
nitrobenzen),

— estery aryloxyfenoxypropanové kyseliny (napt. 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 (napf. azinfos-methyl, disulfoton,
fenamifos, isofenfos, pyrazofos, sulprofos, triazofos),

—  fenoly (napft. fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, pentachlorfenol,
2,4,6-trichlorfenol, 1-naftol),

—  derivaty fenylmocoviny (napf. isoproturon, monolinuron,
pencykuron),

—  pigmentova barviva (napf. Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct
Red 81),

—  polyaromatické uhlovodiky (napf. acenaften, naftalen),

—  1,3,5-triazinové herbicidy (napf. prometryn, propazin, simazin,
terbutryn),

— triazolové derivaty (napf. tebukonazol, triadimefon, tradimenol,
triapenthenol).

Metoda neni pouzitelna u latek, které reaguji s eluentem nebo stacionarni

fazi. Neni rovnéZ pouzitelnd u latek, které interaguji specifickym

zpisobem s anorganickymi slozkami (napf. tvoii klastrové komplexy

s mineraly jilu). Metoda nemusi byt pouzitelnd u povrchové aktivnich

latek, anorganickych latek a mirnych nebo silnych organickych kyselina a

zasad. Lze stanovit K, s hodnotami log K, od 1,5 do 5,0. Disociujici

latky musi byt méteny s pufrovanou mobilni fazi, avSak je tfeba dbat na to

aby nedoslo ke srazeni slozek pufru nebo zkousené latky.

KRITERIA JAKOSTI

Spravnost

Obvykle lze adsorpéni koeficient zkouSené latky stanovit v rozmezi

+0,5 fadu hodnoty stanovené néasadovou rovnovdznou metodou (viz

tabulka 1 v dodatku). Vys$$i miry spravnosti 1ze dosahnout, jsou-li pouzité

referencni latky strukturné ptibuzné se zkousenou latkou.

Opakovatelnost

Stanoveni se provedou alesponn dvojmo. Hodnoty log K,, ziskané

z jednotlivych méfeni by mély leZet v rozmezi +0,1.

Reprodukovatelnost

Dosud ziskané zkuSenosti s pouzitim metody svédéi o jeji validite.

Oveétovani metody HPLC za pouziti 48 latek (pfevazné pesticidll), u nichz



XIX.1.7
XIX.1.7.1

XIX.1.7.2

XIX.1.7.3

XIX.1.7.4

XIX.1.8
XIX.1.8.1

XIX.1.8.2

byla k dispozici spolehlivd data o K,, vpid¢, vedlo ke korelacnimu
koeficientu R = 0,95 (10, 11).

Pro zlepSeni a validaci metody bylo proveden mezilaboratorni test
za Ucasti 11 laboratofi (12). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2 v dodatku.
POPIS ZKUSEBN{ METODY

Predbézny odhad adsorpcniho koeficientu

Rozdélovaci pomér oktanol-voda P,z (=Kow) a do urCit¢ miry i
rozpustnost ve vodé mohou byt pouzity jako indikatory rozsahu adsorpce
zejména u nedisociujicich latek a mohou tedy byt pouzity pro jeho
pfedbézné nalezeni. Pro rtizné skupiny chemickych latek byla publikovéna
fada uzitecnych korelaci (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7).

Pristroje a pomiicky

Nezbytnym vybavenim je kapalinovy chromatograf vybaveny bezpulsnim
Cerpadlem a vhodnym detekénim zafizenim. Doporucuje se pouZzivat
nastiikovy ventil se vstfikovaci smyckou. Pouzije se komercni
kyanopropylové chemicky vdzané pryskyfice na silikagelu (napt. Hypersil
a Zorbax CN). Mezi nastfikem a analytickou kolonou miize byt umisténa
ochrannd ptedkolona ze stejného materidlu. Kolony od riznych
dodavateli se mohou podstatné 1iSit, pokud jde o ucinnost. Pro orientaci
by mély byt dosazeny nasledujici kapacitni faktory: log k' > 0,0 pro
log Kou=3,0 a logk'>04 pro logKe =2,0 pii pouziti smési
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 ptipravé elu¢niho rozpoustédla se pouzije methanol a voda nebo
citratovy pufr ¢istoty pro HPLC. Smés se pied pouzitim odplyni. Méla by
byt provedena isokratickd eluce. Nevyhovuje-li smés methanol/voda, 1ze
vyzkouSet smési jinych organickych rozpoustédel s vodou, napf.
ethanol/voda nebo acetonitril/voda. U disociujicich sloucCenin se
doporucuje pouziti pufracniho roztoku ke stabilizaci pH. Je nezbytné dbéat
na to, aby nedoslo ke srazeni soli a naruSeni kolony, ke kterému dochézi u
nékterych smési organické faze s pufraénim roztokem. Nesmi byt pouZzity
zadné prisady, jako jsou iontové parova cinidla, nebot mohou ovlivnit
sorpcni vlastnosti stacionarni faze. Takové zmény staciondrni faze mohou
byt nevratné. Z tohoto diivodu musi byt experimenty s pouzitim piisad
provadény na zvlastnich kolonéch.

Rozpousténé latky

ZkuSebni a referencni latky se rozpusti v mobilni fazi.

PROVEDENI ZKOUSKY

ZkuSebni podminky

Béhem méfeni se zaznamenava teplota. Pro zajisténi konstantnich
podminek béhem kalibrace a predbéznych meéfeni a b&hem méteni
zkousené latky se velmi doporucuje pouziti kolony s regulaci teploty.
Stanoveni mrtvé doby ¢,

Pro stanoveni mrtvé doby lze pouzit dvé rizné metody (viz také bod 1.2).

XIX.1.8.2.1 Stanoveni mrtvé doby ty pomoci homologické rady



Je ovéfeno, Ze tato metoda poskytuje spolehlivé a standardisované
hodnoty #¢. Podrobnosti viz zkuSebni metoda A.8: Rozdé€lovaci koeficient
(n-oktanol/voda ) metodou za pouziti HPLC.

XIX.1.8.2.2 Stanoveni mrtvé doby t) pomoci inertnich latek, které nejsou kolonou

XIX.1.8.3

XIX.1.8.4

XIX.2

XIX.3

zadrzovany
Tato technika je zaloZena na nésttiku roztokli formamidu, mocoviny nebo
dusi¢nanu sodného. Méfeni se provedou alespont dvojmo.
Stanoveni retencnich ¢asu 7g
Referencni latky se vyberou tak, jak je uvedeno v bod¢ 1.3. Pro stanoveni
jejich retenénich ¢asit mohou byt nastfiknuty jako smésny standard za
pfedpokladu, ze je ovéfeno, ze retencni Cas zadného referencniho
standardu neni ovlivilovan pfitomnosti jinych referenc¢nich standardd.
Kalibrace by méla byt provadéna pravidelné, alespon dvakrat denné, aby
se zachytily necekané zmény Ucinnosti kolony. Nasttiky pro kalibraci by
mély byt provadény nejlépe pred nastiikem zkousené latky a po ném, aby
se ovéfilo, Ze nedoSlo ke zméné retencnich Casi. ZkouSené latky se
nastiiknou oddélen¢ v co nejmensich mnozstvich (aby se kolona
nezahltila) a stanovi se jejich reten¢ni Casy.

S cilem zvysit davéryhodnost méfeni musi byt provedena alespon

opakovana stanoveni. Hodnoty log K, ziskané z jednotlivych méteni by

mély lezet v rozmezi £0,25.

Hodnoceni

Kapacitni faktory &' se vypoctou z mrtvé doby #y a retencnich cast tr

vybranych referen¢nich latek podle rovnice 4 (viz bod 1.2). Hodnoty

log k' referencnich latek se poté vynesou proti jejich hodnotdm log K,y

z nasadovych rovnovaznych experimentti uvedenych v tabulkdch 1 a 3

v dodatku. Z této kiivky se poté pomoci hodnoty log k' zkousené latky

odecte jeji hodnota log K. Je-li z aktudlnich vysledkt zfejmé, ze hodnota

log Kou lezi mimo obor kalibracni kiivky, zkouska se opakuje

s vhodnéjSimi referencnimi latkami.

DATA A ZPRAVY

Zprava musi obsahovat nasledujici informace:

— identita zkouSen¢ latky a referencnich latek, jejich Cistota a podle
potieby hodnoty pK,,

—  popis zafizeni a pracovnich podminek, napf. typ a velikost
analytické (a ochranné) kolony, detek¢ni zatizeni, mobilni faze
(pomér slozek a pH), rozpéti teploty béhem méteni,

—  mrtva doba a pouzité¢ metody jejiho stanoveni,

—  mnozstvi zkousené latky a referen¢nich latek zavedenych do kolony,

— reten¢ni Casy referencnich sloucenin pouzitych ke kalibraci,

—  charakteristiky proloZené regresni kiivky (log k' versus log K,,) a
graf regresni kiivky,

—  primérnd retencni data a odhad hodnoty log K, zkousené
slouceniny.

—  chromatogramy.
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DODATEK
TABULKA 1

Porovnani hodnot K,, pro pudy a ¢istirenské kaly a hodnot vypoctenych

skreeningovou metodou s HPL.C 1,2

. Log K., pro| Log K, Log K. Log K,
Latka Cislo CAS | distirenské | pomoci A . | pomoci A

kaly HPLC propidy | “ppy o
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 85-01-8 435 3,72 0,63 4,09 3,52 0,57
Fenyl-benzoat 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




y Log Ko, pro | Log K, Log K. Log Ko,
Latka Cislo CAS | cistirenské | pomoci A . | pomoci A
kaly HPLC propidy | “ypy
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

W. Kordel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997). Application of the HPLC-screening method for
the determination of the adsorption coefficient on sewage sludges. Chemosphere, 35(1/2),

str. 121-128.

organic substances on sewage sludges. Chemosphere, 35 (1/2), str. 107-119.

TABULKA 2

W. Kérdel, D. Hennecke, C. Franke (1997). Determination of the adsorption-coefficients of

Vysledky mezilaboratorniho porovnavaciho testu provedeného za i¢elem
zlepSeni a validace metody s HPLC (11 ziiéastnénych laboratoii)'

, . Log Ko Koy Log K,
Latka Cislo CAS (OECgD 106) Metoda zaloilné na HPLC
Atrazin 1912-24-9 181 78+ 16 1.89
Monuron 150-68-5 1.99 100 = 8 2.00
Triapenthenol 77608-88-3 2,37 292 + 58 2,47
Linuron 330-55-2 2,59 465+ 62 2.67
Fenthion 55-38-9 331 2062 £ 648 331

' W.Kérdel, G. Kotthoff, J. Miiller (1995). HPLC-screening method for the determination of the
adsorption coefficient on soil-results of a ring test. Chemosphere, 30(7), str. 1373-1384.

TABULKA 3

Referen¢ni latky doporucené pro skreeningovou metodu s HPLC na zakladé
adsorp¢nich dat pro pidu

Referenc¢ni latka Cislo CAS Logaritmy Pocet Logaritmus Zdroj
stfednich hodnot K, | smérodatné
hodnot odchylky
z nasadové
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)
Methylbenzoat 93-58-3 1,80 4 1,08 a)
Atrazin 1912-24-9 1,81 3 1,08 c)
Isoproturon 34123-59-6 1,86 5 1,53 c)
3-Nitrobenzamid 645-09-0 1,95 3 1,31 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)
Methiokarb 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)
v-HCH (lindan) 58-89-9 3,23 5 2,94 a)




Fenthion 55-38-9 3,31 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 9)
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 4,89 4 4,46 a)
12270-13-2
DDT 50-29-3 5,63 1 — b)
a) W. Kordel, J. Miiller (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¢) Data pos

kytnuta primyslem.

XX. METODA PRO STANOVENiI TOXICITY PRO REPRODUKCI U

DAPHNIA

XX.1

XX.1.1

XX.1.2

MAGNA_— metoda C.20 podle prilohy smérnice 2001/59/ES

METODA

Tato zkouska toxicity pro reprodukei je replikou metody OECD TG 211
(1998).

UvVOD

Hlavnim cilem zkouSky je posoudit u€inky chemickych latek na
reprodukéni schopnost druhu Daphnia magna.

DEFINICE A JEDNOTKY

Mate¢né organismy: dafnie samiciho pohlavi, které jsou pfitomné na
zacatku zkousky a jejich reprodukcni schopnost je predmétem studie.
Potomstvo: mladé dafnie pochdzejici z matecnych organismi v pribéhu
zkousky.

Nejnizs$i koncentrace s pozorovanymi ucinky (lowest observed effect
concentration, LOEC): je nejnizsi zkouSena koncentrace, pfi niz je pro
danou expozi¢ni dobu pozorovan statisticky vyznamny uc¢inek latky na
reprodukci a na mortalitu mateCnych organismid (na Urovni
pravdépodobnosti faleSné pozitivniho hodnoceni p <0,05) ve srovnani
s kontrolni skupinou, v pribéhu stanovené expozicni doby. Vsechny
zkousSené koncentrace vy$si nez LOEC musi mit stejné nebo vaznéjsi
Skodlivé ucinky, nez ucinky pozorované pii koncentraci LOEC. Nelze-li
tyto dvé podminky splnit, musi podrobné vysvétleno jak byla LOEC (a
tedy i NOEC) zvolena.

Koncentrace bez pozorovanych uclinka (no observed effect
concentration, NOEC): je zkuSebni koncentrace bezprostfedné nizsi nez
LOEC, ktera pfi srovnani s kontrolni skupinou nema pro danou expozicni
dobu statisticky vyznamny uc¢inek (p < 0,05).

ECy: je koncentrace zkouSené latky rozpusténé ve vodé, kterd pro danou
expozi¢ni dobu vede k x% snizeni reprodukce dafnii Daphnia magna.
Imanentni riast populace: je mira ristu populace, v niz je zahrnuta
reprodukéni schopnost a mortalita specificka z hlediska stati (20, 21, 22).
V ustaleném stavu bude nulovy. Pro rostouci populaci bude kladny a pro
snizujici se populaci bude zaporny. Je zfejmé, ze pii zaporném rustu nelze
druh zachovat a nakonec dojde k jeho vyhynuti.

v

nikoli v$ak stanovit.




XX.1.3

XX.1.4

XX.1.5

XX.1.6

namefit.
Mortalita: organismus se zaznamena jako mrtvy, je-li nepohyblivy,
tj. neni-li schopen plavat nebo neni-li u koncetin (pfivéskll) nebo u
postabdomen pozorovan pohyb do 15s po lehkém zatfepani zkuSebni
nadobou. (Pouzije-li se jina definice, musi byt uvedena spolecné s literarni
odkazem.)
PODSTATA ZKUSEBNI METODY
Mladé samici dafnie (matecné organismy) na zacatku zkousky mladsi nez
24h se exponuji zkouSené latce pridané do vody v uréitém rozsahu
koncentraci. Zkouska trva 21 dni. Na konci zkousky se odhadne celkovy
pocet vylihnutych Zivych potomkii pochazejicich z jednoho mate¢ného
organismu, ktery piezil do konce zkousky. To znamenda, Ze nedospélé
dafnie pochazejici z dospélych dafnii, které¢ v pribéhu zkousky uhynuly,
se z odhadii vyloué¢i. Reprodukéni schopnost mate¢nych organismil Ize
vyjadiit jinym zplsobem (napf. jako pocet Zivych potomkil pochdzejicich
z jednoho mate¢ného organismu za den, a to od prvniho dne, kdy bylo
potomstvo pozorovano), ktery se vSak uvede doplikové vedle celkového
poctu nedospélych dafnii pochdzejicich z jedné mate¢né dafnie zivé na
konci zkousky. Reproduk¢éni schopnost organismli exponovanych
zkousSené latce se porovnd sreprodukéni schopnosti kontrolni skupiny
ucinky (LOEC) a tim i koncentraci bez pozorovanych ucinkii (NOEC).
Kromé¢ toho se data pokud mozno analyzuji pomoci regresniho modelu
s cilem odhadnout koncentraci, kterd vyvolava x% snizeni reprodukéni
schopnosti, (tj. ECso, EC2p 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
(napf. vliv na délku) a ptipadn¢ imanentni riist populace.
INFORMACE O ZKOUSENE LATCE
Mély by byt k dispozici vysledky zkousky akutni toxicity (viz metoda
C.2, castI) provedené u Daphnia magna. Vysledky mohou byt uzite¢né
pro volbu vhodného rozsahu zkuSebnich koncentraci ve zkouskéach
toxicity pro reprodukci. Mély by byt zndmy rozpustnost zkousené latky ve
vod¢ a tlak jejich par a méla by byt k dispozici spolehlivd analyticka
metoda kvantitativniho stanoveni latky ve zkuSebnich roztocich, a to
s dolozenym vytéZzkem a mezi stanovitelnosti.
Uzite¢nymi informacemi o zkousené latce pro ucely stanoveni zkuSebnich
podminek mohou byt strukturni vzorec, Cistota latky, stalost na svétle,
pKa, Pov a vysledky zkouSky snadné biologické rozlozitelnosti
(viz metoda C.4).
VALIDITA ZKOUSKY
Ma-li byt zkouska platnd, musi byt u kontrolni skupiny (kontrolnich
skupin) splnéna nasledujici kriteria reprodukéni schopnosti:
—  mortalita mate¢nych organismu (dafnii samiciho pohlavi) nesmi na
konci zkousky ptekrocit 20 %,
— stfedni hodnota poctu zivych potomkii pochazejicich z jednoho
mate¢ného organismu zivého na konci zkousky je > 60.
POPIS ZKUSEBNi METODY



XX.1.6.1

XX.1.6.2

XX.1.6.3

Pristroje a pomiicky

Zkusebni nadoby nebo jiné ptistroje a pomiicky, které pfijdou do styku se

zkusebnimi roztoky, by mély byt sklenéné nebo zjiného chemicky

inertntho materidlu. ZkuSebnimi nédobami jsou obvykle sklenéné
kadinky.

Krom¢ toho bude nezbytné n¢které nebo veskeré nasledujici zatizeni:

—  pfistroj pro méfeni koncentrace kysliku (s mikroelektrodou, nebo
jiny vhodny pfistroj na méfeni 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 zafizeni pro stanoveni chemické spotieby kysliku (CHSK),

— vhodné zafizeni pro ovladadni rezimu osvétleni a pro meéfeni
intenzity svétla.

Testovaci organismy

Ke zkouSce se pouzije druh Daphnia magna Straus. Jiné druhy dafnii

mohou byt pouzity, pokud spliiuji ptfipadna kritéria validity (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 a jejich pouziti musi byt zdtivodnéno.

Klon by mél byt identifikovan nejlépe uvedenim genotypu. Vyzkum

ukazal (1), Zze reprodukéni schopnost klonu A (ktery pochazi z institutu

IRCHA ve Francii) (3) stabiln¢ spliiuje kriterium validity, jimz je > 60

potomkll na preziv§i mate¢ny organismus pii kultivaci za podminek

popsanych v této metod€. Splituje-li kultura dafnii prokazatelné kriteria
validity pro tuto zkousku jsou pfiijatelné i jiné klony.

Na zacatku zkouSky musi byt dafnie 24 h staré a nesmi byt prvni generaci.

Musi pochéazet ze zdravé kultury (tj. nesmi vykazovat zndmky stresu

projevujici se vysokou mortalitou, pfitomnost jedinci sam¢iho pohlavi a

epifii, zpozdéni produkce prvnich potomki, pfitomnost jinak zbarvenych

jedinct atd.). Organismy ze zasobni kultury musi byt chovany

v podminkdch podobnych tém, které maji byt pouzity pii zkouSce

(osvétleni, teplota, médium, krmeni a pocet dafnii na jednotku objemu).

Lisi-1i se kultivaéni médium pro dafnie, které mé byt pouzito pii zkousce,

od média pouzivaného k rutinni kultivaci dafnii, doporucuje se zaradit

pied zkouSkou obvykle tfitydenni aklimatizacni obdobi (tj. v délce
odpovidajici jedné generaci), aby nedoSlo u matecnych organismi ke
stresu.

ZkuSebni médium

Doporucuje se, aby bylo vtéto zkouSce pouzito piesné definované

médium. Tim se lze vyhnout pouziti ptisad, které je obtizné

charakterizovat (napt. moiskych fas, piudy, extraktu atd.) a zvysit vyhlidky
mezilaboratorni standardizace. Jako vyhovujici pro tento ucel byla
shledana Elendtova média M4 (4) a M7. Ptijatelna jsou vSak i jind média

(napft. (5, 6)), spliyje-li pii jejich pouziti reprodukéni schopnost kultury

dafnii prokazatelné kriteria validity pro tuto zkousku.

Pouzije-li se médium, které obsahuje nedostatecné charakterizovatelné

prisady, mély by byt tyto piisady jasn¢ specifikovany a v protokolu o



XX.1.6.4

zkousce se uvedou informace o jejich slozeni, to zejména o obsahu
organického uhliku, nebot’ mize piispivat k dodavané strave. Doporucuje
se, aby byl stanoven celkovy organicky uhlik (TOC) a/nebo chemicka
spotieba kysliku (CHSK) vychozi formy organické ptisady a aby byl
odhadnut vysledny ptispévek k TOC nebo CHSK ve zkuSebnim médiu.
Doporucuje se, aby byly urovné TOC v médiu (tj. pied pfidanim fas) nizsi
nez 2 mgl™ (7).

Pti zkouSeni latek obsahujicich kovy je dilezité si uvédomit, Ze vlastnosti
zkuSebniho média (napf. tvrdost, chelatacni schopnosti) mohou mit vliv na
toxicitu latky. Z tohoto diivodu je zddouci, aby bylo médium piesné
definovano. V soucasnosti jsou vSak jedinymi piesné definovanymi médii,
o nichz je zndmo, ze jsou vhodna pro dlouhodobou kultivaci kultury druhu
Daphnia magna, Elendtova média M4 a M7. Ob¢é média obsahuji
chelata¢ni ¢inidlo EDTA. Prace (2) ukéazala, ze provadi-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 zkousSeni latek obsahujicich kovy a neméla by se pouzivat ani jina
média obsahujici ¢inidla zndma svoji chelataéni schopnosti. V piipadé
latek obsahujicich kovy se doporucuje pouzivat jiné médium, napiiklad
rekonstituovanou tvrdou sladkou vodu podle ASTM (7), ktera neobsahuje
EDTA a do niz je pfidan extrakt ztas (8). Tato kombinace
rekonstituované tvrdé sladké vody podle ASTM a extraktu zfas je také
vhodna pro dlouhodobou kultivaci druhu Daphnia magna (2) a pro
zkouSeni na tomto druhu, piestoze vykazuje slabé chelata¢ni Gc¢inky
zpusobené organickymi slozkami pfidaného extraktu z tas.

Na zacatku zkousky a vjejim pribéhu by méla byt koncentrace
rozpusténého kysliku vy3si nez 3 mg-1”. pH by mélo byt v rozmezi 6 az 9
a zpravidla by se nemélo v zadné zkouSce ménit o vice nez 1,5.
Doporuduje se tvrdost nad 140 mgI" (jako CaCOs). Ve zkougkach pii
této a vysSi tvrdosti reprodukéni schopnost prokazatelné vyhovovala
kritériim validity (9, 10).

ZkuSebni roztoky

ZkuSebni roztoky o zvolenych koncentracich se obvykle pfipravi fedénim
zasobniho roztoku. Zasobni roztoky se ptipravi nejlépe rozpusténim latky
ve zkuSebnim médiu.

Pro ptipravu vhodné koncentrované¢ho zasobniho roztoku mtize byt nékdy
nezbytné pouziti organickych rozpoustédel nebo dispergatori, méla by
vSak byt vynalozena maximalni snaha takové latky nepouzivat. Ke
vhodnym  rozpoustédlim  patii  aceton, ethanol,  methanol,
dimethylformamid a triethylenglykol. Ke vhodnym dispergatoriim patii
Cremophor RH40, 0,01% methylcellulosa a HCO-40. V zadném piipadé
by vSak nem¢l byt obsah zkuSebni latky ve zkuSebnich roztocich vyssi nez
je jeji rozpustnost ve zkusebnim médiu.

K ptipravé zasobniho roztoku, ktery lze piesn¢ davkovat do vody, se
pouziji rozpoustédla. Pfi doporuené koncentraci rozpoustédla
v kone¢ném zkuSebnim médiu (tj. <0,1 ml'I") nejsou vyse uvedena
rozpoustédla toxicka a nezvysuji rozpustnost latky ve vodé.

Dispersanty mohou usnadnit piesné davkovani a dispergaci. Pii
doporugené koncentraci v kone¢ném zkudebnim médiu (tj. < 0,1 ml-I"")
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nejsou vyse uvedené dispergatory toxické a nezvysSuji rozpustnost latky ve
vode¢.

USPORADAN{ ZKOUSKY

Expozice se rozvrhne pro jednotlivé zkuSebni nadoby a veSkeré dalsi
obsluhovani zkusSebnich nadob se provadi ndhodné. Nedodrzeni této
zasady mize vést kjednostrannému vychyleni, které mulze byt
povazovano za ucinek koncentrace. Jsou-li napiiklad experimentalni
jednotky obsluhovany v pofadi zahajeni expozice nebo v poradi
koncentraci, mohl by né&jaky cCasové podminény efekt, napf. inava
obsluhy nebo jiné pochybeni, vést k vy$§im u€inkim pii vySSich
koncentracich. Mohou-li byt dale vysledky ovlivnény pocatecnimi
podminkami zkousky nebo okolnimi podminkami, jako je napf. umisténi
v laboratofi, mélo by byt zvazeno blokové usporadani zkousky.

POSTUP

Podminky expozice

Délka expozice

Zkouska trva 21 dni.

Nasazovani

Matecné organismy se umisti po jednom do zkuSebnich nadob s 50 az
100 ml média.

Aby bylo mozné splnit pozadavky analytické metody pouzité pro
stanoveni koncentrace zkousSené latky, mize byt v nckterych piipadech
nezbytné pouzit vétsi objemy, piipustné je rovnéz sdruzovani paralelnich
vzorkli k chemické analyze. Jsou-li pouzity objemy vétsi nez 100 ml,
miZze byt nezbytné zvysit krmné davky podavané datniim, aby se zajistila
odpovidajici dostupnost stravy a splnila kritéria validity. U pratokovych
zkousek mohou byt ztechnickych divodi zvaZzena jina uspotfadani
(napf. ¢tyf1 skupiny po 10 organismech ve vétSim zkuSebnim objemu),
avSak jakékoli zmény uspofaddni zkousky musi byt ale uvedeny
v zavérené zprave.

Pocet organismii

U semistatickych zkouSek se nasadi jednotlivé alespoii 10 organismti pro
kazdou zkusSebni koncentraci a alesponn 10 organismii jednotlivé do
zkuSebnich skupin.

U priutokovych zkouSek se ukdzalo vhodnym rozdélit pro kazdou
koncentraci 40 organismii do Ctyi skupin po 10 organismech (1). Muze
byt pouzit mensi pocet zkusebnich organismil, pticemz se doporucuje na
jednu koncentraci rozdé€lit minimalné 20 organismt do dvou nebo vice
paralelnich skupin o stejném poctu organismil (napf. Ctyii paralelni
skupiny po péti dafniich). Je tieba poznamenat, ze u zkousek, pii niz se
organismy nasazuji jako skupiny, nebude mozné vyjadfit reprodukcni
schopnost jako pocet zivych potomkii pochéazejicich z jednoho mate¢ného
organismu, ktery piezil do konce zkouSky v pfipadé, Ze matecny
organismus uhyne. V takovém ptipad¢ se reprodukcni schopnost vyjadii
jako ,,celkovy pocet zivych potomki pochdzejicich z jednoho mate¢ného
organismu piitomného na zacatku zkousky*.

Krmeni

U semistatickych zkouSek se dafnie krmi nejlépe denné, alespont vSak
tiikrat tydné (tj. s vymeénou média). Odchylky od této praxe (napft.u
prutokovych zkousek) se uvedou ve zpravé.



XX.1.8.1.5

XX.1.8.1.6

XX.1.8.1.7

XX.1.8.2

Strava matecnych organismti béhem zkousky by méla sestavat nejlépe
z 7ivych bunék fas jednoho nebo vice nasledujicich druht: Chlorella sp.,
Selenastrum capricornutum (nyni Pseudokirchneriella subcapitata (11)) a
Scenedesmus subspicatus. MnoZzstvi dodavané stravy by mélo vychazet
z mnozstvi organického uhliku (C) dodavaného na jeden mateCny
organismus. Vyzkum (12) ukazal, ze u druhu Daphnia magna je
postacujici pro dosazeni dostatecného potomstva nezbytného pro splnéni
kritérii validity mnoZstvi stravy od 0,1 do 0,2 mg C na dafnii za den.
Strava muze byt dodavana bud’ ve stejnych davkach po celou dobu
zkousky, nebo podle pozadavku v nizSich davkach na zacatku zkousky a
poté ve zvysujicich se davkach s ohledem na rist mate¢nych organismti.
V takovém ptipadé¢ by mélo mnozstvi stravy po celou dobu zlstat v
doporuceném rozmezi 0,1 az 0,2 mg C na dafnii za den.
Pouzije-li se k ur€eni potiebného mnozstvi stravy zastupny ukazatel, jako
je pocet bunck fas nebo absorbance ve viditelném svétle, musi kazda
laboratof vytvofit vlastni nomogram vztahu zéastupného ukazatele a
obsahu uhliku v kultufe fas (viz dodatek 2 s ndvodem na vytvoreni
nomogramu). Nomogramy by mély byt ovéfovany jednou rocné a Castéji
v piipadé€, ze se zméni podminky kultivace fas. Absorbance ve viditelném
svétle byla shledana lepSim zastupnym ukazatelem celkového obsahu
uhliku, nez pocet bunck (13).
Dafniim by méla byt dodavdna koncentrovand suspenze ftas, aby se
minimalizoval objem kultiva¢niho média fas uvadény do zkuSebni
nadoby. Zkoncentrovani fas lze dosdhnout centrifugaci a naslednou
resuspenzi v destilované vod¢, v deionisované vodé nebo v kultivaénim
médiu dafnii.
Osvétleni
16 hodin svétla pfi intenzité neptekracujici 15 az 20 uE m=s™.
Teplota
Teplota zkuSebniho média by se mé¢la pohybovat v rozmezi 18 az 22 °C.
V Zadné zkouSce by vSak teplota neméla v téchto mezich kolisat o vice
nez 2 °C (napft. 18 az 20, 19 az 21 nebo 20 az 22 °C). Pro ucely sledovani
teploty mize byt vhodné pouzit dalsi zkuSebni nadobu.
Provzdusinovani
Zkusebni nddoby nesmi byt v pribehu zkousky provzdusiovany.
Zkusebni koncentrace
Zpravidla se pouzije alespoit pét zkuSebnich koncentraci tvoficich
geometrickou tfadu s faktorem nepiekraCujicim 3,2 a pfiméfeny pocet
paralelnich zkuSebnich skupin v ramci kazdé zkuSebni koncentrace (viz
bod 1.8.1.3). Pouziti méné nez péti koncentraci by mélo byt zdivodnéno.
Latky by nemély byt zkouSeny pro koncentrace vyS$$i, nez je jejich
rozpustnost ve zkusebnim médiu.
Pti volbé rozsahu koncentraci by mély byt zohlednény nasledujici zasady:
1) je-li cilem ziskat LOEC/NOEC, musi byt nejnizsi zkuSebni
koncentrace dostate¢né nizkd, aby nebyla plodnost pfi této
koncentraci vyznamné nizsi, nez plodnost v kontrolni skupiné.
V opacném piipadé bude muset byt zkouska opakovana se snizenou
nejnizsi koncentraci;
i1) je-li cilem ziskat LOEC/NOEC, musi byt nejvyssi zkuSebni
koncentrace dostatecn¢ vysoka, aby byla plodnost pii této
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koncentraci vyznamné niz$i, nez plodnost v kontrolni skuping.
V opacném piipad¢ bude muset byt zkouSka opakovana se zvySenou
nejvyssi koncentraci;

ii1)  ma-li byt pro Ginky na reprodukci odhadnuta ECy, doporucuje se,
aby byl pouzit dostateCny pocet koncentraci s cilem zjistit ECy
s pfijatelnym intervalem spolehlivosti. Je-li znam odhad ECsy pro
ucinky na reprodukci, doporucuje se, aby byla nejvyssi zkuSebni
koncentrace vyS$$i nez tato ECso. Jinak sice bude stile mozné
odhadnout ECs, interval spolehlivosti vSak bude velmi Siroky a
nemusi byt mozné uspokojivé posouzeni primefenosti navrzeného
modelu;

iv) do rozsahu zkuSebnich koncentraci by nejlépe nemély spadat
koncentrace, které maji statisticky vyznamny uc€inek na pieziti
dospélct, nebot’” by mohl byt zménén charakter zkousky z pouhé
zkousky toxicity pro reprodukci na kombinovanou zkousku toxicity
statistickou analyzu.

Predchazejici znalost toxicity zkouSené latky (napt. ze zkouSek akutni

toxicity nebo z orienta¢nich studii) by méla pomoci pti volbé vhodnych

zkuSebnich koncentraci.

Pouzije-li se k usnadnéni pfipravy zasobniho roztoku rozpoustédlo nebo

dispergator (viz bod 1.6.4), neméla by byt jeho kone¢nd koncentrace ve

zkugebni nadobé vyssi nez 0,1 ml'I" a méla by byt ve viech zkusebnich
nadobach stejna.

Kontrolni skupiny

Kromé¢ zkuSebni série se nasadi jedna série kontrolnich skupin pro

kontrolu zkuSebniho média a podle potfeby jedna série kontrolnich skupin

obsahujicich rozpoustédlo nebo dispergator. Pouzije-li se rozpoustédlo
nebo dispergétor, méla by byt jejich koncentrace stejnd jako koncentrace

v nadobach se zkousenou latkou. Pouzije se vhodny pocet paralelnich

skupin (viz oddil 1.8.1.3).

V dobie vedenych zkouSkach by mél byt variacni koeficient stfedniho

poctu zivych potomkl 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 zaviset na stilosti zkouSené latky,

médium se vSak obnovuje alespon tifikrat tydné. Neni-li podle

predbéznych zkousek stalosti (viz bod 1.4) koncentrace zkousené latky po
maximalni dobu mezi obnovenimi média (tj. po tii dny) stala

(tj. nepohybuje se v intervalu 80— 120 % nominalni koncentrace nebo

klesd pod 80 % naméfené pocateni koncentrace), mél by byt zvazeno

Cast¢jSi obnovovani média nebo pritokova zkouska.

Pti obnovovani média v semistatickych zkousSkach se pfipravi druha série

zkuSebnich nadob a mate¢né organismy se do nich pienesou napf.

sklenénou pipetou o vhodném priméru. Objem média pifeneseného

s dafniemi by mél byt co nejmensi.

Pozorovani

Vysledky pozorovani provadénych béhem zkousky se zaznamenavaji do

piehledu dat (viz ptiklady v dodatcich 3 a 4). Jsou-li pozadovana dalsi
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méfeni (viz body 1.3 a 1.8.8), mize byt nezbytné provadét dalsi
pozorovani.

Potomstvo

Potomstvo pochazejici z kazdého mate¢ného organismu se od jeho
prvniho vyskytu nejlépe denné vybird a pocita, aby nespotiebovavalo
potravu urenou pro dospélého jedince. Pro Ucely této metody je tfeba
zapocitat pouze zivé potomstvo, avSak zaznamenava se i1 piitomnost
potracenych vajicek nebo mrtvého potomstva.

Mortalita

Mortalita mate¢nych organisml se zaznamenava nejlépe denné, alespont
soucasn¢ s pocitanim potomstva.

Dalsi parametry

Trebaze je tato metoda navrzena hlavné k posouzeni ucinkii na
reprodukei, je mozné, aby byly v mife dostate¢né pro statistickou analyzu
kvantifikovany i jiné GCinky. Uzite¢né je zvlasté méfeni rustu, nebot’
poskytuje informaci o moznych subletalnich Gcincich. Tato pozorovani
mohou byt uzite¢néjsi nez samotné méieni reprodukce. Doporucuje se
zmétit na konci zkouSky délku mateénych organismi (tj. délku téla bez
zadeckového hrotu). K parametrim, které lze méfit nebo vypocitavat
patii dale doba do narozeni prvnich plidku (a nasledné dalSich potomk),
pocet a velikost potomktl na jeden organismus, pocet potracenych pladki,
pritomnost jedincti samc¢iho pohlavi nebo efipii a imanentni rast populace.
Castost analytickych stanoveni a méfeni

Alesponi jednou tydné se méii koncentrace kysliku, teplota, tvrdost a pH
v Cerstvém a ve starém médiu, v kontrolnich nadobach a u nejvyssi
zkuSebni koncentrace.

Béhem zkouSky se v pravidelnych intervalech stanovi koncentrace
zkousené latky stanovuji

U semistatickych zkouSek (s obnovenim média), u nichz se ma zkusebni
koncentrace pohybovat v rozmezi +20 % nomindlnich hodnot (tj. od 80 do
120 % — viz body 1.4 a 1.4.8), se doporucuje analyzovat alespon nejvyssi
a nejnizsi zkuSebni koncentrace na zacatku studie ihned po jejich pfipraveé
a pfi obnovovani, a to jednou béhem prvniho tydne zkousky (tj. analyzy se
provedou na vzorku z téhoZ roztoku — pii jeho piipraveé a pfi obnovovani).
Tato stanoveni se poté opakuji alespon v tydennich intervalech.

U zkouSek, u nichz se nepiedpoklada, ze se bude koncentrace zkouSené
latky pohybovat vrozmezi +20 % nominalni hodnoty, je nezbytné
analyzovat vSechny zkuSebni koncentrace, a to ihned po jejich piipravé a
pfi obnovovani. U zkousSek, u nichz neni naméfena pocatecni koncentrace
zkouSen¢ latky v rozsahu £20 % nominalni koncentrace, avSak u nichz lze
dostatecné prokazat, Ze pocCatecni koncentrace jsou reprodukovatelné a
stalé, (tj.od 80 do 120 % pocatecnich koncentraci), by mohla byt
zkuSebni koncentrace. Ve vSech piipadech je stanoveni koncentraci
zkousSené latky pfed obnovenim tifeba provést pro kazdou koncentraci
pouze u jedné paralelni nadoby.

U pratokovych zkousek je vhodny podobny vzorkovaci rezim, jako je
popsan u semistatickych zkousek (v tomto piipadé se vSak neprovadi
méteni ,,starych® roztokll). Doporucuje se vSak zvySit pocet odbért
v prvnim tydnu (napi. tfi sady méfeni) pro ujisténi, ze jsou zkuSebni
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koncentrace stalé. V téchto typech zkousky se pritok fedici vody a
zkouSené¢ latky kontroluje denné.

Lze-li vSak prokazat, ze po celou dobu zkousky byla koncentrace
zkousené latky uspokojivé udrZzovana vrozmezi +20 % nominalni
hodnoty, mohou byt vysledky zalozeny na nominalnich nebo namétenych
pocatecnich hodnotach. Je-li odchylka od nominalni nebo namétené
pocatecni koncentrace vétsi nez +20 %, vyjadii se vysledky jako Casové
vazené pruméry (viz dodatek 5).

DATA A ZPRAVY

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Ugelem této zkousky je stanovit Gdinek zkousené latky na celkovy podet
zivych potomkil pochézejicich z jednoho matecného organismu, ktery
prezil do konce zkousky. Celkovy pocet potomkli na mate¢ny organismus
se vypocte pro kazdou zkuSebni nddobu (tj. pro kazdou paralelni nadobu).
Jestlize v kterékoli paralelni nadobé matecny organismus béhem zkousky
uhyne nebo se zjisti, ze jde o samecka, vylou¢i se naddoba z experimentu.
Analyza se poté provede se zmenSenym poctem paralelnich nadob.

Pro odhad LOEC a tedy i NOEC vztahujicich se k u¢inkiim chemické
latky na reprodukéni schopnosti je nezbytné vypocist stfedni hodnotu
reprodukéni schopnosti pies vSechny paralelni nadoby pro kazdou
koncentraci a spojeny residudlni rozptyl, a to lze provést analyzou
rozptylu (ANOVA). Stfedni hodnota pro kazdou koncentraci musi byt
poté porovnana se stfedni hodnotou pro kontrolni skupinu, a to vhodnou
metodou mnohondsobného porovnani. Uzite¢nymi mohou byt Dunnettiv
nebo Williamstv test (14, 15, 16, 17). Je nezbytné ovéfit, Ze je splnén
predpoklad homogenity rozptylu nezbytny pro ANOVA. Doporucuje se
provést ovéteni radéji graficky nez formalnim testem vyznamnosti (18);
vhodnou alternativou je Bartlettiiv test. Neni-li tento piedpoklad splnén,
méla by byt pred provedenim ANOVA zvéazena transformace dat za
ucelem homogenizace rozptylu, nebo by méla byt provedena vazena
ANOVA. Vypocte a uvede se velikost t€inku zjistitelnd pomoci ANOVA
(t). neyjmensi vyznamny rozdil).

Pro odhad koncentrace, kterda zptisobuje 50% sniZeni reprodukéni
schopnosti (tj. ECsp), se daty prolozi vhodna kiivka (vhodné kiivky), jako
napf. logaritmickd kiivka, a to statistickou metodou, napf. metodou
nejmensich Ctverct nebo nelinearni metodou nejmensich ¢tvercti. Kiivka
by méla byt tak parametrizovana, aby bylo mozné piimo odhadnout ECs
a jeji smérodatnou odchylku. To zna¢né usnadni vypocet intervall
spolehlivosti pro hodnotu ECsy. Pokud nejsou dobré divody pro
upfednostnéni jinych intervalll spolehlivosti, uvede se oboustranny 95%
interval spolehlivosti. Metoda prolozeni by méla pokud mozno umoznit
posouzeni zavaznosti nedostatkli prolozeni. To lze provést graficky nebo
rozdélenim residudlniho souctu Etvercl na slozku ,,chyby v proloZzeni® a
,nhahodné chyby* a provedenim testu vyznamnosti chyby v prolozeni.
Vzhledem k tomu, ze u expozic, jejichz dusledkem je vyssi reprodukéni
schopnost, je vétsi rozptyl poctu vylihnutych potomka nez u expozic
pozorovanych hodnot scilem zohlednit rGzné rozptyly u rizné
exponovanych skupin (viz vychozi informace (18)).
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Pti analyze dat z rozhodujiciho okruzniho testu (2) byl pouzit nasledujici
model prokladajici logaritmickou kiivku; 1ze v§ak pouzit 1 jiné modely:

y=—°C

X b

I+—
Xo

kde:

Y:  celkovy pocet Zivych potomkl na mate¢ny organismus, ktery piezil
do konce zkousky (vypocteno pro kazdou nadobu)

x:  koncentrace latky

c:  ocekavany pocet potomki pii x = 0

xo:  ECs v populaci

b:  smérnice.

Tento model bude pravdépodobné vhodny pro velky pocet situaci, budou

vSak existovat zkousky, pro néz bude nevhodny. Jak je uvedeno vyse, je

tteba ovéfit validitu modelu. V nékterych piipadech mize byt vhodné&jsi
model predpokladajici rozmezi, u néhoz