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II

(Nelegislativni akty)

NARIZENI

NARIZENI KOMISE (EU) 2016/266
ze dne 7. prosince 2015,

kterym se pfizptsobuje technickému pokroku nafizeni (ES) & 440/2008, kterym se stanovi
zkuSebni metody podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 1907/2006 o registraci,
hodnoceni, povolovini a omezovini chemickych litek

(Text s vyznamem pro EHP)

EVROPSKA KOMISE,

s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 ze dne 18. prosince 2006 o registraci,
hodnoceni, povolovini a omezovani chemickych ldtek, o zfizeni Evropské agentury pro chemické litky, o zméné
smérnice 1999/45/ES a o zruSeni nafizeni Rady (EHS) ¢. 793/93, nafizeni Komise (ES) ¢. 1488/94, smérnice Rady
76/769/EHS a smérnic Komise 91/155/EHS, 93/67/EHS, 93/105/ES a 2000/21/ES (!), a zejména na ¢l. 13 odst. 2
uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto davodam:

(1)

®)

Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008 (3 obsahuje zkuebni metody pro urcovéni fyzikdlné-chemickych vlastnost,
toxicity a ekotoxicity chemickych latek, které se maji pouzivat pro tcely nafizeni (ES) ¢. 1907/2006.

Nafizeni (ES) ¢. 440/2008 je tfeba aktualizovat a zahrnout do néj nové a aktualizované zkuSebni metody, jez
neddvno schvélila OECD, aby byl zohlednén technicky pokrok a v souladu se smérnici Evropského parlamentu a
Rady 2010/63/EU () doslo ke sniZeni poctu zvifat pouzivanych pro pokusné tcely. Se zdcastnénymi stranami
byla tato pfedloha konzultovéna.

Prizptisobeni spocivd v zaclenéni 20 zkuSebnich metod: jedné nové metody pro stanoveni fyzikdlné-chemické
vlastnosti, jedendcti novych zkuSebnich metod, tii aktualizovanych zkuSebnich metod pro posouzeni ekotoxicity
a péti novych zkusebnich metod pro posouzeni rozpadu a chovani v Zivotnim prosttedi.

Nafizeni (ES) ¢. 440/2008 by proto mélo byt odpovidajicim zptsobem zménéno.

Opatteni tohoto naifzeni jsou v souladu se stanoviskem vyboru zfizeného podle ¢ldnku 133 nafizeni (ES)
¢. 1907/2006,

() UF.vést. L 396, 30.12.2006,s. 1.
(*) Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008 ze dne 30. kvétna 2008, kterym se stanovi zkuSebni metody podle naiizeni Evropského parlamentu a

Rady (ES) & 19072006 o registraci, hodnocenf, povolovéni a omezovéni chemickych latek (U. vést. L 142, 31.5.2008, s. 1).

(*) Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. zdf{ 2010 o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké ucely

(Ut vést. L 276, 20.10.2010, s. 33).
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PRIJALA TOTO NARIZENI:
Cldnek 1

Priloha nafizeni (ES) ¢. 440/2008 se méni v souladu s pfilohou tohoto nafizeni.
Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost tietim dnem po vyhldseni v Urednim véstniku Evropské unie.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a ptimo pouzitelné ve viech ¢lenskych stdtech.

V Bruselu dne 7. prosince 2015.

Za Komisi

piedseda
Jean-Claude JUNCKER
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PRILOHA

Priloha nafizeni (EC) ¢. 440/2008 se méni takto:

1) Na zacdtek piflohy se pfed ¢dst A vklddd pozndmka:

,Pozndmka:

Pred pouzitim jakékoli z ndsledujicich zku$ebnich metod ke zkouseni viceslozkové ldtky, latky s nezndimym nebo
proménlivym slozenim, komplexniho reakéniho produktu nebo biologického materidlu (UVCB) nebo smési a v
piipadg, Ze jeji pouzitelnost ke zkouseni viceslozkové litky, UVCB nebo smési neni v pfislusné zkusebni metodé
uvedena, je tieba zvazit, zda je metoda pfiméfend pro zamyslené pouziti v pravnich predpisech.

Jestlize se zkusebni metoda pouzije ke zkouseni viceslozkové latky, UVCB nebo smési, mély by byt pokud mozno k
dispozici dostate¢né informace o jejim sloZeni, jako napf. chemicka identita jejich slozek, jejich kvantitativni vyskyt a
vlastnosti slozek.

2) Doplnuje se kapitola A.24:

,A.24. ROZDELOVACI KOEFICIENT (N-OKTANOL/VODA), METODA VYSOKOUCINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC)

UvoD

Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni (TG) 117 (2004).
Rozdélovaci koeficient (P) je definovan jako pomér rovnovaznych koncentraci rozpusténé litky v dvoufizovém
systému tvofeném dvéma prakticky nemisitelnymi rozpoustédly. V piipadé n-oktanolu a vody plati:

_ C, - octanol

Pow
C ‘water

Rozdélovaci koeficient jako podil dvou koncentraci je bezrozmérnd veli¢ina a obvykle se uvadi jeho dekadicky
logaritmus.

P, je klicovy parametr pii studiu chovani chemickych litek v Zivotnim prostéedi. Byl zjistén vysoce vyznamny
vztah mezi P neionizované formy latek a jejich bioakumulaci u ryb. Bylo rovnéz ukdzdno, Ze P, je Gcinny
parametr v odhadech adsorpce na pidé a sedimentech a pfi stanoveni kvantitativnich vztaht mezi strukturou a
aktivitou v $irokém rozsahu biologickych acinki.

Pavodni ndvrh této zkuSebni metody vychdzel z ¢lanku autort C. V. Eadsfortha a P. Mosera (1). Vyvoj zkusebni
metody a srovndvaci zkousky OECD mezi laboratofemi byly koordinoviny centrdlnim Gfadem pro Zivotni
prostiedi (Umweltbundesamt) Spolkové republiky Némecko b&hem roku 1986 (2).

VYCHOZI UVAHY

Hodnoty log P, v rozsahu — 2 az 4 (nékdy az 5 a vice) (') mohou byt experimentdlné stanoveny metodou
tfepaci lahve (Shake-Flask) (kapitola A.8 této pfilohy, Pokyn OECD pro zkouseni 107). Metoda HPLC pokryvd
log P, v rozsahu 0 az 6 (1, 2, 3, 4, 5). Tato metoda mize vyzadovat odhad P, pro pfifazeni vhodnych
referen¢nich latek a podporu jakychkoli zavért vyvozenych z dat ziskanych zkouskou. Vypoctové metody jsou
struéné probrany v dodatku této zkuSebni metody. HPLC provozni rezim je izokraticky.

Hodnoty P, zaviseji na podminkdch prostiedi, jakymi jsou teplota, pH, iontova sila atd., a ty je tfeba v
experimentu definovat, aby byla zajiSténa sprdvnd interpretace tidaji P_. U ionizovatelnych ldtek mitze byt k
dispozici jind metoda (napf. navrh pokynu OECD k metodé méfeni pH ionizovanych litek (6)) a lze ji pouzit
jako alternativni metodu. Ackoli tento ndvrh pokynu OECD maze byt vhodny pro stanoveni P, téchto ionizo-
vatelnych latek, v nékterych piipadech je vhodnéjsi pouzit metodu HPLC pii pH odpovidajicim pfirodnimu
prostiedi (viz odstavec 9).

(") Horni mez je ddna potiebou dosdhnout kompletni separace fizi po ustaveni rozdélovaci rovnovahy a pfed tim, nez jsou vzorky

odebrany pro analytické stanoveni. P peclivém provedeni mtize byt horni mez posunuta k vy$§im hodnotdm P .
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PODSTATA METODY

6. HPLC na reverzni fizi se provadi v analytickych kolondch plnénych komeréné dostupnou pevnou fizi
obsahujici dlouhé uhlovodikové fetézce (napt. Cy, C,,) chemicky vdzané na oxid kfemicity.

7. Chemickd latka nastiiknutd do takové kolony se rozdéluje mezi mobilni rozpoustédlovou fazi a uhlovodikovou
staciondrni fazi, jak se plisobenim mobilni fize pohybuje kolonou. Litky jsou zadrzoviny umérné jejich
rozdélovacimu koeficientu uhlovodik-voda, pfi¢emz hydrofilni latky se vymyvaji jako prvni a lipofilni latky jako
posledni. Reten¢ni ¢as je popsan kapacitnim faktorem k danym vyrazem:

R~
to

k=

kde t, je retencni cas zkouSené litky a t, je mrtvy Cas, tj. prumérnd doba, kterou potfebuje molekula
rozpoustédla, aby prosla kolonou. Kvantitativni analytické metody nejsou zapotiebi, nezbytné je pouze
stanoveni reten¢nich Castl.

8. Rozdélovaci koeficient oktanol/voda zkousené litky se dd vypocitat tak, Ze experimentdlné stanovime jeji
kapacitn{ faktor k a ten pak dosadime do nésledujici rovnice:

logP,, =a+Db x logk

kde
a,b = linedrni regresni koeficienty.

Tato rovnice se ziskd linedrni regresi logaritmu rozdélovacich koeficientd oktanol/voda referenénich latek proti
logaritmu kapacitnich faktord referen¢nich latek.

9.  Metoda HPLC na reverzni fizi umoziiuje odhad rozdélovacich koeficientt v rozsahu log P, od 0 do 6, ale ve
vyjime¢nych piipadech lze rozsah rozsifit tak, ze pokryvé i log P, od 6 do 10. To miize vyzadovat modifikaci
mobilni fize (3). Metoda se nedd aplikovat na silné kyseliny a zdsady, komplexni slouceniny kovi, latky
reagujici s eluentem nebo povrchové aktivni ¢inidla. Méfeni lze provddét na ionizovatelnych latkdch pouze v
jejich neionizované formé (volné kyseliny nebo volné zdsady) pouzitim vhodného pufru s pH niZ$im nez pK,
volné kyseliny nebo vy$$im nez pK, volné zdsady. Popiipadé muze byt k dispozici metoda méfeni pH pro
zkouseni ionizovatelnych ldtek (6), kterou lze pouzit jako alternativni metodu (6). Jestlize je hodnota log P,
stanovena pro pouZiti ke klasifikaci nebezpedi pro zivotni prostiedi nebo hodnoceni environmentélnich rizik, je
tieba zkousku provadét v rozsahu pH pfislusném pro piirodni prostiedi, tj. v rozsahu pH 5,0-9.

10. V nékterych piipadech mohou nedistoty znesnadnit interpretaci vysledki vzhledem k nejistému pfifazeni pika.
U smési, vysledkem jejichz analyzy je nerozliSeny pas, je tieba uvést horni a dolni mez log P, a procentudlni
podil ploch pikd pro kazdy log P . U smési, které jsou skupinou homologt, je tfeba rovnéz uvést vazeny
pramér log P (7) vypocitany na zdkladé jednotlivych hodnot P_, a odpovidajicich procentudlnich podild ploch
(8). Ve vypoltu je tfeba brat v dvahu vSechny piky, které pfispivaji k celkové plose pika 5 nebo vice procenty

)

ent primer loo P — >_,(log P,,,) (plocha %) > _(log P,y;)(plocha %)
VAZETY PTHMETIOE For = olkovd plochapiku >, plocha %

Vazeny pramér log P, je platny pouze pro litky nebo smési (napf. talové oleje) skladajici se z homologt (napf.
série alkant). PH méfeni smési lze uzitené vysledy ziskat za predpokladu, ze pouzity analyticky detektor ma
stejnou citlivost vi¢i viem latkdm ve smési a Ize je dostate¢né rozlisit.

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

11. Pfed pouzitim metody musi byt zndma disocia¢ni konstanta, strukturni vzorec a rozpustnost v mobilni fazi.
Uzite¢né budou rovnéz informace o hydrolyze.
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12.

13.

14.

15.

KRITERIA KVALITY

Aby se zvysila spolehlivost méfeni, musi byt provedena opakovand stanoven.

— Opakovatelnost: Hodnoty log P, ziskané z opakovanych méfeni za identickych podminek a za pouziti
stejného souboru referencnich litek by mély spadat do rozmezi + 0,1 log.

— Reprodukovatelnost: Jsou-li méfeni opakovéna s odlisnym souborem referen¢nich létek, vysledky se mohou
lisit. Korela¢ni koeficient R vztahu mezi log k a log P, pro soubor zkousenych litek je obvykle okolo 0,9,
coz odpovidd rozdélovacimu koeficientu oktanol/voda log P, + 0,5 log.

Zkouska mezilaboratorniho srovndni ukdzala, Ze pomoci metody HPLC lze hodnoty log P ziskat s pfesnosti
+ 0,5 jednotek pro rozdélovaci koeficienty ziskané metodou tfepaci lahve (2). V literatufe lze nalézt dalsi
srovndni (4, 5, 10, 11, 12). Nejpfesnéjsi vysledky poskytuji korelaéni grafy zaloZené na referencnich latkdch,
které maji podobnou strukturu (13).

REFERENCNI LATKY

Pro korelaci méfeného kapacitniho faktoru k litky s jejim P, je tfeba stanovit kalibra¢ni graf s pouzitim
alesponi 6 bodu (viz odstavec 24). Vhodné referen¢ni latky zvoli uZivatel. Referencni litky by v zdsadé mély mit
hodnoty log P v rozsahu, ktery zahrnuje log P zkouSené chemické latky, tzn. alespori jedna referen¢ni ldtka
by méla mit P, nad hodnotou zkousené litky a jind P, pod touto hodnotou. Extrapolaci je mozné pouzit
pouze ve vyjime¢nych piipadech. Je vhodngjsi, aby tyto referen¢ni litky byly svou strukturou podobné
zkousené latce. Hodnoty log P, referencnich latek pouzitych pro kalibraci by mély vychdzet ze spolehlivych
experimentdlnich tdaji. Aviak u latek s vysokym log P, (obvykle vice nez 4) je mozné pouZit vypocitané
hodnoty, pokud nejsou k dispozici spolehlivé experimentalni tdaje. Jestlize se pouziji extrapolované hodnoty, je
tfeba uvést mezni hodnotu.

V literatufe jsou dostupné rozsdhlé seznamy hodnot P, pro mnoho skupin chemickych latek (14, 15). Jestlize
nejsou k dispozici data o rozdélovacich koeficientech latek s podobnou strukturou, je mozné pouzit obecnéjsi
kalibraci stanovenou s jinymi referenénimi litkami. Tabulka 1 uvddi doporucené referencni litky a jejich
hodnoty P_ . V ptipadé ionizovatelnych latek plati uvedené hodnoty pro neionizovanou formu. Vérohodnost a
kvalita hodnot byly provéfeny mezilaboratorni srovnévaci zkouskou.

Tabulka 1

Doporucené referenéni litky

Cislo CAS Referencni latka log P, pK,
1 78-93-3 2-butanon 0,3
(methylethylketon)

2 1122-54-9 4-acetylpyridin 0,5

3 62-53-3 anilin 0,9

4 103-84-4 acetanilid 1,0

5 100-51-6 benzylalkohol 1,1

6 150-76-5 4-methoxyfenol 1,3 pKa =10,26
7 122-59-8 kyselina fenoxyoctové 1,4 pKa = 3,12
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Cislo CAS Referenénf ldtka log P, pK,

8 108-95-2 fenol 1,5 pKa =9,92

9 51-28-5 2,4-dinitrofenol 1,5 pKa = 3,96

10 100-47-0 benzonitril 1,6

11 140-29-4 fenylacetonitril 1,6

12 589-18-4 4-methylbenzylalkohol 1,6

13 98-86-2 acetofenon 1,7

14 88-75-5 2-nitrofenol 1,8 pKa =717

15 121-92-6 kyselina 3-nitrobenzoové 1,8 pKa = 3,47

16 106-47-8 4-chloranilin 1,8 pKa = 4,15

17 98-95-3 nitrobenzen 1,9

18 104-54-1 skoficovy alkohol 1,9

19 65-85-0 kyselina benzoovd 1,9 pKa = 4,19

20 106-44-5 p-kresol 1,9 pKa =10,17

21 140-10-3 kyselina skoficovd 2,1 pKa = 3,89 (cis)
(trans) 4,44 (trans)

22 100-66-3 anisol 2,1

23 93-58-3 methylbenzodt 2,1

24 71-43-2 benzen 2,1

25 99-04-7 kyselina 3-methylbenzoovd 2,4 pKa = 4,27

26 106-48-9 4-chlorfenol 2,4 pKa =9,1

27 79-01-6 trichlorethylen 2,4

28 1912-24-9 atrazin 2,6

29 93-89-0 ethylbenzodt 2,6

30 1194-65-6 2,6-dichlorbenzonitril 2,6

31 535-80-8 kyselina 3-chlorbenzoovd 2,7 pKa = 3,82
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Cislo CAS Referencnf ldtka log P, Pk,
32 108-88-3 toluen 2,7
33 90-15-3 1-naftol 2,7 pKa = 9,34
34 608-27-5 2,3-dichloranilin 2,8
35 108-90-7 chlorbenzen 2,8
36 1746-13-0 allyl-fenyl-ether 2,9
37 108-86-1 brombenzen 3,0
38 100-41-4 ethylbenzen 3,2
39 119-61-9 benzofenon 3,2
40 92-69-3 4-fenylfenol 3,2 pKa = 9,54
41 89-83-8 thymol 3,3
42 106-46-7 1,4-dichlorbenzen 3,4
43 122-39-4 difenylamin 3,4 pKa=0,79
44 91-20-3 naftalen 3,6
45 93-99-2 fenylbenzoat 3,6
46 98-82-8 izopropylbenzen 3,7
47 88-06-2 2,4,6-trichlorfenol 3,7 pKa =6
48 92-52-4 bifenyl 4,0
49 120-51-4 benzylbenzodt 4,0
50 88-85-7 2,4-dinitro-6-sek-butylfenol 4,1
51 120-82-1 1,2,4-trichlorbenzen 42
52 143-07-7 kyselina dodekanovd 4,2 pKa=5.3
53 101-84-8 difenylether 42
54 85-01-8 fenantren 4,5
55 104-51-8 n-butylbenzen 4,6
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Cislo CAS Referencni litka log P, pK,
56 103-29-7 dibenzyl 4,8
57 3558-69-8 2,6-difenylpyridin 4,9
58 206-44-0 fluoranten 5,1
59 603-34-9 trifenylamin 5,7
60 50-29-3 DDT 6,5

POPIS METODY
PfedbéZny odhad rozdé&lovaciho koeficientu

16. V ptipadé potieby lze rozdélovaci koeficient zkousené latky nejlépe odhadnout na zdkladé vypoctu (viz
dodatek) nebo popftipadé z poméru rozpustnosti zkousené latky v Cistych rozpoustédlech.

Pfistroje a pomiicky

17. Nezbytnym vybavenim je kapalinovy chromatograf vybaveny nizkopulznim &erpadlem a vhodnym detekénim
systémem. UV detektor pracujici na vlnové délce 210 nm nebo RI detektor jsou pouzitelné pro Sirokou skédlu
chemickych skupin. Pfitomnost poldrnich skupin ve staciondrni fizi miZe vyznamné zhorsit G¢innost kolony
HPLC. Staciondrni faze by proto mély mit minimalni podil poldrnich skupin (16). Lze pouZit komeréni mikroc¢a-
sticové ndplné s reverznimi fizemi nebo hotové kolony s ndplni. Mezi néstfikem a analytickou kolonou muize
byt umisténa ochrannd pfedkolona.

Mobilni faze

18. K ptipravé eluéniho rozpoustédla, které je tieba pred pouzitim odplynit, se uzije metanol ¢istoty pro HPLC a
destilovand nebo deionizovand voda. Méla by byt provedena izokratickd eluce. Doporucuje se pouZit smés
metanol-voda s minimalnim obsahem vody 25 %. Smés 3:1 (obj.) metanol-voda je obvykle vyhovujici pro
vymyvani litek s log P = 6 béhem hodiny pfi pritokové rychlosti 1 ml/min. U latek s log P vy$$im nez 6 mtize
byt nezbytné zkratit elu¢ni dobu (rovnéZz u referencnich latek) sniZenim polarity mobilni fize nebo délky
kolony.

19. Zkousené i referencni litky musi byt rozpustné v mobilni fazi v dostate¢né koncentraci, aby byla umoznéna
jejich detekce. Aditiva se mohou pouzit se smési metanol-voda pouze ve vyjime¢nych ptipadech, nebot méni
vlastnosti kolony. V téchto pfipadech je tfeba ovéfit, zda retencni casy zkouSené a referencni latky nejsou
ovlivnény. JestliZe smés metanol-voda neni vhodnd, je moZné pouzit jiné smési organickych rozpoustédel a
vody, napf. etanol-voda, acetonitril-voda nebo izopropylalkohol (2-propanol)-voda.

20. Pro ionizovatelné latky je kritické pH eluentu. Mélo by se nachdzet v pracovni oblasti pH kolony, obvykle mezi
2 and 8. Doporucduje se pouzitit pufracnich roztoki. Je tfeba dbat na to, aby se nedoslo ke srdZeni soli a
naruSeni kolony, k ¢emuz dochdzi u nékterych smési organické fize s pufra¢nim roztokem. Méfeni pomoci
HPLC se staciondrnimi fizemi na bazi oxidu kiemicitého se obvykle nedoporucuje pfi pH vy3sim nez 8, nebot
pouziti alkalické mobilni fize maZe zptsobit rychlé naruseni ¢innosti kolony.

Rozpousténé ldtky

21. Zkousené a referencni latky musi byt dostatecné c¢isté, aby bylo mozno pfifadit piky v chromatogramech
piislusnym ldtkdm. Ldtky, které se maji pouZivat ke zkouSeni nebo kalibraci, se pokud mozno rozpusti
v mobilni fazi. JestliZe se k rozpusténi zkousené a referen¢ni latky pouzije jiné rozpoustédlo nez mobilni fize, je
tieba pouzit mobilni fazi ke kone¢nému ztedéni pied néstiikem.
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Zkusebni podminky

22. Teplota by béhem méfeni neméla kolisat o vice nez + 1 °C.

Stanoveni mrtvého Casu t,

23. Mrtvy das t, je mozné méfit pouzitim nezadrzovanych organickych latek (napf. thiomocovina nebo formamid).
Presngjsi mrtvy Cas lze ziskat ze zméfenych reten¢nich Casti nebo uZitim souboru piiblizné sedmi ¢lentl
homologické fady (napf. n-alkylmethylketond) (17). Retencni ¢asy t, (n. + 1) se vynesou jako funkce t; (n.), kde
n¢ je pocet atomt uhliku. Tak se ziskd pfimka t; (n. + 1) = A t; (n) + (1 — A)t,, kde A = k(n. + 1)/k(n,) je
konstantni. Mrtvy ¢as t, se ziskd z dseku (1 — A)t, a smérnice A.

Regresni rovnice

24. Dalsim krokem je sestrojeni korela¢ni zavislosti hodnot log k na log P pro vhodné referen¢ni latky s hodnotami
log P blizkymi hodnotdm ocekdvanym pro zkousenou chemickou ldtku. V praxi se soucasné nastitkne 6 az 10
referen¢nich latek. Reten¢ni Casy se stanovi nejlépe pomoci zapisovaciho integratoru napojeného na detekéni
systém. Odpovidajici logaritmy kapacitnich faktort log k se vynesou jako funkce log P. Regresni rovnice se
stanovi v pravidelnych intervalech, alespon jednou denné, aby bylo mozno zohlednit pfipadné zmény ¢innosti
kolony.

STANOVENI P, ZKOUSENE LATKY

25. ZkouSend chemickd ldtka se nastifkne v nejmensich detekovatelnych mnozstvich. Reten¢ni ¢as se stanovuje
zdvojenym méfenim. Rozdélovaci koeficient zkouSené latky se ziskd interpolaci vypocitaného kapacitniho
faktoru na kalibra¢nim grafu. U velmi nizkych a velmi vysokych rozdélovacich koeficient je nutna extrapolace.
Zejména v téchto piipadech je tfeba vénovat pozornost intervalim spolehlivosti regresni pfimky. Jestlize je
reten¢ni ¢as vzorku mimo rozsah reten¢nich ¢asti stanovenych pro standardy, je tieba uvést mezni hodnotu.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Zavérecna zprava

26. V zavére¢né zpravé musi byt obsazeny ndsledujici tdaje:

— predbézny odhad rozdélovaciho koeficientu, odhadnuté hodnoty a pouzitd metoda, jsou-li stanoveny; byla-li
pouzita vypoctovd metoda, jeji dplny popis, véetné identifikace databdze a podrobné informace o vybéru
fragmenta,

— zkousené a referen¢ni latky: Cistota, strukturni vzorec a ¢islo CAS,

— popis zaf{zeni a pracovnich podminek: analytickd kolona, ochrannd pfedkolona,

— mobilni faze, detekéni systém, teplotni rozsah, pH,

— eluéni profily (chromatogramy),

— mrtvy ¢as a metoda jeho méfeni,

— retencni data a hodnoty log P z literatury pro referencni litky pouzité ke kalibraci,

— charakteristiky prolozené regresni primky (log k versus log P ) a korela¢ni koeficient pfimky, vcetné
intervald spolehlivosti,

— pramérné retenéni tidaje a interpolovand hodnota log P pro zkousenou latku,

— v pfipadé smési: chromatogram elu¢niho profilu s uvedenymi hrani¢nimi hodnotami,
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— pomér hodnot log P, k procentudlnimu podilu plochy piku log P,
— vypocet pouzitim regresni piimky,

— poptipadé vypocitané vaZzené primérné hodnoty log P .
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Dodatek

Metody vypoctu P,
UvoD
1. Tento dodatek obsahuje kratky tivod k vypoctu P_ . Dalsi informace jsou uvedeny v ucebnicich (1, 2).

2. Vypocitané hodnoty P se pouZiji pro:

— rozhodnuti, kterd experimentalni metoda se pouzije: metoda Shake Flask (tfepaci lahev) pro log P, mezi —
2 a 4; HPLC metoda pro log P, mezi 0 a 6;

— volbu podminek pouzitych v HPLC (referenéni latky, pomér metanol/voda);
— provéfeni vérohodnosti hodnot ziskanych experimentdlnimi metodami;

— zji$téni odhadu v piipadé, kdy experimentilni metody nelze pouzit.
Podstata vypoctovych metod

3. Vypoctové metody navrzené zde jsou zaloZeny na teoretické fragmentaci molekuly na vhodné podstruktury, pro
které jsou zndmy spolehlivé hodnoty pfirstka log P . Hodnota log P, se vypocte jako soucet hodnot pro
pfislusné fragmenty a korekénich ¢lend pro intramolekuldrni interakce. Seznamy fragmentovych konstant a
korekénich ¢lenti lze nalézt v literatufe (1, 2, 3, 4, 5, 6). Nékteré se pravidelné aktualizuji (3).

Spolehlivost vypoditanych hodnot

4. Spolehlivost vypoctovych metod obecné klesd s rostouci slozitosti studované chemické latky. V piipadé
jednoduchych molekul s nizkou molekulovou hmotnosti a jednou nebo dvéma funkénimi skupinami lze
ocekavat, ze odchylky hodnot log P ziskanych rtiznymi fragmenta¢nimi metodami od naméfenych hodnot
budou v rozmezi od 0,1 do 0,3. Rozpéti chyby bude zdviset na spolehlivosti pouzitych fragmentovych
konstant, schopnosti zjistit intramolekuldrn{ interakce (napf. vodikové vazby) a spravném pouziti korekénich
Clentl. V ptipadé ionizujicich latek se musi brat v Givahu ndboj a ioniza¢ni stuperi (10).

n-metoda Fujity-Hansche
5. Konstanta hydrofobnosti substituentu n ptivodné zavedend Fujitou a kol. (7) je definovdna jako:
"X =log P, (PhX) —log P, (PhH)

kde PhX je aromaticky derivat a PhH vychozi latka.

napt. "Cl =log P, (CH,Cl) —log P, (C;H,)
=284-213

=0,71

n-metoda je primdrné dilezitd u aromatickych latek. m-hodnoty pro velky pocet substituentd lze nalézt v
literatufe (4, 5).

Rekkerova metoda

6.  Pii pouziti Rekkerovy metody (8) se hodnota log P, vypocitd podle vzorce:

i

Log P, = Z afi + Z (interakéni ¢leny)
j
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kde a, je ¢islo vyjadiujici, kolikrdt se dany fragment vyskytuje v molekule, a f; je pFiristek log P, fragmentu.
Interakéni Cleny je mozné vyjadfit jako souhrnny ndsobek jediné konstanty C_ (tzv. ,magické konstanty).
Fragmentové konstanty f, a C_, byly stanoveny ze seznamu 1 054 experimentdlnich hodnot P, pro 825 latek
pomoci vicendsobné regresni analyzy (6, 8). Stanoveni interak¢nich ¢lend se provede podle stanovenych
pravidel (6, 8, 9).

Hansch-Leova metoda

7. Pii pouziti Hansch-Leovy metody (4) se hodnota log P, vypocitd podle vzorce:
LogP,, = Y afi+ Y _ bF
i j
kde f; je fragmentovd konstanta, F; korekéni clen (faktor), a, a b, odpovidajici cetnosti vyskytu. Seznamy
atomovych a skupinovych fragmentovych hodnot a korekénich ¢lentt F; byly ziskdny metodou pokusu a omylu

z experimentélnich hodnot P_ . Korekéni ¢leny byly rozdéleny do nékolika riznych tiid (1, 4). Byla vyvinuta
sada programt, které berou v tivahu vSechna pravidla a korekéni ¢leny (3).

KOMBINOVANA METODA

8.  Vypocet log P, slozitych molekul lze zna¢né zdokonalit, jestlize se molekula rozdéli do vétsich podstruktur,
pro néz existuji spolehlivé hodnoty log P pochdzejici bud z tabulek (3, 4), nebo z existujicich méfeni. Tyto
fragmenty (napf. heterocykly, antrachinon, azobenzen) Ize poté kombinovat s Hanschovymi n-hodnotami nebo
s Rekkerovymi ¢i Leovymi fragmentovymi konstantami.

Pozndmky

i) Vypocletni metody lze pouZit pro ¢astetné nebo dplné ionizované litky pouze tehdy, jsou-li zohlednény nezbytné
korekéni faktory.

i) Jestlize je mozné pfedpoklddat existenci intramolekuldrnich vodikovych vazeb, musi byt pfic¢teny odpovidajici
korekéni ¢leny (pfiblizné + 0,6 az + 1,0 log P, ) (1). Pfitomnost takovych vazeb mohou naznacit stereo modely
nebo spektroskopické tdaje.

iii) Maze-li existovat nékolik tautomernich forem, méla by byt jako zdklad pro vypocet pouzita nejpravdépodobnéjsi
forma.

iv) Peclivé by mély byt sledoviny pfepracované seznamy fragmentovych konstant.
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3) Kapitola C.3 se nahrazuje timto:
,C.3. ZKOUSKA INHIBICE RUSTU SLADKOVODNICH RAS A SINIC
UvoD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni 201 (2006, pfiloha opravena v roce 2011).
Bylo potiebné rozsifit zkusebni methodu tak, aby zahrnovala dalsi druhy, a aktualizovat ji, aby spliovala
pozadavky na posouzeni nebezpecnosti a klasifikaci chemickych latek. Tato pfepracovand verze byla dokonéena
na zdkladé rozsdhlych praktickych zkuSenosti, védeckého pokroku na poli studia toxicity fas a Sirokého
uplatiovani piislusnych pravnich pfedpisti, k némuz doslo od pfijeti ptivodniho znéni.

2. Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 1.

PODSTATA ZKOUSKY

3. Utelem této zkousky je stanovit tcinek litky na rist sladkovodnich mikrofas a/nebo sinic (Cyanophyta).
Exponencidlné rostouci zku$ebni organismy jsou vystaveny zkousené chemické latce v sérii kultur obvykle po
dobu 72 hodin. Navzdory relativné kratké dobé trvani zkousky lze posoudit G¢inky na nékolik generaci.

4. Systémovou odezvou je sniZeni riistu v fadé kultur fas (zku3ebnich jednotek) vystavenych rtiznym koncentracim
zkousené latky. Odezva se vyhodnocuje jako funkce expozi¢ni koncentrace v porovndni s primérnym ristem
neexponovanych kontrolnich kultur pouzitych k opakovdni. Pro tplné vyjadieni odezvy systému na toxické
ucinky (optimélni citlivost) se kultury ponechaji exponencidlné rist bez omezeni za podminek dostate¢né
vyZivy a nepfetrzitého osvétleni po dostatecnou dobu, aby bylo mozné zméfit sniZeni specifické ristové
rychlosti.

5. Rast a inhibice (zpomaleni) ristu se kvantifikuji méfenimi biomasy fas jako funkce Casu. Biomasa fas se
definuje jako hmotnost su$iny na objem, napf. mg fas/litr zkugebniho roztoku. Ovéem hmotnost susiny se méfi
obtizné, proto se pouzivaji nahradni parametry. Z téchto nédhrad se nejcastéji pouzivaji pocty bunék. Mezi dalsi
nahradni parametry pati{ bunéény objem, fluorescence, optickd hustota atd. Je tieba zndt ptepocitdvaci faktor
mezi naméfenym nahradnim parametrem a biomasou.

6. Cilovym ukazatelem zkousky je inhibice ristu vyjadiend jako logaritmické zvySeni biomasy (primérnd
specifickd rastovd rychlost) béhem expozi¢ni doby. Z primérnych specifickych ristovych rychlosti zazname-
nanych v fadé zkusebnich roztokd se stanovi koncentrace zpusobujici stanovenou x % inhibici ristové rychlosti
(napt. 50 %) a vyjadii se jako E C_ (napf. E.Cy).

7. Dal3i proménnou odezvy pouzitou v této zkuSebni metodé je vytézek, ktery maze byt nezbytny ke splnéni
specifickych préavnich pozadavki v nékterych zemich. Je definovdn jako biomasa na konci expozi¢ni doby
minus biomasa na pocitku expozi¢ni doby. Z vytézku zaznamenaného v fadé zkusebnich roztokt se vypocitd
koncentrace zplisobujici stanovenou x % inhibici vytézku (napf. 50 %) a vyjadii se jako E,C, (napi. E,Cs).
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8. Kromé toho se muze statisticky urcit nejniz$i koncentrace s pozorovanym t¢inkem (LOEC) a koncentrace bez
pozorovanych t¢inkt (NOEC).

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

9. Informace o zkouSené chemické latce, které mohou byt uZitecné pro Gcely stanoveni podminek zkousky, jsou
strukturni vzorec, Cistota, stdlost na svétle, stilost za podminek zkousky, vlastnosti svételné absorpce, pK,
a vysledky studif transformace, v¢etné biologické rozlozitelnosti ve vodé.

10. Mély by byt zndmy rozpustnost zkousené chemické latky ve vodg, jeji rozdélovaci koeficient oktanol/voda (P, )
a tlak jejich par; méla by byt k dispozici validovand metoda kvantitativniho stanoveni latky ve zkuebnich
roztocich, a to s doloZenou vytéznosti a mezi detekce.

PLATNOST ZKOUSKY

11. Ma-li byt zkouska platnd, musi byt splnéna tato kritéria platnosti:

— Biomasa by se méla v kontrolnich kulturdch béhem 72 hodin trvdni zkousky zvysit exponencidlng, a to
nejméné na Sestnactindsobek. To odpovida specifické riistové rychlosti 0,92.den'. U nejcastéji pouzivanych
druht je rtstovd rychlost obvykle podstatné vyssi (viz dodatek 2). MtiZe se stat, Ze se toto kritérium nesplni,
pokud se pouzivaji druhy, které rostou pomaleji nez druhy uvedené v seznamu v dodatku 2. V takovém
piipadé je tieba prodlouzit dobu zkousky, aby bylo dosazeno nejméné 16ndsobného nartistu kontrolnich
kultur, pficemz rast mus{ byt v prabéhu zkousky exponencidlni. Trvani zkousky lze zkratit aZ na minimdlni
dobu 48 hodin, aby se béhem zkousky udrzel neomezeny exponencidlni rtst, pokud bude dosazeno
minimdlniho nédsobictho faktoru 16.

— Stfedni variacni koeficient pro specifické ristové rychlosti v jednotlivych obdobich (dny 0-1, 1-2 a 2-3 pii
72hodinovych zkouskdch) v kontrolnich kulturdch (viz dodatek 1 odstavec ,variacni koeficient) nesmi
piekrocit 35 %. Vypocet specifické riistové rychlosti v jednotlivych obdobich je uveden v odstavci 49. Toto
kritérium plati pro stfedni hodnotu varia¢nich koeficientd vypoéitanych pro opakované kontrolni kultury.

— Varia¢ni koeficient pramérnych specifickych ristovych rychlosti béhem celého zkuSebniho obdobi
u kontrolnich kultur replik nesmi piekrocit 7 % u zkousek s Pseudokirchneriella subcapitata a Desmodesmus
subspicatus. U jinych, méné Casto zkousenych druhdi by hodnota neméla piekrocit 10 %.

REFERENCN[ CHEMICKE LATKY

12. Jako prostfedek kontroly zkuSebniho postupu lze zkouset referen¢ni litku (litky), napiiklad 3,5-dichlorfenol
pouzity v mezindrodni krouzkové zkousce (1). Dvojchroman draselny lze rovnéZ pouzit jako referen¢ni latku
pro zelené fasy. Je zddouci zkouset referencni latku nejméné dvakrat ro¢né.

POUZITELNOST ZKOUSKY

13. Tato metoda se nejsndze pouziva pro latky rozpustné ve vodé, které za podminek zkousky pravdépodobné ve
vodé ztstanou. Pro zkouseni latek, které jsou tékavé, silné adsorbuji, jsou zbarvené, maji nizkou rozpustnost ve
vodé nebo latek, které mohou nepfiznivé ovliviiovat dostupnost Zivin ¢i minerdld ve zkuSebnim médiu, mohou
byt potiebné urcité tipravy popsaného postupu (napf. uzavieny systém, klimatizace zkusebnich nadob). Pokyny
k nékterym vhodnym dpravdm jsou uvedeny v literatufe (2, 3 a 4).

POPIS ZKUSEBNI METODY
Pfistroje

14. Zkusebni nddoby a jiné piistroje, které ptijdou do styku se zkuSebnimi roztoky, by mély byt celosklenéné nebo
vyrobeny z jiného chemicky inertntho materidlu. Jednotlivé komponenty musi byt peclivé umyty, aby se
zajistilo, Ze Zddné organické nebo anorganické kontaminujici latky nebudou rusit rist fas nebo ovliviiovat
slozeni zkusebnich roztokd.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Zkusebni nadoby jsou bézné sklenéné banky takové velikosti, Ze pojmou dostate¢ny objem kultury béhem
zkousky a umozni dostate¢ny ptenos CO, z atmosféry (viz odstavec 30). Objem kapaliny musi byt dostate¢ny
pro analytickd stanoveni (viz odstavec 37).

Kromé toho bude nezbytné veskeré ndsledujici vybaveni nebo jeho &ast:

— Kultiva¢ni zafizeni: doporucuje se skiiii nebo komora, ve které muZe byt udrzovidna zvolend inkubalni
teplota £ 2 °C.

— Piistroje na méfeni svétla: je dilezité mit na paméti, Ze metoda méfeni intenzity osvétleni, a zejména typ
snimace (kolektoru), mize ovlivnit naméfenou hodnotu. Méfeni by se mélo provadét nejlépe pomoci
kulového (4 m) snimace (reaguje na pfimé a odrazené svétlo ze viech tihld nad a pod rovinou méfeni), nebo
2 m snimace (reaguje na svétlo ze viech Ghli nad rovinou méfent).

— Zaifzeni pro stanoveni biomasy fas. Pocet bunék, ktery je nejcastéji pouzivanym nahradnim parametrem
pro biomasu fas, lze ur¢it pomoci elektronického pocitace ¢astic, mikroskopu s pocitaci komuirkou nebo
pratokovym cytometrem. Dalsi ndhrady biomasy lze méfit pratokovym cytometrem, fluorimetrem, spektro-
fotometrem nebo kolorimetrem. Je uZite¢né vypocitat faktor pro pfepocet po¢tu bunék na hmotnost susiny.
Aby bylo mozné zajistit uZitend méfeni pii nizkych koncentracich biomasy za pouziti spektrofotometru,
muze byt nutné pouzivat kyvety s drahou svétla nejméné 4 cm.

Zku$ebni organismy

Lze pouzit nékolik druht nevdzanych mikrofas a sinic. Kmeny uvedené v dodatku 2 se ukdzaly jako vhodné pfi
pouziti zkudebniho postupu uvedeného v této zkusebni metodé.

Jestlize se pouziji jiné druhy, je tfeba uvést v zdvérecné zpravé kmen a/nebo plivod. Musi se potvrdit, Ze lze
udrzovat exponencidlni rist vybranych zkusebnich fas po dobu zkousky za pfevazujicich podminek.

Rastové médium

Doporucuji se dvé alternativni ristovd média, média OECD a AAP. SloZeni téchto médif je uvedeno v dodatku
3. Uvédomte si, Ze pocdtecni hodnota pH a pufrovaci kapacita (regulujici zvyseni pH) téchto dvou médif jsou
rozdilné. Proto se mohou vysledky zkousek lisit v zdvislosti na pouzitém médiu, zejména pii zkouSeni
ionizujicich latek.

Pro urcité tcely mize byt nezbytnd Gprava rtstovych médii, napf. kdyz se zkouseji kovy a chelatacni ¢inidla
nebo kdyz se provadéji zkousky pfi roznych hodnotich pH. Pouziti upraveného média musi byt podrobné
popséno a zdiivodnéno (3, 4).

Poditecni koncentrace biomasy

Pocéte¢ni biomasa musi byt stejnd ve vSech zkusebnich kulturdch a dostate¢né nizkd, aby umoziiovala exponen-
cidlni rtst po celou inkubac¢ni dobu bez rizika vyCerpani zivin. Po¢dte¢ni biomasa by neméla pfekrocit 0,5 mg|l
pro hmotnost susiny. Doporucuji se nésledujici pocate¢ni koncentrace bunék:

Pseudokirchneriella subcapitata 5 x 10 — 10* bunék/ml

Desmodesmus subspicatus 2 -5 x 10% bunék/ml
Navicula pelliculosa 104 bunék/ml
Anabaena flos-aquae 104 bunék/ml

Synechococcus leopoliensis 5 x 10* - 10° bunék/ml
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Koncentrace zkousené chemické litky

22. Koncentratni rozmezi, ve kterém lze ocekdvat G¢inky, lze urcit na zdkladé vysledkd orientacnich zkousek. Pro
zavére¢nou hlavni zkousku je zapotiebi vybrat alesponi pét koncentraci tvoficich geometrickou posloupnost
s faktorem nepfekracujicim 3,2. U zkouSenych latek vykazujicich plochou kiivku zévislosti odezvy na
koncentraci miZe byt opodstatnény vyssi faktor. Posloupnosti koncentraci by nejlépe mély pokryvat rozmezi
zpusobujici 5-75 % inhibici riistové rychlosti fas.

Opakovini a kontroly

23. Uspofadani zkousky by mélo zahrnovat tii opakovani s kazdou zkouSenou koncentraci. Jestlize se nepozaduje
stanoveni NOEC (koncentrace bez pozorovanych w¢inkd), uspofddani zkousky lze pozménit tak, Ze se zvysi
pocet koncentraci a snizi pocet opakovani pro pfislusnou koncentraci. Pocet kontrolnich opakovani musi byt
negjméné tii a v idedlnim pfipadé by mél byt dvojndsobkem poctu opakovani pouzivanych pro kazdou
zkousenou koncentraci.

24. Pro analytickd stanoveni koncentraci zkouSenych chemickych latek se miZe pfipravit samostatnd sada
zkuSebnich roztokd (viz odstavce 36 a 38).

25. Pokud se k rozpousténi zkouSené litky pouZzivd rozpoustédlo, musi byt do uspofdddni zkousky zahrnuty
dodate¢né kontroly obsahujici rozpoustédlo o stejné koncentraci, jakd se pouzivd v zkuSebnich kulturdch.

Piiprava ockovaci kultury

26. Pro pfizpusobeni zkusebnich fas podminkdm zkousky a zajisténi toho, aby fasy byly v exponencidlni riistové
fazi, kdyZz se pouziji pro naockovani zkusebnich roztokds, se ockovaci kultura v zkuebnim médiu pfipravuje 2
aZ 4 dny pfed zahdjenim zkousky. Biomasu fas je tieba upravit, aby mohl do zahdjeni zkousky v ockovaci kultufe
pfevézit exponencidlni rtist. Ockovaci kultura se musi inkubovat za stejnych podminek jako zkuSebni kultury.
Méf{ se ndrist biomasy v ockovaci kultufe, aby bylo zajisténo, Ze je rlist v rdmci normdlniho rozmezi pro
zkuSebni kmen za podminek kultivace. Piklad postupu pro kultivaci fas je popsin v dodatku 4. Aby se
pfedeslo synchronnimu déleni bunék béhem zkousky, mize byt potfebné provést druhy krok propagace
ockovaci kultury.

Pfiprava zkuSebnich roztokd

27. Vsechny zkuSebni roztoky musi obsahovat stejné koncentrace ristového média a pocdte¢ni biomasy zkusebnich
fas. ZkuSebni roztoky zvolenych koncentraci se obvykle pfipravuji smisenim zdsobniho roztoku zkousené
chemické litky s ristovym médiem a ockovaci kulturou. Zdsobni roztoky se obycejné pfipravuji rozpusténim
chemické latky ve zkuSebnim médiu.

28. Jako nosice pro pfidavani latek o nizké rozpustnosti ve vodé do zkuSebnitho média mohou byt pouzita
rozpoustédla, napt. aceton, terc-butylalkohol a dimethylformamid (2, 3). Koncentrace rozpoustédla by neméla
piekrocit 100 plfl a do vSech kultur (véetné kontrolnich) ve zkuSebni fadé by méla byt pfidna stejnd
koncentrace rozpoustédla.

Inkubace

29. Zkusebni nddoby se uzaviou zitkami, které propoustéji vzduch. Nddoby se protfepou a umisti do kultiva¢niho
zafizeni. Béhem zkousky je nezbytné udrzovat fasy v suspensi a umoznit pfenos CO,. Za timto tcelem je tieba
provadét nepfetrzité tfepani nebo michdni. Kultury je tfeba udrzovat pfi teploté v rozsahu 21 az 24 °C, kterd je
regulovdna s pfesnosti na = 2 °C. Pro druhy jiné neZ uvedené v seznamu v dodatku 2, napf. tropické druhy,

mohou byt vhodné vyssi teploty, pokud je mozné splnit kritéria platnosti. Doporucuje se umistit bariky
ndhodné a denné je v inkubdtoru pfemistovat.

30. Hodnota pH kontrolniho média by neméla béhem zkousky vzrist o vice nez 1,5. U kovil a chemickych latek,
které ¢aste¢né ionizuji pfi pH blizici se pH zkousky, maZe byt nezbytné omezit posun pH pro ziskdni opakova-
telnych a dobte definovanych vysledkd. Posun hodnoty pH o < 0,5 je technicky proveditelny a lze jej dosahnout
zajisténim adekvatni rychlosti pfesunu hmoty CO, z okolniho vzduchu do zkusebniho roztoku, napf. zvysenim
rychlosti tfepdni. Dal$i moznosti je sniZit potfebu CO, sniZenim pocitecni biomasy nebo doby trvani zkousky.
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31. Povrch, kde jsou kultury inkubovdny, by mél byt trvale osvétlen jednotnym fluorescenénim svétlem, napf.
chladnym bilym‘ nebo ,dennim‘ svétlem. Jednotlivé kmeny fas a sinic maji razné pozadavky na osvétleni.
Intenzita svétla by méla byt zvolena tak, aby vyhovovala pouzitému zkuebnimu organismu. Pro doporucené
druhy zelenych fas se intenzita svétla na hladiné zkusebnich roztokd zvoli v rozmezi 60-120 pE - m~2 - s~ 1,
pficemz se méfi ve fotosynteticky efektivnim rozsahu vlnovych délek od 400 do 700 nm pomoci vhodného
snimace. Nékteré druhy, zejména Anabaena flos-aquae, dobfe rostou pfi nizkych intenzitdch svétla a mohou byt
pfi vysokych intenzitich poskozeny. U takovych druh@ by méla byt zvolena primérnd intenzita svétla 40—
60 pE-m- 25 1. (M&f-li se intenzita osvétleni luxmetry, ekvivalentni rozpéti 4 440 az 8 880 luxt pro chladné
bilé svétlo odpovidd piiblizné doporucené svételné intenzité 60-120 pE'm-2 - s~'). Nad inkubaé¢ni plochou musi
byt udrzovdna intenzita svétla v rozmezi £ 15 % od primérné intenzity svétla.

Doba trvini zkousky

32. Zkouska obvykle trvd 72 hodin. Lze vSak pouZit kratsi nebo delsi doby trvani zkousky, pokud lze splnit
viechna kritéria platnosti uvedend v odstavci 11.

Meéfeni a analytickd stanoveni

33. Biomasa fas se v kazdé barice ur¢i béhem doby zkousky nejméné jednou denné. Jestlize se méfeni provadi na
malych objemech odebranych ze zkusebniho roztoku pipetou, tyto se nenahrazuji.

34. Méfeni biomasy se provadi ru¢nim pocitdinim bunék pod mikroskopem nebo pomoci elektronického pocitace
astic (pocty bunék ajnebo biologicky objem). Alternativni techniky, jako jsou napf. pritokovd cytometrie,
fluorescence chlorofylu in vitro nebo in vivo (5, 6) nebo opticka hustota, lze pouzit za pfedpokladu, Ze je mozné
prokazat uspokojivou korelaci s biomasou v rozmezi, v némz se biomasa béhem zkousky vyskytuje.

35. pH roztokd se méf na pocdtku a na konci zkousky.

36. Pokud je dostupny analyticky postup k urceni zkouSené chemické litky v rozmezi pouzitych koncentraci,
zkusebni roztoky je tieba analyzovat, aby se ovéfily pocite¢ni koncentrace a udrzeni expozi¢nich koncentraci
béhem zkousky.

37. Analyza koncentrace zkouSené chemické latky na pocdtku a konci zkousky pfi nizké a vysoké zkuSebni
koncentraci a koncentrace okolo ocekdvané EC,, mohou byt dostate¢né, jestlize je pravdépodobné, Ze se
expozi¢ni koncentrace budou béhem zkousky lisit o0 méné nez 20 % od nomindlnich hodnot. Analyza vsech
zkuSebnich koncentraci na pocatku a konci zkousky se doporucuje v piipadé, kdy je nepravdépodobné, Ze
koncentrace ziistanou v rozmez{ 80 aZ 120 % nomindln{ hodnoty. U té€kavych, nestabilnich nebo silné adsorbu-
jicich zkousenych chemickych litek se doporucuje provést dodatecny odbér vzorkt k analyze v 24hodinovych
intervalech béhem expozi¢ni doby s cilem lépe definovat ztrdtu zkousené chemické latky. U téchto chemickych
litek mohou byt zapotiebi dodatecnd opakovéni. Ve vsech piipadech se urCeni koncentraci zkousené chemické
latky provadi pouze u jedné z opakovanych kultur pfi kazdé zkuSebni koncentraci (nebo u sdruzeného obsahu
nddob ze vSech opakovanych kultur).

38. ZkuSebni média specificky pfipravend k analyze expozi¢nich koncentraci béhem zkousky by méla byt
exponovana stejnym zptsobem jako zkuSebni média pouzitd ke zkouseni, tj. méla by byt naockovina rasami
a inkubovdna za identickych podminek. Jestlize se poZaduje analyza koncentrace rozpusténé zkousené latky,
muze byt nezbytné oddélit fasy od média. Oddéleni by se mélo nejlépe provadét odstiedovanim pii nizké
gravitaéni sile dostate¢né pro usazeni fas.

39. Lze-li prokazat, Ze byla po celou dobu zkousky koncentrace zkouSené chemické litky uspokojivé udrzovdna
v rozmezi + 20 % nomindlni nebo naméfené pocitecni koncentrace, mize byt analyza vysledkt zaloZena na
nomindlnich nebo naméfenych pocitecnich hodnotich. Je-li odchylka od nomindlni nebo naméfené pocate¢ni
koncentrace vét$i nez + 20 %, analyza vysledkd by méla byt zaloZena na geometrické stfedni koncentraci
béhem expozice nebo na modelech popisujicich pokles koncentrace zkousené chemické latky (3, 7).

40. Zkouska inhibice riistu fas je dynamictéjsi zkuSebni systém neZ vétsina jinych kratkodobych zkousek vodni
toxicity. V disledku toho miZe byt obtizné definovat skute¢né expozicni koncentrace, zvlasté u adsorbujicich
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latek zkousenych pii nizkych koncentracich. V takovych piipadech vymizeni zkousené litky z roztoku adsorpci
do zvysujici se biomasy Fas neznamend, Ze se ztratila ze zkuSebniho systému. Pfi analyze vysledku zkousky je
tieba zkontrolovat, jestli je pokles koncentrace zkousené chemické litky v pribéhu zkousky doprovdzen
poklesem inhibice rtstu. Pokud tomu tak je, lze zvdzit pouziti vhodného modelu popisujictho pokles
koncentrace zkouSené chemické latky (7). Pokud tomu tak neni, miZe byt vhodné zalozit analyzu vysledkt na
pocétecnich (nomindlnich ¢i naméfenych) koncentracich.

Dalsi pozorovéni

41. Pro ovéfeni normdlniho a zdravého vzhledu ockovaci kultury a sledovéni jakéhokoliv abnormélniho vzhledu fas
(které muze byt zpisobeno expozici zkousené chemické litce) na konci zkousky by mélo byt provedeno
mikroskopické pozorovéni.

Limitni zkouska

42. Za urcitych okolnosti, napt. pokud predbéind zkouska naznacuje, Ze zkouSend chemicka litka nemd Zaddné
toxické Gcinky pfi koncentracich az do 100 mg/l nebo az do meze své rozpustnosti v zkuSebnim médiu (podle
toho, co je niz8i), miZe byt provedena limitni zkouska zahrnujici porovndni odezvy v kontrolni skupiné
a odezvy v jedné exponované skupiné (100 mg/l nebo koncentrace rovnd mezi rozpustnosti). Dirazné se
doporucuje podporit tuto zkousku analyzou expozinich koncentraci. Vsechny dfive popsané zkusebni
podminky a kritéria platnosti se vztahuji i na limitni zkousku s vyjimkou toho, Ze by mélo byt provedeno
alespont Sest opakovdni s exponovanymi vzorky. Proménné odezvy v kontrolni a exponované skupiné mohou
byt analyzovdny pomoci statistického testu pro porovnéni stfednich hodnot, napf. Studentova t-testu. Jestlize
rozptyly obou skupin nejsou shodné, je tfeba provést t-test upraveny pro nerovnost rozptyld.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Vyndseni rastovych kiivek

43. Biomasa ve zkuSebnich niddobdch muZe byt vyjidiena v jednotkdch ndhradniho parametru pouzitého pro
méfeni (napf. pocet bunék, fluorescence).

44. Pro vyneseni rtstovych kiivek do grafu sestavte tabulku odhadovanych koncentraci biomasy ve zkuebnich
kulturdch a kontrolnich kulturdch spole¢né s koncentracemi zkuSebntho materidlu a Casy méfeni zazname-
nanymi v rozliSeni nejméné na celé hodiny. V tomto prvnim stadiu mohou byt uzite¢né jak logaritmické, tak
linedrni stupnice, ale logaritmické stupnice jsou povinné a obecné poskytuji lepsi zobrazeni odchylek ve vzorci
rastu béhem zkusebniho obdobi. Nezapomerte, Ze exponencidlni rist ma pfi vyneseni na logaritmické stupnici
podobu piimky a Ze sklon (smérnice) pfimky ukazuje specifickou riistovou rychlost.

45. Po vynesen{ do grafu provéite, jestli kontrolni kultury rostou exponencidlné ocekdvanou rychlosti po celou
dobu zkousky. Kriticky zhodnotte vSechny datové body a vzhled graft a zkontrolujte, zda v hrubych datech
a postupech nejsou chyby. Zejména zkontrolujte vechny body grafu, u nichz se zdd, Ze se odchyluji na zdkladé
systematické chyby. Pokud je zfejmé, Ze lze rozpoznat procesni chyby a/nebo je lze povazovat za vysoce pravdé-
podobné, konkrétni datovy bod se oznali jako odlehld hodnota a nebude zahrnut do ndsledné statistické
analyzy. (Nulovd koncentrace fas v jedné ze dvou nebo tif nddob-replik miize ukazovat na to, Ze nddoba nebyla
spravné naockovana nebo byla nespravné vycisténa.) Divody pro vyfazeni bodu jako odlehlé hodnoty jasné
uvedte v zdvére¢né zpravé. Pfijatelnymi divody jsou pouze (vzdcné) procesni chyby, a nikoli jen mald
preciznost. Statistické postupy pro rozpoznani odlehlé hodnoty maji u tohoto typu problému pouze omezené
pouziti a nemohou nahradit odborné posouzeni. Odlehlé hodnoty (takto oznacené) by nejlépe mély zistat mezi
tdaji zobrazenymi v jakékoliv ndsledné grafické ¢i tabeldrni prezentaci dat.

Proménné odezvy

46. Ucelem této zkousky je stanovit Gcinky zkousené chemické litky na rist fas. Tato zkusebni metoda popisuje
dvé proménné odezvy, protoze jurisdikce v ¢lenskych zemich maji odlisné preference a pravni pozadavky. Maji-
li byt vysledky zkousky pfijatelné ve vSech clenskych zemich, dcinky je tfeba vyhodnotit pomoci obou
proménnych odezvy a) a b) popsanych dile.

a) Primérnd specifickd rastova rychlost: tato proménnd odezvy se vypocitd na zdkladé logaritmického zvyseni
biomasy béhem zkusebniho obdobi a vyjadii se v jednotkdch za den.

b) Vytézek: tato proménnd odezvy je biomasa na konci zkousky minus pocite¢ni biomasa.
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47. Je tieba uvést, Ze hodnoty toxicity vypocitané pomoci téchto dvou proménnych odezvy nejsou srovnatelné a pii
pouzivani vysledkd zkousky se musi vzit tento rozdil na védomi. Hodnoty EC, zaloZené na primérné specifické
ristové rychlosti (E.C,) budou vSeobecné vyssi nez vysledky zalozené na vytézku (E,C), pokud se dodrzi
zkusebni podminky této zkuSebni metody, a to vzhledem k matematickému zékladu pislusnych p¥stupt. Tuto
skutecnost nelze vyklddat jako rozdil v citlivosti mezi témito dvéma proménnymi odezvy; hodnoty jsou
jednoduse matematicky odlisné. Koncepce pramérné specifické rustové rychlosti je zaloZena na obecném
pribéhu exponencidlntho ristu fas v nelimitovanych kulturdch, u nichz se toxicita odhaduje na zdkladé G¢inkd
na ristovou rychlost, aniz by zdvisela na absolutni drovni specifické rtistové rychlosti kontrolni kultury, na
sklonu kiivky zdvislosti koncentrace-odezva nebo na dobé trvani zkousky. Naproti tomu vysledky zalozené na
proménné odezvy ,vytézek' jsou zdvislé na vSech téchto ostatnich proménnych. E C, zdvisi na specifické riistové
rychlosti druhti fas pouzitych v kazdé zkousce a na maximadlni specifické riistové rychlosti, kterd se muze lisit
u jednotlivych druht, a dokonce i u roznych kmend fas. Tato proménnd odezvy by se neméla pouzivat pro
srovndvani citlivosti na toxické ldtky mezi druhy fas, nebo dokonce mezi rdznymi kmeny. PfestoZe se
z védeckého hlediska davd pfednost pouziti primérné specifické rtistové rychlosti pro odhad toxicity, odhady
toxicity zaloZzené na vytézku jsou rovnéz do této zkuSebni metody zahrnuty, aby uspokojily soucasné pravni
pozadavky v nékterych zemich.

Priimérnd riistovd rychlost

48. Primérnd specifickd rtistovd rychlost pro konkrétni obdobi se vypocitd jako logaritmické zvySeni biomasy
z rovnice pro kazdou jednotlivou nddobu s kontrolnimi a exponovanymi vzorky:

1 X_l Xi
L= ETIR ey 1,

P4
t t)'_ti

kde:

f; je primérnd specifickd rdstovd rychlost od doby i do doby j,
X, je biomasa v Case i,

X, je biomasa v Case j.

Pro kazdou exponovanou skupinu a kontrolni skupinu vypocitejte stfedni hodnotu rtistové rychlosti a odhady
rozptylu.

49. Vypoditejte priumérnou specifickou rtstovou rychlost po celou dobu trvani zkousky (obvykle 0 az 3 dny),
pfi¢emZ namisto naméfené pocatecni hodnoty pouzijte jako pocate¢ni hodnotu spiSe nominalné naockovanou
biomasu, protoZe se timto zpusobem obvykle dosdhne vét3i presnosti. Jestlize zafizeni pouZité pro méfeni
biomasy umoznuje dostate¢né presné urceni nizké biomasy inokula (napf. pritokovym cytometrem), pak lze
pouzit naméfenou pocdteéni koncentraci biomasy. Rovnéz vyhodnofte ristovou rychlost po jednotlivych
Casovych dsecich vypoctenou jako specifické ristové rychlosti pro kazdy den v prabéhu zkousky (dny 0-1, 1-2
a 2-3) a zkontrolujte, zda ristovd rychlost v kontrolnim vzorku zistdva konstantni (viz kritéria platnosti,
odstavec 11). Vyznamné niz8i specifickd ristova rychlost v den jedna v porovndni s celkovou primérnou
specifickou riistovou rychlosti mize poukazovat na fdzi iniciace. Zatimco v kontrolnich kulturdch lze fizi
iniciace minimalizovat a prakticky vyloucit spravnou kultivaci ptedkultury, fize iniciace v exponovanych
kulturdch mize byt zndmkou obnovy po pocate¢nim toxickém stresu nebo zndmkou sniZené expozice vyvolané
ztrdtou zkouSené chemické latky (véetné sorpce na biomasu fas) po pocdteéni expozici. Odpovidajicim
zplisobem lze ristovou rychlost vyhodnocovat v jednotlivich casovych dsecich s cilem zhodnotit dcinky
zkouSené latky, které se vyskytly béhem expozi¢ni doby. Vyznamné rozdily mezi ristovou rychlosti
v jednotlivych €asovych usecich a primérnou ristovou rychlosti jsou zndmkou odchylky od konstantniho
exponencidlniho ristu a vyzaduji dikladné prozkoumdni riistovych kiivek.

50. Vypocitejte procentudlni inhibici ristové rychlosti u jednotlivych opakovéni s exponovanymi vzorky se vypocitd
7z rovnice [2]:

%1, =BT o100 (21,

B
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kde:

%1 = procentudlni inhibice primérné specifické riistové rychlosti,

e = sttedni hodnota priimérné specifické riistové rychlosti (1) v kontrolni skuping,
B = pramérna specificka riistova rychlost pfi opakovéni s exponovanym vzorkem.

51. Jestlize se k pipravé zkusebnich roztokl pouzivaji rozpoustédla, pro vypocet procentudlni inhibice by se mély
namisto kontrol bez rozpoustédel pouzivat kontroly s rozpoustédly.

Vytézek

52. Vytézek se vypocitd jako biomasa na konci zkousky minus pocdte¢ni biomasa pro kazdou jednotlivou nddobu
s kontrolnimi a exponovanymi vzorky. Pro kazdou zkusebni koncentraci a kontrolu vypocitejte stfedni hodnotu

vyjtézku a odhady rozptylu. Procentudlni inhibici vytézku (% 1) lze vypocitat pro kazdé opakovani
s exponovanymi vzorky ndsledovné:

%I, = w x 100 [3]

c

kde:

%1, = procentudlni inhibice vytézku,

Y. = stfedni hodnota vytézku v kontrolni skuping,

Y, = hodnota vytézku u jedné repliky s exponovanym vzorkem.

VynéSeni kfivky zivislosti koncentrace-odezva

53. Vyneste procentudlni hodnotu inhibice proti logaritmu koncentrace zkusebni litky a vynesené body peclivé
prozkoumejte, pfi¢emZ neberte v Gvahu zddny datovy bod, ktery byl v prvni fizi vyloucen jako odlehld
hodnota. Od oka nebo pomoci pocitacové interpolace prolozte datovymi body hladkou kfivku, abyste ziskali
prvni dojem o vztahu koncentrace a odezvy; poté pristupte k podrobnéjsi metodé, nejlépe pocitacové statistické
metodé. V zdvislosti na zamysleném pouziti dat, jakosti (pfesnosti a mnozstvi dat, jakoz i na dostupnosti
ndstrojii pro analyzu dat je mozné rozhodnout (a nékdy je to dostate¢né odiivodnéno) o ukonéeni analyzy dat
v tomto stadiu a klicové hodnoty ECy, a EC,, (a/nebo EC,) se jednoduse odectou z kiivky vytvofené od oka
(rovnéz viz ndsledujici bod o stimula¢nich t¢incich). Platnymi diivody pro nepouziti statistické metody mohou

byt:

— Udaje nejsou vhodné pro pocitacové metody, které neposkytnou spolehlivéjsi vysledky nez ty, které lze
ziskat odbornym posouzenim — v takovych situacich mohou dokonce nékteré pocitacové programy selhat
pii ziskdni spolehlivého feseni (iterace nemusi konvergovat atd.).

— Stimula¢ni riistové odezvy nelze odpovidajicim zplsobem zpracovat pomoci dostupnych pocitacovych
programi (viz niZe).

Statistické postupy

54. Cilem je ziskat kvantitativni vztah mezi koncentraci a tGcinkem pomoci regresni analyzy. Je moZné pouZit
vazenou linedrni regresi po provedeni linearizujici transformace dat odezvy — napfiklad do probitovych nebo
logitovych ¢i Weibullovych jednotek (8), ale ddvd se pfednost nelinedrnim regresnim postupim, s jejichZ
pomoci se lépe zpracovavaji nevyhnutelné nepravidelnosti dat a odchylky od hladkych distribuci. P¥i pfibliZeni
se k nule ¢i dplné inhibici mohou byt takové nepravidelnosti zesileny transformaci a rusit pfi analyze (8). Je
tieba uvést, Ze standardni metody analyzy pouZivajici probitové, logitové nebo Weibullovy transformace jsou
uréeny k pouziti s kvantdlnimi daty (napf. mortalita nebo pfeziti) a musi se upravit, aby se mohly pouzit
na data rtstu ¢i biomasy. Specidlni postupy pro stanoveni hodnoty EC, ze spojitych dat lze nalézt v literatufe
(9, 10 a 11). Pouziti nelinedrni regresni analyzy je déle podrobné popsdno v dodatku 5.
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55. Pro kazdou proménnou odezvy, kterd se md analyzovat, se pouZije vztah koncentrace-odezva pro vypocet
bodovych odhadii hodnot EC,. Je-li to mozné, je zapotiebi urcit 95 % intervaly spolehlivosti pro kazdy odhad.
Dobrou shodu dat odezvy s regresnim modelem je zapotiebi vyhodnotit bud graficky, nebo statisticky. Regresn{
analyza by se méla provadét pomoci odezev jednotlivich opakovani, nikoliv pomoci stfednich hodnot
exponovanych skupin. Pokud v3ak je proloZeni nelinedrni kiivky obtizné ¢i netspé&$né kvuli p#li§ velkému
rozptylu dat, 1ze problém obejit provedenim regrese na skupinovych stfednich hodnotdch, coz je prakticky
zpusob, jak snizit vliv podezielych odlehlych hodnot. Pouziti této moznosti je zapotfebi zaznamenat v
zdvérené zpravé jako odchylku od normdlniho postupu v dasledku skutecnosti, Ze kiivka vyhovujici
jednotlivym opakovanim nevedla k uspokojivému vysledku.

56. Odhady EC,; a intervaly spolehlivosti lze rovnéz ziskat linedrni interpolaci s bootstrapem (metoda postupného
vypoctu) (13), pokud se dostupné regresni modely/metody pro piislusnd data nehodi.

57. Pro odhad LOEC, a tedy i NOEC, a pro ucinky zkousené chemické litky na ristovou rychlost je nezbytné
porovnat stfedni hodnoty exponovanych vzorkdi pomoci metod analyzy rozptylu (ANOVA). Stfedni hodnota
pro kazdou koncentraci musi byt poté porovndna se stfedni hodnotou pro kontrolni skupinu, a to vhodnou
metodou vicendsobného porovndni nebo metodou zkousky trendu. UZite¢ny muZze byt Dunnettiiv nebo
Williamstv test (12, 14, 15, 16, 17). Je nezbytné vyhodnotit, zda je splnén ptedpoklad homogenity rozptylu
nezbytny pro ANOVA. Toto hodnoceni lze provadét graficky nebo formdlnim testem (17). Vhodné jsou testy
podle Levenea nebo Bartletta. Nesplnéni pfedpokladu homogenity rozptylt maze byt nékdy korigovano logarit-
mickou transformaci dat. JestliZe je heterogenita rozptylt extrémni a nelze ji napravit transformaci, pak je tfeba
zvazit analyzu takovymi metodami, jako je sestupny Jonckheertiv trend test. Dal$i pokyny pro stanoveni NOEC
Ize nalézt v (11).

58. Védecky vyvoj posledni doby vedl k doporuceni opustit koncepci NOEC a nahradit ji odhady bodt EC, na
zékladé regresni analyzy. Vhodnd hodnota pro x nebyla pro tuto zkousku pomoci fas stanovena. Zda se, Ze
vhodné je rozmezi od 10 do 20 % (v zdvislosti na zvolené proménné odezvy) a nejlépe by se mély v zdvérecné
zpravé uvadét jak EC,,, tak EC,,.

Stimulace riistu

59. Pfi nizkych koncentracich byvd nékdy pozorovana stimulace ristu (negativni inhibice). To mtzZe byt disledkem
bud hormese (toxickd stimulace), nebo pfidini stimulujicich ristovych faktort se zkusebnim materidlem
k minimédlnimu pouzitému médiu. Nezapomente, Ze pfidani anorganickych Zivin by nemélo mit zidny pfmy
Ucinek, protoze zkuSebni médium by mélo po celou dobu zkousky udrzovat ptebytek Zivin. Stimulaci nizkymi
dévkami lze ve vypoctech ECy, obvykle ignorovat, pokud neni extrémni. Je-li vSak extrémni nebo ma-li byt
vypoctena hodnota EC, pro nizké x, mohou byt zapotiebi specidlni postupy. K vymazani stimula¢nich odezev
z analyzy dat by nemélo pokud mozZno dojit, a pokud dostupny software pro stanoveni kiivky nemuze
drobnou stimulaci pfjmout, lze pouzit linedrni interpolaci s bootstrapem. Jestlize je stimulace extrémni, lze
zvézit pouziti modelu predpoklddajictho hormesi (18).

Netoxickd inhibice ristu

60. ZkuSebni materidly absorbujici svétlo mohou zptisobit sniZeni riistové rychlosti, protoze stinéni snizuje
mnozstvi dostupného svétla. Takové ucinky fyzikdlni povahy je zapotfebi oddélit od toxickych wcinkd, a to
tpravou zkuSebnich podminek, pfiCemz takové fyzikdlni w¢inky je nutno uvadét v zdvérecné zpravé
samostatné. Pokyny lze nalézt v literatufe (2 a 3).

ZAVERECNA ZPRAVA
61. V zdvérené zpravé musi byt uvedeny tyto idaje:
Zkousend ldtka:
— fyzikalni povaha a relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti, véetné meze rozpustnosti ve vodé,
— udaje o chemické identifikaci (napf. ¢islo CAS), véetné Cistoty (necistot).
Zku3ebni systém/druh:

— kmen, dodavatel nebo zdroj a pouzité podminky kultivace.
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Zkusebni podminky:

datum zahdjeni zkousky a délka jejiho trvéni,
popis usporadani zkousky: zkuSebni nddoby, objemy kultur, hustota biomasy na po¢itku zkousky,
slozeni média,

zkusebni koncentrace a opakovani (napifklad pocet opakovéni, pocet zkuSebnich koncentraci a pouzitd
geometrickd progrese),

popis piipravy zkusebnich roztokd véetné pouziti rozpoustédel atd.,

kultivaéni zafizeni,

intenzita a kvalita svétla (zdroj, homogenita),

teplota,

zkuSebni koncentrace: nomindlni zkusebni koncentrace a jakékoliv vysledky analyz pro stanoveni
koncentrace zkousené chemické litky v zkusebnich nddobdch. V zdvére¢né zpravé je tfeba uvést vytéznost
metody a mez kvantifikace ve zkuSebni matrici,

viechny odchylky od této zkuSebni metody,

metoda stanoveni biomasy a dikaz o korelaci mezi naméfenym parametrem a hmotnosti susiny.

Vysledky:

hodnoty pH na pocitku a konci zkousky u viech expozic,
biomasa pro kazdou banku v kazdém méficim bodé a metoda méfeni biomasy,
ristové kiivky (vyndseni biomasy vici ¢asu),

vypocitané proménné odezvy pro jednotlivé repliky s exponovanymi vzorky, spolu se stfednimi hodnotami
a variatnim koeficientem ze viech opakovani,

grafické zndzornéni vztahu koncentrace/odezva,

odhady toxicity pro proménné odezvy, napi. EC,,, EC,,, EC,,, a souvisejici intervaly spolehlivosti. Jestlize se
pocitaji LOEC a NOEC, uvedou se jejich hodnoty a statistické metody pouzité k jejich stanovent,

jestlize byla pouzita ANOVA, uvede se velikost tcinku, ktery lze detekovat (napf. nejmensi vyznamny
rozdil),

— jakakoliv stimulace riistu zji$ténd v jakémkoli exponovaném vzorku,

— jakékoliv jiné pozorované Géinky, napt. morfologické zmény fas,

diskuse vysledkd véetné piipadného vlivu na vysledek zkousky v dusledku odchylek od této zkuSebni
metody.
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Dodatek 1

Definice

Pro tcely této zkuSebni metody se pouzivaji ndsledujici definice a zkratky:

Biomasa je hmotnost susiny Zivé hmoty piitomné v populaci vyjadfend ve vztahu k danému objemu; napt. mg fas/
litr zku$ebniho roztoku. ,Biomasa‘ je obvykle definovana jako hmota, ale v rdmci této zkousky se toto slovo pouziva
pro hmotu vztaZenou na objem. V této zkouSce se obvykle méf{ ndhrady biomasy, napifklad pocet bunék,
fluorescence atd., a pouZivani terminu ,biomasa‘ tedy rovnéz odkazuje na tyto ndhradni miry.

Chemicka latka je ldtka nebo smés.

Varia¢ni koeficient je bezrozmérnd veli¢ina proménlivosti parametru definovand jako pomér smérodatné odchylky
a stfedni hodnoty. Lze jej rovnéz vyjadrit jako procentudlni udaj. Stfedni varia¢ni koeficient primérné specifické
ristové rychlosti v kontrolnich kulturdch pouzZitych k opakovani se pocitd nasledovné:

1. vypocitejte % variacni koeficient primérné specifické rastové rychlosti z dennich réstovych rychlosti nebo
rastovych rychlosti po jednotlivych ¢asovych tsecich pro piislusnou repliku;

2. vypocitejte stfedni hodnotu ze viech hodnot vypoéitanych v bodé 1 pro ziskdni stfedniho varia¢niho koeficientu
denni specifické ristové rychlosti nebo specifické rtistové rychlosti po jednotlivych casovych dsecich
v opakovanych kontrolnich kulturdch.

EC,_ je koncentrace zkousené chemické latky rozpusténé ve zkusebnim médiu, kterd pro danou expozi¢ni dobu vede
k x % (napf. 50 %) snizeni rastu zkuSebniho organismu (musi se vyslovné uvést, pokud se odchyluje od plné ci
normélni doby trvani zkousky). Pro jednoznaéné oznaceni hodnoty EC odvozené z ristové rychlosti nebo vytézku se
symbol E,C* pouzivd pro rlistovou rychlost a ,E C' pro vytézek.

Ristové médium je tplné syntetické kultivaéni médium, v némz rostou zkusebni fasy pfi expozici zkousené
chemické latce. ZkousSend chemickd ldtka bude za normdlnich podminek ve zkusebnim médiu rozpusténa.

Ristova rychlost (primérnd specifickd rtstové rychlost) je logaritmické zvySen{ biomasy béhem doby expozice.

Nejnizsi koncentrace s pozorovanym d¢inkem (LOEC) je nejnizsi zkuSebni koncentrace, pfi niZ je pro danou
expozi¢ni dobu pozorovan statisticky vyznamny tcinek chemické latky na sniZeni rastu (na hladiné spolehlivosti
p < 0,05) ve srovnéni s kontrolou. Viechny zkusebni koncentrace vyssi nez LOEC musi viak mit stejné nebo vaznéjsi
skodlivé acinky, nez jsou u¢inky pozorované pii koncentraci LOEC. Nelze-li tyto dvé podminky splnit, musi byt
podrobné vysvétleno, jak byla LOEC (a tedy i NOEC) zvolena.

Koncentrace bez pozorovanych a¢inki (NOEC) je zkusebni koncentrace bezprostiedné nizs{ nez LOEC.
Proménnd odezvy je proménnd pro odhad toxicity odvozend z jakychkoliv naméfenych parametrd, jeZ popisuji
biomasu, rliznymi metodami vypoctu. U této metody jsou proménnymi odezvy riistovd rychlost a vytézek, které se

odvozuji pfimo z méfeni biomasy nebo jakékoliv z uvedenych nahrad.

Specifickd ristovd rychlost je proménnd odezvy definovand jako podil rozdilu pfirozenych logaritma sledovaného
parametru (v této zkudebni metodé je jim biomasa) a pfislusného ¢asového obdobi.

ZkousSend chemicka latka je jakdkoli ldtka nebo smés zkousend pomoci této zkuSebni metody.

Vytézek je hodnota proménné méfeni na konci expozi¢ni doby minus hodnota proménné méfeni na pocitku
expozi¢ni doby, kterd vyjadiuje ndrtist biomasy béhem zkousky.
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Dodatek 2
Kmeny, u nichZ byla prokdzina vhodnost pro zkousku
Zelené tasy

Pseudokirchneriella subcapitata (dffve zndmd jako Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81 SAG

Desmodesmus subspicatus (dffve zndméd jako Scenedesmus subspicatus), 86.81 SAG

Rozsivky

Navicula pelliculosa, UTEX 664

Sinice

Anabaena flos-aquae, UTEX 1444, ATCC 29413, CCAP 1403/13A

Synechococcus leopoliensis, UTEX 625, CCAP 1405/1

Zdroje kmentt

Doporucené kmeny jsou dispozici v jednodruhovych kulturich z nésledujicich sbirek (v abecednim poradi):

ATCC: American Type Culture Collection (Americka sbirka kultur druht)
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa (Sbirka kultur fas a prvoki)
Institute of Freshwater Ecology,

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria LA22 OLP

Spojené krélovstvi

SAG: Collection of Algal Cultures (Sbirka kultur fas)
Inst. Plant Physiology

University Gottingen

Nicholausberger Weg 18

37073 Gottingen

Némecko

UTEX Culture Collection of Algae (Sbirka kultur fas)
Section of Molecular, Cellular a Developmental Biology
School of Biological Sciences

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA.
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Vzhled a charakteristiky doporucenych druhi

P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
zakiivené, ovalné, vétsinou Feti 4
Vzhled zkroucené jed- jednotlivé tycinky e ,eici Ov?k_ tycinky
notlivé buiky buky fyeh bune
Velikost (d x §) pm 8-14 x 2-3 | 7-15x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6 x1
Buné¢ny objem (um’/burika) 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (Y 30-40 (1) 2,5()
Hmotnost bunééné susiny (mg/ | 2-3 x 10-8 3-4 x 108 3-4 x10-8 1-2 x 10-8 2-3 x10°°
bunku)
Rustovd rychlost (%) (den?) 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(') Meéfeno pomoci elektronického pocitace Céstic
(3 Vypocitano z velikosti
(}) Nejcastéji pozorovand ristové rychlost v médiu OECD pii intenzité svétla pfiblizné 70 pE m-2s 1 a 21 °C

Specifickd doporuceni pro kultivaci doporucenych zkusebnich druhd a nakldddni s nimi
Pseudokirchneriella subcapitata a Desmodesmus subspicatus

Tyto zelené fasy se obecné snadno udrzuji v raznych kultivaénich médiich. Informace o vhodnych médiich lze ziskat
ze sbirek kultur. Buriky jsou normdlné osamocené a méfeni hustoty bunék lze snadno provadét pouzitim elektro-
nického pocitace ¢astic nebo mikroskopu.

Anabaena flos-aquae

Pro uchovdvéani zdsobni kultury lze pouzit riznd riistovd média. Zejména je dileZité zabrdnit tomu, aby vsizkovd
kultura prekrocila pfi obnové fazi logaritmického ristu; zpétné ziskdni je v tomto bodé obtizné.

Anabaena flos-aquae vytvaii shluky vnofenych fetézch bunék. Velikost téchto shlukd se mize ménit s podminkami
kultivace. Miize vzniknout potfeba tyto shluky rozrusit, pokud se ke stanoveni biomasy pouzije pocitini pod
mikroskopem nebo elektronicky pocita¢ ¢astic.

Pro sniZeni variability po¢tu mohou byt v dil¢ich vzorcich pouzity k rozruseni fetézcl ultrazvukové viny (tzv.
sonikace). Delsi aplikace ultrazvuku, neZ je zapotfebi pro rozruSeni fetézcti na kratsi dseky, mtze buiky znicit.
Intenzita a délka aplikace musi byt stejnd pro kazdé zpracovani.

Spotitejte dostateény pocet policek na hemocytometru (alespoit 400 bunék), coz pomtize kompenzovat variabilitu.
Tim se zvysi spolehlivost mikroskopického stanoveni hustoty.

Pro stanoveni celkového bunééného objemu sinic rodu Anabaena po rozrueni fetézcti bunék opatrnou sonikaci lze
pouzit elektronicky pocita¢ ¢astic. Energii ultrazvuku je tfeba nastavit tak, aby se pfedeslo naruseni bunék.

Pouzijte vifivou michacku nebo podobnou odpovidajici metodu, abyste zajistili, Ze suspenze fas pouZitd pro
inokulaci zkugebnich nddob bude dobfe promichand a homogenni.

Zkusebni nddoby je nutno umistit na desku orbitdlni nebo reciproké trepacky pii pfiblizné 150 otdckdch za minutu.
Pripadné je mozné pouzit ob¢asné promichdvan{ pro snizeni sklonu sinic rodu Anabaena vytvdret shluky. Jestlize ke
shlukovani dojde, je tfeba vénotvat péci tomu, abyste ziskali reprezentativni vzorky pro méfeni biomasy. Pred
odbérem vzorkl mize byt nezbytné intenzivni tfepani pro rozruseni shlukd sinic.
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Synechococcus leopoliensis

Pro uchovavani zdsobni kultury lze pouZit riznd ristovd média. Informace o vhodnych médiich lze ziskat ze sbirek
kultur.

Synechococcus leopoliensis vyrustaji jako jednotlivé buriky ty¢inkovitého tvaru. Buriky jsou velmi malé, coz komplikuje
pouziti pocitini pod mikroskopem pro méfeni biomasy. Uzite¢né jsou elektronické pocitace &astic vybavené pro
pocitani ¢astic az do velikosti pfiblizné 1 um. RovnéZ jsou vyuzitelnd fluorimetrickd méfeni in vitro.

Navicula pelliculosa

Pro uchovani zdsobni kultury lze pouZit riizna rastovd média. Informace o vhodnych médiich lze ziskat ze sbirek
kultur. Je tfeba mit na paméti, Ze v médiu musi byt pfitomen kfemicitan.

Za ur¢itych ristovych podminek mtize Navicula pelliculosa vytvéret shluky. Kvili produkei lipidti maji buriky fas
nékdy tendenci se shlukovat v povrchovém filmu. Za téchto okolnosti se musi pfijmout zvlstni opatfeni pfi odbéru
diléich vzorkd pro stanoveni biomasy, aby se ziskaly reprezentativni vzorky. Patrné bude tfeba intenzivni
protfepavani, napf. pouzitim vifivé michacky.
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Dodatek 3
Riistovd média
Lze pouzit jedno z ndsledujicich dvou ristovych médit:
— Médium OECD: ptvodni médium podle Pokynu OECD pro zkouseni 201, rovnéz podle normy ISO 8692.

— Médium US. EPA AAP rovnéz podle ASTM.

Pfi ptipravé téchto médii je tieba pouzit chemické latky analytické ¢istoty nebo na trovni ¢inidel a deionizovanou
vodu.

SloZeni média AAP (US. EPA) a média podle Pokynu OECD pro zkouSeni 201.

Slozka AAP OECD
mg/l mM mg|l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,Cl 15,0 0,280
Mg(l, - 6(H,0) 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl, - 2(H,0) 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO, - 7(H,0) 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl, - 6(H,0) 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA - 2(H,0) 0,300 0,000806 0,100 0,000269*
H,BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
MndCl, - 4(H,0) 0,415 0,00201 0,415 0,00210
Zn(l, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
Co(l, - 6(H,0) 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,MoO, - 2(H,0) 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
Cudl, - 2(H,0) 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 8,1
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Moldrni pomér EDTA k Zelezu je mirné vét$i neZ jedna. Tim se zabrdni sraZeni Zeleza a soucasné se minimalizuje

chelatace iontt tézkych kovil.

PH zkousce s rozsivkou Navicula pelliculosa musi byt obé média doplnéna Na,SiO, - 9H,0 pro dosazeni koncentrace

1,4 mg Si/l.

pH média se ziskd pfi rovnovdze mezi uhlicitanovym systémem média a parcidlnim tlakem CO, v atmosférickém
vzduchu. Piiblizny vztah mezi pH pfi 25 °C a moldrni koncentraci hydrogenuhli¢itanu je:

pH,... = 11,30 + log[HCO,]

rovn

S 15 mg NaHCO,/, pH

rovn

Prvkové sloZeni zkuSebnich médii

= 7,5 (médium U.S. EPA) a s 50 mg NaHCO,/l, pH

rovn

= 8,1 (médium OECD).

Prvek AAP OECD
mgl mg|l
C 2,144 7,148
N 4,202 3,927
P 0,186 0,285
K 0,469 0,459
Na 11,044 13,704
Ca 1,202 4,905
Mg 2,909 2,913
Fe 0,033 0,017
Mn 0,115 0,115

Pfiprava média OECD

Zivina

Koncentrace v zdsobnim roztoku

Z4sobni roztok ¢. 1:

makroZziviny

NH4C1 1,5 g/l
MgCl2 - 6H,0 1,2 g/l
CaCl2 - 2H,0 1,8 g/l
MgSO, - 7H,0 1,5 g/l
KH,PO, 0,16 g/l
Z4sobni roztok ¢&. 2:

zelezo

FeCl, - 6H,0 64 mg/l
Na,EDTA - 2H,0 100 mg|l
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Zivina Koncentrace v zdsobnim roztoku
Z4sobni roztok ¢. 3:
stopové prvky
H,BO, 185 mg/l
MnCl, - 4H,0 415 mg|l
Zn(l, 3 mg/l
CoCl, - 6H,0 1,5 mg/l
CuCl, - 2H,0 0,01 mgl
Na,MoO, - 2H,0 7 mg/l
Zésobni roztok &. 4:
hydrogenuhli¢itan
NaHCO, 50 g/l
Na,Si0, - 9H,0

Zésobni roztoky vysterilizujte membranovou filtraci (stfedni primeér péra 0,2 pm) nebo v autokldvu (120 °C, 15
min). Roztoky skladujte v temnu pii 4 °C.

Zasobni roztoky 2 a 4 neoSetiujte v autoklavu, ale sterilizujte membranovou filtraci.

Pfipravte ristové médium pfiddnim odpovidajictho objemu zdsobnich roztoka 1 az 4 do vody:
Do 500 ml sterilizované vody pfidejte:

10 ml zdsobniho roztoku ¢. 1

1 ml zasobniho roztoku ¢. 2

1 ml z4sobniho roztoku ¢. 3

1 ml zésobniho roztoku ¢. 4

Doplite do 1 000 ml sterilizovanou vodou.

Nechte stit dostate¢né dlouhou dobu na to, aby se vytvofila rovnovidha média s atmosférickym CO,, v piipadé
potieby pomoci probublavani sterilnim filtrovanym vzduchem po dobu nékolika hodin.

Pfiprava U.S. EPA média

1. Pfidejte 1 ml kazdého zdsobniho roztoku v 2.1-2.7 do piibliZzné 900 ml deionizované nebo destilované vody a
poté ziedte do 1 litru.

2. Zdsobni roztoky makrozivin se piipravi rozpusténim ndsledujicich ldtek v 500 ml deionizované nebo
destilované vody. Cinidla 2.1, 2.2, 2.3 a 2.4 se mohou spojit do jednoho zdsobniho roztoku.

2.1 NaNoO, 12,750 g.
2.2 Mgdl, - 6H,0 6,082 g.
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2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.8

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

CaCl, - 2H,0 2,205 g.

Zasobni roztok mikrozZivin (viz 3).

MgSO, - 7H,0 7,350 g.
K,HPO, 0,522 g.
NaHCO, 7,500 g.
Na,SiO, - 9H,0 viz pozndmka 1.

Pozndmka 1: Pouzivejte pouze pro zkusebni druhy rozsivek. Mize se pfidat pfimo (202,4 mg) nebo prostied-
nictvim zdsobniho roztoku, aby bylo dosaZeno kone¢né koncentrace 20 mg/l Si v médiu.

Zasobni roztok mikroZivin se pfipravi rozpusténim nésledujicich litek v 500 ml deionizované nebo destilované
vody:

H,BO, 92,760 mg

Mndl, - 4H,0 207,690 mg

Zn(l, 1,635 mg

FeCl, - 6H,0 79,880 mg

CoCl, - 6H,0 0,714 mg

Na,MoO, - 2H,0 3,630 mg

CuCl, - 2H,0 0,006 mg

Na,EDTA - 2H,0 150,000 mg [dinatrium-ethylendiamintetraacetdt dihydrat].
Na,SeO, - 5 H,0 0,005 mg viz pozndmka 2.

Pozndmka 2: Pouzije se pouze v médiu pro zdsobni kultury druhti rozsivek.
pH upravte na 7,5 £ 0,1 pfiddnim 0,1 N nebo 1,0 N NaOH nebo HCL.

Odfiltrujte média do sterilni nddoby bud pfes 0,22 pm membrdnovy filtr, jestlize se md pouzit pocita &stic;
pokud se pocitac ¢dstic pouZit nemd, pfes filtr 0,45 pm.

Médium skladujte az do pouziti v temnu pfi teploté p¥iblizné 4 °C.
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Dodatek 4

Ptiklad postupu kultivace fas

Vseobecné pozndmky
Ucelem kultivace ndsledujicim postupem je ziskani kultur fas pro zkousky toxicity.

Pouzijte vhodné metody, které zajisti, Ze kultury fas nebudou infikovdny bakteriemi. Axenické (zbavené cizich
organismtl) kultury mohou byt vhodné, avak musi se vytvofit a pouZivat jednodruhové kultury.

Vsechny operace se musi provadét za sterilnich podminek, aby nedoslo ke kontaminaci bakteriemi a jinymi fasami.

Zafizeni a materidly

Viz zkuSebni metoda: Pfistroje a pomiicky

Postupy p¥i ziskdvani kultur fas
Piiprava Zivnych roztokii (média):

Vsechny soli zivin média se pfipravi jako koncentrované zdsobni roztoky a skladuji se v temnu a chladu. Tyto
roztoky se sterilizuji filtracf nebo autokldvem.

Médium se ptipravi ptidinim spravného mnozstvi zdsobniho roztoku do sterilni destilované vody, pficemz se dbd na
to, aby nedoslo k zadné infekci. K ziskdni pevného média se doplni 0,8 % agaru.

Kmenovd kultura:

Kmenové kultury jsou malé kultury fas, které se pravidelné prendseji do Cerstvého média, kde slouzi jako vychozi
zkusebni material. Nejsou-li kultury pravidelné pouzivany, naockovévaji se na sikmy agar. Poté se nejméné jednou za
dva mésice pfendseji do Cerstvého média.

Kmenové kultury se péstuji v Erlenmeyerovych barikdch obsahujicich vhodné médium (objem pfiblizné 100 ml).
Jsou-li fasy kultivovany pfi teploté 20 °C a za stalého osvétleni, musi se pfendSet kazdy tyden.

Pfi pfeockovani se pienese sterilni pipetou do bariky s Cerstvym médiem takové mnozstvi ,staré* kultury, aby byla
pocate¢ni koncentrace u rychle rostouciho druhu fas asi stokrdt mensi nez koncentrace kultury staré.

Rustovou rychlost druhu fas lze odedist z ristové kiivky. Je-li zndma, Ize z ni odhadnout hustotu, pfi niz musi byt
kultura pfenesena do Cerstvého média. K tomu musi dojit pted fazi odumirani kultury.

Predkultura:

Ucelem piedkultur je poskytnout dostateéné mnozstvi fas potiebnych pro naockovani zkusebnich kultur. Predkultura
se kultivuje za zkuSebnich podminek a pouzije se jesté béhem exponencidlniho ristu, to znamend obvykle po
inkubacni dobé o délce 2 az 4 dni. Obsahuji-li kultury fas deformované nebo abnormadln{ buniky, musi se odstranit.
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Dodatek 5

Analyza dat pomoci nelinedrni regrese

Obecné poznamky

Odezva ve zkouskach ristu fas a jinych zkouskdch mikrobidlniho ristu — ristu biomasy — je svoji povahou spojitd
nebo metrickd proménnd — rychlost procesu, jestlize se pouzije riistovd rychlost, a jeji integrdl béhem doby, pokud se
zvoli biomasa. Obé jsou popsdny piislusnou stfedni odezvou neexponovanych kontrolnich replik, jez vykazuji
maximdlni odezvu pfi danych podminkdch — pficemz svétlo a teplota jsou primdrni urcujici faktory ve zkousce ristu
fas. Systém je distribuovany nebo homogenni a na biomasu je mozné nahlizet jako na kontinuum, aniZ by se braly
v uvahu jednotlivé bunky. Distribuce rozptylu typu odezvy pro takovy systém zdvisi vyhradné na experimentalnich
faktorech (obvykle popsanych lognormdlnimi nebo normdlnimi distribucemi chyb). To je v kontrastu s typickymi
odezvami biozkousek s kvantdlnimi daty, u nichZ se Casto predpoklddd, Ze tolerance (obvykle s binomickou
distribuci) jednotlivych organismt je dominantni slozkou rozptylu. Kontrolni odezvy jsou zde nulové nebo na
zdkladn{ trovni.

V nekomplikované situaci normalizovand nebo relativni odezva, r, klesd monoténné z 1 (nulovéd inhibice) na 0
(100 % inhibice). Je tfeba mit na paméti, Ze vSechny odezvy maji pfidruzenou chybu a Ze o¢ividné negativni inhibice
se daji vypocitat pouze jako vysledek ndhodnych chyb.

Regresni analyza

Modely

Cilem regresni analyzy je kvantitativné popsat kfivku zdvislosti koncentrace a odezvy ve formé matematické regresni
funkce Y = f (C) nebo castéji F(Z), kde Z = log C. Pouziti inverzni funkce C = f-! (Y) dovoluje vypocitat hodnoty EC,,
véetné EC,, EC,, a ECy, a jejich 95 % intervaly spolehlivosti. Prokdzalo se, Ze vztah koncentrace a odezvy ziskané ve
zkouskdch inhibice rustu fas uspé$né popisuje nékolik jednoduchych matematickych funkci. Funkce napiiklad
obsahuji logistickou rovnici, nesymetrickou Weibulovu rovnici a lognormdlni distribu¢ni funkci, které jsou vsechny
esovitymi kiivkami asymptoticky se blizicimi nule pro C — 0 a jedné pro C — nekonecno.

Pouziti modelt spojité prahové funkce (napf. Kooijmanidv model ,pro inhibici popula¢niho ristu’, Kooijman a kol.
1996) bylo neddvno navrzeno jako alternativa k asymptotickym modeltm. Tento model nepredpoklddd Zadné Gcinky
pii koncentracich pod urcitou prahovou hodnotou EC,+, kterd se odhaduje extrapolaci vztahu odezva-koncentrace,
aby doslo k protnuti osy koncentrace pomoci jednoduché spojité funkce, kterd neni v pocite¢nim bodé diferenco-
vatelnd.

Je tieba mit na paméti, Ze analyza muaZe byt prostou minimalizaci rezidudlnich souctd ¢tverct (za predpokladu
konstantniho rozptylu) nebo vaZenych Ctverct, jestlize je kompenzuje heterogenita rozptylu.

Postup

Postup lze nastinit ndsledovné: zvolte vhodnou funkéni rovnici Y = f(C) a uzptisobte ji podle tidaji pomoci nelinedrni
regrese. Je lepsi pouzit méfeni z kazdé jednotlivé banky neZ stfedni hodnoty opakovani, aby se z dat ziskalo co
nejvice informaci. Je-li rozptyl vysoky, praktickd zkuSenost naopak naznacuje, zZe stfedni hodnoty opakovani mohou
poskytovat spolehlivéjsi matematicky odhad, ktery bude méné ovlivnén systematickymi chybami v datech, nez je
tomu u kazdého zachovaného jednotlivého datového bodu.

Vyneste vytvofenou kiivku a naméfend data a prozkoumejte, zda byla kiivka vynesena spravné. Analyza rezidudlnich
hodnot muze byt pro tento Gcel zvldsté uZitecnym ndstrojem. V piipadé, Ze zvoleny funkéni vztah pro vyjidfeni
odezvy koncentrace nepopisuje dobfe celou kiivku nebo nékterou jeji zdsadné dulezitou ¢dst, jako je napf. odezva pii
nizkych koncentracich, zvolte jinou variantu vloZeni kfivky — napf. nesymetrickou k¥ivku, jako je Weibulova funkce
- misto kiivky symetrické. Negativni inhibice mohou pfedstavovat problém, napiiklad u lognormadlni distribu¢ni
funkce, kterd podobné vyzaduje alternativni regresni funkci. Takovym negativnim hodnotdm se nedoporucuje
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pfifazovat nulu nebo malou kladnou hodnotu, protoze se tim zkresluje distribuce chyb. Vhodnym postupem mtize
byt na ¢asti kfivky nasadit samostatnou kiivku, napiiklad v ¢dsti s nizkou inhibici, pro odhad hodnot EC ,, .
Vypocitejte ze vsazené rovnice (metodou inverzntho odhadu’, C = f (Y)) odhady charakteristického bodu EC, a
uvedte pfinejmensim EC,; a jeden nebo dva odhady EC, . .. ZkuSenost z praktickych zkousek ukdzala, ze pfesnost
zkousky ristu fas obvykle umoziuje pfiméfené presny odhad na drovni 10 % inhibice, jsou-li datové body
dostacujici — ledaze by se vyskytla stimulace pfi nizkych koncentracich jakoZto zkreslujici faktor. Pfesnost odhadu
EC,, je Casto podstatné lepsi nez pfesnost odhadu EC,,, protoze EC,, se obvykle nachdzi na pfiblizné linedrni ¢dsti
centrdlni kiivky odezvy koncentrace. Nékdy se EC,, interpretuje obtizné kvili ristové stimulaci. Tudiz zatimco EC,,
se dd obvykle zjistit s dostate¢nou pfesnosti, doporucuje se vidy v zdvérecné zpravé uvadét také EC,,.

Vdhové faktory

Experimentalni rozptyl neni obecné konstantni a obvykle zahrnuje proporciondlni slozku, proto je vyhodné bézné
provadét vazenou regresi. Obvykle se pfedpoklddd, ze vdhové faktory pro takovou analyzu jsou nepfimo Gmérné
rozptylu:

W, = 1/Var(r)

Rada regresnich program{i umozfuje védzenou regresni analyzu s vahovymi faktory uvedenymi v tabulce. Vahové
faktory by se mély pohodlné normalizovat vynasobenim n/Z w; (n je pocet datovych bodt) tak, aby se jejich soucet
rovnal jedné.

Normalizace odezev

Normalizovani stfedni kontrolni odezvou pfind$i urcité principidlni problémy a vede ke vzniku ponékud
komplikované struktury rozptylu. Délenim odezev stfedni kontrolni odezvou pro ziskdni procentudlni hodnoty
inhibice se zavddi dodatend chyba zpiisobend chybou kontrolni stfedni hodnoty. Pokud tato chyba neni
zanedbatelné mald, musi se opravit vahové faktory v regresni analyze a intervaly spolehlivosti na kovarianci (Draper a
Smith, 1981). Je nutné mit na paméti, Ze je dilezitd vysokd pfesnost u odhadované stfedni kontrolni odezvy pro
minimalizaci celkového rozptylu u relativni odezvy. Tento rozptyl je nasledujici:

(Dolni index i znamend droven koncentrace i a doln{ index 0 odkazuje na kontroly)
Yi = Relativni odezva = r,/r, = 1 - I = f{(C)

s rozptylem Var(Y ) = Var (r,/r,) = (9Yi/Or)? - Var(r) + ((OY,/Or,)? - Var(r,)

a jelikoz (OY,/0 1) = 1[r, a (Y [Or,) = 1/r,2

pro data s normdln{ distribuci a opakovdnimi m; a m,: Var(r) = 02/m,

se pak celkovy rozptyl relativni odezvy Y, vypodita:

Var(Y) = 0?/(r,2 - m) + 1.2 - 62[r,* - m,

Chyba kontrolni stfedni hodnoty je nepfimo imérnd druhé odmocniné poctu zprimérovanych kontrolnich replik,
pficemz nékdy muiize byt opodstatnéné zanést historickd data, ¢imz se chyba zna¢né snizi. Alternativnim postupem je
data nenormalizovat a nevyndSet absolutni odezvy v¢etné dat kontrolni odezvy, ale zavést hodnoty kontrolni odezvy
jako dodatecny parametr, ktery bude upraven nelinedrni regresi. Zatimco obvykld regresni rovnice je dvouparame-
trickd, tato metoda vyzaduje vneseni ¥ parametrd a proto potfebuje vice datovych bodi neZ nelinedrni regrese
provadénd s daty, kterd jsou normalizovdna pomoci pfedem stanovené kontrolni odezvy.
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Inverzni intervaly spolehlivosti

Vypocet nelinedrnich regresnich intervalti spolehlivosti inverznim odhadem je ponékud komplikovany a neni to
dostupnd standardni moznost v béznych balicich statistickych pocitacovych programt. Pfiblizné intervaly
spolehlivosti lze ziskat pomoci standardnich programd nelinedrni regrese s opakovanou parametrizaci (Bruce a
Versteeg, 1992), coz zahrnuje pfepisovani matematické rovnice za pouziti pozadovanych odhadt bodd, napt. EC,, a
EC,, jakozto parametrd, které se maji odhadnout. (Necht je funkce I = f (a, p, koncentrace); vyuzijte defini¢ni vztahy f
(a, B, EC,p) = 0,1 af (a, B, EC,;) = 0,5 k nahrazeni f (a, p, koncentrace) ekvivalentni funkei g (EC,,, EC;,, koncentrace).

PHmgjsi vypocet (Andersen a kol. 1998) se provadi zachovanim ptvodni rovnice a pouzitim Taylorova rozvoje okolo
stfednich hodnot r, a r,

V posledni dobé zacaly byt oblibené metody bootstrap’ (metody postupného vypoctu). Tyto metody pouZivaji
naméfené Udaje a Casty opakovany odbér vzorki urcovany generdtorem nadhodnych ¢isel pro odhad empirické
distribuce rozptyld.
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4) Kapitola C.11 se nahrazuje timto:

,C.11. ZKOUSKA INHIBICE DYCHANI AKTIVOVANEHO KALU (OXIDACE UHLIKU A AMONIA)

UvoD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni 209 (2010). Tato zkusebni metoda popisuje
postup stanoveni G¢ink( chemické latky na mikroorganismy z aktivovaného kalu (vétSinou bakterie) méfenim
rychlosti jejich dychdni (oxidace uhliku a/nebo amonia) za definovanych podminek v pfitomnosti riznych
koncentraci zkousené chemické latky. Zkusebni metoda vychdzi ze zkousky ETAD (Ekologickd a toxikologickd
asociace primyslovych vyrobct barviv) (1, 2), z predchoziho pokynu OECD pro zkouseni 209 (3) a
z prepracované normy ISO 8192 (4). Uéelem zkousky je poskytnout rychlou screeningovou metodu posouzeni
ucinka chemickych ldtek na mikroorganismy aktivovaného kalu v biologickém (acrobnim) stupni distiren
odpadnich vod. Vysledky zkousky mohou rovnéz slouzit jako indikdtor vhodnych neinhibujicich koncentraci
zkousenych chemickych latek pro pouziti ve zkouskdch biologické rozlozitelnosti (napiiklad kapitoly C.4 A-F,
C.9, C.10, C12 a C.29 této piilohy, Pokyn OECD pro zkouseni 302C). V tomto piipadé se zkouska muze
provadét jako screeningovy test, podobné jako orienta¢ni nebo limitni zkousky (viz odstavec 39), pficemz se
bere v ivahu pouze celkova respirace. Aviak tuto informaci je tfeba peclivé zvazit u zkousek snadné biologické
rozlozZitelnosti (kapitoly C.4 A-F a C.29 této piilohy), u nichZ je koncentrace inokula vyznamné niZ$i nez
koncentrace pouZivand v této zkuSebni metod€. Absence inhibice v této respiracni zkousce samoziejmé nemd
automaticky za ndsledek podminky nulové inhibice u zkousek snadné biologické rozlozitelnosti — kapitoly C.4
A-F nebo C.29 této ptilohy.
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2. Obecné se dd Fici, Ze zkouska inhibice dychdni byla od té doby, co byla poprvé publikovdna, dspésné
aplikovdna, oviem za urcitych okolnosti byly uvddény nevérohodné vysledky, napf. (2, 4, 5). Respiracni kiivky
v zdvislosti na koncentraci jsou nékdy dvoufizové, grafy davka-odezva byly zkreslené a hodnoty EC;, byly
neocekdvané nizké (5). Zkoumdni ukdzala, Ze takové vysledky se ziskaji, kdyz se aktivovany kal pouzity ve
zkous$ce vyznamné nitrifikuje a zkouSend chemicka latka md vét3i dcinek na oxidaci amonia neZz na obecnou
heterotrofni oxidaci. Proto mohou byt tyto nevérohodné vysledky upfesnény provedenim dodatecnych zkousek
za pouziti specifického inhibitoru nitrifikace. Méfenim rychlosti pfijmu kysliku za pfitomnosti takového
inhibitoru a ze jeho nepfitomnosti, napt. N-allylthiomocoviny (ATU), je mozné vypocitat oddélené celkovou,
heterotrofni a nitrifika¢ni rychlost ptijmu kysliku (4, 7, 8). Takto lze stanovit inhibi¢ni Gcinky zkouSené
chemické latky ve dvou procesech a je mozné obvyklym zplsobem vypocitat hodnoty ECy, jak pro oxidaci
organického uhliku (heterotrofni), tak pro oxidaci amonia (nitrifikacni). Je tfeba poznamenat, Ze v nékterych
vzdcnych pipadech muaZe byt Gcinek inhibice N-allylthiomocoviny cdstecné nebo uplné neutralizovin v
dasledku komplexace se zkousenymi chemickymi latkami nebo s latkami obohacujicimi médium, napf. ionty
Cu* (6). Ionty Cu** jsou nepostradatelné pro bakterie rodu Nitrosomonas, ale ve vyssich koncentracich jsou
toxické.

3. Potieba nitrifikace v aerobnim ¢&istén{ odpadnich vod jako nezbytného kroku v procesu odstranéni dusikatych
sloucenin z odpadnich vod cestou denitrifikace na plynné produkty se stala naléhavou zejména v evropskych
zemich; EU nyni stanovila niZ$i limity pro koncentrace dusiku ve vycisténych odpadech vypousténych do
vodnich toka ().

4. Ve vésiné piipadd je metoda hodnoceni G¢inku pouze na procesy oxidace organicky vdzaného uhliku
postacujici. AvSak v nékterych pfipadech jsou zkoumdni G¢inku na samotnou nitrifikaci nebo jak na nitrifikaci,
tak na oxidaci organického uhliku oddélené potiebnd pro interpretaci vysledii a pochopeni ti¢inkd.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

5. Respira¢ni rychlosti vzorkdl aktivovaného kalu vyZivovaného syntetickymi odpadnimi vodami se méf v
uzaviené nddobé s kyslikovou elektrodou po kontaktni dobé 3 hodin. Pfi uvdZeni realistického expozi¢niho
scéndfe mohou byt vhodné delsi kontaktni Casy. Jestlize se zkouSend chemickd litka rychle rozkladd, napf.
abiotickou hydrolyzou, nebo je tékavd a jeji koncentraci nelze dostate¢né udrzovat, je mozné dodatecné pouzit
krat3i expozi¢ni dobu, napf. 30 minut. Citlivost kazdé davky aktivovaného kalu je tfeba provéfit s vhodnou
referen¢ni chemickou latkou v den expozice. Zkouska se obvykle pouzivd pro stanoveni EC_ (napf. EC,,)
zkousené chemické latky a/nebo koncentrace bez pozorovanych ucinka (NOEC).

6. Inhibice pfijmu kysliku mikroorganismy oxidujicimi organicky uhlik mdzZe byt vyjadfena oddélené od inhibice
mikroorganismy oxidujicimi amonium prostfednictim méfeni rychlosti pfjmu kysliku za nepf{tomnosti a
piitomnosti N-allylthiomocoviny, coZ je specificky inhibitor oxidace amonia na dusitan nitrifika¢nimi
bakteriemi v prvnim stupni. V tomto pfipadé se procentudlni inhibice rychlosti pfjmu kysliku vypocitd
porovndnim rychlosti pfijmu kysliku za pfitomnosti zkousené chemické latky se stfedni hodnotou rychlosti
pijmu kysliku odpovidajicich kontrolnich vzorkd neobsahujicich Zddnou zkouSenou chemickou latku jak
v pfitomnosti, tak i v nepfitomnosti specifického inhibitoru N-allylthiomocoviny.

7. Jakykoli pfjem kysliku pochdzejici z abiotickych procesti se dd detekovat stanovenim rychlosti ve smésich
zkousené chemické latky, média syntetickych odpadnich vod a vody, s vynechdnim aktivovaného kalu.

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

8.  Pro spravnou interpretaci vysledkd, kterd ma byt provedena, by méla byt zndma identifikace (nejlépe ¢islo CAS),
nazev (IUPAC), ¢istota zkouSené chemické latky, jeji rozpustnost ve vodg, tlak par a adsorpéni vlastnosti. Tékavé
chemické latky se obvykle nemohou pFiméfené zkouset, pokud se nepfijmou specidlni opatfeni (viz
odstavec 21).

(') Smérnice Rady 91/271/EHS ze dne 21. kvétna 1991 o ¢isténi méstskych odpadnich vod. U, vést. L 135, 30.5.1991, 5. 40.
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POUZITELNOST ZKUSEBNI METODY

9.  Zkusebni metodu je mozné pouzit na chemické litky rozpustné ve vodé, obtizné rozpustné a tékavé chemické
latky. AvSak ne vidy je mozné ziskat hodnoty EC,, pro chemické litky s omezenou rozpustnosti a platné
vysledky s tékavymi chemickymi latkami je mozné ziskat pouze za predpokladu, Ze vétsi &ast (Feknéme > 80 %)
zkousené chemické latky zlstane v reak¢ni smési na konci doby expozice. V piipadé, ze existuje jakakoli
nejistota ohledné stability zkousené chemické latky nebo jeji tékavosti, mély by byt pfedlozeny dalsi podpirné
analytické tidaje, aby se upfesnila EC, koncentrace.

REFERENCNI CHEMICKE LATKY

10. Referen¢ni chemické litky se musi pravidelné zkouset, aby se zajistilo, Ze zkuSebni metoda a podminky jsou
spolehlivé, a provéfila citlivost kazdé davky aktivovaného kalu pouzité jako mikrobidlni inokulum v den
expozice. Chemickd ldtka 3,5-dichlorfenol (3,5-DCP) je doporuéena jako referen¢ni inhibi¢éni chemickd latka,
jelikoZ se jednd o zndmy inhibitor dychdni a pouZivé se v riznich druzich zkousek inhibice/toxicity (4). Rovnéz
siran médnaty pentahydrdt se dd pouZit jako referencni chemickd ldtka pro inhibici celkové respirace (9). N-
methylanilin 1ze pouzit jako specificky referen¢ni inhibitor nitrifikace (4).

KRITERIA PLATNOSTI A REPRODUKOVATELNOST

11. Rychlost pijmu kysliku u slepych zkousek (bez zkousené chemické latky nebo referenéni chemické latky) by
neméla byt niz$f nez 20 mg kysliku na 1 g aktivovaného kalu (hmotnost susiny suspendovanych pevnych latek)
za hodinu. Je-li rychlost nizsi, je tfeba zkousku opakovat s vypranym aktivovanym kalem nebo s kalem z jiného
zdroje. Varia¢ni koeficient rychlosti pfijmu kysliku v kontrolnich opakovanych zkouskich by nemél byt vyssi
nez 30 % na konci hlavni zkousky.

12. PH mezindrodnim okruZnim testu organizovaném ISO v roce 2004 (4) za pouziti aktivovaného kalu ziskaného
z domdcich odpadnich vod bylo zjisténo, ze ECy, 3,5-DCP lezi v rozsahu 2 mg/l az 25 mg/l pro celkovou
respiraci, 5 mgfl az 40 mg/l pro heterotrofni respiraci a 0,1 mg/l az 10 mg/l pro nitrifikaéni respiraci.
V piipadé, ze EC,, 3,5-DCP nelezi v olekdvaném rozsahu, je tieba zkousku opakovat s aktivovanym kalem
z jiného zdroje. EC,, pentahydritu siranu médnatého by mél spadat do rozsahu 53-155 mg/l pro celkovou
respiraci (9).

POPIS ZKUSEBN{ METODY
Zkusebni nddoby a pfistroje

13. Pouzije se bézné laboratorni vybaveni a ndsledujici pomicky:
a) zkusebni nddoby — napiiklad 1 000ml kddinky, které pojmou 500 ml reakéni smési (viz 5 na Obr.1);

b) kyveta a tchyty pro méfeni koncentrace rozpusténého kysliku; vhodnd kyslikova elektroda; uzaviend kyveta
obsahujici vzorek bez volného prostoru pod vickem a zapisova¢ (napf. 7, 8, 9 na obr. 1 v dodatku 2); dalsi
mozZnosti je pouZzit BSK ldhev s vhodnou redukéni objimkou pro utésnéni kyslikové elektrody v hrdle lahve
(viz obr. 2 v dodatku 3). Aby se piedeslo ztritdim vytlacené kapaliny po vlozeni kyslikové elektrody,
doporucuje se nejdifve skrz objimku vlozit ndlevku nebo sklenénou trubicku nebo pouzit nidoby s
roz§ifenymi okraji. V obou pipadech se pouZije magnetickd michacka nebo jiny zptisob michéni, napf.
samomichaci sonda;

¢) magnetické michacky s michacimi ty¢inkami pokrytymi inertnim materidlem pro pouziti v méfici komofe a/
nebo ve zkusebni nddobé;

d) provzdusiiovaci zafizeni: v pfipadé potfeby je nutné, aby stlaceny vzduch prochdzel skrz vhodny filtr pro
odstranéni prachu a oleje a skrz promyvaci lahve obsahujici vodu pro zvlhéeni vzduchu. Obsah nddob se
musi provzdus$iovat pomoci Pasteurovych pipet nebo jinych provzdusiovacich zafizeni, kterd neadsorbuji
chemické latky. Rota¢ni tfepacka pracujici pfi rychlostech rotace od 150 do 250 ot/min s bantkami o objemu
napf. 2 000 ml se miZe pouZit pro pokryti spotieby kysliku kalem a prekondni obtizi s chemickymi
latkami, které jsou mimofddné pénivé, tékavé, a proto se ztrdceji, nebo se pii provzdusinovini proudem
vzduchu daji obtizné dispergovat. Zkusebni systém se obvykle sklddd z fady kddinek nepfetrzité provzdusiio-
vanych a uspotfddanych do posloupnosti (napf. v cca 10-15minutovych intervalech) a poté postupné
analyzovanych. RovnéZz je mozné pouzit validované pfistrojové vybaveni, které umoziuje soubéiné
provzdusnovani a méfeni rychlosti spotfeby kysliku ve smésich;
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e) pH-metr;

f) odstfedivka, béznd stolni odstiedivka pro kal, kterd je schopna dosdhnout odstfedivého zrychleni 10 000 m/
s%.

Cinidla
14. Pii zkouskdch se musi zdsadné pouzivat Cinidla analytické Cistoty.

Voda

15. Musi se pouzit destilovand nebo deionizovand voda obsahujici méné nez 1 mg/l DOC (rozpustény organicky
uhlik) s vyjimkou piipadd, kdy je pfedepsdna voda z vodovodu bez chléru.

Syntetickd odpadni voda

16. Médium se musi pfipravit tak, aby obsahovalo ndsledujici slozky v uvedenych mnozstvich:

— pepton 16 g
— masovy extrakt (nebo srovnatelny rostlinny extrakt) 11¢g
— mocovina 3g
— chlorid sodny (NaCl) 07¢
— chlorid védpenaty dihydrat (CaCl, - 2H,0) 04g
— siran hofe¢naty heptahydrdt (MgSO, - 7H,0) 02¢g
— bezvody hydrogenfosfore¢nan draselny (K,HPO,) 2,8g

— destilované nebo deionizovand voda do 1 litru

17. pH tohoto roztoku by mélo byt 7,5 £ 0,5. Jestlize se pfipravené médium nepouzije ihned, musi se skladovat v
temnu pfi 0-4 °C po dobu maximalné 1 tydne nebo za podminek, kdy se neméni jeho sloZeni. Je tieba
poznamenat, Ze tato syntetickd odpadni voda md 100ndsobnou koncentraci oproti vodé popsané v technické
zpravé OECD Ndvrh metody stanoveni biologické rozloZitelnosti povrchové aktivnich litek pouzivanych
v syntetickych detergentech’ (11. ¢ervna 1976), s ptidavkem hydrogenfosfore¢nanu draselného.

18. Alternativné se mohou slozky média sterilizovat jednotlivé pfed skladovanim nebo se krétce pfed provedenim
zkousky maze pfidat pepton a masovy extrakt. Pfed pouzitim se musi médium dikladné promichat a je-li tfeba,
pH upravit na 7,5 + 0,5.

ZkouSend chemickd latka

19. Zéasobni roztok se musi pfipravit pro zkousené litky snadno rozpustné ve vodé az do maximadlni rozpustnosti
ve vodé (nesmi dojit k vysrdZeni). Latky $patné rozpustné ve vodé, smési se slozkami o rozdilné rozpustnosti ve
vodé a adsorbujici se latky se musi navazit pfimo do zkuSebnich nddob. V téchto piipadech je mozné pouzit
zdsobni roztoky, jestlize koncentrace rozpusténych zkouSenych chemickych latek jsou analyticky stanoveny ve
zkusebnich nddobach (pfed pfidanim aktivovaného kalu). Jestlize se p¥ipravuji upravené frakce WAF, je rovnéz
dtlezité provést analytické stanoveni koncentraci rozpusténych zkousenych chemickych litek ve zkuSebnich
nddobéch. Pouziti organickych rozpoustédel, dispergatori/emulgitort ke zlepSeni rozpustnosti je neptipustné.
Zpracovani zasobnich roztokd ultrazvukem a pfedmichdnim suspenzi, napt. pfes noc, je mozné, jestlize jsou k
dispozici adekvétni informace ohledné stability zkousené chemické latky za takovychto podminek.

20. Zkousend chemicka ldtka muZe negativné ovlivnit pH zkuSebniho systému. Hodnota pH zkouSenych chemicky
zpracovanych smési se musi stanovit pfed sestavenim zkousky v pfedbéZném pokusu, aby se zjistilo, zda bude
tieba tprava pH pred hlavni zkouskou a znovu v den hlavni zkousky. Pfed pfiddnim inokula je tfeba roztoky/
suspenze zkouSené chemické litky ve vodé podle potfeby neutralizovat. Protoze ale neutralizace mtize
pozménit chemické vlastnosti chemické latky, mohou byt v zévislosti na téelu studie provedeny dalsi zkousky,
aby se vyhodnotil G¢inek zkouSené chemické latky na kal bez tpravy pH.
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21. Toxické téinky t€kavych chemickych latek, zejména u zkousek, pfi kterych vzduch probublévd skrz systém,
mohou vyUstit do riiznych Grovni pisobeni v disledku ztrat latky béhem expozice. PH praci s takovymi latkami
je tfeba postupovat obezietné a provadét latkové specifickou analyzu kontrolnich smési obsahujicich danou
latku a ménit rezim provzdusnovani.

Referenéni chemické latky

22. Je-li 3,5-dichlorfenol pouzit jako referencni chemicka latka, je tfeba pfipravit roztok 1,00 g 3,5-dichlorfenolu v
1 000 ml vody (15). Pro urychleni rozpousténi je tieba pouzit teplou vodu a/nebo tzv. ultrazvukovou lazen. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu se roztok doplni na dany objem. Je vSak tfeba zajistit, aby referen¢ni chemicka
latka nedoznala strukturnich zmén. pH roztoku se musi kontrolovat a podle potieby upravit pouzitim NaOH
nebo H,SO, na pH 7-8.

23. Jestlize se jako referen¢ni chemickd litka pouZije siran médnaty pentahydrat, pouZiji se koncentrace 58 mgll,
100 mg/l a 180 mg/l (faktor 1,8). Litka se navdzi ptimo do zkuSebnich nddob (29 — 50 — 90 mg na celkovy
objem 500 ml). Pak se rozpusti v 234 ml vody z vodovodu upravené v autokldvu. Siran médnaty pentahydrat
je snadno rozpustny. Na zacdtku zkousky se pfidd 16 ml syntetické odpadni vody a 250 ml aktivovaného kalu.

Specificky inhibitor nitrifikace

24. Pripravi se zdsobni roztok 2,32 g/l N-allylthiomocoviny (ATU). 2,5 ml tohoto zdsobniho roztoku se p¥idd do
inkuba¢ni smési o kone¢ném objemu 500 ml, ¢imz se dosdhne kone¢né koncentrace 11,6 mg ATU/l (10-* mol/
1), kterd je, jak zndmo (4), dostatecnd, aby zptsobila 100 % inhibici nitrifikace v nitrifikujicim aktivovaném
kalu, ktery obsahuje 1,5 g/l suspendovanych pevnych latek.

Abioticky kontrolni vzorek

25. Za urcitych vzdcnych podminek miZe zkousend chemickd litka se silnymi redukénimi vlastnostmi zptisobit
méfitelnou spotebu kysliku pfi abiotickém rozkladu. V takovych piipadech jsou nezbytné abiotické kontroly,
aby se dalo rozlisit mezi pfjmem kysliku zkousenou chemickou latkou zpisobenym abiotickym rozkladem a
mikrobidlnim dychdnim. Abioticky kontrolni vzorek je mozné pfipravit vynechinim inokula ze zku3ebnich
smési. Podobné je mozné zaradit abiotické kontroly bez inokula, kdyZ se provedou podptirnd analytickd méfeni
pro stanoveni dosazené koncentrace béhem expozicni fize zkousky, napf. kdyz se pouziji zdsobni roztoky
chemickych latek Spatné rozpustnych ve vodé se slozkami o rozdilné rozpustnosti ve vodé. Ve specidlnich
pfipadech muZe byt zapotiebi pfipravit abiotickou kontrolu se sterilizovanym inokulem (napf. v autokldvu
nebo pfiddnim steriliza¢nich toxickych latek). Nékteré chemické latky mohou produkovat nebo spotiebovéavat
kyslik, pouze je-li povrch dostatecné velky pro reakei, i kdyz obvykle k tomu potiebuji daleko vyssi teplotu
nebo tlak. V tomto ohledu je tfeba vénovat specidlni pozornost litkdm s peroxy skupinou. Sterilizované
inokulum poskytuje veliky povrch.

Inokulum

26. Pro obecné poutziti je tfeba shromdzdit aktivovany kal na vystupu z provzdusnovaci nddrze nebo v blizkosti
vystupu z nddrze dobfe provozované (istirny odpadnich vod, do které pfichdzeji pfedev§im odpadni vody
z domdcnosti. V zdvislosti na acelu zkousky lze rovnéz pouzit jiné postalujici druhy nebo zdroje aktivovaného
kalu, napt. kal vypéstovany v laboratofi, a to s vhodnymi koncentracemi suspendovanych pevnych latek ve vysi
2 g/l az 4 g[l. Avsak kaly z rozdilnych ¢istiren odpadnich vod ¢asto vykazuji rozdilné charakteristiky a citlivosti.

27. Kal se dd pouzit tak, jak je sebrdn, ale hrubé cdstice se musi odstranit usazenim po krdtkou dobu, napf. 5 az 15
minut, a dekantac{ horni vrstvy jemnéjsich pevnych ¢astic nebo prosetim (napf. pfes sito s otvory o plose
1 mm?). Alternativné je mozné kal homogenizovat misenim po dobu cca 15 s nebo delsi, ale pozornost je tieba
vénovat tfecim sildm a teplotnim zméndm, které se mohou vyskytnout pfi dlouhodobém misen.
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28. Casto je nezbytné kal promyt, napf. je-li rychlost endogenni respirace nizkd. Kal je nejdiive tieba odstiedovat
po urcitou dobu, aby se ziskal ¢iry supernatant a granule pevnych ¢astic odpadnich vod, napf. 10 minut pii
odstfedivém zrychleni cca 10 000 m/s2. Kapalny supernatant se slije a kal se resuspenduje v nechlérované vodé
z vodovodu, protiepe a promyvaci voda se pak odstrani opétovnym odstfedénim a slitim. Proces promyvani a
odstfedovani se musi podle potfeby opakovat. Stanovi se hmotnost sudiny o zndmém objemu resuspendo-
vaného kalu a kal se zkoncentruje odstranénim kapaliny nebo ddle zfedi v bezchlérové vodé z vodovodu, aby
se ziskal kal s pozadovanou koncentraci pevnych ¢astic 3 g/l. Aktivovany kal se musi nepfetrzité provzdusiiovat
(napf. 2 l/min) pfi zkuSebni teploté, a je-li to mozné, pouzit v den odebrdni. Neni-li to mozné, musi se do kalu
denné¢ pfidavat syntetickd odpadni voda (pfivod 50 ml syntetické odpadni vody na litr aktivovaného kalu) po
dva daldi dny. Kal se pak pouzije ve zkousce a vysledky jsou piijaty jako platné za pfedpokladu, Ze se
nevyskytnou zddné vyznamné zmény v jeho aktivité, zji§téné stanovenim jeho rychlosti endogenni heterotrofni
respirace a nitrifika¢ni respirace.

29. Potize mohou nastat, jestlize se béhem inkubace vyskytne pénéni takového rozsahu, Ze jsou péna a na ni
zachycené pevné Castice kalu vypuzovany z provzdusiiovacich nddob. Obcas muZe byt pénéni jednoduse
nésledkem pfitomnosti syntetické odpadni vody, ale pénéni se dd ocekdvat, je-li zkouSend chemickd latka
surfaktant nebo ho obsahuje. Ztrata pevnych &stic kalu ze zkuSebnich smési bude mit za ndsledek uméle
sniZenou respira¢ni rychlost, kterd muze byt chybné interpretovdna jako dusledek inhibice. Kromé toho se
provzdusiiovanim roztoku surfaktantu surfaktant zkoncentruje ve vrstvé pény; ztritou pény ze zkuSebniho
systému se sniZi expozi¢ni koncentrace. Pénéni se dd regulovat jednoduchymi mechanickymi metodami (napf.
obcasnym ru¢nim zamichdnim za pouziti sklenéné tyc¢inky) nebo pfiddnim silikonového emulga¢niho
odpériovaciho ¢inidla neobsahujictho surfaktant a/nebo pouzitim metody provzdusiovéni v trepaci lahvi. Je-li
problém spojen s pfitomnosti syntetické odpadni vody, je tfeba slozeni odpadni vody upravit pfiddnim
odpénovaciho ¢inidla rychlosti napf. 50 pl/l. Je-li pénéni zpisobeno zkousenou chemickou latkou, musi se
mnozstvi potiebné k potlaceni stanovit pfi maximalni zkousené koncentraci a pak je tieba stejnym zptisobem
osetfit vechny jednotlivé provzdusiiovaci nddoby (véetné napf. nadob se slepymi a referencnimi vzorky, ve
kterych se péna nevyskytuje). Jestlize se pouzivaji odpéfiovaci ¢inidla, nesmi dojit k Zddné interakci s inokulem
a/nebo zkousenou chemickou latkou.

POSTUP ZKOUSKY

30. Je mozné stanovit inhibici ti rozdilnych piHjma kysliku, celkového, pouze heterotrofniho a pochdzejiciho
z nitrifikace. Obvykle by mélo stacit méfeni celkové inhibice pijmu kysliku. Stanoveni i¢inkd na heterotrofni
pijem kysliku spojeny s oxidaci organického uhliku a v disledku oxidace amonia je nutné tehdy, jsou-li
pozadovany konkrétné tyto dva oddélené koncové ukazatele pro pislusnou chemickou litku nebo (volitelné) za
ucelm vysvétleni atypickych kfivek ddvka-odezva z inhibice celkového piijmu kysliku.

Zkusebni podminky

31. Zkousku je tieba provadét pii teploté v rozsahu 20 £ 2 °C.

ZkouSené smési

32. Zkousené smési (F, jako v tabulce 1) obsahujici vodu, syntetickou odpadni vodu a zkousenou chemickou latku
se pripravi tak, aby se ziskaly rozdilné nominalni koncentrace zkousené chemické latky (viz tabulka 1 — piiklad
objemt slozek). pH se podle potteby nastavi na 7,5 £ 0,5; smési se zfedi vodou a pfidd se inokulum, ¢imz se
dosdhne stejnych kone¢nych objemil v nddobéch a zacne provzdusiiovéni.

Referen¢ni smési

33. Referen¢ni smési (Fy) se pripravi stejnym zpusobem jako zkousené smési, pficemz se referen¢ni chemicka ltka,
napt. 3,5-dichlorfenol, pouzije namisto zkousené chemické latky.
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Slepé vzorky

34. Slepé smési (F;) se piipravi na zacatku a na konci doby expozice pii zkouskdch, ve kterych jsou zkusebni
kadinky uspofddany postupné v intervalech. Ve zkouskich provddénych s vybavenim, které umoZiuje
simultdnn{ méfeni spotieby kysliku, je tfeba zahrnout do kazdé davky pro simultdnni analyzu alespon dva slepé
vzorky. Slepé vzorky obsahuji stejné objemy aktivovaného kalu a syntetického média, ale Zddnou zkuSebni
chemickou latku nebo referen¢ni chemickou létku. Tyto vzorky se zfedi vodou na stejny objem jako zkousené a
referen¢ni smési.

Abioticky kontrolni vzorek

35. Je-li to nezbytné, napfiklad je-li o zkousené chemické litce zndmo nebo u ni existuje podezfeni, Ze md silné
redukéni vlastnosti, je tfeba pfipravit smés F, pro méfeni abiotické spotieby kysliku. Smés musi obsahovat
stejné mnozstvi zkousené chemické latky i syntetické odpadni vody a musi mit stejny objem jako zkouSené
smési, ale neobsahuje aktivovany kal.

Obecny postup a méfeni

36. Zkousené smési, referencni smési a slepé vzorky a abiotické kontrolni vzorky se inkubuji pfi zkuSebni teploté
za podminek nuceného provzdusnovani (0,5 az 1 1/min), aby se koncentrace rozpusténého kysliku udrzovala
nad hranici 60-70 % saturace a aby se vlocky kalu udrzely v suspenzi. RovnéZ je nezbytné kultury michat, aby
se vlocky kalu udrZely v suspenzi. Za zacatek inkubace se povazuje politecni kontakt inokula aktivovaného
kalu s ostatnimi slozkami kone¢né smési. Na konci inkubace, po dané expozi¢ni dobé obvykle 3 hodin, se
vzorky vyjmou pro zméfeni rychlosti poklesu koncentrace rozpusténého kysliku v kyveté konstruované pro
tento ucel (obr. 2 v dodatku 3) nebo ve zcela naplnéné BSK ldhvi. Zpisob zahdjeni inkubaci rovnéz zavisi na
moznostech zaf{zeni pouZitého k méfeni rychlosti spotieby kysliku. Napfiklad jestlize zafizeni obsahuje jedinou
kyslikovou sondu, provadéji se méfeni jednotlivé. V tomto piipadé se musi pfipravit rizné smési potiebné pro
zkousku se syntetickou odpadni vodou, ale inokulum se nepouzije a pfedepsané davky kalu se pfidaji do kazdé
nddoby série. Jednotlivé inkubace je tieba zahdjit postupné, ve vhodnych ¢asovych intervalech, napt. 10 az 15
minut. Alternativné muize méfici systém zahrnovat fadu sond, které umoziuji mnohocetnd simultdnni méfent;
v tomto pfipadé se miZe inokulum pfidat soucasné do piislusnych skupin nddob.

37. Koncentrace aktivovaného kalu ve vSech zkousenych, referen¢nich a slepych (ale ne abiotickych kontrolnich)
smésich je nomindlné 1,5 g/l suspendovanych pevnych latek. Spotieba kysliku se méfi po 3 hodindch expozice.
Dalsi méfeni expozice po 30 minutich se provadi podle potieby postupem diive popsanym v odstavci 5.

Nitrifika¢ni potencidl kalu

38. Aby se rozhodlo, zda kal nitrifikuje, a jestlize ano, tak jakou rychlosti, pfipravi se smési (F;) jako ve slepych a
dalsich Jkontrolnich’ smésich (Fy), které vSak rovnéz obsahuji N-allylthiomocovinu v koncentraci 11,6 mg/l.
Smési je tfeba provzdusiiovat a inkubovat pfi 20° + 2 °C po dobu 3 hodin. Pak se zméf rychlosti pFjmu
kysliku a vypocitd se rychlost pifjmu kysliku v désledku nitrifikace.

Uspofadani zkousky

Orientacni zkouska

39. Podle potieby se pouzivd pfedbéind zkouska pro odhad rozsahu koncentraci zkousené chemické latky
potiebného v hlavni zkousce stanoveni inhibice spotieby kysliku. Alternativné muiize absence inhibice spotteby
kysliku zkousenou chemickou litkou v pfedbézné zkousce ukazovat, Ze hlavni zkouska neni nezbytnd, ale je
tfeba zafadit trojmo opakovanou zkousku pfi nejvyssi zkousené koncentraci v pfedbéiné zkousce (obvykle
1 000 mg/l, ale v zavislosti na pozadavcich na data).
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Tabulka 1

Piiklady smési pro pfedbéinou zkousku

Cinidlo Péivodni koncentrace
Zasobni roztok zkousené chemické latky 10 g/l
Zésobni roztok syntetického média viz odstavec 16
Zasobni suspenze aktivovaného kalu 3 g/l suspendovanych pevnych latek
Dévkovani do zkusebnich nddob ()
Slozky smési

FTI FT2 FT3-5 FBI-2 FA
Zésobni roztok zkouSené chemické latky 0,5 5 50 0 50
(ml)
(odstavce 19 az 21)
Zasobni roztok syntetické odpadni vody (ml) 16 16 16 16 16
(odstavec 16)
Suspenze aktivovaného kalu (ml) 250 250 250 250 0
(odstavce 26 az 29)
Voda 233,5 229 184 234 434
(odstavec 15)
Celkovy objem smési (ml) 500 500 500 500 500

Koncentrace ve smési

Zku3ebn{ suspenze (mg/l) 10 10 1 000 0 1 000
Aktivovany kal
(suspendované pevné latky) (mg/l) 1 500 1500 1 500 1500 0

(%) Stejny postup se dodrzuje u referencni chemické latky, do banek F, ,

40. Zkouska se provadi pouzitim alespon tif koncentraci zkousené chemické latky, napiiklad 10 mgfl, 100 mg/l a
1 000 mg/l, se slepym vzorkem a podle potieby alesponi se tfemi abiotickymi kontrolnimi vzorky s nejvyssimi
koncentracemi zkou$ené chemické latky (viz jako piiklad tabulku 1). V idedlnim pifipadé by nejnizsi
koncentrace neméla mit zadny vliv na spotiebu kysliku. Je-li to nalezité, vypocitd se rychlost ptijmu kysliku a
rychlost nitrifikace; pak se vypocitd procentudlni inhibice. V zdvislosti na tcelu zkousky je rovnéz mozné
jednoduse stanovit toxicitu koncentra¢niho limitu, napt. 1 000 mg/l. Jestlize se pii této koncentraci neprojevi
zadny statisticky vyznamny toxicky acinek, neni dalsi zkouSeni pii vysSich nebo nizsich koncentracich
nezbytné. Nutno poznamenat, Ze latky obtiZné rozpustné ve vodé, smési se slozkami o rozdilné rozpustnosti ve
vodé a adsorbenty je tfeba navazit piimo do zkuSebnich nadob. V tomto pfipadé se objem rezervovany pro
zéasobni roztok zkousené latky nahradi ztedovaci vodou.

Hlavni zkouska
Inhibice celkového pfijmu kysliku

41. Zkouska se provadi pouzitim rozsahu koncentraci zji§ténych pfedbéznou zkouskou. Aby se ziskaly hodnoty jak
NOEC tak EC, (napf. EC,), doporucuje se ve vétsiné pfipadt Sest kontrolnich a pét exponovanych koncentraci
v geometrické posloupnosti s péti opakovanymi vzorky. Zkouska s abiotickym kontrolnim vzorkem se nemusi
opakovat, jestlize v predbézné zkousce nebyl zjistén zadny piijem kysliku. Jestlize se vSak vyznamny piijem
vyskytne, je tieba abiotické kontroly provést pro kazdou koncentraci zkousené chemické latky. Citlivost kalu se
musi provéfovat pouzitim referen¢ni chemické latky, 3,5-dichlorfenolu. Citlivost kalu se musi provéfovat pro
kazdou sérii zkousek, nebot o citlivosti je zndmo, Ze kolisd. Ve vsech piipadech se pro méfeni rychlosti pijmu
kysliku v kyveté s kyslikovou elektrodou vzorky odeberou ze zkusebnich nddob po 3 hodindch a podle potieby
po dalsich 30 minutich. Ze shromdzdénych tdaji se vypocitaji specifické respiracni rychlosti kontrolnich a
zkousenych smési; procentudlni inhibice se pak vypocitd z rovnice 7 niZe.
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RozliSeni mezi inhibici heterotrofni respirace a nitrifikace

42. Pouziti specifického inhibitoru nitrifikace ATU umoziiuje pi{imé hodnoceni inhibi¢nich G¢inkd zkousené
chemické latky na heterotrofni oxidaci; odectenim rychlosti ptijmu kysliku v pfitomnosti ATU od celkové
rychlosti ptijmu (bez ATU) se dd vypocitat vliv na rychlost nitrifikace. Pipravi se dva soubory reakénich smési
podle upofadani zkousky pro EC, nebo NOEC podle popisu v odstavci 41, ale navic se ATU pfida do kazdé
smési jednoho souboru v konecné koncentraci 11,6 mg/l, kterd jak zndmo Gplné inhibuje nitrifikaci v kalu s
koncentracemi suspendovanych pevnych latek do 3 000 mg/l (4). Rychlosti piijmu kysliku se mé#i po expozi¢ni
dobg; tyto pfimé hodnoty pfedstavuji pouze heterotrofni respiraci a rozdily mezi nimi a odpovidajicimi
rychlostmi celkové respirace predstavuji nitrifikaci. Pak se vypocitaji rtizné stupné inhibice.

Méfeni

43. Po dané dobé expozice se vzorek z prvni provzdusnovaci nddoby premisti do kyvety s kyslikovou elektrodou
(obr. 1 v dodatku 2) a ihned se zméfi koncentrace rozpusténého kysliku. Jestlize je k dispozici systém s vice
elektrodami, pak se méfeni mtze provadét simultdnné. Michdni (pouZitim magnetu s krytem) je zdsadni pii
stejné rychlosti, jakd se pouzila pfi kalibraci elektrody, aby se zajistilo, Ze sonda bude reagovat s minimdlnim
zpozdénim na meénici se koncentrace kysliku a Ze bude umoznéno pravidelné a reprodukovatelné méfeni
kysliku v méfici niddobé. Obvykle postaci systém se samomichaci sondou uzivany s nékterymi kyslikovymi
elektrodami. Mezi méfenimi se kyveta vyplidchne vodou. Alternativné se mtize vzorek pouzZit pro naplnéni BSK
lahve (obr. 2 v dodatku 3) vybavené magnetickou michackou. Do hrdla lahve se pak vlozi kyslikovd sonda
s reduk¢ni objimkou a spusti se magnetickd michacka. V obou piipadech se koncentrace rozpusténého kysliku
kontinudlné méH a zaznamendvd v urcitych intervalech, obvykle 5 az 10 minut, nebo dokud koncentrace
kysliku neklesne pod 2 mg/l. Elektroda se vyjme, smés se vrati do provzdusiiovaci nddoby a provzdusnovani a
michdni pokracuje, jestlize je méfeni po del$i expozici nezbytné.

Ovéfeni koncentrace zkousSené chemické latky

44. Pro nékteré ucely se muzZe ukdzat nezbytné méfit koncentraci zkouSené chemické litky ve zkuSebnich
nddobdch. Je tfeba vzit na védomi, Ze pouZivaji-li se zdsobni roztoky:

— latek obtizné rozpustnych ve vodé,

— smési se slozkami s rozdilnou rozpustnosti ve vod¢, nebo

— létek s dobrou rozpustnosti ve vodé, ale o koncentraci zdsobniho roztoku blizké maximdlni rozpustnosti ve
vodg,

neni rozpusténd frakce zndmd, a tudiZ neni zndmd skute¢nd koncentrace zkousené chemické latky prevadéné do
zkusebnich nddob. Pro charakterizaci expozice je nezbytné analyticky odhadnout koncentrace zkousené
chemické litky ve zkuSebnich nddobéch. Situace se zjednodusi, kdyz se analyticky odhad provede pied
pfiddnim inokula. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze do zku$ebnich nddob budou ptevedeny pouze rozpusténé
frakce, mohou byt méfené koncentrace velmi nizké.

45. Aby se pfedeslo ¢asové a finan¢né ndro¢nym analyzdm, doporucuje se jednoduse navézit zkougenou chemickou
litku pfimo do zkusebnich nddob a ndsledné vypocty vztahovat k pocite¢ni navdzené nomindlni koncentraci.
RozliSeni mezi rozpusténou, nerozpusténou nebo adsorbovanou frakci zkousené chemické litky neni nutné,
protoZe vechny tyto frakce se stejné v redlnych podminkdch vyskytuji v ¢istirndch odpadnich vod a tyto frakce
se mohou ménit v zdvislosti na sloZeni odpadnich vod. Cilem zku$ebni metody je odhadnout neinhibi¢ni
koncentraci redlné a neni acelné zkoumat detailng, které frakce piispivaji k inhibici organisma aktivovaného
kalu. Také adsorptivni latky by se mély navazit piimo do zkuSebnich nddob a nddoby by se mély silanizovat,
aby se minimalizovaly ztrity v disledku adsorpce.
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UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Vypocet rychlosti pfijmu kysliku

46. Rychlosti pijmu kysliku se vypocitaji ze stfednich hodnot nameéfenych hodnot, napt. z linedrni ¢dsti grafd
zdvislosti koncentrace kysliku na case, které omezuji vypocty na koncentrace kysliku mezi 2,0 mg/l a 7,0 mg]l,
jelikoZ vyssi a niz$i koncentrace mohou samy o sobé ovlivnit rychlosti spotieby. Price s koncentracemi v pasmu
pod nebo nad témito hodnotami jsou obcas nevyhnutelné a nezbytné, napriiklad jestlize je respirace silné
potlacena a v disledku toho velmi pomald nebo jestlize respirace pfislusného aktivovaného kalu velmi rychld.
To je akceptovatelné za predpokladu, Ze i tato rozsifeni pifjmového grafu jsou linedrni a jejich smérnice se
neméni pii pfechodu pfes hranici 2,0 mg/l nebo 7,0 mg/l O,. Jakékoli zakfivené sekce grafu naznacuji, Ze se
méfici systém stabilizuje nebo Ze se rychlost pfijmu méni, a nemély by se pouZivat pro vypocet respiracnich
rychlosti. Rychlost pijmu kysliku se vyjadif v miligramech na litr a hodinu (mg/lh) nebo v miligramech na
gram suchého kalu a hodinu (mg/g.h). Rychlost spotieby kysliku R v mg/Lh lze vypocitat nebo interpolovat
z ptimkové &asti zaznamenaného grafu poklesu kysliku podle rovnice 1:

R=(Q,-Q)Ax60 (1)

kde:

Q, je koncentrace kysliku na za¢atku zvoleného intervalu linedrni fize (mg/l);
Q, je koncentrace kysliku na konci zvoleného intervalu linedrni fize (mg/l);
A

. je Casovy interval mezi témito dvéma méfenimi (min.).

47. Specifickd respira¢ni rychlost (R) se vyjadiuje jako mnoZstvi spotfebovaného kysliku na gram susiny kalu za
hodinu (mg/g.h) podle rovnice 2:

kde SS je koncentrace suspendovanych pevnych latek ve zkousené smési (g/l).
48. Rozdilné indexy R, které se mohou kombinovat, jsou:

S specificka rychlost

T celkovd respira¢ni rychlost

N rychlost v diisledku nitrifika¢ni respirace
H rychlost v disledku heterotrofni respirace
A rychlost v dasledku abiotickych procest

B rychlost na zdkladé analyzy slepych zkousek (stfedni hodnota)

Vypocet rychlosti pfijmu kysliku v disledku nitrifikace

49. Vztah mezi celkovou respiraci (R,), nitrifikacni respiraci (Ry) a heterotrofni respiraci (Ry,) je ddn rovnici 3:
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kde:
Ry je rychlost p#jmu kysliku v dasledku nitrifikace (mg/Lh);
R; je méfend rychlost pifjmu kysliku pfi slepé zkousce (bez ATU; Fp) (mg/Lh).

Ry je méfena rychlost pifjmu kysliku pfi slepé zkousce s ptidavkem ATU (F) (mg/Lh).

50. Tento vztah je platny pro hodnoty slepych zkousek (Ryg Ryp Ryp), abiotické kontrolni vzorky (Ry,, Rpy Ry, @
zkousky se zkousenou chemickou latkou (Ryg, Ry Ry) (mgfg.h). Specifické respiraéni rychlosti se vypocitaji z:

51. Jestlize Ry je nevyznamné (napf. < 5 % R, ve slepych zkouskdch) v pfedbézné zkousce, dd se pfedpoklidat, Ze
heterotrofni pifjem kysliku bude roven celkovému pifjmu a Ze nedochdzi k zddné nitrifikaci. Alternativni zdroj
aktivovaného kalu by byl potfebny, jestlize by se pfi zkouskdch braly v dvahu déinky na heterotrofni a
nitrifika¢ni mikroorganismy. Hlavni zkouska se provadyi, jestlize existuje dikaz o potlacenych rychlostech piijmu
kysliku s rozdilnymi koncentracemi zkousené chemické latky.

Vypocet procentudlni inhibice

52. Procentudlni inhibice I; celkové spotteby kysliku pii kazdé koncentraci zkousené chemické litky je ddna rovnici
7:

IT = [1 - (RT - RTA)/RTB] x 100 % (7)

53. Podobné je procentudlni inhibice heterotrofniho piijmu kysliku I, pfi kazdé koncentraci zkousené chemické
latky ddna rovnici 8:

L= [1 - R, - RyJ/Rys] x 100%  (8)
54. A konecné inhibice pfijmu kysliku zptisobend nitrifikaci Iy pfi kazdé koncentraci je ddna rovnici 9:
Iy = [1 - Ry — RY[Ry — Ryyp)] x 100 % 9)

55. Procentudlni inhibice pffjmu kysliku se vynese proti logaritmu koncentrace zkousené chemické latky (inhibi¢ni
kiivka, viz obr. 3 v dodatku 4). Inhibi¢ni kiivky se vynesou pro kazdy tithodinovy interval provzdusiovani
nebo navic po 30 min. Koncentrace zkousené chemické latky, kterd inhibuje ptijem kysliku z 50 % (EC,), se
vypocitd nebo interpoluje z grafu. Jestlize jsou k dispozici vhodna data, mohou se vypocitat nebo interpolovat
95 % meze spolehlivosti ECy, smérnice kfivky, vhodné hodnoty oznacujici zacitek inhibice (napiiklad EC,,
nebo EC,,) a konec rozsahu inhibice (naptiklad ECy, nebo EC,).

56. Je tieba poznamenat, Ze s ohledem na variabilitu ¢asto pozorovanou ve vysledcich maze byt v mnoha
piipadech postacujici vyjadiit vysledky dodatecné v fadech, napiiklad:

EC,, <1mgl
EC,, 1 mgflaz 10 mg/l
EC,, 10 mg/l az 100 mg/l

EC,, > 100mg/l
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Interpretace vysledkii

EC,

57. Hodnoty EC,, v€etné s nimi spojené dolni a horni 95 % meze spolehlivosti pro parametr, se vypocitaji pouzitim
vhodnych statistickych metod (napf. probit analyzou, logistickou nebo Weibullovou funkci, upravenou
Spearman-Karberovou metodou nebo jednoduchou interpolaci (11)). EC, se ziskd zaddnim hodnoty odpovidajici
x % stfedni hodnoty kontroly do zji§téné rovnice. Pfi vypoctu EC,, nebo jakékoli dalsi EC, se stfedni hodnoty
pro danou expozici (x) podrobi regresni analyze.

Odhad NOEC

58. Jestlize se ke stanoveni NOEC md pouZit statistickd analyza, je tfeba mit statistické hodnoty pro kazdou nddobu
(jednotlivé nddoby se povazuji za opakované pokusy). Poté se pouziji vhodné statistické metody podle
dokumentu OECD ,Soucasné pristupy ke statistické analyze dat tykajicich se ekotoxicity: pokyny pro aplikaci’
(11). Obecné se nepfiznivé acinky zkouSené chemické latky ve srovndni s kontrolou zkoumaji pouZzitim
jednostranného (mensiho) testu statistické hypotézy na p < 0,05.

Zavérecna zprava

59. Zavérecna zprava musi obsahovat ndsledujici informace:
Zkousend chemickd ldtka
— obecny ndzev, chemicky nézev, &islo CAS, distota,

— fyzikdlné-chemické vlastnosti zkousené chemické latky (napf. log K, rozpustnost ve vod¢, tlak par,
Henryho konstanta (H) a pfipadné informace o osudu zkouSené chemické ldtky, napt. adsorpce na
aktivovaném kalu).

Zkusebni systém

— zdroj, podminky provozu ¢istirny odpadnich vod a vstupujicich pfitoky, koncentrace, predbézné zpracovani
a uchovévani aktivovaného kalu.

Zku3ebni podminky

— zkuSebni teplota, pH béhem zkousky a trvani faze(i) expozice.
Vysledky

— specifickd spotfeba kysliku v kontroldch (mg O,/(g kalu x h),

— vSechna naméfend data, inhibi¢ni kiivka(y) a metoda vypoctu, EC,,,

— EC,, a pokud mozno 95 % meze spolehlivosti, piipadné EC,,, ECy, piipadné NOEC a pouzité statistické
metody, jestlize EC,, nemtiZe byt stanoveno,

— vysledky pro celkovou a v piipadé potieby i heterotrofni a nitrifika¢n{ inhibici,
— abioticky piijem kysliku ve fyzikdlné-chemické kontrole (je-li pouzita),
— ndzev referen¢ni chemické latky a vysledky s touto latkou,

— veskerd pozorovani a odchylky od standardniho postupu, které mohly ovlivnit vysledek.
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Dodatek 1

Definice

V této zkuSebni metodé se pouzivaji nésledujici definice.
Chemicka latka je sloucenina nebo smés.

ECx (a¢innd koncentrace vyvoldvajici x % wcinek) je koncentrace, kterd vyvold ucinek u x % zkuSebnich
organismt béhem dané expozi¢ni doby ve srovndni s kontrolou. Naptiklad EC;, je koncentrace, kterd podle odhadu
md G¢inky na zkouSeny ukazatel u 50 % exponované populace béhem definované expozicni doby.

Koncentrace bez pozorovanych d¢inkdi (NOEC) je koncentrace zkousené chemické latky, pfi niz neni pozorovéin
7ddny tcinek. V této zkousce koncentrace odpovidajici NOEC nemd zddny statisticky vyznamny tcinek (p < 0,05)
béhem dané expozi¢ni doby ve srovndni s kontrolou.

Zkou$end chemicka latka je jakdkoli litka nebo smés zkouSend pouzitim této zkusebni metody.
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Dodatek 2
Obr. 1: Piiklady méfici jednotky
1] 2] H
S |

L]

{ oy d 6
H
1
i i

10
"’\\ 6
Legenda

1 aktivovany kal

2 syntetické médium

3 zkousend chemickd latka
4 vzduch

5 misici nddoba

9

magnetickd michacka
kyveta na méfeni kysliku
kyslikovd elektroda

piistroj na méfeni kysliku

10 zapisovac



Utedni véstnik Evropské unie L 54/51

1.3.2016
Dodatek 3
Obr. 2: Ptiklad méfici jednotky s pouZzitim BSK lahve
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Dodatek 4

Obr. 3: Piiklad inhibi¢nich k¥ivek
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Legenda

X  koncentrace 3,5-dichlorfenolu (mg/l)
Y inhibice ( %)
m  inhibice heterotrofni respirace za pouziti nitrifika¢niho kalu

@ inhibice nitrifikace za pouZiti nitrifika¢niho kalu“
5) Kapitola C.26 se nahrazuje timto:
,C.26 ZKOUSKA INHIBICE RUSTU DRUHU LEMNA
UvoD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouSeni 221 (2006). Tato zkuSebni metoda je urcena
k hodnoceni toxicity chemickych litek pro sladkovodni rostliny rodu Lemna (okiehek). Je zaloZena na
existujicich metoddch (1, 2, 3, 4, 5, 6), ale zahrnuje Gpravy téchto metod, aby odrdZela nejnovéjsi vysledky
vyzkumu a konzultace v fadé klicovych otdzek. Navrhovand metoda byla validovina mezindrodni okruzni
zkouskou (7).
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2. Tato zkuSebni metoda popisuje zkouSeni toxicity pomoci druht Lemna gibba a Lemna minor, které byly oba
rozsdhle studovdny a jsou pfedmétem shora uvedenych norem. Taxonomie druhéi Lemna spp. je obtiZnd,
pficemz ji komplikuje existence 3iroké skdly fenotypti. Ackoliv se u druhdi Lemna muZe vyskytnout genetickd
variabilita v odezvé na toxické latky, neni v soucasnosti dostatek tidajii o zdroji této variability, aby mohl byt
pro pouziti v rdmci této metody doporucen specificky klon. Je tieba uvést, Ze zkouska se neprovadi axenicky
(jednodruhove), ale v jednotlivych stupnich béhem zkuSebniho procesu se provadi opatfeni pro udrzeni
kontaminace jinymi organismy na minimdlni drovni.

3. Podrobné se popisuje zkouSeni s obnovenim (semistatické a pritokové) a bez obnoveni (statické) zkusebniho
roztoku. V zavislosti na cilech zkousky a pravnich poZzadavcich se doporucuje zvdzit pouziti semistatickych
a prutokovych metod, naptiklad pro chemické latky, které se z roztoku rychle ztriceji v disledku odpafent,
fotodegradace, srdzeni nebo biologické rozlozitelnosti. Dalsi pokyny jsou uvedeny v (8).

4. Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 1.

PODSTATA ZKOUSKY

5. Exponencidlné rostouci kultury rostlin rodu Lemna se po dobu sedmi dnd nechaji rist jako monokultury
v riiznych koncentracich zkou$ené latky. Cilem zkousky je kvantifikovat Gc¢inky souvisejici s chemickou latkou
na vegetativn{ rtist béhem tohoto obdobi, a to na zdkladé hodnoceni zvolenych proménnych méfeni. Primarni
proménnou méfeni je pocet listkd. RovnéZ se mé nejméné jedna daldi proménnd méfeni (celkovd plocha
listkti, hmotnost susiny nebo ¢erstvd hmotnost), protoze nékteré chemické litky mohou ovliviiovat jiné
proménné méfeni mnohem vice nez pocet listkd. Pro kvantifikaci a¢inkti souvisejicich s chemickou latkou se
rast ve zkuebnich roztocich porovnavd s ristem v kontrolnich vzorcich a stanovi se koncentrace zptisobujici
stanovenou x % inhibici ristu (napt. 50 %) a vyjadii se jako ECx (napt. ECy).

6. Cilovym ukazatelem zkousky je inhibice ristu vyjadfend jako logaritmické zvyseni proménné méfeni (primérnd
specifickd rastovd rychlost) béhem expozi¢ni doby. Z primérnych specifickych ristovych rychlosti zazname-
nanych v fadé zkusebnich roztokd se stanovi koncentrace zptsobujici stanovenou x % inhibici ristové rychlosti
(napf. 50 %) a vyjadii se jako E C, (napf. E Cs).

XN

7. Dali proménnou odezvy pouzitou v této zkuSebni metodé je vytézek, ktery mtze byt nutny ke splnéni
specifickych pravnich pozadavkil v nékterych zemich. Je definovin jako proménnd méfeni na konci expozi¢ni
doby minus proménnd méfeni na pocitku expozicni doby. Z vytézku zaznamenaného v fadé zkusebnich
roztokll se vypocita koncentrace zptsobujici stanovenou x % inhibici vytézku (napt. 50 %) a vyjadii se jako
E,C, (napf. EyC;).

8. Kromé toho se muze statisticky urcit nejniz$i koncentrace s pozorovanym tc¢inkem (LOEC) a koncentrace bez
pozorovanych G¢ink (NOEC).

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

9.  Meéla by byt k dispozici analytickd metoda s odpovidajici citlivosti pro kvantifikaci chemické latky ve zkusebnim
médiu.

10. Uzitetnymi informacemi o zkou$ené chemické ldtce pro tcely stanoveni zkuSebnich podminek mohou byt

strukturni vzorec, Cistota, rozpustnost ve vodé, stilost ve vodé a na svétle, pK,, K, tlak par a biologickd
rozlozZitelnost. Rozpustnost ve vodé a tlak par Ize pouzit pro vypocet Henryho konstanty z Henryho zdkona,
kterd bude ukazovat, zda jsou pravdépodobné vyznamné ztrity zkousené chemické litky béhem doby zkousky.
Toto pomdhd zjistit, zda by se méla podniknout konkrétni opatfeni ke kontrole takovych ztrét. JestliZe nejsou
informace o rozpustnosti a stdlosti zkousené latky jisté, doporucuje se, aby byly hodnoceny za podminek

zkousky, tj. v riistovém médiu, pfi teploté a rezimu osvétleni, které maji byt pfi zkousce pouzity.
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11. Pokud je zvlasté dulezitd kontrola pH zkuSebniho média, napf. zkouseji-li se kovy nebo chemické latky, které
jsou hydrolyticky nestdlé, doporucuje se pfidavek pufru do ristového média (viz odstavec 21). Dalsi pokyny
pro zkouSeni chemickych ldtek s fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi, které ¢ini jejich zkouseni obtizné, jsou
uvedeny v (8).

PLATNOST ZKOUSKY

12. Aby byla zkouska platnd, musi byt doba, za kterou se zdvojndsobi pocet listki v kontrolnim vzorku, krat$i nez
2,5 dne (60 h), coz odpovidd pfiblizné sedmi-ndsobnému zvyseni v sedmi dnech a primérné specifické rtistové
rychlosti 0,275 d-'. Pfi pouziti média a zkuSebnich podminek popsanych v této zkuSebni metodé lze tohoto
kritéria dosdhnout pouzitim rezimu statické zkousky (5). Rovnéz se ptedpoklddd, Ze toto kritérium bude
splnitelné za podminek semistatické a pratokové zkousky. Vypocet doby zdvojndsobeni je uveden v odstavci 49.

REFERENCNI CHEMICKA LATKA

13. Jako prostiedek kontroly zkusebniho postupu lze zkouset referenéni latku (latky), napiiklad 3,5-dichlorfenol
pouzity v mezindrodni okruzni zkousce (7). Doporucuje se zkouset referenéni chemickou ldtku nejméné
dvakrdt ro¢né nebo — pokud se zkouSeni provadi s mensi Cetnosti — soubézné se stanovovinim toxicity
zkousené chemické latky.

POPIS METODY
Pfistroje a pomicky

14. Veskeré vybaveni pfichdzejici do styku se zkuSebnimi médii by mélo byt vyrobeno ze skla nebo jiného
chemicky inertnfho materidlu. Sklenéné pomiicky pouzité pro kultivaéni a zkuSebni téely je zapotiebi vycistit
od chemickych kontaminantdi, které by mohly unikat do zkuebniho média, a musi byt sterilni. Zkusebni
nddoby by mély byt dostatecné Siroké, aby mohly listky jednotlivych kolonif v kontrolnich nddobéch rist, aniz
by se na konci zkousky prekryvaly. Neni dillezité, zda se koteny dotykaji dna zkusebnich nddob, ale doporucuje
se, aby v kazdé zkusebni nddobé byla minimalni hloubka 20 mm a minimdalni objem 100 ml. Volba zku3ebnich
nddob neni zdsadné dilezitd, pokud budou splnény tyto pozadavky. Jako vhodné se ukdzaly sklenéné kadinky,
krystaliza¢ni misky nebo sklenéné Petriho misky vhodnych rozmért. Zkusebni nddoby musi byt zakryty, aby se
minimalizovalo odpafovdni a ndhodnd kontaminace, pfiCemz vSak musi byt umoznéna nezbytnd vyména
vzduchu. Vhodné zkusebni nddoby, a zejména kryty, musi zabranit stinéni nebo zméndm spektralnich charak-
teristik svétla.

15. Kultury a zkuSebni nddoby by se mély pfechovavat oddélené. Toho se nejlépe dosdhne pomoci samostatnych
komor, inkubdtori ¢ mistnosti pro rdst za podminek prostiedi. Osvétleni a teplota musi byt regulovatelné
a musi se udrzovat na stdlé trovni (viz odstavce 35, 36).

ZkuSebni organismus

16. Organismem pouzitym pro tuto zkousku je Lemna gibba nebo Lemna minor. Struény popis druhd okfehku, které
byly pouzity pro zkouseni toxicity, je uveden v dodatku 2. Rostlinny materidl 1ze ziskat ze sbirky kultur, z jiné
laboratofe nebo v terénu. Jestlize se sbér provadi z terénu, rostliny by se mély kultivovat ve stejném médiu, jaké
se pouzivd ke zkouSeni, minimilné po dobu osmi tydni pfed pouZitim. Terénni mista pouZzitd pro sbér
vychozich kultur musi byt prostd zfejmych zdrojii kontaminace. Pokud se ziskdvaji z jiné laboratofe nebo ze
sbirky kultur, mély by se podobné uchovdvat po minimélni dobu tif tydnd. V zdvére¢né zpravé je vidy tieba
uvést zdroj rostlinného materidlu a druhu a klonu (je-li zndm) pouzitého ke zkouseni.

17. Meély by se pouzivat monokultury, které jsou ocividné prosté kontaminace jinymi organismy, napiiklad fasami
a prvoky. Zdravé rostliny L. minor obsahuji kolonie sklddajici se ze dvou az péti listkd, zatimco zdravé kolonie
L. gibba mohou obsahovat az sedm listka.

18. Kvalita a jednotnost rostlin pouzitych ve zkousce bude mit vyznamny vliv na jeji vysledek a proto by se jejich
vybéru méla vénovat velkd pozornost. Mély by se pouzivat mladé, rychle rostouci rostliny bez viditelnych 1éz{ ¢i
odbarveni (chlorézy). Kultury dobré kvality se vyznacuji vysokym vyskytem kolonii obsahujicich nejméné dva
listky. Velky pocet jednotlivych listkii je ukazatelem environmentdlntho stresu, napf. nedostatku Zivin,
a rostlinny materidl z takovychto kultur by se ke zkouSeni nemél pouzivat.
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Kultivace

19. Pro sniZeni Cetnosti udrzovani kultury (napf. pokud se na ur¢ité obdobi nepldnuji Zddné zkousky s Lemna) lze
kultury udrzovat za snizeného osvétleni a teploty (4-10 °C). Podrobnosti o kultivaci jsou uvedeny v dodatku 3.
Oc¢ividné zndmky kontaminace fasami nebo jinymi organismy vyZaduji povrchovou sterilizaci dilétho vzorku
listkti Lemna a ndsledny ptenos do cerstvého média (viz dodatek 3). V tomto pFipadé je tieba zbyvajici kontami-
novanou kulturu zlikvidovat.

20. Nejméné sedm dnii pfed zkouenim se dostate¢ny pocet kolonii asepticky ptevede do Cerstvého sterilniho
média a kultivuje se 7 aZ 10 dnd za podminek zkousky.

ZkuSebni médium

21. Pro Lemna minor a Lemna gibba se doporucuji odlisnd média, jak je déle uvedeno. Je tieba peclivé zvazit zahrnuti
pH pufru do zkusebniho média (MOPS (kyselina 4-morfolinpropansulfonovd, ¢. CAS: 1132-61-2) do média pro
L. minor a NaHCO, do média pro L. gibba), kdyZ existuje podezieni, Ze by mohl reagovat se zkousenou
chemickou latkou a ovliviiovat vyjadfent jeji toxicity. Steinbergovo médium (9) je rovnéZz pfijatelné, pokud jsou
splnéna kritéria platnosti.

22. Pro kultivaci a zkouseni s L. minor se doporucuje tprava $védského standardntho (SIS) rstového média pro
Lemna. SloZeni tohoto média je uvedeno v dodatku 4.

23. Ke kultivaci a zkouSeni s L. gibba se doporucuje ristové médium 20X AAP popsané v dodatku 4.

24. Steinbergovo médium, popsané v dodatku 4, je rovnéz vhodné pro L. minor, ale miiZe se pouZivat i pro L. gibba,
pokud jsou splnéna kritéria platnosti.

ZkuSebni roztoky

25. Zkusebni roztoky se obvykle pfipravuji fedénim zdsobniho roztoku. Zdsobni roztoky zkousené chemické latky
se oby¢ejné ptipravuji rozpusténim latky v ristovém médiu.

26. Nejvyssi zkusebni koncentrace zkousené chemické latky by obvykle neméla ptekrocit rozpustnost latky ve vodé
za zku$ebnich podminek. Je v3ak tfeba poznamenat, Ze Lemna spp. pluji na povrchu a mohou byt vystaveny
pusobeni chemickych latek, které se hromadi na rozhrani voda-vzduch (napf. latky $patné rozpustné ve vodé
nebo hydrofobni ¢i povrchové aktivni latky). Za takovych podminek dochdzi k expozici jinym latkdm, nez které
se nachdzeji v roztoku, a zkusebni koncentrace mohou v zévislosti na vlastnostech zkousené chemické latky
piekraCovat rozpustnost ve vodé. Pro zkousené chemické litky s nizkou rozpustnosti ve vodé muze byt
nezbytné pfipravit koncentrovany zdsobni roztok nebo disperzi litky pomoci organického rozpoustédla nebo
dispergdtoru, aby se usnadnilo pfiddvani pfesnych mnozstvi zkousené chemické latky do zkuSebniho média,
a napomohlo se tak jeji dispergaci a rozpusténi. Méla by byt vynaloZena maximdlni snaha takové latky
nepouzivat. Pouzivani pomocnych rozpoustédel nebo dispergitorts by nemélo zptsobovat zddnou fytotoxicitu.
Prikladem bézné pouzivanych rozpoustédel, kterd nezpisobuji fytotoxicitu pfi koncentracich az do 100 plf],
jsou aceton a dimetylformamid. Jestlize se pouZije rozpoustédlo nebo dispergator, jeho kone¢na koncentrace by
se méla zapsat v zavére¢né zpravé a udrzovat na minimalni hodnoté (< 100 pl - I- ") a vSechny exponované
vzorky a kontroly by mély obsahovat stejnou koncentraci rozpoustédla nebo dispergdtoru. Dalsi pokyny
k pouzivani dispergdtort jsou uvedeny v (8).

ZkouSené a kontrolni skupiny

27. Piedbéznd znalost toxicity zkouSené chemické litky pro Lemna, napt. z orientacni zkousky, pomize pii volbé
vhodnych zkusebnich koncentraci. Pii hlavni zkousce toxicity se zpravidla pouzije alesponn pét zkuSebnich
koncentraci tvoficich geometrickou posloupnost. Faktor mezi zkuebnimi koncentracemi by nejlépe nemél
piekrocit 3,2, ale 1ze pouzit i vy$si hodnotu, jestlize je kiivka zdvislosti koncentrace a odezvy plochd. Pouziti
méné nez péti koncentraci by mélo byt zdivodnéno. Pro kazdou zkusebni koncentraci se pouZiji nejméné tii
opakovéni.
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28. Pii volbé rozsahu zkusebnich koncentraci (pro orienta¢ni ajnebo hlavni zkousku toxicity) je zapotiebi vzit v
avahu nésledujici:

— Pro stanoven{ EC, by se zkusebni koncentrace mély pohybovat pod a nad hodnotu EC,, aby se zajistila
patfi¢na troveni spolehlivosti. Napiiklad pokud se odhaduje EC;,, nejvyssi zkusebni koncentrace by méla byt
vys$§i nez hodnota EC,, Jestlize hodnota EC,, lezi mimo rozmezi zkuSebnich koncentraci, souvisejici
intervaly spolehlivosti budou velké, a proto spravné hodnoceni statistické vhodnosti modelu nemusi byt
mozné.

— Jestlize je cilem odhadnout LOEC/NOEC, nejnizi zku$ebni koncentrace by méla byt dostate¢né nizkd, aby
rist nebyl vyrazné nizsi nez rist v kontrolnim vzorku. Déle by nejvyssi zkusebni koncentrace méla byt
dostate¢né vysokd, aby byl rlist vyrazné nizsi nez rist v kontrolnim vzorku. Pokud tomu tak neni, zkouska
se bude muset opakovat v odlisném rozmezi koncentraci (s vyjimkou ptipadd, kdy je nejvyssi koncentrace
na mezi rozpustnosti nebo pfedstavuje maximélni pozadovany koncentra¢ni limit, napt. 100 mg/l).

29. Kazdd zkouska by meéla zahrnovat kontrolni vzorky obsahujici stejné Zivné médium, stejny pocet listkd
a kolonii, stejné podminky okolniho prostfedi a postupy, jaké byly zvoleny pro zkusebni nddoby, avsak
neobsahuji zkouSenou chemickou ldtku. Jestlize se pouzije pomocné rozpoustédlo nebo dispergitor, méla by
byt zahrnuta i dalsi kontrolni expozice s rozpoustédlem/dispergdtorem pfitomnym ve stejné koncentraci jako
v nddobdch se zkousenou chemickou ldtkou. Pocet kontrolnich nddob pouzitych k opakovani (a piipadnych
nddob s rozpoustédly) by mél byt nejméné roven poctu nddob pouzitych pro kazdou zkusebni koncentraci;
v idedlnim piipadé by mél byt dvojndsobny.

30. Jestlize se stanoveni NOEC nepozaduje, upofddani zkousky lze pozménit tak, Ze se zvy$i pocet koncentraci
a snizi pocet replik pro pfislusnou koncentraci. Pocet kontrolnich replik v§ak musi byt nejméné tfi.

Expozice

31. Kolonie tvofené 2 az 4 viditelnymi listky se ptevedou z ockovaci kultury a za aseptickych podminek se
ndhodné ptidaji do zkusebnich nidob. Kazdd nddoba by méla celkem obsahovat 9 az 12 listkd. Pocet listkd
a kolonii by mél byt v kazdé zkusebni nadobé stejny. Zkusenosti ziskané s touto metodou a tdaje z okruzni
zkousky ukazuji, Ze pouziti t¥ replik na expozici, kdy pro kazdé opakovani se zpocitku pouzije od 9 do 12
listk@i, je dostatecné ke zjisténi rozdilt v inhibici rGstu piiblizné o 4 az 7 % vypocitanych pomoci ristové
rychlosti (10 az 15 % vypocitanych pomoci vytézku) mezi jednotlivymi expozicemi (7).

32. K minimalizaci vlivu prostorovych rozdild v intenzité svétla nebo v teploté je zapotfebi ndhodné uspofadat
zkuebni nddoby v inkubdtoru. P¥ provddéném pozorovani se rovnéz vyZaduje uspofddani do blok nebo
ndhodné pfemistovani nddob (nebo Castéjsi pfemistovani).

33. Jestlize predbézna zkouska stdlosti ukazuje, zZe béhem doby trvani zkousky (7 dnd) nelze udrzet koncentraci
zkousené chemické latky (tj. méfend koncentrace poklesne pod 80 % naméfené pocate¢ni koncentrace),
doporucuje se rezim semistatické zkousky. V tomto pfipadé by mély byt kolonie nejméné dvakrit béhem
zkousky (napt. v den 3 a 5) vystaveny Cerstvé piipravenym zkuSebnim a kontrolnim roztokéim. Cetnost
expozice Cerstvému médiu zdvisi na stdlosti zkouSené chemické litky; pro udrzeni téméf konstantnich
koncentraci vysoce nestélych ¢i tékavych litek mtiZe byt zapotiebi vyssi Cetnost. Za uréitych okolnosti mize
byt nutny pratokovy postup (8, 10).

34. Scénaf expozice prostiednictvim aplikace na listek (rozprasovani) neni do této zkuSebni metody zahrnut;
tomuto tématu se vénuje literatura (11).

Podminky inkubace

35. Pomoci kontinudlniho teplého nebo chladného bilého fluorescen¢éniho osvétleni je tieba zajistit svételnou
intenzitu zvolenou z rozmezi 85-135 pE'm 2 - s~ !, pfiemZ se tato intenzita méf v pasmu fotosynteticky
aktivniho zdfeni (400 az 700 nm) v bodech nachdzejicich se ve stejné vzddlenosti od zdroje svétla jako listky
Lemna (ekvivalent 6 500 az 10 000 luxt). Jakékoliv odchylky od zvolené intenzity svétla nad zkuSebni plochou
by nemély prekrocit £ 15 %. Naméfenou hodnotu bude ovliviiovat metoda detekce svétla a méfeni, zejména typ
¢idla. Kulova ¢idla (kterd reaguji na svétlo pfichdzejici ze vSech @hlt nad i pod rovinou méfeni) a kosinova’
Cidla (kterd reaguji na svétlo pfichdzejici ze vech Ghld nad rovinou méfeni) jsou vhodngjsi nez jednosmérnd
¢idla, nebot poskytuji vyssi naméfené hodnoty pro vicebodovy svételny zdroj zde popsaného typu.
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36. Teplota v zkuSebnich nddobach by méla byt 24 + 2 °C. pH kontrolniho média by se béhem zkousky nemélo
zvysit o vice nez 1,5. OvSem odchylka o vice neZ 1,5 nebude znamenat neplatnost zkousky, pokud je mozné
prokazat, Ze byla splnéna kritéria platnosti. Zvlastni pozornost je zapotfebi vénovat posunu pH ve specidlnich
piipadech, jako jsou zkousky nestdlych chemickych ldtek nebo kovil. Dalsi pokyny naleznete v (8).

Doba trvani zkousky

37. Zkouska je ukonéena za 7 dnti poté, co byly rostliny pfeneseny do zkusebnich nddob.

Méfeni a analytickd stanoveni

38. Na pocdtku zkousky se zjisti a zaznamend pocet listkii ve zkuSebnich nddobdch, pficemz se peclivé dbd na to,
aby byly zapocitdny vystupujici, jasné viditelné listky. Na pocatku zkousky, ddle nejméné jednou béhem kazdych
3 dnd béhem expozicni doby (tj. nejméné dvakrdt béhem celkové doby 7 dntl) a pfi ukonéeni zkousky se musi
urdit pocty listkd, které maji normalni ¢i abnormdln{ vzhled. V zdvére¢né zpravé se musi zaznamenat zmény ve
vyvoji rostlin, napf. velikost listku, vzhled, zndmky nekrézy, chlorézy nebo hrbatosti, rozpadavani kolonii nebo
ztrita vzplyvavosti, a v délce a vzhledu kofenu. Je rovnéz nutné zaznamenat vyznamné znaky zkusebniho
média (napf. pfitomnost nerozpusténého materidlu, rist fas ve zkusebni nddobg).

39. Kromé urceni poctu listkl béhem zkousky se také hodnoti tcinky zkousené chemické latky na jednu (nebo vice)
nésledujicich proménnych méfent:

i) celkova plocha listkd,
ii) hmotnost susiny,
iii) Cerstvd hmotnost.

40. Celkova plocha listki ma tu vyhodu, Ze ji lze u kazdé zkuSebni a kontrolni nddoby urcit na pocitku zkousky,
v jejim prubéhu i na jejim konci. Hmotnost susiny nebo ¢erstvd hmotnost by se mély urcit na pocatku zkousky
ze vzorku ockovaci kultury, kterd se obvykle pouzivd k zahdjeni zkousky, a na konci zkousky pak na
zéklad¢ rostlinného materidlu z kazdé zkuSebni a kontrolni nddoby. Jestlize se plocha listkd neméf], dava se
pfednost hmotnosti susiny pfed Cerstvou hmotnosti.

41. Celkové plocha listkil, hmotnost susiny a ¢erstvd hmotnost se mohou urcit nasledovné:

i) Celkovd plocha listkii: Celkovd plocha listkGi vSech kolonii se miiZe stanovit analyzou obrazu. Pomoci
videokamery lze zachytit siluetu zkuSebni nadoby a rostlin (tj. umistite nddobu na negatoskop) a vysledny
obraz se digitalizuje. Plochu listkéi v zkuSebni nddobé lze poté stanovit kalibraci pomoci plochych tvari
o zndmé plose. Je tfeba vyloucit ruSeni zpiisobené hranou zkusebni nddoby. Alternativni, ale pracngjsi
zptisob spocivd v pofizeni fotografie zkusebnich nddob a rostlin, vyfiznuti vysledné siluety kolonif a urceni
jejich plochy pomoci analyzdtoru plochy listku nebo milimetrového papiru. Mohou byt vhodné i dalsi
postupy (napiiklad pomér hmotnosti papirt s plochou siluety kolonif a s jednotkovou plochou).

ii) Hmotnost susiny: Z kazdé ze zkuSebnich nddob se shromazdi viechny kolonie a propldchnou se destilovanou
nebo deionizovanou vodou. Nadbyte¢nd voda se odstrani savym papirem a pak se vzorky susi pfi 60 °C do
konstantni hmotnosti. Mély by byt zahrnuty jakékoliv tlomky kofenti. Hmotnost susiny by se méla vyjadrit
s pfesnost alespoti na 0,1 mg.

iii) Cerstvd hmotnost: Vechny kolonie se pfevedou do piedem zvdzenych zkumavek vyrobenych z polystyrenu
nebo z jiného interntho materidlu, s malymi (1 mm) otvory v zaoblenych dnech. Zkumavky se poté
odstfeduji pfi rychlosti 3 000 ot/min po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Zkumavky obsahujici nyni
osusené kolonie se opétovné zvdzi a Cerstvd hmotnost se vypocitd odectenim hmotnosti prazdné zkumavky.

Cetnost méfeni a analytickd stanoveni

42. TJestlize se pouzivd statické uspofadani zkousky, pH kazdé expozice by se mélo zméfit na pocitku a na konci
zkousky. Jestlize se pouzivd semistatické uspofadani zkousky, pH by se mélo méfit v kazdé vsdzce ,Cerstvého*
zkusebniho roztoku pfed kazdym obnovenim a rovnéz i v odpovidajicich ,spotfebovanych’ roztocich.
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43. Intenzita osvétleni by se méla méfit v riistové komore, inkubdtoru nebo mistnosti v bodech nachdzejicich se ve
stejné vzdélenosti od zdroje svétla jako listky Lemna. Méfent je tfeba provadét nejméné jednou béhem zkousky.
Teplota média v ndhradni nddobé drzené za stejnych podminek v ristové komote, inkubdtoru nebo mistnosti
by se méla zaznamendvat nejméné jednou denné.

44. Béhem zkousky se koncentrace zkouSené latky urcuji ve vhodnych intervalech. Pi statickych zkouskach je
minimalnim pozadavkem urcéeni koncentraci na po¢atku a na konci zkousky.

45. Pfi semistatickych zkouskach, u nichZ se neocekavd, Ze koncentrace zkousené latky ztistane v rozmezi + 20 %
nomindlni koncentrace, je nezbytné analyzovat vSechny Cerstvé pfipravené zkusebni roztoky a tytéZ roztoky pfi
kazdém obnoveni (viz odstavec 33). Oviem u zkousek, u nichZ neni naméfend pocate¢ni koncentrace zkousené
chemické litky v rozmezi + 20 % nomindlni hodnoty, avSak u nichz lze dostatecné prokazat, ze pocdtecni
koncentrace jsou reprodukovatelné a stdlé (tj. od 80 do 120 % pocate¢ni koncentrace), mohou byt chemickad
stanoveni provedena pouze na nejvyssich a nejnizsich zkusebnich koncentracich. Ve viech pfipadech je tieba
urcit koncentrace zkousené chemické latky pred obnovenim pfi kazdé zkusebni koncentraci vzdy pouze u jedné
nddoby z po¢tu pouzitych replik (nebo u sdruzeného obsahu nadob vsech replik).

46. U prutokovych zkousek je vhodny podobny vzorkovaci rezim, jaky je popsdn u semistatickych zkousek véetné
analyzy na pocatku, uprostfed a na konci zkousky, ale méfeni ,spottebovaného’ roztoku neni v tomto piipadé
vhodné. U tohoto typu zkousky je zapottebi kontrolovat denné pritok fedici vody a zkousené chemické latky
nebo zdsobniho roztoku zkousené latky.

47. Jestlize lze prokdzat, Ze koncentrace zkouSené chemické latky byla po celou dobu zkousky uspokojivé
udrzovana v rozmezi £ 20 % nomindlni nebo naméfené pocatecni koncentrace, mize byt analyza vysledka
zaloZena na nomindlnich nebo naméfenych pocatecnich hodnotich. Je-li odchylka od nomindlni nebo
naméfené pocateéni koncentrace vétsi nez = 20 %, analyza vysledki by méla byt zaloZena na geometrické
stfedni koncentraci béhem expozice nebo na modelech popisujicich pokles koncentrace zkousené chemické
latky (8).

Limitni zkouska

48. Za urcitych okolnosti, napt. pokud predbéind zkouska naznaluje, Ze zkouSend chemicka litka nemd Zadné
toxické ¢inky p#i koncentracich az do 100 mg/l nebo az do meze své rozpustnosti ve zkusebnim médiu (podle
toho, co je nizsi), miize se provést limitni zkouska zahrnujici porovnani odezvy v kontrolni skupiné a odezvy
v jedné exponované skupiné (100 mg/l nebo koncentrace rovnd mezi rozpustnosti). Dirazné se doporucuje
podpotit tuto zkousku analyzou expozi¢nich koncentraci. VSechny difve popsané zkusebni podminky a kritéria
platnosti se vztahuji i na limitni zkousku s vyjimkou toho, Ze pocet opakovéni s exponovanymi vzorky by se
mél zdvojndsobit. Riist v kontrolni a exponované skupiné maze byt analyzovdn pomoci statistické zkousky pro
porovnani stfednich hodnot, napt. Studentova t-testu.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV

Doba zdvojndsobeni

49. Pro stanoven{ doby zdvojnasobeni (T;) poctu listkti a dodrZovani tohoto kritéria platnosti ve studii (odstavec 12)
se pouZiva nasledujici vzorec s daji ziskanymi z kontrolnich naddob:

T,=1n2/p

kde p je primérnd specifickd rtstova rychlost stanovena tak, jak je popsdno v odstavcich 54-55.
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Proménné odezvy

50. Utelem této zkousky je stanovit Gcinky zkousené chemické ldtky na vegetativni réist Lemna. Tato zkuSebni
metoda popisuje dvé proménné odezvy, protoze ¢lenské zemé maji odlisné preference a prdvni pozadavky. Maji-
li byt vysledky zkousky pfijatelné ve vSech clenskych zemich, dcinky je tfeba vyhodnotit pomoci obou
proménnych odezvy a) a b) popsanych dale.

a) Priimérnd specifickd riistovd rychlost: Tato proménnd odezvy se pocitd na zdkladé zmén logaritmt pocth listkd
a ddle na zdkladé zmén logaritmt jiného parametru méfeni (celkovd plocha listkti, hmotnost susiny nebo
Cerstvd hmotnost) v Case (vyjddfeno na den) v kontrolnich vzorcich a kazdé exponované skupiné. Nékdy se
oznacuje jako relativni ristova rychlost (12).

b) VytéZek: Tato proménnd odezvy se pocitd na zdkladé zmén poctu listki a ddle na zdkladé¢ zmén jiného
parametru méfeni (celkovd plocha listkd, hmotnost susiny nebo Cerstvd hmotnost) v kontrolnich vzorcich
a kazdé exponované skupiné az do konce zkousky.

51. Je tfeba uvést, ze hodnoty toxicity vypocitané pomoci téchto dvou proménnych odezvy nejsou srovnatelné a pti
pouzivani vysledkd zkousky se musi vzit tento rozdil na védomi. Hodnoty EC, zaloZené na primérné specifické
riistové rychlosti (E,C,) budou obecné vy3si nez vysledky zalozené na vytézku (E,C,), pokud se dodrzi zkuSebni
podminky této zkusebni metody, a to kvili matematickému zdkladu piislusnych piistupt. Tuto skutecnost nelze
vykladat jako rozdil v citlivosti mezi témito dvéma proménnymi odezvy; hodnoty jsou jednoduse matematicky
odlisné. Koncepce prumérné specifické riistové rychlosti je zaloZena na obecném pribéhu exponencidlniho
ristu okfehku v nelimitovanych kulturdch, u nichZ se toxicita odhaduje na zdkladé ¢inkd na rtstovou rychlost,
aniz by zdvisela na absolutni drovni specifické ristové rychlosti kontroly, na sklonu kiivky zavislosti
koncentrace-odezva nebo na dobé trvani zkousky. Naproti tomu vysledky zaloZené na proménné odezvy
vytézku jsou zavislé na vSech téchto ostatnich proménnych. E C, zdvis{ na specifické rlistové rychlosti druhi
okiehku pouzitych v kazdé zkousce a na maximalni specifické riistové rychlosti, kterd se mize u jednotlivych
druhd, a dokonce i u rtznych klond, lisit. Tato proménnd odezvy by se neméla pouzivat pro srovndvani
citlivosti na toxické latky mezi druhy okiehku nebo dokonce riznymi klony. Pfestoze se z védeckého hlediska
davé pfi odhadu toxicity pfednost pouziti primérné specifické ristové rychlosti, odhady toxicity zalozené na
vytézku jsou rovnéz do této zkuSebni metody zahrnuty, aby uspokojily soucasné pravni pozadavky v nékterych
zemich.

52. Odhady toxicity by mély byt zaloZeny na poctu listkii a na jedné dal$i proménné méfeni (celkova plocha listkd,
hmotnost susiny nebo Cerstvd hmotnost), protoze nékteré chemické litky mohou ovliviiovat jiné proménné
méfeni mnohem vice nez pocet listki. Pouhym uréovanim poctu listkd by se tento tc¢inek nezjistil.

53. Pocet listktr a jakdkoliv dalsi zaznamenand proménnd méfeni, tj. celkova plocha listkii, hmotnost suSiny nebo
Cerstvd hmotnost, se pro kazdé méfeni uvedou v tabulce spole¢né s koncentracemi zkousené latky. Nasledna
analyza dat, napt. odhad LOEC, NOEC nebo EC,, by méla byt zaloZena na hodnotdch pro jednotlivd opakovini,
a nikoliv na vypocitanych stfednich hodnotich pro kazdou exponovanou skupinu.

Primérnd specifickd ristova rychlost

54. Primérnd specifickd ristovd rychlost pro konkrétni obdobi se vypocitd jako logaritmické zvySeni proménnych
rastu — poctu listkG a jedné dalsi proménné méfeni (celkovd plocha listki, hmotnost susiny nebo cerstva
hmotnost) — pomoci nésledujictho vzorce pro kazdé opakovani kontrolnich a exponovanych vzorki:

In (N)) - In (N,)
Bo=—"""

kde:

— . primérnd specifickd rfistovd rychlost od doby i do doby j,

— N;: proménnd méfeni ve zkuSebni nebo kontrolni nddobé v dobé i,



L 54/60

Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

55.

56.

57.

58.

— N; proménnd méfeni ve zkusebni nebo kontrolni nddobé v dobé j,

— t: Casodidoj.

Pro kazdou exponovanou skupinu a kontrolni skupinu se vypocitd stfedni hodnota riistové rychlosti a odhady
rozptylu.

Primérnd specifickd rustovad rychlost by se méla vypocitat pro celou dobu trvani zkousky (doba ,i* ve shora
uvedeném vzorci je pocdtek zkousky a doba j° je ukonceni zkousky). Pro kazdou zkuSebni koncentraci
a kontrolu se vypocitd stfedni hodnota primérné specifické riistové rychlosti a odhady rozptylu. Dile je
zapotiebi vyhodnotit ristovou rychlost v jednotlivych ¢asovych dsecich s cilem zhodnotit ticinky zkousené
chemické latky, které se vyskytly béhem expoziéni doby (napt. kontrolou logaritmicky transformovanych
ristovych kfivek). Vyznamné rozdily mezi ristovou rychlosti v jednotlivych casovych dsecich a primérnou
rastovou rychlosti jsou zndmkou odchylky od konstantniho exponencidlntho ristu a vyzaduji dakladné
prozkoumdni ristovych kfivek. V tomto piipadé by konzervativni pfistup spocival v porovnani specifickych
ristovych rychlosti exponovanych kultur béhem doby maximaélni inhibice se specifickymi ristovymi rychlostmi
kontrolnich vzorkd pro totéz obdobi.

Procentudlni inhibici rtistové rychlosti (I) lze potom vypocitat pro kazdou zkuSebni koncentraci (exponovanou
skupinu) podle nésledujictho vzorce:

%1,:Mx100
uC

kde:

— % I: procentudlni inhibice primérné specifické ristové rychlosti,
— P stfedni hodnota p v kontrolni skuping,

— pp stfedni hodnota p v exponované skupiné.

Vytézek

Utinky na vytézek se urcuji na zdkladé dvou proménnych méfeni, tj. poctu listkéi a jedné dalsi proménné
méfeni (celkovd plocha listkii, hmotnost susiny nebo Cerstvd hmotnost), piitomnych v kazdé zkuSebni nddobé
na pocatku a konci zkousky. Pro hmotnost susiny nebo cerstvou hmotnost se pocite¢ni biomasa urcuje na
zdkladé vzorku listkti odebranych ze stejné vsizky pouzité k naockovani zkuSebnich nddob (viz odstavec 20).
Pro kazdou zkusebni koncentraci a kontrolu se vypocitd stfedni hodnota vytézku a odhad rozptylu. Stfedni
hodnotu procentudlni inhibice vytézku (% 1) lze vypocitat pro kazdou exponovanou skupinu ndsledovné:

%1, = (be=br) X

100
b,

kde:

. e e
% 1,: procentudlni snizenf vytézku,
— be  koneénd biomasa minus pocate¢ni biomasa pro kontrolni skupinu,

— by kone¢nd biomasa minus pocdte¢ni biomasa pro exponovanou skupinu.

VyndSeni kfivek zdvislosti koncentrace-odezva

Je tieba vynést kiivky zédvislosti koncentrace-odezva, které vyjadfuji vztah stfedni procentudlni inhibice
proménné ,odezvy (I, or I, vypotitané postupem z odstavce 56 nebo 57) a logaritmu koncentrace zkousené
chemické latky.
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Odhad EC,

59. Odhady EC, (napf. ECy;) by mély byt zaloZeny jak na pramérné specifické rtstové rychlosti (EC), tak na
vytézku (E C), pfiemz obé tyto hodnoty by zase mély vychdzet z poctu listkii a jedné dal§i proménné méfeni
(celkovd pfocha listkei, hmotnost susiny nebo Cerstvd hmotnost). Divodem je skute¢nost, Ze existuji zkousené
chemické latky, které maji odlisny dopad na pocet listkii a na dal$i proménné méfeni. Pozadovanymi parametry
toxicity jsou proto Ctyfi hodnoty EC, pro kazdou vypocitanou troven inhibice x: EC,_ (pocet listkd); EC,
(celkovd plocha listkti, hmotnost susiny nebo Cerstvd hmotnost); EyC_ (pocet listkd) a EyC, (celkovd plocha
listkdi, hmotnost susiny nebo ¢erstvd hmotnost).

Statistické postupy

60. Cilem je ziskat kvantitativni vztah mezi koncentrac{ a odezvou pomoci regresni analyzy. Je moZné pouzit
vazenou linedrni regresi po provedeni linearizujici transformace dat odezvy — napfiklad do probitovych nebo
logitovych ¢i Weibullovych jednotek (13), ale ddvd se ptednost nelinedrnim regresnim postuptim, s jejichz
pomoci se 1épe zpracovavaji nevyhnutelné nepravidelnosti dat a odchylky od hladkych distribuci. P¥i pfibliZeni
se k nule ¢i tplné inhibici mohou byt takové nepravidelnosti zesileny transformaci a rusit pfi analyze (13). Je
zapotiebi uvést, Ze standardni metody analyzy pouZzivajici probitové, logitové nebo Weibullovy transformace
jsou ureny k pouziti s bindrnimi daty (napf. mortalita nebo pfeZiti) a musi se upravit, aby mohly byt pouzity
s daty rustové rychlosti nebo vytézku. Specidlni postupy pro stanoveni hodnot EC, ze spojitych dat lze nalézt
v literatufe (14, 15 a 16).

61. Pro kazdou proménnou odezvy, kterd se md analyzovat, se pouZije vztah koncentrace a odezvy pro vypocet
bodovych odhadii hodnot EC,. Je-li to mozné, je zapotiebi urcit 95 % intervaly spolehlivosti pro kazdy odhad.
Dobré shoda dat odezvy s regresnim modelem se vyhodnoti bud’ graficky, nebo statisticky. Regresni analyza by
se méla provadét pomoci odezev jednotlivych opakovéni, nikoliv pomoci stfednich hodnot exponovanych
skupin.

62. Odhady EC50 a meze spolehlivosti Ize rovnéz ziskat linedrni interpolaci s bootstrapem (17), pokud se dostupné
regresni modely/metody pro pfislusna data nehodi.

63. Pro odhad LOEC, a tedy i NOEC je nezbytné porovnat stfedni hodnoty exponovanych vzorkid pomoci metod
analyzy rozptylu (ANOVA). Stfedni hodnota pro kazdou koncentraci se poté musi porovnat se stfedni
hodnotou pro kontrolni skupinu, a to vhodnou metodou vicendsobného porovnini nebo metodou zkousky
trendu. Uzite¢né mohou byt Dunnettiiv test nebo Williamstiv test (18, 19, 20, 21). Je nezbytné vyhodnotit, zda
je splnén ptedpoklad homogenity rozptylu nezbytny pro ANOVA. Toto hodnoceni lze provadét graficky nebo
formalni zkouskou (22). Vhodnymi testy jsou Levenetv nebo Bartlettiiv. Nesplnéni predpokladu homogenity
rozptyltl se da nékdy napravit logaritmickou transformaci dat. Jestlize je heterogenita rozptylG extrémni a nelze
ji napravit transformaci, pak je tfeba zvdzit analyzu takovymi metodami, jako je sestupny Jonckheerv trend
test. Dalsi pokyny pro stanoveni NOEC lze nalézt v (16).

64. Védecky vyvoj posledni doby vedl k doporuceni opustit koncepci NOEC a nahradit ji odhady bodd ECx na
zdkladé regrese. Vhodnd hodnota x nebyla pro tuto zkousku s Lemna stanovena. Nicméné se zdd, Ze vhodné je
rozmezi od 10 do 20 % (v zévislosti na zvolené proménné odezvy) a nejlépe by se mély uvadét jak EC,,, tak
EC,,.

Zavérecna zprava

65. V zdvérecné zpravé musi byt uvedeny tyto tdaje:
Zkousend chemickd ldtka:
— fyzikdlni povaha a fyzikdlné-chemické vlastnosti, véetné meze rozpustnosti ve vodg,

— dudaje o chemické identifikaci (napf. ¢islo CAS), véetné Cistoty.
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Zkusebni druh:

— védecky ndzev, klon (je-li zndm) a zdroj.

Zkugebni podminky:

— pouzity zkusebni postup (staticky, semistaticky nebo pratokovy),
— datum zahdjeni zkousky a délka jejtho trvéni,

— zkusebni médium,

— popis experimentdlniho usporddani: zkusebni nddoby a kryty, objemy roztokd, pocty kolonif a listki na
zku3ebni nddobu na pocatku zkousky,

— zkusebni koncentrace (nomindlni, popf. naméfené) a pocet opakovani pro kazdou koncentraci,

— metody pfipravy zdsobnich a zkuSebnich roztokli, v¢etné pouziti jakychkoliv rozpoustédel nebo
dispergdtort,

— teplota béhem zkousky,
— zdroj svétla, intenzita svétla a homogenita,
— hodnoty pH zkusebnich a kontrolnich médii,

— koncentrace zkousené chemické litky a metoda analyzy s pfislusnymi daji pro hodnoceni jakosti (valida¢ni
studie, smérodatné odchylky nebo intervaly spolehlivosti analyz),

— metody pro urceni poctu listkd a dalsich proménnych méfeni, napf. hmotnost sudiny, Cerstvd hmotnost
nebo plocha listkd,

— v3echny odchylky od této zkusebni metody.
Vysledky:

— hrubd data: pocet listkii a dal$i proménné méfeni v kazdé zkuSebni a kontrolni nddobé pii kazdém
pozorovani a kazdé analyze,

— stfedni hodnoty a smérodatné odchylky pro kazdou proménnou méfeni,

— ristové kiivky pro kazdou koncentraci (doporuceno s logaritmicky transformovanou proménnou méfeni,
viz odstavec 55),

— doba zdvojndsobenirtistovd rychlost v kontrole na zakladé poctu listkad,

— vypoditané proménné odezvy pro vSechna opakovdni s exponovanymi vzorky, spolu se stfednimi
hodnotami a varia¢nimi koeficienty pro opakovani,

— grafické zndzornéni vztahu koncentrace a odezvy,

— odhady toxickych cilovych ukazatel pro proménné odezvy, napi. ECy,, EC,,, EC,,, a souvisejici intervaly
spolehlivosti. Jestlize se pocitaji LOEC a/nebo NOEC, uvedou se jejich hodnoty a statistické metody pouzité
k jejich stanoveni,

— jestlize byla pouzita ANOVA, uvede se velikost t¢inku, ktery lze detekovat (napf. nejmensi vyznamny
rozdil),

— jakakoliv stimulace riistu zji§ténd v jakémkoli exponovaném vzorku,
— jakékoliv vizudlni zndmky fytotoxicity, jakoZ i pozorovani zkusebnich roztokd,

— diskuse vysledkti, veetné pfipadného vlivu na vysledek zkousky v dasledku odchylek od této zkuSebni
metody.
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Dodatek 1

Definice
Pro tcely této zkusebni metody se pouzivaji ndsledujici definice a zkratky:

Biomasa je hmotnost susiny Zivé hmoty pfitomné v populaci. V této zkousce se obvykle méfi ndhrady biomasy,
napfiklad pocet listki nebo plocha listkd, a pouzivani terminu ,biomasa‘ rovnéz odkazuje na tyto nahradni miry.

Chemicka latka je litka nebo smés.
Chlordza je Zloutnuti tkdng listka.

Klon je organismus nebo buiika vznikld z jediného jedince asexudlni reprodukei. Jedinci ze stejného klonu jsou proto
geneticky identicti.

Kolonie znamend soubor matefskych a dcefinych listkGi (obvykle 2 az 4) navzdjem spolu spojenych. Nékdy se
oznacuje jako rostlina.

EC, je koncentrace zkou$ené latky rozpusténé ve zkuSebnim médiu, kterd po dané expozi¢ni dobé (musi se vyslovné
uvést, pokud se odchyluje od tplné ¢ normdlni doby trvani zkousky) vede k x % (napf. 50 %) sniZeni rastu Lemna.
Pro jednoznaény popis hodnoty EC odvozené z rustové rychlosti nebo z vytézku se pro ristovou rychlost pouziva
symbol E.C" a pro vytézek ,E C* ndsledovany proménnou méfeni, napf. E,C (pocet listki).

Priitokovd zkouska je zkouska, pfi niZ jsou zkusebni roztoky pribéiné vyménovény.

Listek je individudlni/samostatnd listovitd struktura rostliny okfehku. Je to nejmensi jednotka, 4. jedinec, schopnd
reprodukece.

Hrbatost znamena listky majici hrbolaty ¢i napuchly vzhled.

Rast je zvySeni proménné méfeni, napf. poctu listki, hmotnosti susiny, hmotnosti za mokra nebo plochy listkd,
béhem doby zkousky.

Ristova rychlost (primérnd specifickd riistové rychlost) je logaritmicky ndrtst biomasy béhem obdobi expozice.

Nejniz$i koncentrace s pozorovanym ticinkem (LOEC) je nejniz$i zkuSebni koncentrace, pfi niZ je pro danou
expozi¢ni dobu pozorovan statisticky vyznamny dcinek chemické litky na sniZeni ristu (na hladiné spolehlivosti
p < 0,05) ve srovndni s kontrolou. Vechny zkuebni koncentrace vys§i nez LOEC musi vSak mit stejné nebo
zdvaznéj$i skodlivé Gcinky, nez jsou Glinky pozorované pii koncentraci LOEC. Nelze-li tyto dvé podminky splnit,
musi byt podrobné vysvétleno, jak byla LOEC (a tedy i NOEC) zvolena.

Proménné méfeni jsou jakymkoliv druhem proménnych, které se méf{ pro vyjidieni cilového ukazatele pomoci
jedné & vice riznych proménnych odezvy. V této metodé jsou proménnymi méfeni pocet listkdi, plocha listkd,
Cerstvd hmotnost a hmotnost susiny.

Monokultura je kultura s jednim druhem rostliny.
Nekréza je mrtva (tj. bild ¢i vodou nasdkld) tkén listku.
Koncentrace bez pozorovanych d¢inkid (NOEC) je zkusebn{ koncentrace bezprostfedné nizsi nez LOEC.

Fenotyp je pozorovatelnd charakteristika organismu uréend interakei jeho gent s jeho prosttedim.

Proménné odezvy jsou proménné pro odhad toxicity odvozené z jakychkoliv naméfenych proménnych, jez
popisuji biomasu, riznymi metodami vypoctu. U této metody jsou proménnymi odezvy ristovd rychlost a vytézek,
které se odvozuji z proménnych méfeni jako napt. poctu listkdi, plochy listkd, cerstvé hmotnosti nebo hmotnosti
susiny.
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Semistatickd (obnovovaci) zkouska je zkouska, pfi niZ je zkuSebni roztok béhem zkousky ve stanovenych
intervalech pravidelné nahrazovan.

Statickd zkouska je zku3ebni metoda bez obnovovani zkusebniho roztoku béhem zkousky.
Zkousend chemickd latka je jakdkoli ldtka nebo smés zkousend pomoci této zkuSebni metody.

Cilovy ukazatel popisuje obecny faktor, ktery bude jakozto cil zkousky zménén zkousenou chemickou litkou
vzhledem ke kontrole. P¥ této metodé je cilovym ukazatelem inhibice ristu, kterou lze vyjadfit riznymi
proménnymi odezvy, jeZ jsou zaloZeny na jedné ¢&i vice proménnych méfeni.

ZkuSebni médium je Gplné syntetické ristové médium, v némz rostou zkuSebni rostliny pfi expozici zkousené
chemické latce. ZkousSend chemickd ldtka bude za normdlnich podminek v zkusebnim médiu rozpusténa.

Vytézek je hodnota proménné méfeni pro vyjidieni biomasy na konci expozicni doby minus proménnd méfeni na
pocatku expozi¢ni doby.
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Dodatek 2

Popis Lemna spp.

Vodni rostlina béZné oznacovand jako okiehek, Lemna spp., pati do Celedi Lemnaceae (okiehkovité), kterd md fadu
celosvétové rozsitenych druht ve ¢tyfech rodech. Jejich rozdilny vzhled a taxonomie byly vycerpdvajicim zptsobem
popsény v (1, 2). Lemna gibba a L. minor jsou pfedstaviteli druhti oblasti mirného pdsu a bézné se pouzivaji pro
zkousky toxicity. Oba druhy maji plovouci nebo ponofenou lodyzku diskovitého tvaru (listek) a velmi tenky kofinek,
ktery vychdzi ze stfedu spodni Casti kazdého listku. Lemna spp. ziidkakdy kvetou a rostliny se mnoZi vegetativné
vytvafenim novych listkdi (3). Ve srovndni se star$imi rostlinami jsou mladsi rostliny spiSe svétlejsi, maji kratsi
kotinky a sklddaji se ze dvou az tif listkdi riznych velikosti. Diky malé velikosti, jednoduché struktufe, asexudlni
reprodukci a kratké genera¢ni dobé jsou rostliny rodu Lemna velmi vhodné pro laboratorni zkouseni (4, 5).

Kvtili pravdépodobnym rozdilim v citlivost mezi jednotlivymi druhy jsou platnd pouze srovndni citlivosti v rdmci
daného druhu.

Priklady druhti Lemna, které byly pouzity pro zkouseni: odkazy na druh.

Lemna_aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoc-
tialis in aquatic ecotoxicological bioassays. Licentiate in Philosophy Thesis 1996:2. Dep. of Systems Ecology,
Stockholm University.

Lemna major: Clark, N. A. (1925). The rate of reproduction of Lemna major as a function of intensity and duration of
light. J. phys. Chem., 29: 935-941.

Lemna_minor: United States Environmental Protection Agency (US EPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant
Toxicity Test Using Lemna spp., ,Public draft. EPA 712-C-96-156. 8pp.

Association Francaise de Normalisation (AFNOR). (1996). XP T 90-337: Détermination de [linhibition de la
croissance de Lemna minor. 10pp.

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor,
duckweed. SS 02 82 13. 15pp. (in Swedish).

Lemna gibba: ASTM International. (2003). Standard Guide for Conducting Static Toxicity Test With Lemna gibba G3. E
1415-91 (Reapproved 1998). pp. 733-742.

United States Environmental Protection Agency (US EPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test Using
Lemna spp., ,Public draft’. EPA 712-C-96-156. 8pp.

Lemna_paucicostata: Nasu, Y., Kugimoto, M. (1981). Lemna (duckweed) as an indicator of water pollution. I. The
sensitivity of Lemna paucicostata to heavy metals. Arch. Environ. Contam. Toxicol., 10:1959-1969.

Lemna perpusilla: Clark, J. R. et al. (1981). Accumulation and depuration of metals by duckweed (Lemna perpusilla).
Ecotoxicol. Environ. Saf., 5:87-96.

Lemna_trisulca: Huebert, D. B., Shay, J. M. (1993). Considerations in the assessment of toxicity using duckweeds.
Environ. Toxicol. and Chem., 12:481- 483.

Lemna valdiviana: Hutchinson, T.C., Czyrska, H. (1975). Heavy metal toxicity and synergism to floating aquatic weeds.
Verh.-Int. Ver. Limnol., 19:2102-2111.

Zdroje druhu Lemna

University of Toronto Culture Collection of Algae and Cyanobacteria
Department of Botany, University of Toronto

Toronto, Ontario, Kanada, M5S 3 B2

Tel: +1-416-978-3641

Fax:+1-416-978-5878

e-mail: jacreman@botany.utoronto.ca
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North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002

USA

phone 001 (919) 515-7572

astomp@unity.ncsu.edu

Institute of Applied Environmental Research (ITM) Stockholm University
SE-106 91

STOCKHOLM

SVEDSKO

Tel: +46 8 674 7240

Fax +46 8 674 7636

Federal Environmental Agency (UBA)
FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Némecko

e-mail: lemna@uba.de
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Dodatek 3

Uchovdviani zdsobnich kultur

Zésobni kultury je mozné uchovavat pfi nizsich teplotich (4-10 °C) po delsi dobu bez potieby je znovu zaklddat.
Rustové médium pro Lemna muZe byt stejné jako médium pouzité pro zkouseni, ale pro zdsobni kultury je mozné
pouzit jind média bohatd na Ziviny.

Pravidelné se né&kolik mladych, svétle-zelenych rostlin vyjme a za aseptickych podminek umisti do novych

kultiva¢nich nddob obsahujicich Cerstvé médium. Za zde navrzenych podminek nizsi teploty lze provadét dilei
kultivace v intervalech aZz ti{f mésici.

Je tfeba pouzivat chemicky c¢isté (umyté kyselinou) a sterilni sklenéné kultivaéni nadoby a dodrzovat aseptické
podminky manipulace. V piipadé kontaminace zdsobni kultury, napf. fasami nebo houbami, je nezbytné podniknout
opatfeni k odstranéni kontaminujicich organismu. V pfipadé fas a vétsiny dalsich kontaminujicich organismii toho
lze dosdhnout povrchovou sterilizaci. Odebere se vzorek kontaminovaného rostlinného materidlu a ufiznou se
kofeny. Material se pak intenzivné tfepe v Cisté vodé a ndsledné ponoiti do 0,5 % (obj.) roztoku chlornanu sodného
na dobu mezi 30 s a 5 min. Pak se rostlinny materidl oplachne sterilni vodou a pfevede, po varkich, do kultiva¢nich
nddob obsahujicich ¢erstvé ristové médium. Pii tomto zpracovani mnoho listkGi odumfe, zejména jestlize se pouziji
del3i expozi¢ni doby, ale nékteré z listkd, které preZiji, budou obvykle prosté kontaminace. Ty je pak mozné pouzit k
opétovné inokulaci novych kultur.
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Dodatek 4

Média

Pro L. minor a L. gibba se doporucuji rozdilnd ristovd média. Pro L. minor je doporueno upravené médium
Svédského standardu (SIS), zatimco pro L. gibba je doporuc¢eno médium 20X AAP. SloZeni obou médii je uvedeno
niZe. Pfi pFpravé téchto médii je tieba pouzivat chemicky ¢isté nebo analyticky Cisté litky a deionizovanou vodu.

Svédsky standard (SIS) pro ristové médium Lemna:

— Zasobni roztoky I-V se sterilizuji v autoklavu (120 °C, 15 minut) nebo membranovou filtraci (pfibliznd velikost
port 0,2 pm).

— Zésobni roztoky VI (a volitelné VII) se sterilizuje pouze membrdnovou filtraci; tyto roztoky by se nemély
autoklavovat.

— Sterilni zdsobni roztoky se skladuji v chladu a temnu. Zdsobni roztoky I-V se musi vylit po Sesti mésicich,

zatimco zdsobni roztok VI (a volitelné VII) se mohou skladovat jen jeden mésic.

Zésobni Koncentrace v zd- | Koncentrace v pfi-
roztok Latka sobnim roztoku praveném médiu Pfipravené médium
c. @/ (mgfl)
I NaNO, 8,50 85 Na; N 32,14
KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4
II MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4, 9,8
111 CaCl, - 2H,0 7,2 36 Ca; Cl 9,8, 17,5
I\Y% Na,CO, 4,0 20 C 2,3
\ H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MndCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040
ZnSO, - 7H,0 0,050 0,050 Zn 0,011
CuSO, - 5H,0 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO,), - 6H,0 0,010 0,010 Co 0,0020
VI FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,-EDTA 2H,0 0,28 1,4 — —
VII MOPS (pufr) 490 490 — —
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Pro pifpravu 1 litru média SIS se do 900 ml deionizované vody pfidaji ndsledujici roztoky:

— 10 ml zdsobniho roztoku I,

— 5 ml zdsobniho roztoku II,

— 5 ml zdsobniho roztoku III,

— 5 ml zdsobniho roztoku 1V,

— 1 ml zdsobniho roztoku V,

— 5 ml zdsobniho roztoku VI,

— 1 ml zdsobniho roztoku VII (volitelng).

Pozndmka: Pro urcité zkouSené chemické litky maze byt potiebny dalsi zdsobni roztok VII- (pufr MOPS (viz

odstavec 11).

pH se nastavi na 6,5 * 0,2 bud 0,1 mol nebo 1 mol HCl nebo NaOH a objem se doplni do 1 litru deionizovanou

vodou.

Ristové médium 20X AAP

Zasobni roztoky se pfipravi v sterilni destilované nebo deionizované vodé.

Steriln{ zdsobni roztoky se skladuji v chladu a temnu. Za téchto podminek maji zdsobni roztoky skladovatelnost min.

6-8 tydn.

Pro médium 20X — AAP se pfipravi pét zivnych zdsobnich roztoki (A1, A2, A3, B a C) za pouzit{ chemicky cistych
latek. 20 ml kazdého Zivného zdsobniho roztoku se pfidd do pfiblizné 850 ml deionizované vody, ¢imz vznikne
ristové médium. pH se nastavi na 7,5 + 0,1 bud 0,1 nebo 1 mol HCl nebo NaOH a objem se doplni do 1 litru
deionizovanou vodou. Médium se pak zfiltruje pies (pfiblizné€) 0,2pm membranovy filtr do sterilniho kontejneru.

Rustové médium urcené pro zkouseni by se mélo pfipravit 1-2 dny pred pouzitim, aby se pH mohlo stabilizovat. pH
ristového média by se mélo pted pouzitim zkontrolovat a podle potieby znovu upravit piidavkem 0,1 nebo 1 mol

NaOH nebo HC, jak je popsano vyse.

Zésobni Koncentrace v zd- | Koncentrace v pfi-
roztok Létka sobnim roztoku praveném médiu Pfipravené médium
< &/ ¢ (mgfh) ()
Koncentrace
Prvek
e (mgf) ()
Al NaNO, 26 510 Na; N 190; 84
Mgdl, - 6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl, - 2H,0 4,4 90 Ca 24,04
A2 MgSO, - 7H,0 15 290 S 38,22
A3 K,HPO, - 3H, - O 1,4 30 K;P 9,4; 3,7
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Zasobni Koncentrace v zd- | Koncentrace v pfi-
roztok Latka sobnim roztoku praveném médiu Pfipravené médium
¢ &h ¢ (mgfl) ()
e
B H,BO, 0,19 3,7 B 0,65
MndCl, - 4H,0 0,42 83 Mn 2,3
FeCl, - 6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA.2H,0 0,30 6,0 — —
Zn(l, 3,3 mg/l 66 ng/l Zn 31 pgfl
CoCl, - 6H,0 1,4 mg(l 29 pg/l Co 7,1 pgfl
Na,MoO, - 2H,0 7,3 mg/l 145 pgfl Mo 58 pg/l
CudCl, - 2H,0 0,012 mg/l 0,24 ug/l Cu 0,080 pg/l
C NaHCO, 15 300 Na;C 220; 43

(*) Pokud neni uvedeno

Pozndmka: Teoreticky vhodnd kone¢nd koncentrace bikarbondtu (kterou se pfedejde zna¢nému nastavovani pH) je 15 mg/L, nikoli

300 mg/l. (I Sims, P. Whitehouse a R. Lacey. (1999) OECD Zkouska inhibice rustu rodu Lemna. Vyvoj a okruzni test, nd-
vrh Pokynu OECD pro zkouseni. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency.)

STEINBERGovo médium (podle ISO 20079)

Koncentrace a zdsobni roztoky

Upravené médium podle Steinberga se pouZivd v normé ISO 20079 pro Lemna minor samotné (jelikoz norma
povoluje pouze Lemna minor), ale zkousky ukdzaly, Ze dobré vysledky je mozné ziskat rovnéZz s Lemna gibba.

Pii pfipravé média je tieba pouzit chemicky nebo analyticky ¢isté latky a deionizovand voda.

Pripravi se Zivné médium ze zdsobnich roztokd nebo 10ndsobné koncentrovaného média, které umoziiuje maximalni
koncentraci média bez vysrazZeni.

Tabulka 1

STEINBERGovo médium se stabilizovanym pH (upraveno podle Altenburgera)

Slozka Zivné médium
Makroprvky molekulovd hmotnost mg|l mmol/l
KNO, 101,12 350,00 3,46
Ca(NO,), - 4H,0 236,15 295,00 1,25
KH,PO, 136,09 90,00 0,66
K,HPO, 174,18 12,60 0,072
MgSO, - 7H,0 246,37 100,00 0,41




1.3.2016 Utedni véstnik Evropské unie L 54/73
Slozka Zivné médium

Mikroprvky molekulovd hmotnost g/l pmol/l
H,BO, 61,83 120,00 1,94
ZnSO, - 7H,0 287,43 180,00 0,63
Na,MoO, - 2H,0 241,92 44,00 0,18
MnCl, - 4H,0 197,84 180,00 0,91
FeCl, - 6H,0 270,21 760,00 2,81
EDTA dvojsodny-dihydrat 372,24 1 500,00 4,03

Tabulka 2
Zasobni roztoky (makroprvky)

1. Makroprvky (50ndsobné koncentrované) g/l
Zésobni roztok 1:
KNO, 17,50
KH,PO, 45
K,HPO, 0,63
Zésobni roztok 2:
MgSO, - 7H,0 5,00
Z3sobni roztok 3:
Ca(NO,), - 4H,0 14,75

Tabulka 3
Zasobni roztoky (mikroprvky)

2. Mikroprvky (1 000ndsobné koncentrované) mg|l
Zasobni roztok 4:
H,BO, 120,0
Zasobni roztok 5:
ZnS0, - 7H,0 1800
Zasobni roztok 6:
Na,MoO, - 2H,0 44,0
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2. Mikroprvky (1 000ndsobné koncentrované) mg|l

Zasobni roztok 7:

MnCl, - 4H,0 180,0

Z4sobni roztok 8:

FeCl, - 6H,0 760,00

EDTA dvojsodny-dihydrat 1 500,00

— Zasobni roztoky 2 a 3 a oddélené 4 aZ 7 se mohou sloucit (je tfeba brdt v tvahu pozadované koncentrace).

— Pro prodlouzeni Zivotnosti se zdsobni roztoky zpracuji v autokldvu pfi 121 °C po dobu 20 min nebo se
alternativné provede sterilni filtrace (0,2 pm). Pro zdsobni roztok 8 se dirazné doporucuje sterilni filtrace (0,2

pm).
Priprava kone¢né koncentrace STEINBERGova média (upraveného):

— 20 ml zdsobnich roztokd 1, 2 a 3 (viz Tabulka 2) se pfidd do pfiblizné 900 ml deionizované vody, aby se
piedeslo vysrdZeni.

— Pridd se 1,0 ml zdsobnich roztokt 4, 5, 6, 7 a 8 (viz Tabulka 3).
— pH se nastavi na 5,5 £ 0,2 (nastavi se pfidinim minimalniho objemu roztoku NaOH nebo HCI).
— Doplni se vodou do 1 000 ml.

— Jestlize se zdsobni roztoky sterilizuji a pouzije se vhodnd voda, neni dal3f sterilizace nutnd. Jestlize se sterilizace
provadi s kone¢nym médiem, zdsobni roztok 8 se pfidd po zpracovani v autokldvu (pfi teploté 121 °C po dobu
20 min).

Pfiprava 10ndsobné koncentrovaného STEINBERGova média (upraveného) pro stitedné dlouhé skladovéni.

— 20 ml zdsobnich roztokd 1, 2 a 3 (viz Tabulka 2) se pfidd do ptiblizné 30 ml vody, aniz by doslo k vysrdzeni.
— PFidd se 1,0 ml zdsobnich roztokd 4, 5, 6, 7 a 8 (viz Tabulka 3). Objem se doplni vodou do 100 ml.

— Jestlize se zdsobni roztoky sterilizuji a pouzije se vhodnd voda, neni dal3{ sterilizace nutnd. Jestlize se sterilizace
provadi s kone¢nym médiem, zdsobni roztok 8 se pfidd po zpracovani v autokldvu (pfi teploté 121 °C po dobu
20 min).

— pH média (kone¢nd koncentrace) by mélo byt 5,5 + 0,2.

6) Dopliuji se ndsledujici kapitoly C.31 az C.46:

,C.31. ZKOUSKA SUCHOZEMSKYCH ROSTLIN: ZKOUSKA VZCHAZIVOSTI OSIVA A RUSTU
SEMENACKU

UvoD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni 208 (2006). Zkusebni metody se pravidelné
pfezkoumdvaji s ohledem na védecky pokrok a aplikovatelnost pro zdkonné pouziti. Tato aktualizovand
zkuSebni metoda je uréena pro hodnoceni potencidlnich tcinkd chemickych latek na vzchdzivost osiva a rist
semendckd. Jako takovd nepokryvd chronické Géinky nebo G¢inky na reprodukei (tj. mnozZstvi semen, tvorba
kvétti, zrani plodd). Je tieba brdt v tivahu podminky expozice a vlastnosti chemické latky uréené ke zkouseni,
aby se zajistilo, Ze budou pouzity piislusné zkusebni metody (napf. pfi zkouseni kovii/kovovych sloucenin je
tfeba pocitat s efekty pH a s tim spojenych protiiontd) (1). Tato zkuebni metoda se netykd rostlin vystavenych
pardm chemickych litek. ZkuSebni metoda je vhodnd pro zkouseni obecnych chemickych latek, biocidd a
piipravkd na ochranu plodin (rovnéz zndmych jako ptipravky na ochranu rostlin nebo pesticidy). Metoda byla
vyvinuta na zdkladé stavajicich metod (2, 3, 4, 5, 6, 7). Rovnéz byly zohlednény dalsi dokumenty vztahujici se
ke zkouseni rostlin (8, 9, 10). Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 1.
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PODSTATA ZKOUSKY

2. Zkouska hodnoti G¢inky na vzchdzivost osiva a rané fize ristu vysich rostlin po expozici zkousené chemické
litce v pudé (nebo jiné vhodné pidni matrici). Semena se umisti do pidy vystavené pusobeni zkousené
chemické latky a tcinky se vyhodnoti obvykle 14 az 21 dnt poté, co vzejde 50 % osiva v kontrolni skupiné.
Cilovymi ukazateli jsou vizudlni hodnoceni vzchizivosti osiva, hmotnost suchych vyhonkd (alternativné
hmotnost Cerstvych vyhonki) a v uritych piipadech vyska vyhonki a rovnéz hodnoceni viditelnych skodlivych
u¢inkd na riizné ¢asti rostlin. Tato méfeni a pozorovani se porovnaji s neexponovanymi kontrolnimi rostlinami.

3.V zdvislosti na olekdvaném zplsobu expozice se zkouSend chemickd litka bud zapracuje do pidy (nebo
pifpadné do umélé padni matrice) nebo se aplikuje na povrch ptdy, coz spravné pfedstavuje potencidlni zptsob
expozice chemické latce. Zapracovani do plidy se provede zpracovanim pidy v objemu. Po aplikaci se ptida
pfemist{ do kvétina¢a a semena daného rostlinného druhu se vyseji do ptidy. Povrchovd aplikace se provadi na
pudu v kvétindcich, do které jiz byla vsazena semena. Zkousené jednotky (kontrolni a exponované pudy se
semeny) se pak umisti do prostoru s vhodnymi podminkami pro podporu kli¢eni/ristu rostlin.

4. Zkousku lze provadét tak, aby se stanovila kfivka ddvka-odezva nebo pro jednotlivou koncentraci/ddvku jako
limitni zkousku podle tcelu studie. Jestlize vysledky ze zkousky s jednou koncentraci/davkou piekro¢i uritou
droven toxicity (napf. jsou-li pozorovany Gcinky vyssi nez x %), provede se orientacni zkouska pro stanoveni
horni a dolni meze toxicity; nasleduje zkouska s nékolika koncentracemi/davkami pro stanoveni kiivky davka-
odezva. PouZije se pfislusnd metoda statistické analyzy pro ziskdni G¢inné koncentrace EC, nebo G¢inné davky
ER, vyvoldvajici Gi¢inek (napt. EC,,, ER,5, ECs,, ER,) pro nejcitlivéjsi vyznamny(é) parametr(y). Pfi této zkousce

je mozno rovnéz vypocitat koncentraci bez pozorovanych uac¢inktt (NOEC) a nejniz$i koncentraci s
pozorovanym ucinkem (LOEC).

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

5. Nasledujici informace jsou uzite¢né pro identifikaci ocekdvaného zpusobu expozice chemické latce a pro
uspofadani zkousky: strukturni vzorec, €istota, rozpustnost ve vodé, rozpustnost v organickych rozpoustédlech,
rozdélovaci koeficient 1-oktanolfvoda, sorpéni chovani pady, tlak par, stabilita chemické latky ve vodé a na
svétle a biologicka rozlozitelnost.

PLATNOST ZKOUSKY

6.  Aby byla zkouska uzndna za platnou, musi byt v kontrolnich vzorcich splnéna nasledujici kritéria platnosti:

— vzchdzivost osiva je alespori 70 %,

sy

— semendcky nevykazuji zadné viditelné fytotoxické ainky (napf. chlordza, nekréza, vadnuti, deformace listd
a stonkd) a rostliny vykazuji pouze normélni odchylky v ristu a morfologii pro pfislusny druh,

— stiedni hodnota pfeZiti vzeslych kontrolnich semendcka je alespori 90 % po dobu trvéni studie,

— podminky prostfedi pro piislusny druh jsou identické a ristovd média obsahuji stejné mnozstvi ptdni
matrice, podptirnych médii nebo substritu ze stejného zdroje.

REFERENCNI CHEMICKA LATKA

7. Referen¢ni chemickd litka se mize zkouset v pravidelnych intervalech pro ovéfeni, zda se Gcinnost zkousky a
odezva pfislusnych zkouSenych rostlin a zkuSebnich podminek v pribéhu zkousky vyznamné nezménily.
Alternativné je mozné pouzit diivéjsi méfeni biomasy nebo rustu kontrolnich vzorkd pro vyhodnoceni
fungovani zkusebniho systému v pfislusnych laboratofich a vysledky mohou slouzit jako méfitko kontroly
kvality pro danou laboratof.
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POPIS METODY

Pfirodni piida — umély substrit

8. Rostliny se mohou péstovat v kvétind¢ich v puadé piscitohlinité, hlinitopiscité nebo piscitojilovitohlinité
obsahujici az 1,5 % organického uhliku (pfiblizné 3 % organické hmoty). Rovnéz se dd pouzit bézné prodavany
substrdt nebo syntetickd padni smés, kterd obsahuje do 1,5 % organického uhliku. Jilovité ptdy by se nemély
pouzivat, jestlize je o zkouSené chemické latce zndmo, Ze vykazuje vysokou afinitu k jilu. Pida z pole se musi
prosit na velikost ¢dstic 2 mm, aby se homogenizovala a odstranily se hrubé &astice. V zdvére¢né zpravé se
mus{ uvést typ a textura pdy, procentudlni zastoupeni organického uhliku, pH a obsah soli méfenim elektrické
vodivosti kone¢né pfipravené pudy. Piida by méla byt klasifikovdna podle standardniho klasifika¢niho systému
(11). Pidu je mozné pasterizovat nebo tepelné oSetfit, aby se snizil d¢inek ptdnich patogend.

9. Pifrodni pida maze komplikovat interpretaci vysledkd a zvysit variabilitu zpasobenou ménicimi se fyzikalng/
chemickymi vlastnostmi a mikrobidlnimi populacemi. Tyto proménné zase méni schopnost zadrzovat vlhkost,
kapacitu védzat chemické ldtky, provzdusnovdni a obsah Zivin a stopovych prvki. Kromé kolisini téchto
fyzikalnich faktorti se budou rovnéz vyskytovat odchylky v chemickych vlastnostech, jako je pH a oxidaéné-
redukéni potencidl, coz maiZe ovlivnit biologickou dostupnost zkousené chemické latky (12, 13, 14).

10. Umélé substrity se obvykle nepouzivaji ke zkouseni piipravkii na ochranu rostlin, lze je ale pouzit ke zkouseni
béznych chemickych litek nebo v piipadech, kdy je Zddouci minimalizovat variabilitu pfirodnich pid a zlepsit
srovnatelnost vysledkd zkousek. Pouzité substraty by mély byt sloZeny z inertnich materidld, které minimalizuji
interakce se zkouSenou chemickou latkou, nosnym rozpoustédlem nebo s obéma. Jako vhodné inertni materialy
se ukdzaly kfemenny pisek vyprany kyselinou, minerdlni vlna a sklenéné kulicky (napf. o priméru 0,35 az
0,85 mm), které minimélné absorbuji zkousenou chemickou ldtku (15) a tim zajistuji, ze chemickd latka bude v
maximdln{ mife k dispozici pro sazenice ptjmem kofeny. Nevhodnymi substrity jsou vermikulit, perlit nebo
jiné vysoce absorpéni materidly. Rostlindm je tfeba pro jejich rist poskytnout Ziviny, aby se ptedeslo stradani
rostlin kvili nedostatku Zivin, a tam, kde je to mozné, je tfeba stav vyhodnotit chemickou analyzou nebo
vizudlnim posouzenim kontrolnich rostlin.

Kritéria pro vybér zkuSebniho druhu

11. Spektrum vybranych druhtt by mélo byt rozumné Siroké, napf. s ohledem na taxonomickou rozmanitost v
rostlinné ¥i8i, distribuci druht, jejich hojnost, druhové specifické charakteristiky Zivotniho cyklu a oblast
pfirodniho vyskytu, aby bylo mozno stanovit rozsah odezvy (8, 10, 16, 17, 18, 19, 20). P¥i vybéru je tfeba brdt
v Gvahu ndsledujici charakteristiky moznych zkusebnich druha:

— druhy maji jednotnd semena, kterd jsou pfimo dostupnd ze spolehlivych standardnich zdrojii semen a kterd
zajistuji konzistentni, spolehlivé a rovnomérné kliceni, a rovnéz jednotny rtist semenacki,

— rostlina je vhodnd pro zkouseni v laboratofi a mize poskytnout spolehlivé a reprodukovatelné vysledky v
ramci jedné zkusebni laboratofe i mezi zkuSebnimi laboratofemi navzdjem,

— citlivost zkousenych druht by méla byt konzistentni s odezvami rostlin v piirodnim prostfedi vystavenym
ucinku chemické latky,

— byly pouzity v urcitém rozsahu v diivéjsich zkouskich toxicity a jejich pouziti, naptiklad pfi biologickych
zkouskdch herbiciddi, screeningu tézkych kovii, zdtéZovych testech vztahujicich se ke slanosti nebo obsahu
minerdli nebo alelopatickych studiich, ukazuje citlivost na sirokou $kalu stresovych faktord,

— jsou kompatibilni s rtistovymi podminkami zkusebni metody,
— spliuji kritéria platnosti zkousky.

Neékteré v minulosti nejcastéji pouzivané zkusebni druhy jsou uvedeny v dodatku 2 a mozné neplodinové druhy
v dodatku 3.
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12. Pocet druhti uréenych ke zkouSeni zdvisi na pfislusnych pravnich pozadavcich, proto neni v této zkusebni
metodé specifikovan.

Aplikace zkouSené chemické litky

13. Chemickd latka se aplikuje ve vhodném nosi¢i (napf. voda, aceton, etanol, polyethylenglykol, arabskd guma,
pisek). ZkouSeny mohou byt rovnéz smési (upravené produkty nebo piipravky) obsahujici G¢inné slozky a
rizné pomocné latky.

Zapracovani do piidy/umélého substrdtu

14. Chemické latky rozpustné ve vodé nebo suspendované ve vodé se mohou rozmichat ve vodé a roztok se pak
promichd s pidou ve vhodném misicim zaf{zeni. Tento typ zkousky mizZe byt vhodny, jestlize k expozici
chemické latce dochdzi prostfednictvim pidy nebo vody v pidnich pérech a jestlize je cilem sledovat piijem
kofeny. Pfiddnim zkouSené chemické litky by neméla byt piekrocena retenéni vodni kapacita ptdy. Objem
pfidané vody by mél byt stejny pro kazdou zkuSebni koncentraci, ale mél by byt omezen, aby se zabrénilo
hromadéni shlukd v ptdeé.

15. Chemické latky s nizkou rozpustnosti ve vodé se rozpusti ve vhodném tékavém rozpoustédle (napf. aceton,
ethanol) a promichaji s piskem. Rozpoustédlo se pak odstrani z pisku pomoci proudu vzduchu za stilého
promichavani pisku. Takto zpracovany pisek se pak promichd s experimentdlni pudou. Pfipravi se druhy
kontrolni vzorek, ve kterém bude pouze pisek a rozpoustédlo. Do vzorkd o viech expozi¢nich drovnich a do
druhého kontrolniho vzorku se pfidaji stejnd mnozstvi pisku se zamichanym a s odstranénym rozpoustédlem.
V piipadé pevnych, nerozpustnych zkousenych chemickych latek se suchd pida a chemickd latka promichaji ve
vhodném michacim zafizeni. Pida se pak pfidd do kvétind¢a a ihned se zaseji semena.

16. Je-li namisto pidy pouzit umély substrat, chemické latky rozpustné ve vodé se mohou rozpustit v Zivném
roztoku bezprostiedné pied zacatkem zkousky. Chemické latky, které jsou nerozpustné ve vodé, ale které se daji
ve vodé suspendovat pouzitim nosného rozpoustédla, se pfidaji s nosicem do Zzivného roztoku. Ve vodé
nerozpustné chemické latky, pro které neni k dispozici zddny netoxicky nosi¢ rozpustny ve vodé, se rozpusti ve
vhodném tékavém rozpoustédle. Roztok se promichd s piskem nebo sklenénymi kulickami a odpai{ v rotaéni
vakuové odparce, pfi¢emZ vznikne jednotny povlak chemické latky na pisku nebo kulickdch. Zvazeny podil
kulicek se extrahuje stejnym organickym rozpoustédlem a chemickd latka se stanovi pfed naplnénim kvétindci.

Povrchovd aplikace

17. V pripadé pfipravkil na ochranu rostlin se pro aplikaci zkousené chemické latky ¢asto pouzivd postiik povrchu
ptdy zkousenym roztokem. Veskeré zatizeni pouzité pfi provddéni zkousek, véetné vybaveni pouzitého k
piipravé a davkovani zkouSené chemické latky, by mélo mit takovou konstrukci a kapacitu, aby zkousky
zahrnujici toto zafizeni mohly byt provedeny prfesné a poskytly reprodukovatelné pokryti. Pokryti by mélo byt
jednotné po celém pidnim povrchu. Pozornost je tfeba vénovat tomu, aby se pfedeslo moznosti, Ze by
chemickd litka byla adsorbovdna nebo reagovala s vybavenim (napf. s plastovymi trubkami a lipofilnimi
chemikdliemi nebo ocelovymi ¢dstmi a elementy). ZkouSend chemicka ldtka se nastfikne na ptidni povrch, ¢imz
se simuluje typicky postiik aplikovany v nadrzich. Obecné by objemy postiiku mély byt v rozmez{ normalni
zemédelské praxe a objemd (mnoZstvi vody atd. je tieba uvést v zdvére¢né zpravé). Typ trysky se zvoli tak, aby
umoznil jednotné pokryti pidniho povrchu. Jestlize se pouzivaji rozpoustédla a nosiCe, pfipravi se druhd
skupina kontrolnich rostlin, na kterou se aplikuje pouze rozpoustédlo/nosi¢. To neni nezbytné u pfipravkd na
ochranu rostlin, u nichz se testuje sloZeni.

Ovéfeni koncentrace/ddvky zkouSené chemické ldtky

18. Koncentrace[aplika¢ni ddvky se musi ovéfit vhodnou analytickou metodou. U rozpustnych chemickych latek se
ovéfeni vSech zkuSebnich koncentraci/ddvek mtize provést analyzou nejvyssi koncentrace zkouseného roztoku
pouzitého pfi zkousce; zaznamend se ndsledné zfedéni a pouziti kalibrovanych pomiicek (napf. kalibrovaného
analytického laboratorntho skladu, kalibrovaného vybaveni pro aplikaci postiiku). V pfipadé nerozpustnych
chemikalii musi byt spolu s ovéfenim materidlu slozek uvedeny hmotnosti zkousené chemické latky ptidané do
ptdy. Jestlize je nutné prokdzat homogenitu, mize byt nutné provést analyzu ptdy.
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Uspofadani zkousky

19. Semena stejného druhu se vyseji do kvétinacd. Pocet semen vysetych v kvétind¢i zavisi na druhu, velikosti
kvétind¢e a dobé trvani zkousky. Pocet rostlin v kvétind¢i by mél poskytovat adekvitni podminky riistu a
piedejit preplnéni béhem trvani zkousky. Maximdlni hustota rostlin je okolo 3-10 semen na 100 cm?
v zavislosti na velikosti semen. Napiiklad se doporucuje jedna az dvé rostliny kukufice, séji, rajcete, okurky
nebo cukrové fepy v 15cm kvétindci; tfi rostliny fepky nebo hrachu v 15cm kvétindci; a 5 az 10 cibulovych,
pSeni¢nych nebo jinych malych semen v 15cm kvétindci. Pocet semen a paralelnich kvétindcti (paralelni vzorek
je definovan jako kvétind¢, proto rostliny ve stejném kvétinac¢i nejsou povazovany za paralelni vzorek) by mél
byt dostate¢ny pro optimélni statistickou analyzu (21). Je tfeba poznamenat, Ze variabilita bude véts{ u
zkuSebnich druht s velkymi semeny, kterych se ddvd méné na kvétind¢ (opakovdni) ve srovndni se zkugebnim
druhem s malymi semeny, jichZ je mozné pouZit vétsi pocet na jeden kvétind¢. Vysetim stejného poctu semen
do kazdého kvétindce lze tuto variabilitu minimalizovat.

20. Kontrolni skupiny se pouzivaji, aby bylo jisté, Ze pozorované tcinky jsou spojeny pouze s expozici zkousené
chemické ldtce, nebo je lze této expozici pfisoudit. Piislusnd kontroln{ skupina by méla byt v kazdém ohledu
identickd se zkousenou skupinou s vyjimkou expozice zkouSené chemické litce. Béhem dané zkousky by
viechny zkusebni rostliny, véetné kontrolnich, mély byt ze stejného zdroje. Aby se zabrénilo systematickym
chybdm, je vyzadovano ndhodné pfitazeni zkusebnich a kontrolnich kvétind¢a.

21. Semena pokrytd insekticidy nebo fungicidy (tzv. ,oblecend’ semena) se musi vyloudit. AvSak nékteré regula¢ni
orgdny pouzit{ uritych nesystemickych kontaktnich fungicidti (napf. kaptan, thiram) povoluji (22). Jestlize je
obava z patogenti vnesenych semeny, mohou se semena nechat kritce nasdknout ve slabém 5 % roztoku
chlornanu, pak dikladné oplachnout pod tekouci vodou a osusit. Neni povoleno zddné 1écivé osetfeni jinym
pipravkem na ochranu rostlin.

Zku3ebni podminky

22. ZkuSebni podminky by mély napodobit podminky nezbytné pro normdlni rist zkousenych druht a odriid (v
dodatku 4 jsou uvedeny piiklady zkuSebnich podminek). Vyvijejici se rostliny je tfeba udrzovat v podminkach
spravné zahradnické praxe v fizeném prostiedi komor, fytotronti nebo sklenikil. Pfi pouZiti riistovych zafizeni
tato praxe obvykle zahrnuje regulaci a dostate¢né Casté (napf. jednou za den) zaznamendvéni teploty, vlhkosti,
koncentrace oxidu uhli¢itého, svételnych podminek (intenzity, vinové délky, fotosynteticky aktivniho zafeni),
doby osvétleni, prostiedkii zavlazovani atd; tim se zajisti dobry riist rostlin, coZ se posuzuje pomoci
kontrolnich rostlin zvoleného druhu. Teplota ve skleniku by se méla regulovat pomoci systému ventilace,

vytdpéni anebo chlazeni. Pro zkouseni ve sklenicich jsou obecné doporuceny nésledujici podminky:
— teplota: 22 °C + 10 °C,

— relativni vlhkost: 70 % + 25 %,

— fotoperioda: minimélné 16 hodin osvétlent,

— intenzita zdfeni dopadajictho na povrch (ozafenost): 350 + 50 pE - m-2 - s~ 1. Dodate¢né osvétleni muze byt

nezbytné, jestlize se intenzita sniZi pod 200 pE - m~2 - s~ 1, vlnovd délka 400-700 nm s vyjimkou ur¢itych
druht, jejichZ pozadavky na osvétleni jsou mensi.

V pribéhu studie se podminky prostfedi monitoruji a zaznamendvaji. Rostliny se péstuji v neporéznich
plastovych nebo glazovanych kvétindcich s tickem nebo miskou pod nimi. KvétindCe se mohou pravidelné
pfemistovat, aby se minimalizovala variabilita v riistu rostlin (v disledku rozdilt ve zkuSebnich podminkdch v
rastovém zafzeni). Kvétinice musi byt dostate¢né velké, aby umoznily normalni rist.

23. Pudni Zziviny je mozné doddvat podle potieby pro zachovini dobré vitality rostlin. Potfeba a nacasovani
dodate¢nych Zzivin se mohou ur¢it pozorovanim kontrolnich rostlin. Doporucuje se spodni zavlazovani
zkudebnich kvétind¢i (napf. pouzitim knott ze skelnych vldken). Pocdtecni vrchni zavlazeni se vSak muize
pouzit pro stimulaci kli¢eni semen; pii aplikaci zkouSené chemické litky na ptdni povrch se takto usnadni jeji
pranik do puady.
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24. Specifické ristové podminky by mély byt vhodné pro zkusebni druh a zkouSenou chemickou latku, které jsou
pfedmétem zkoumdni. Kontrolni a exponované rostliny se musi drzet za stejnych podminek okolniho prostieds;
je vSak tfeba pHjmout adekvdtni opatfeni, aby se zabrdnilo kifzné expozici zkousené chemické latce (napf.
t€kavé latce) mezi riznymi exponovanymi a kontrolnimi vzorky.

Zkouseni jediné koncentrace/ddvky

25. Pro stanoveni vhodné koncentrace/ddvky chemické latky pfi provadéni zkousky (provoka¢ni/mezni) s jedinou
koncentraci nebo davkou je tieba zvazit fadu faktord. U béznych chemikalii k takovym faktorim patif fyzikalni
a chemické vlastnosti chemické latky, u pfipravkti na ochranu rostlin je tfeba brat v tivahu fyzikdlni a chemické
vlastnosti a zptsob pouziti zkouSené chemické latky, jeji maximalni koncentraci nebo aplika¢ni ddvku, pocet
aplikaci za sezénu anebo stdlost zkousené latky. Pro stanoveni, zda béZnd chemikélie vykazuje fytotoxické
vlastnosti, maze byt vhodné provést zkousku pii maximaélni ddvce 1 000 mg/kg suché pudy.

Orientacni zkouska

26. Podle potfeby je mozné provddét orienta¢ni zkousku pro uréeni rozsahu koncentraci/ddvek, které maji byt
zkouseny v hlavni studii zji$tujici vztah ddvka-odezva. Pii orienta¢ni zkousce by zkusebni koncentrace/ddvky
mély byt zvoleny s velkymi intervaly (napt. 0,1, 1,0, 10, 100 a 1 000 mg/kg suché puidy). U piipravkl na
ochranu rostlin mohou koncentrace/ddvky vychazet z doporucenych nebo maximélnich hodnot koncentraci
nebo aplikacnich ddvek, napf. 1/100, 1/10, 1/1 doporucené/maximalni koncentrace nebo aplika¢ni dévky.

Zkouska s nékolika koncentracemi/ddvkami

27. Ukelem zkousky s nékolika koncentracemi/ddvkami je urcit vztah dévka-odezva a stanovit hodnotu EC, nebo
ER, pro vzchazivost, biomasu anebo viditelné ¢inky ve srovndni s neexponovanymi kontrolnimi vzorky podle
pozadavka regula¢nich organd.

28. Pocet a rozlozeni koncentraci nebo ddvek by mélo byt dostate¢né, aby poskytly spolehlivy vztah dévka-odezva
a regresni rovnici a umoznily odhad EC, nebo ER,. Zvolené koncentrace/ddvky by mély zahrnovat hodnoty EC,
nebo ER, které maji byt stanoveny. Napiiklad, jestlize je pozadovdna hodnota EC,, bude Zddouci provést
zkousku pfi dédvkach vyvolavajicich 20-80 % tcinek. Doporuceny pocet zkouSenych koncentraci/davek, kterymi
se toho dosédhne, je alespoti pét v geometrické posloupnosti plus neexponovany kontrolni vzorek, rozlozenych
s faktorem nepiekracujicim tfi. Pro kazdou exponovanou a kontrolni skupinu by pocet opakovani mél byt
alespon (tyfi a celkovy pocet semen alespori 20. Pro zvyseni statistické sily zkousky miZe byt zapotiebi vice
opakovéni s urcitymi rostlinami vykazujicimi nizkou rychlost kli¢eni nebo proménné ristové pribéhy. Jestlize
se pouzije vétsi polet zkuSebnich koncentraci/ddvek, mtZe se pocet opakovani sniZit. Jestlize je tfeba
odhadnout hodnotu NOEC, miiZe byt potfeba vice opakovani pro dosazeni pozadované statistické sily (23).

Pozorovdni

29. Béhem doby pozorovéni, tj. 14 az 21 dni poté, co vzeslo 50 % kontrolnich rostlin (rovnéz piipadné
kontrolnich vzorkil s rozpoustédly), jsou rostliny ¢asto pozorovdny (alespon jednou za tyden a, je-li to mozné,
denné) z hlediska vzchdzivosti a viditelné fytotoxicity a mortality. Na konci zkousky se zaznamend zméfeny
procentn{ podil vzchazivosti a biomasy ptezivsich rostlin a rovnéz viditelné skodlivé t¢inky na raznych ¢astech
rostlin. Skodlivymi t¢inky jsou abnormaélni vzhled vzeslych semendckds, zakrsly riist, chloréza, odbarveni,
odumfeni a G¢inky na vyvoj rostlin. Kone¢nou biomasu lze méfit prostrednictvim kone¢né priimérné hmotnosti
suchych vyhonkt pfezivsich rostlin, kdy se poznou vyhonky p#i povrchu ptidy a ususi do konstantni hmotnosti
pfi 60 °C. Alternativné se miiZe kone¢nd biomasa méfit prostfednictvim hmotnosti Cerstvych vyhonkd. Vyska
vyhonku muize predstavovat dalsi cilovy ukazatel, jestlize je pozadovan regula¢nimi orgdny. Pro vyhodnoceni
pozorovatelnych toxickych w¢inkd je tfeba pouzit jednotny systém vyhodnocovéni viditelného poskozeni.
Priklady provadéni kvalitativniho a kvantitativniho vizudlniho hodnocenti jsou uvedeny v odkazech (23, 24).
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UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Statistickd analyza
Zkouska s jedinou koncentraci/ddvkou

30. Udaje pro kazdy druh rostlin se analyzuji pouzitim vhodné statistické metody (21). V zivérecné zpravé by se
méla uvést trovenn ucinku pi zkuSebni koncentraci/ddvce nebo nedosazeni daného ucinku pii zkuSebni
koncentraci/ddvce (napf. < x % ucinek pozorovany pfi koncentraci nebo dévce y).

Zkouska s nékolika koncentracemi/ddvkami

31. Vztah ddvka-odezva se stanovi ve formé regresni rovnice. Je mozné pouzit rozdilné modely: napiiklad pro
odhad hodnoty EC_ nebo ER_ (napt. EC,;, ER,,, ECs,, ER,) a jejiho intervalu spolehlivosti pro vzchazivost v
bindrnim tvaru mohou byt vhodné metody logitovd, probitovd, Weibullova, Spearman-Karberova, upravena
Spearman-Karberova atp. Pro rist semendckd — tj. jejich hmotnost a vysku jako prabézné ukazatele — se mohou
hodnoty EC_ nebo ER a jejich intervaly spolehlivosti odhadnout pouzitim vhodné regresni analyzy (napfi.
Bruce-Versteegova nelinedrni regresn{ analyza (25)). Tam, kde je to mozné, by hodnota R? méla byt 0,7 nebo
vy$§i pro vétsinu citlivych druhl a pouzité zkusebni koncentrace/ddvky by mély zahrnovat 20 % az 80 %
Ucinky. JestliZze md byt odhadnuta hodnota NOEC, dava se ptednost pouZiti silnych statistickych testd zvolenych
na zdkladé rozdéleni dat (21, 26).

Zavérecnd zprava

32. Zavéretnd zprava by méla obsahovat vysledky studii a rovnéz podrobny popis zkuSebnich podminek,
dukladnou diskusi vysledkd, analyzu dat a zdvéry ziskané na zdkladé analyz. Rovnéz by mél byt obsazen
tabeldrni souhrn a abstrakt vysledkd. Zavérecnd zprava musi zahrnovat nésledujici:

Zkousend chemickd ldtka:

— identifika¢n{ daje chemické latky, relevantni vlastnosti zkousené chemické litky (napf. log P
ve vodé, tlak par a informace o osudu a chovani v Zivotnim prosttedi, jsou-li k dispozici);

I'OZleStIlOSt

ow’

— podrobnosti o piipravé zkusebniho roztoku a ovéfeni zkuSebnich koncentraci, jak je specifikovano v
odstavci 18.

Zkusebni druh:

— podrobnosti o zkusebnim organismu: druh/odriida, ¢eledi rostliny, védecky a obecny ndzev, zdroj a historie
semen co nejpodrobnéjsi (tj. jméno dodavatele, procentudlni klicivost, tiida velikosti semen, ¢islo varky nebo
davky, rok seti nebo sezdéna péstovani shromdzdénych vzorkd, datum hodnoceni kliceni), Zivotaschopnost
atd.,

— pocet zkousenych jedno- a dvoudéloznych druht,

— odavodnéni vybéru druhu,

— popis skladovani, zpracovani a udrzovani semen.

Zkusebni podminky:

— zkuSebni zafizeni (napf. ristovd komora, fytotron a sklenik),

— popis zkuSebniho systému (napt. rozméry kvétincti, materidl kvétind¢t a mnozstvi pidy),

— charakteristiky ptidy (textura nebo typ pidy: distribuce pdnich &stic a klasifikace, fyzikdlni a chemické
vlastnosti, véetné podilu organické hmoty, podilu organického uhliku a pH),

— ptiprava pudy/substratu (napf. ptida, uméld puda, pisek a jiné) pred zkouskou,

— popis zivného média, jestlize se pouzivd,
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— aplikace zkousené chemické latky: popis metody aplikace, popis vybaveni, stupné a objemy expozice véetné
ovéfeni chemické latky, popis kalibra¢ni metody a popis podminek béhem aplikace,

— podminky ristu: ozédfenost (napf. PAR (parabolicky hlinikovy reflektor), fotosynteticky aktivni zdfeni),
fotoperioda, maximélni/minimalni teplota, harmonogram a zptisob zavlazovani, hnojeni,

— pocet semen v kvétindci, pocet rostlin na davku, pocet opakovani (kvétindcti) na stupeil expozice,

— typ a pocet kontrolnich vzorkd (negativni anebo pozitivni kontrolni vzorky, kontrolni vzorky s rozpou-
Stédlem, jestlize se pouzije),

— doba trvéani zkousky.

Vysledky:

— tabulka v3ech cilovych ukazatelt pro kazdé opakovani, zkusebni koncentrace/ddvka a druh,
— pocet a procentudlni vzchazivost ve srovndni s kontrolnimi vzorky,

— méfeni biomasy (hmotnost suchych vyhonkii nebo ¢erstvych vyhonkd) rostlin vyjadfend jako procentudlni
podil kontrolniho vzorku,

— vyska vyhonkd rostlin jako procentudlni podil kontrolniho vzorku, jestlize se méfi,

— procentudlni podil viditelné poskozenych rostlin a kvalitativni a kvantitativni popis viditelného poskozeni
(chloréza, nekréza, vadnuti, deformace listd a stonk, jakykoli nedostatecny tcinek) zkouSenou chemickou
latkou ve srovnani s kontrolnimi rostlinami,

— popis stupnice hodnoceni pouzité k posouzeni viditelného poskozeni, jestlize se vizudlni hodnoceni provadi,

— u studii s jedinou ddvkou je tieba uvést procentudlni podil poskozeni,

— hodnoty EC, nebo ER, (napt. ECy,, ER;, EC,,, ER,;) a pfislusné intervaly spolehlivosti. KdyZ se provadi
regresni analyza, uvede se standardni odchylka pro regresni rovnici a standardni odchylka pro jednotlivy
odhadnuty parametr (napf. smérnice, sek),

— hodnoty NOEC (a LOEC), jestlize byly vypocitany,

— popis pouzitych statistickych postupti a pfedpokladi,

— grafické zobrazeni téchto dat a vztah ddvka-odezva zkouseného druhu.

Odchylky od postupt popsanych v této zkuebni metodg a jakékoli neobvyklé skutecnosti béhem zkousky.
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Dodatek 1

Definice

Utinni slozka (ii.s.) (nebo dcinnd litka (ii.l)) je ldtka urcend k vyvoldni specifického biologického wcinku (napf.
hubeni hmyzu, likvidace ndkazy rostlin, hubeni plevele na osettenych plochach), rovnéz je zndmd jako technickd
G¢innd slozka, G¢inna latka.

Chemicka latka je litka nebo smés.

Ptipravky na ochranu plodin (CPP) nebo pfipravky na ochranu rostlin (PPP) nebo pesticidy jsou litky se

specifickou biologickou aktivitou zdmérné pouzivané k ochrané plodin pfed skadci (napf. plisiiové choroby, hmyz a
konkurenéni rostliny).

EC, - u¢innd koncentrace s x % tcinkem nebo ER_ — ¢innd ddvka s x % t¢inkem je koncentrace nebo ddvka,
jejimz vysledkem je nezddouci zména u x % ve zkouSeném cilovém ukazateli v porovndni s kontrolou (napf. 25 %
nebo 50 % sniZeni vzchdzivosti osiva, hmotnosti vyhonku ¢ koneéného poctu pfitomnych rostlin nebo narist
viditelného poskozeni by pfedstavovaly EC,,[ER,, nebo EC;/[ER,).

Vzkli€eni je objeveni se koleoptile nebo délozniho listku nad ptidnim povrchem.

Piipravek je komer¢né upraveny vyrobek obsahujici G¢innou litku (G¢innou slozku), rovnéz zndm jako konecny
piipravek (') nebo typicky vyrobek pro kone¢né pouziti (TEP).

Nejnizs$i koncentrace s pozorovanym tcinkem (LOEC) je nejnizsi koncentrace zkousené chemické latky, u niz byl
ucinek pozorovan. Pii této zkousce vykazuje koncentrace odpovidajici LOEC statisticky vyznamny dcinek (p < 0,05)
béhem dané expozi¢ni doby ve srovndni s kontrolou a je vy3$i nezZ hodnota NOEC.

Necilové rostliny: Rostliny, které jsou mimo cilovou péstebni plochu. U piipravkii na ochranu rostlin to obvykle
znamend rostliny mimo plochu, na které se provadi expozice.

Koncentrace bez pozorovanych ucinkd (NOEC) je nejvyssi koncentrace zkousené chemické latky, pfi které nebyl
pozorovan zadny ucinek. Pfi této zkouSce nevykazuje koncentrace odpovidajici NOEC Zzadny statisticky vyznamny
ucinek (p < 0,05) béhem dané expozi¢ni doby ve srovnani s kontrolou.

Fytotoxicita: Skodlivé odchylky (zjisténé méfenim a vizudlnim hodnocenim) od normélntho vzhledu a riistu rostlin
v odezvé na danou chemickou latku.

Opakovini je experimentiln{ jednotka, kterd pfedstavuje kontrolni skupinu anebo exponovanou skupinu. V téchto
studiich je jako opakovani definovdn kvétinac.

Vizudlni hodnoceni: Hodnocen{ viditelného poskozeni na zdkladé pozorovini postoje rostlin, jejich vitality,
znetvofeni, chlorézy, nekrézy a celkového vzhledu ve srovndni s kontrolni skupinou.

ZkouSend chemickd latka: Jakdkoli litka nebo smés zkousend touto metodou.

(") Konec¢ny piipravek: komer¢né upraveny vyrobek proddvany v obchodg, ktery obsahuje d¢innou chemickou latku (G¢innou slozku).
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Dodatek 2
Seznam druhdi v minulosti pouZitych p¥i zkouSeni rostlin
Celed Druh Obecné nazvy
DICOTYLEDONAE

Apiaceae (Umbelliferae)

Daucus carota

mrkev obecnd

Asteraceae (Compositae)

Helianthus annuus

slunec¢nice ro¢ni

Asteraceae (Compositae)

Lactuca sativa

saldt hlavkovy

Brassicaceae (Cruciferae)

Sinapis alba

hof¢ice setd

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica campestris var. chinensis

brukev zeli (¢inské)

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica napus

brukev fepka (olejka)

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica oleracea var. capitata

brukev zelnd (hldvkové zeli)

Brassicaceae (Cruciferae)

Brassica rapa

brukev fepak (vodnice)

Brassicaceae (Cruciferae)

Lepidium sativum

feficha setd

Brassicaceae (Cruciferae)

Raphanus sativus

fedkev setd

Chenopodiaceae

Beta vulgaris

fepa obecnd

Cucurbitaceae

Cucumis sativus

okurka setd

Fabaceae (Leguminosae)

Glycine max (G. soja)

Séja lustinatd

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus aureus

fazol zlaty (mungo)

Fabaceae (Leguminosae)

Phaseolus vulgaris

fazol obecny

Fabaceae (Leguminosae)

Pisum sativum

hrach sety

Fabaceae (Leguminosae)

Trigonella foenum- graecum

piskavice fecké seno

Fabaceae (Leguminosae)

Lotus corniculatus

Stirovnik razkaty

Fabaceae (Leguminosae)

Trifolium pratense

jetel luéni

Fabaceae (Leguminosae)

Vicia sativa

vikev setd

Linaceae Linum usitatissimum len sety
Polygonaceae Fagopyrum esculentum pohanka obecnd
Solanaceae Solanum lycopersicum rajce jedlé
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Celed Druh Obecné nézvy
MONOCOTYLEDONAE
Liliaceae (Amarylladaceae) Allium cepa cibule kuchyriskd
Poaceae (Gramineae) Avena sativa oves sety

Poaceae (Gramineae)

Hordeum vulgare

je¢men sety

Poaceae (Gramineae) Lolium perenne jilek vytrvaly
Poaceae (Gramineae) Oryza sativa ryze setd
Poaceae (Gramineae) Secale cereale Zito seté

Poaceae (Gramineae)

Sorghum bicolor

¢irok obecny

Poaceae (Gramineae)

Triticum aestivum

pSenice setd

Poaceae (Gramineae)

Zea mays

kukufice setd




Potencidlni druhy pro zkouSeni toxicity na rostlinich podle OECD.

Dodatek 3

Seznam potencidlnich neplodinovych druhi

Pozndmka: Nasledujici tabulka poskytuje informace o 52 neplodinovych druzich (odkazy jsou uvedeny v zavorkdch u kazdé polozky). Uvedené vzchazivosti pochdzeji z publikované
literatury a slouZi pouze jako obecné voditko. Individudlni zkuenost se maze lisit v zavislosti na zdroji semen a dalsich faktorech.

CELED Botanicky nizev Délka zivota (') a pfirozené Hmotnost se- FOtOpe,rdefi Hloubka seti DObi do’ . - Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
druhu Y mene pro klicen{ 5 vzkliceni Specidlni zpracovéni (°) S . o
(Cesky obecny ndzev) prostiedi (mg) nebo rist (9) (mm) () (dny) (4 city (°) semen () odkazy ()
APIACEAE A, B narusené oblasti, | 1,7-1,9 (14, | L=D (14) 0 5 (50 %) | studend stratifikace (7, | POST (5)
Torilis iapéni Zivé ploty, pastviny (16, 19) 1,19 (19) 14, 18, 19) zrani maze
O]:l. B japonica 19) ( ) byt nezbytné (19) kli-
(tafice skalni) Ceni tlumeno tmou (1,
19) zadné  specidlni
zpracovani (5)
ASTERACEAE P 0,09-0,17 | L=D (14) 0 3 (50 %) | kliceni neovlivnéno ozd- | POST (4) A D,F 7
Bellis perennis louky, ornd pole, trav- (4,19) (4) (19) zgrelgisgllnf(lzgp;ralc?))véi?dae
(sedmikraska chudobka) niky (16, 19) 1 ((11(;;) % 14) ’
Centaurea cyanus A 4,1-49 (4, | L=D (14 0-3 (2, 4, 14-21 7ddné specidlni zpraco- | POST (2,4) A, D,EF 7
(chrpa modrd) pole, okraje silnic, ote- 14) 14) (10&%) vani (2, 4)
viena stanovisté (16) (14)
Centaurea nigra P 2,4-2,6 (14, | L=D (14) 0 (19) 3(50 %) |zrani mdze byt ne-| POST (5, A
(chrpa ¢ernd) pole, okraje silnic, ote- 19) (19) Zlbytne (18, 19) 1k11c?1}1 22, 26)
viend stanovisté (16, 4 (97 %) |tumeno tmou (19) 14-
19) (18) dné specidlni zpracovani
(5, 14, 26)
Inula helenium P 1-1,3 (4, 0 zddné specidlni zpraco- | POST (4) A F
(oman pravy) vlhkd, narusend mista 14, 29) 4, 29) vani (4)
(16)
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CELED Bg;irﬁtky el Délka Zivota (') a pfirozené Hmztlréﬁzt se F};)rt(?pk?frcviggﬁ Hloubka set{ ‘[J)Z?(}if;lééin(} Specidln zpracovéni () Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
(Cesky obecny ndzev) prostfed (mg) nebo rist (?) (mm) () (dny) (¥ city (‘) semen () odkazy (7
Leontodon hispidus p 0,85-1,2 L =D (14) 0 (19) 4 (50 %) | kliceni tlumeno tmou | POST (5,
(machelka srstnatd, pa- | pole, okraje silnic, naru- (14, 19) (19) (171 ,18’ 19) Z,a‘}“e sge- 22,23)
mpeliska) $ené oblasti (16, 19) 7 (80 %) | claimi zpracovan (5. 23)
(18)
Rudbeckia hirta B, P narusené 0,3(4,14) | L=D (14) 0 <10 7adné specidlni zpraco- | POST (4, C,D,EF
(tfapatka srstnatd) (16) (4, 33) (1 0303 %) van 33)
(33 |4 14,33
Solidago canadensis p 0,06-0,08 | L=D (11) 0 14-21 smichat se stelnym pod- | POST (4) E F
(zlatobyl kanadsky) pastviny, 'E)tfevfené sta- (4, 14) (4) (11) ge;% Oplslglr; aczaikrﬁ?i
novisté (16) LoD o
(11) zddné  specidlni
zpracovani (4)
Xanthium pensylvanicum A 25-61 (14, 0(1) kliceni muze byt tlu- PRE & A
(Feperi pensylvanskad) pole, otevf(elrgé) stanovisté 29) 5(29) lr;le:li tvm?el;)lf(’:l V)(; dIélasflz_ POST (31)
hod. (29)
Xanthium spinosum A 200 (14) L =D (14) 10 skarifikace (14) zaddné PRE & A
(Fepen trnitd) oteviend stanovisté (16) L>D (6) (6) specidlni zpracovni (6) POST (6)
Xanthium strumarium A 67,4 (14) L=D (14) 10-20 (6, 74dné specidlni zpraco- PRE & A
(fepet italskd) pole, oteviend stanovisté 21) vani 2};0;1; (6,1
(16) (6, 14, 21) , 28, 31)
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CELED Botanickj ndzev Délka Zivota (') a pfirozené Hmotnost se- FOtOpe,rviOd? Hloubka seti Dobi do, A1s [ Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
druhu tredi mene pro kliceni (mm) () vzkliceni Specidlni zpracovani (°) ity (9 0 dkazy (9
(Cesky obecny ndzev) prostredi (mg) nebo rist (?) mm (dny) (¥ aty semen odrazy
BRASSICACEAE p 0,6 (14,19) | L=D (14) 0 (19) 5(50 %) |kliceni tlumeno tmou | POST (5, F
Cardamine pratensis pole, okraje silnic, trav- (19) (18, 19), z/adne lTeZCl;lm 22)
(Fefisnice lu¢ni) niky (16, 19) 15 (98 9%) | FPHCOTE O 14,22
(18)
CARYOPHYLLACEAE P 021(14) | L=D (14) <14  |zréni mize byt ne-| POST (5, F
- (100 %) (14, | zbytné (18) z4dné spe- | 15, 22-26)
Lychnis flos-cuculi (16) 25) cidlni zpracovani (5, 14,
(kohoutek lu¢ni) 15, 22-26)
CHENOPODIACEAE A 0,7-1,5 (14, | L=D (14) 0 2 (50 %) | zpracovani se lis{ v zé- PRE & A 32
, . . car 19, 34) (19) vislosti na barvé semen | POST (28,
Chenopodlurn album okr(;:lé?azgh(,llgarlugs)ene (1, 19) (19) suché skladovni v 31, 34)
(merlik bily) ’ dobe klidu (19) kliceni
tlumeno tmou (1, 18,
19) studend stratifikace
(18) zddné specidlni
zpracovani (14, 34)
CLUSIACEAE P 0,1-0,23 L=D 0 3 (19) kliceni tlumeno tmou POST AEF
Hypericum perforatum pole, ornd pida, ote- (14, 19) (14) (1, 19) 11 (90 %) (1, 18, 19) (5, 15, 25,
. . c viend stanovisté (16, (18) 74dné specidlni zpraco- 27)
(tfezalka teckovand) 19) vani (5, 14, 15, 25, 27)
CONVOLVULACEAE A 28,2 L>D 10-20 4 (100 %) | kliceni neovlivnéno ozé- PRE & A
Ipomoea hederacea okraje silnic, oteviend (14) (6, 10) (6, 10, 21) (10) fenosti (1) POST
(povijnice  biectanovitd stanovisté, obilnd pole 7adné specidlni zpraco- | (6, 12, 21,
svlated) ’ (16) vani (6, 21) 28)
CYPERACEAE p 0,2 L=D 0 (1) 12 (91 %) | kliceni tlumeno tmou PRE & B 7
Cyperus rotundus ornd puda, pastviny, (14) (14) 10-20 (6, (10) ) POST
okraje silnic (16, 30) 10) 7adné specidlni zpraco- | (6, 28, 31)

($achor hliznaty)

vani (6, 10, 14)
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CELED Botanicky ndzev Délka Zivota (') a pfirozené Hmotnost se- FOtOpe,rviOd? Hloubka set{ Dobi do, . - Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
druhu tredi mene pro kliceni (mm) () vzkliceni Specidlni zpracovani (°) ity (9 0 dkazy (9
(Cesky obecny ndzev) prostredi (mg) nebo rist (?) mm (dny) (¥ aty semen odrazy
FABACEAE P 1-1,67 L=D (14) 1(50 %) | skarifikace (14, 19) POST A D,EF
Lotus corniculatus zatravnéné plochy, (14, 19) (19) kli¢eni neovlivnéno ozi- | (5, 23, 25)
(tirovnik riizkaty) okraje silnic, oteviend fenosti (18, 19) zddné
4 stanovisté (16, 19) specidlni zpracovani
(23, 25)
Senna obtusifolia A 23-28 L=D (14) 10-20 nasdknuti semen ve POST A
(kasie tora) vihké lesy (16) 9) L>D (9) (6, 9) vodé 24 hodin (9) (6, 9)
skarifikace (14) Zivota-
schopnost semen se lis{
v zdvislosti na barvé (1)
7adné specidlni zpraco-
vani (6)
Sesbania exaltata A 11-13 L>D(9) 10-20 nasdknuti semen ve PRE & A
(sesbdnie bylinnd) naplavend ptda (16) 9, 14) (9, 21) vode 24 hodin (9) POST
kli¢eni neovlivnéno ozi- | (9, 21, 28,
fenosti (1) Zadné spe- 31)
cidlni zpracovani (21)
Trifolium pratense P 1,4-1,7 L =D (14) 1 (50 %) | skarifikace (14, 18) POST A EF
(jetel lu¢ni) pole, okraje silnic, ornd (14, 19) (19) muze vyzadovat zrdni (5)
puada (16, 19) (19) kliceni neovlivnéno
ozatenosti (1, 19) zadné
specidlni zpracovani (5)
LAMIACEAE p 0,75-1,0 L=D (14) 0 7adné specidlni zpraco- POST F
Leonurus cardiaca oteviend stanovisté (16) (4, 14) (4) vani (4)
(bufina srde¢nik) (4, 14)
Mentha spicata P 2,21 0 7adné specidlni zpraco- POST F
(méta klasnatd) vlhké plochy (16) (4) (4) vani (4)

)
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CELED Botanicky ndzev Délka Zivota (') a pfirozené Hmotnost se- FOtOpe,rviOd? Hloubka set{ Dobi do, . - Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
druhu tredi mene pro kliceni (mm) () vzkliceni Specidlni zpracovani (°) ity (9 0 dkazy (9
(Cesky obecny ndzev) prostredi (mg) nebo rist (?) mm (dny) (¥ aty semen odrazy
Nepeta cataria P 0,54 L=D (14) 0 zddné specidlni zpraco- POST F
(Santa kocici) naru$ené oblasti (16) 4, 14) (4) van (2, 4)
(2, 4, 14)
Prunella vulgaris P 0,58-1,2 L =D (14) 0 5 (50 %) | kliceni tlumeno tmou POST A F
(Cernohldvek obecny) ornd pole, zatravnéné 4, 14, 19) 4, 19) (19) (18,19) (4, 22)
plochy, narugené oblasti 7 (91 %) | intenzivngjsi kliceni s
(16, 19) (18) vetsimi semeny (1 ), Za-
dné specidlni zpracovani
(4, 14, 22)
Stachys officinalis p 14-18 L =D (14) 7 (50 %) | zaddné specidlni zpraco- POST F
(bukvice 1ékaiskd, Cistec) louky, okraje poli (19) (14, 19) (19) van (5, 22)
(5, 14, 22)
MALVACEAE A 8,8 L=D (14) 10-20 484 %) | skarifikace (14) PRE & AF
Abutilén theophrasti pole, oteviend stanovisté (14) (6, 10, 21) (10) 74dné specidlni zpraco- POST
(mra¢nak Theophrastiiv) (16) vani (5, 10, 21) (6, 2321) 28,
Sida spinosa A 3,8 L =D (14) 10-20 skarifikace (14) PRE & AF
(vldken ostnitd) pole, okraje silnic (16) (14) (6, 21) kli¢eni neovlivnéno oza- POST
fenosti (1) zadné spe-| (6, 21, 28,
cidlni zpracovani (6, 21) 31)
PAPAVERACEAE A 0,1-0,3 L =D (14) 0 4 (50 %) | studend stratifikace a POST A, D,EF
Papaver rhoeas pole, ornd pida, naru- | (4, 14, 19, 4, 29) (19) skarifikace (1, 19, 32) (4) G
Sené oblasti (16, 19) 29) 74dné specidlni zpraco-

(mék vIci)

vani (4, 14, 29)
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CELED Botanicky ndzev Délka Zivota (') a pfirozené Hmotnost se- FOtOpe}‘viOdfi Hloubka set{ DObi do, . - Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
druhu tredi mene pro kli¢en{ (mm) () vzkliceni Specidlni zpracovéni (%) ity (9 0 dkazy (9
(Cesky obecny nazev) prostiect (mg) nebo riist () mm (dny) (4 city semen odkazy
POACEAE travniky, pastviny (16) 0,07 (14) L > D (10) 20 (10) 10 (62 %) | kliceni tlumeno tmou | POST (10) AE
Agrostis tenuis (10) (1, 17-19) zadné spe-
(psinecek obecny) cidlni zpracovani (10)
psinecek obecny)
Alopecurus myosuroides A 0,9-1,6 L =D (14) 2 < 24 (30 %) | skarifikace (14) oSetiit PRE & A 32
(psérka polni) pole, oteviend stanovisté | (29, 34) (29) (34) 10,1 mg/l. ,KNO3 (14) te- POST
(16) pla stratifikace (1) kli- (28, 34)
Ceni tlumeno tmou (1)
7ddné specidlni zpraco-
vani (34)
Avena fatua A 7-37,5(14, | L=D (14) 10-20 (6, 3 (70 %) | skarifikace (7, 32) tma PRE & A
(oves hluchy) obdéldvané plochy, ote- 30) L >D (6) 10) (18) potlacuje klicent (1) 1PO§T (6’1
viend stanovisté (16) studend stratifikace (1, 0,28, 31)
18) zadné  specidlni
zpracovani (6, 10, 14)
Bromus tectorum A 0,45-2,28 | L=D (14) 3 (29) obdobi zrdni (1, 7, 32) PRE & A
(svefep stiesni) pole, okraje silnic, ornd (14, 29) kiicen Vt}lum/eno sve’gl,e m | POST (28,
ada (16) (1), Zzadné specidlni 31)
P zpracovani (14)
Cynosurus cristatus p 0,5-0,7 (14, | L =D (14) 0 (29) 3 (50 %) | kliceni neovlivnéno ozd- | POST (5) A
19, 29) (19) fenosti (19) zadné spe-

(pohdnka hfebenitd)

pole, okraje silnic, ote-
viend stanovisté (16,
19)

cidlni zpracovani (14,
29)
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CELED Botanicky nazev Délka 7ivota () a piirozené Hmotnost se- | Fotoperioda Hloubka seti Doba do Zkouzka toxi Dodavatelé Dalii
druhu cka zivora o ZP rirozene mene pro kliceni ?u )a(}s)e ! vzkliceni Specidlni zpracovani (°) Ou.i a(6)0x1— odava (3)6 dk aZ ! )
(Cesky obecny nazev) prostiect (mg) nebo riist () mm (dny) (4 city semen odkazy
Digitaria sanguinalis A 0,52-0,6 L=D (14) | 10-20 (21) 7 (75 %) | skarifikace, studend stra- PRE & A
(rosicka krvava) pole, travnik, oteviend (14, 30) 14 (94 %) tifikace, d zrani (1, 7, POST (18,
stanovisté (16) 7) 14, 32) osettit 101 mg/l 25, 31)
KNO, (14) kliceni tlu-
meno tmou (1), zadné
specidlni zpracovani
(21)
Echinochloa crusgalli A 1,5 (14) L =D (14) 10-20 (7, skarifikace (7, 32) kli- PRE & A
‘ezatka kui noh 1 L>D 21) Ceni neovlivnéno ozdfe- | POST (3,
(jezatka kufi noha) (16) G) nosti (1), Zadné spe-| 21, 28, 31)
cidlni zpracovani (3, 14,
21)
Elymus canadensis p 4-5 (14, L=D (11) 1 14-28 7adné specidlni zpraco- | POST (2) C D, E
(pyrovnik kanadsky) pobfezi, narusené ob- 30) (11) (11) vani
lasti (16) (2, 11)
Festuca pratensis p 1,53-2,2 =D (14) 20 (10) 9 (74 %) | zadné specidlni zpraco- | POST (10) A 7
(kosttava lucni) pole, vlhké plochy (16, (16, 19) L>D (10) (10) vani
19) 2(50%) |(10,19)
(19)
Hordeum pusillum A 3,28 (14) tepld stratifikace (1) kli- | PRE (31) 7
(je¢men maly) pastviny, okraje silnic, cem/n(laovhvneno ozare-
oteviend stanovisté (16) nostf (1)
Phieum pratense P 0,45 (14, L>D (10, 0-10 (10, 2 (74 %) | kliceni tlumeno tmou | POST (10) AE
(bojinek lu¢ni) pastviny, ornd pole, na- 19) 14) 19) (10) (1 9)V khcer’n nleovh\ir}finq
rusend mista (16, 19) 8 (50 %) ozatenosti (17) Za né
(19) specidlni zpracovani

(10, 14, 17, 19)

910C°¢’L

(5]

arun 9ysdoIag YIuIsA [upain

€6/¥S 1



CELED Botanicky ndzev Délka Zivota (') a pfirozené Hmotnost se- FOtOpe,rviOd? Hloubka set{ Dobi do, . - Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
druhu L mene pro kliceni 5 vzkliceni Specidlni zpracovani (°) o 5 Kazv (¢
(Cesky obecny ndzev) prostfed (mg) nebo rist (?) (mm) () (dny) (¥ city (‘) semen () odkazy ()
POLYGONACEAE A 5-8 (4,14, | L=D (20) | 0-2 (4, 29) studend stratifikace 4-8 | PRE & A 32
Polygonum convolvulus oteviend stanovisté, 29) tyflvnu,(l, 2’, 4520’ 29,) POST 1, 2,
o okraje silnic (16) kliceni neovlivnéno ozad- | 20, 28, 31
(opletka svlaccovitd) ) fenosti (1)
Polygonum lapathifolium A 1,8-2,5(14) | L>D (6) 5 (94 %) | kliceni neovlivnéno oza- PRE & AE
(rdesno blesnik) vihké pida (16) (18) fenosti (1) kli¢eni tlu-| POST (6)
meno tmou (18) stu-
dend stratifikace (1) Za-
dné specidlni zpracovani
)
Polygonum pennsylvanicum A 3,67 (14, 2 (29) studend stratifikace 4 | PRE (31) A E
(rdesno pensylvanské) pole, oteviend stanovisté 29) tyfivny,prl 0-5°C (1, 29)
klicen{ tlumeno tmou
(16) o
Polygonum periscaria A 2,1-2,3 (14, | L>D (13) 0 (19) <14 (13) | skarifikace, studend stra- | POST (13) A 32
(rdesno Cervivec) narusené oblasti, ornd 19) 2 (50 %) tifikace, GA, Zpracovani
ida (16, 19) (19) (14) studend stratifikace,
P zrani (17-19) kliceni tlu-
meno tmou (19) zddné
specidlni zpracovani
(13)
Rumex crispus P 1,3-1,5(4, | L=D (14, 0 3 (50 %) |kliceni tlumeno tmou | POST (4, AE 32
($tovik kadefavy) ornd pole, okraje silnic, 14,19) 33) (4,19, 33) (19) (1 8’bl 9),Zraril muzve’(li)y'f 33)
oteviené plochy (16, 6 (100 %) | "¢% ytne (18) zadne
19) (33) specidlni zpracovani (4,

14, 33)
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CELED Bgtanick)'f el Délka Zivota (') a pfirozené Hmotnost se- FOtOpe,rviOd? Hloubka set{ Dobi do, . - Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
ruhu T mene pro kli¢en{ vzkliceni Specidlni zpracovéni (%) -
(Cesky obecny ndzev) prostfed (mg) nebo rist (?) (mm) () (dny) (¥ city (‘) semen () odkazy (7
PRIMULACEAE A 0,4-0,54, | L=D (14) 1 (50 %) | studend stratifikace, GA | POST (2,4) A F
Anagallis arvensis ornd pole, oteviené plo- 14, 19) (1) i%ragcz)‘)lal?llféer(lli’}/;}iadﬁé
(drchnicka rolni) chy, naruseln;) mista (16, svétlo (1), zddné spe-
cidlni zpracovani (2, 4)
RANUNCULACEAE P 1,5-2 (14, L=D (14) 1 41-56 (19, | zddné specidlni zpraco- | POST (5, 32
Ranunculus acris ornd pole, okraje silnic, 19,29) (29) 29) vani 22, 24-26)
iy . otevtené plochy (16, (5, 14, 22, 24 -26)
(pryskyticnik prudky) 1p9) Y
ROSACEAE P 0,8-1,5 (14, | L =D (14) 0(19) 5(50 %) |Kkliceni tlumeno tmou | POST (5, A
Geum urbanum zivy plot, vlhké plochy 19) (19) (18, 19)V /tepl)a Strz,lt,lﬁ', 22, 25, 26)
o 16 (79 %) kace (1) zadné specidlni
(kuklik méstsky) (16, 19) (18) zpracovani (5, 14, 22,
25, 26)
RUBIACEAE A 7-9 (14, L =D (14) 5(50 %) | studend stratifikace (1, PRE & A 32
Galium aparine orné pole, vlhké plochy, 19) (19) rllgﬁol 9)01;2;:;(1)5260‘2111;_ PO%“) (©,
Sy r o ,
(svizel piitula) narusenelogl;lastl (16, 6 (}10 z?) %) 19) kliceni tlumeno své-
tlem (1) Zddné specidlni
zpracovani (6, 14)
Galium mollugo P 7 L =D (14) 2 7ddné specidlni zpraco- | POST (5, A
(svizel povézka) ohrady s Zivym plotem, (29) (29) vanl 22, 24, 26)
oteviené plochy (8) (5, 14, 22, 24, 26, 29)
SCROPHULARIACEAE | B, P zivy plot, oteviené | 0,1-0,6 (4, | L =D (14) 0 6 (50 %) | kliceni tlumeno tmou | POST (4, D,G,F
Digitals purpurea plochy (16, 19) 14, 19) 4 19) (19) (1, 17-19) #idné spe- | 22-26)
- " " ’ 8 (99 %) cidlni zpracovéni (4, 22-
naprstnik cerveny, 26)
(18)
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CELED Botanickj ndzev Délka Zivota (') a pfirozené Hmotnost se- Fotope’rviod:’i Hloubka seti DObi do, s [ Zkouska toxi- | Dodavatelé Dalsi
druhu prostied! mene pro kli¢en{ (mm) () vzkliceni Specidlni zpracovéni (%) city (%) semen () odkazy (%)
(Cesky obecny ndzev) (mg) nebo rist (?) (dny) (¥
Veronica persica A 0,5-0,6 (14, | L=D (14) 0(19) 3 (19) kliceni tlumeno tmou PRE & A 32
(rozrazil persky) ornd pole, oteviené plo- 19) 5 (96 %) (18, 19) studve,na §trat1ﬁ- POST (28)
chy, narugené oblasti (18) kace (18) Zzddné spe-

(16, 19)

cidlni zpracovani (14)

[S)

PRy
<
==

=

—_~——
=
=2

A = jednoleté, B = dvouleté, P = trvalé.
Odkazy 11,14 a 33 se tykaji podilu svétla (L) a tmy (D) pozadovaného pro vyvoldni kliceni semen. Odkazy 3, 6, 9, 10, 13, 20 se tykaji podminek ristu ve sklenicich.
0 mm znamend, Ze semena byla vyseta na povrch pidy nebo Ze semena potiebuji ke kli¢en{ svétlo.
Uvedend ¢isla znamenaji pocet dn, za které podil % semen vyklicil podle uvedeného odkazu, napt. 3 dny (50 %) kliceni (odkaz 19).
Doba zran{ anebo stratifikace neni vidy k dispozici. S vyjimkou pozadavkd na studené osetfeni nejsou teplotni podminky specifikovany, nebot pii zkouseni ve skleniku je omezend moZznost regulace te-
ploty. Vétsina semen vyklici pti bézné kolisajicich teplotch ve sklenicich.

Oznacuje, Ze druh byl pouzit ve zkousce toxicity u rostlin bud’ pfed vzklicenim (PRE) anebo po vzkliceni (POST) za pouziti herbicidd.
Jsou uvedeny piiklady komer¢nich dodavateli semen.
Jsou uvedeny dva alternativni odkazy, ze kterych se vychazelo.
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Uviadeéni dodavatelé semen

ID dodava-

Informace o dodavateli
tele

A Herbiseed
New Farm, Mire Lane, West End, Twyford RG10 ONJ ENGLAND +44 (0) 1189 349 464
www.herbiseed.com

B Tropilab Inc.

8240 Ulmerton Road, Largo, FL 33771-3948 USA
(727) 344 - 4050

www.tropilab.com

C Pterophylla — Native Plants & Seeds
#316 Regional Road 60, RR#1, Walsingham, ON NOE 1X0 CANADA (519) 586 — 3985

D Applewood Seed Co.
5380 Vivian St., Arvada, CO 80002 USA (303) 431 — 7333
www.applewoodseed.com

E Ernst Conservation Seeds

9006 Mercer Pike, Meadyville, PA 16335 USA
(800) 873 — 3321

www.ernstseed.com

F Chiltern Seeds

Bortree Stile, Ulverston, Cumbria LA12 7PB ENGLAND
+44 1229 581137

www.chiltemseeds.co.uk

G Thompson & Morgan
P.O. Box 1051, Fort Erie, ON L2A 6C7 CANADA (800) 274 — 7333
www.thompson-morgan.com

LITERATURA

1)  Baskin, C.C. & Baskin, ] M. 1998. Seeds. Academic Press, Toronto.

2)  Blackburn, L.G. & Boutin, C. 2003. Subtle effects of herbicide use in the context of genetically modified crops: a

case study with glyphosate (Round-Up®). Ecotoxicology, 12:271-285.

3) Boutin, C., Lee, H-B., Peart, T., Batchelor, P.S., & Maguire, RJ. 2000. Effects of the sulfonylurea herbicide
metsulfuron methyl on growth and reproduction of five wetland and terrestrial plant species. Environmental

Toxicology & Chemistry, 19(10):2532-2541.

4)  Boutin, C., Elmegaard, N., & Kjaer, C. 2004. Toxicity testing of fifteen non-crop plant species with six herbicides

in a greenhouse experiment: implications for risk assessment. Ecotoxicology, 13:349-369.

5) Breeze, V., Thomas, G., & Butler, R. 1992. Use of a model and toxicity data to predict the risks to some wild

plant species from drift of four herbicides. Annals of Applied Biology, 121:669-677.

6) Brown, R.A., & Farmer, D. 1991. Track-sprayer and glasshouse techniques for terrestrial plant bioassays with
pesticides. In: Plants for toxicity assessment: 2nd volume. ASTM STP 1115, ].W. Gorsuch, W.R. Lower, W.Wang,

& M.A. Lewis, eds. American Society for Testing & Materials, Philadelphia. pp 197 — 208.


http://www.herbiseed.com
http://www.tropilab.com
http://www.applewoodseed.com
http://www.ernstseed.com
http://www.chiltemseeds.co.uk
http://www.thompson-morgan.com

L 54/98 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

7)  Buhler, D.D. & Hoffman, M.L. 1999. Anderson’s guide to practical methods of propagating weeds and other
plants. Weed Science Society of America, Lawrence, K.

8) Clapham, AR., Tutin, T.G., & Warburg, EF. 1981. Excursion flora of the British Isles, 3rd ed. Cambridge
University Press, Cambridge.

9)  Clay, P.A. & Griffin, ].L. 2000. Weed seed production and seedling emergence response to late-season glyphosate
applications. Weed Science, 48:481-486.

10) Cole, J.F.H. & Canning, L. 1993. Rationale for the choice of species in the regulatory testing of the effects of
pesticides on terrestrial non-target plants. BCPC — Weeds. pp. 151 — 156.

11) Fiely, M. (Ernst Conservation Seeds). 2004. Personal communication. (www.ernstseed.com)

12) Fletcher, J.S., Johnson, F.L., & McFarlane, J.C. 1990. Influence of greenhouse versus field testing and taxonomic
differences on plant sensitivity to chemical treatment. Environmental Toxicology & Chemistry, 9:769-776.

13) Fletcher, J.S., Pfleeger, T.G., Ratsch, H.C., & Hayes, R. 1996. Potential impact of low levels of chlorsulfuron and
other herbicides on growth and yield of nontarget plants. Environmental Toxicology & Chemistry, 15(7):1189-
1196.

14) Flynn, S., Turner, RM.,, and Dickie, ].B. 2004. Seed Information Database (release 6.0, Oct 2004) Royal Botanic
Gardens, Kew (www.rbgkew.org.uk/data/sid).

15) Franzaring, J., Kempenaar, C., & van der Eerden, LJM. 2001. Effects of vapours of chlorpropham and
ethofumesate on wild plant species. Environmental Pollution, 114:21-28.

16) Gleason, H.A. & Cronquist, A. 1991. Manual of vascular plants of northeastern United States and adjacent
Canada, 2nd ed. New York Botanical Garden, Bronx, NY.

17) Grime, J.P. 1981. The role of seed dormancy in vegetation dynamics. Annals of Applied Biology, 98:555-558.

18) Grime, J.P., Mason, G., Curtis, A.V., Rodman, J., Band, S.R., Mowforth, M.A.G., Neal, AM., & Shaw, S. 1981. A
comparative study of germination characteristics in a local flora. Journal of Ecology, 69:1017-1059.

19) Grime, J.P, Hodgson, J.G., & Hunt, R. 1988. Comparative plant ecology: a functional approach to common
British species. Unwin Hyman Ltd., London.

20) Kjaer, C. 1994. Sublethal effects of chlorsulfuron on black bindweed (Polygonum convolvulus L.). Weed
Research, 34:453-459.

21) Klingaman, T.E., King, C.A., & Oliver, L.R. 1992. Effect of application rate, weed species, and weed stage of
growth on imazethapyr activity. Weed Science, 40:227-232.

22) Marrs, R.H., Williams, C.T., Frost, A.J., & Plant, R.A. 1989. Assessment of the effects of herbicide spray drift on
a range of plant species of conservation interest. Environmental Pollution, 59:71-86.

23) Marrs, RH., Frost, AJ., & Plant, R.A. 1991. Effects of herbicide spray drift on selected species of nature
conservation interest: the effects of plant age and surrounding vegetation structure. Environmental Pollution,
69:223-235.

24) Marrs, RH,, Frost, AJ., & Plant, R.A. 1991. Effects of mecoprop drift on some plant species of conservation
interest when grown in standardized mixtures in microcosms. Environmental Pollution, 73:25-42.

25) Marrs, RH,, Frost, AJ., Plant, R.A.,, & Lunnis, P. 1993. Determination of buffer zones to protect seedlings of
non-target plants from the effects of glyphosate spray drift. Agriculture, Ecosystems, & Environment, 45:283-
293.


http://www.ernstseed.com
http://www.rbgkew.org.uk/data/sid

1.3.2016 Utedni véstnik Evropské unie L 54/99

26) Marrs, RH. & Frost, AJ. 1997. A microcosm approach to detection of the effects of herbicide spray drift in
plant communities. Journal of Environmental Management, 50:369-388.

27) Marshall, EJ.P. & Bernie, ].E. 1985. Herbicide effects on field margin flora. BCPC — Weeds. pp. 1021-1028.

28) McKelvey, R.A., Wright, J.P., & Honegger, J.L. 2002. A comparison of crop and non-crop plants as sensitive
species for regulatory testing. Pest Management Science, 58:1161-1174.

29) Morton, S. (Herbiseed). 2004. Personal communication. (http://www.herbiseed.com)

30) USDA, NRCS. 2004. The Plants Database, version 3.5. (http:/[plants.usda.gov). National Plant Data Centre,
Baton Rouge, LA 70874-4490 USA.

31) USEPA. 1999. One-Liner Database. [U.S. E.P.A.[Office of Pesticide Programs/Environmental Fate and Effects
Division/Environmental Epidemiology Branch].

32) Webster, RH. 1979. Technical Report No. 56: Growing weeds from seeds and other propagules for
experimental purposes. Agricultural Research Council Weed Research Organization, Oxford.

33) White, A. L. & Boutin, C. (National Wildlife Research Centre, Environment Canada). 2004. Personal communi-
cation.

34) Zwerger, P. & Pestemer, W. 2000. Testing the phytotoxic effects of herbicides on higher terrestrial non-target
plants using a plant life-cycle test. Z. PfIKrankh. PflSchutz, Sonderh., 17:711-718.


http://www.herbiseed.com
http://plants.usda.gov

L 54/100 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

Dodatek 4

Piiklady vhodnych podminek pro riist uréitych druhi plodin

Nasledujici podminky byly shleddny vhodnymi pro 10 druhii plodin a mohou se pouzit jako voditko rovnéz pii
zkouskdch v rtstovych komorédch s ur¢itymi dal§imi druhy:

Koncentrace oxidu uhli¢itého: 350 + 50 ppm

Relativni vlhkost: 70 £ 5 % béhem obdobi svéta a 90 + 5 % béhem obdobi tmy
Teplota: 25 £ 3 °C béhem dne, 20 £ 3 °C béhem noci

Fotoperioda: 16 hodin svétla/8 hodin tma, ptedpokladd se primérnd vinova délka 400 az 700 nm
Svétlo: svitivost 350 * 50 pE/m?/s méfend na vrchu klenby.

Plodinové druhy:

— rajce jedlé (Solanum lycopersicum),

— okurka setd (Cucumis sativus),

— salat hldvkovy (Lactuca sativa),

— soja lustinata (Glycine max),

— hlavkové zeli (Brassica oleracea var. capitata),

— mrkev obecnd (Daucus carota),

— oves sety (Avena sativa),

— jilek vytrvaly (Lolium perenne),

— kukufice setd (Zea mays),

— cibule kuchyniskd (Allium cepa).
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C.32. ZKOUSKA TOXICITY PRO REPRODUKCI ROUPICOVITYCH
UvoD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouSeni 220 (2004). Je urena pro pouZiti v
hodnoceni G¢inkti chemickych ltek na reprodukéni schopnost roupice bélavé, Enchytraeus albidus Henle 1873, v
pudé. V zdsadé vychdzi z metody vyvinuté v némeckém spolkovém wfadu pro ochranu Zivotniho prostredi
(Umweltbundesamt) (1), kterd byla podrobena okruznimu testu (2). Byly rovnéZ brany v tvahu dal$i metody
zkouseni toxicity chemickych latek na roupicovité a Zizaly (3, 4, 5, 6, 7, 8).

VYCHOZI UVAHY

2.V pudé zijici krouzkovci rodu roupice (Enchytraeus) jsou ekologicky vhodnym druhem pro ekotoxikologické
zkousky. I kdyz se roupicoviti ¢asto vyskytuji v ptiddch, kde Zziji Zizaly, rovnéZz je pravda, Ze se Casto nalézaji
v hojném mnozZstvi i tam, kde ZiZaly nejsou. Roupicoviti se daji pouzit v laboratornich zkouskdch, stejné jako v
poloterénnich a terénnich studiich. Z praktického hlediska je fada druht Enchytraeus vhodnych vzhledem k
snadné manipulaci a snadnému chovu a jejich generacni perioda je vyznamné krat3i neZ u Zizal. Doba trvan{
zkousky toxicity pro reprodukci s roupicovitymi je proto pouze 4-6 tydnd, zatimco u Zizal hnojnich (Eisenia
fetida) je to 8 tydni.

3. Zékladni informace o ekologii a ekotoxikologii roupicovitych v suchozemském Zivotnim prostiedi Ize nalézt v
literatuie (9, 10, 11, 12).

PODSTATA ZKOUSKY

4. Dospéli roupicoviti Cervi jsou vystaveni celé fadé koncentraci zkousené chemické litky zamichané do umélé
ptdy. Zkousku je mozné rozdélit na dva kroky: a) v pipadé, Ze nejsou k dispozici dostate¢né informace,
orientacni zkousku pro nalezeni rozmezi davek, ve které je hlavnim cilovym ukazatelem mortalita hodnocend
po dvou tydnech expozice, a b) hlavni zkousku toxicity pro reprodukci, ve které se hodnoti celkovy pocet
mladat zplozenych rodicovskymi jedinci a preziti rodi¢t. Doba trvani hlavni zkousky je Sest tydni. Po prvnich
tfech tydnech se dospéli jedinci vyjmou a zaznamenaji se morfologické zmény. Po dalich tfech tydnech se zjisti
pocet potomkt vylthnutych ze zdmotkd vytvofenych dospélymi jedinci. Reprodukéni schopnost Zzivocicha
vystavenych zkousené chemické latce se srovnd s aktivitou kontrolni skupiny pro stanoveni i) koncentrace bez
pozorovanych G¢inktt (NOEC), nebo ii) EC_ (napf. EC,, EC,) za pouiiti regresniho modelu pro odhad
koncentrace, kterd zpiisobi x % snizeni reprodukéni schopnosti. Rozsah zkuSebnich koncentraci by mél
zahrnovat EC, (napf. EC,,, EC;) tak, aby se pak hodnota EC,_ ziskala interpolaci spiSe nez extrapolaci.

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

5. U zkouSené chemické litky by optimdlné mély byt zndmy rozpustnost ve vodé, log K, rozdélovaci koeficient
piida/voda (napi. kapitola C.18 nebo C.19 této piflohy) a tlak par. Zddouci jsou dalsi informace o osudu
zkousené chemické latky v pidg, jako je rychlost fotolyzy a hydrolyzy.

6. Tato zkuSebni metoda se dd pouZit jak pro chemické litky ve vodé rozpustné, tak i nerozpustné. Rezim
aplikace zkousené chemické latky se viak bude pfislusné lisit. Zkusebni metoda se nedd aplikovat na tékavé
chemické ldtky, tj. latky, jejichZz Henryho konstanta nebo rozdélovaci koeficient vzduch/voda je vétsi nez jedna,
nebo chemické latky, jejichz tlak par je vy$si nez 0,0133 Pa pii 25 °C.

PLATNOST ZKOUSKY

7. Ma-li byt zkouska platnd, musi byt u kontrolnich skupin splnéna tato kritéria reprodukéni schopnosti:

— na konci orienta¢ni zkousky a po prvnich tfech tydnech zkousky toxicity pro reprodukci by mortalita
dospélych jedinct neméla prekrocit 20 %,

— za predpokladu, Ze v uspofddani zkousky bylo pouzito 10 dospélych jedinct na nddobu, mélo by byt na
konci zkousky zplozeno priimérné alesponi 25 mlddat na nddobu,

— varia¢ni koeficient okolo stfedni hodnoty poctu mlddat by na konci zkousky toxicity pro reprodukci nemél
byt vyssi nez 50 %.
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Tam, kde zkouska nesplni uvedend kritéria platnosti, musi byt ukoncena. P¥ipadné pokracovéani zkousky musi
byt odiivodnéno. Odivodnéni musi byt uvedeno v zdvérecné zpravé.

REFERENCNI CHEMICKA LATKA

8. Referencni chemickd litka by se méla zkouset bud v pravidelnych intervalech, nebo by piipadné méla byt
zahrnuta v kazdé zkousce, aby se ovéfilo, Ze reakce zkuSebnich organismt se béhem ¢asu vyznamné nezménila.
Vhodnou referenéni latkou je karbendazim, u kterého bylo zjisténo, Ze ovliviiuje pfeziti a reprodukci roupico-
vitych (13, 14), nebo je rovnéz mozné pouzit jiné chemické latky, u nichz jsou dobfe zndmé tdaje tykajici se
toxicity. Pfipravek karbendazim zndmy pod obchodnim ndzvem Derosal™, ktery dodavd firma AgrEvo
(Frankfurt, Némecko) a ktery obsahuje 360 g/l (32,18 %) ucinné slozky, byl pouzit v okruznim testu (2).
Hodnota ECs, pro reprodukei stanovend okruznim testem byla v rozsahu 1,2 + 0,8 mg ¢inné slozky na kg
susiny (2). Jestlize se do zku3ebni série zahrne pozitivni kontrolni latka, pouzZije se jedna koncentrace a pocet
opakovani by mél byt stejny jako u kontrolnich vzorkd. V piipadé karbendazimu se doporucuje zkouseni
1,2 mg G.s.[kg hmotnosti susiny (zkouseno jako kapalny ptipravek).

POPIS ZKOUSKY

Vybaveni

9. Zkusebni nidoby by meély byt vyrobeny ze skla nebo jiného chemicky inertniho materidlu. Vhodné jsou
sklenéné nadoby (napf. o objemu 0,20-0,25 litru; primér: = 6 cm). Nddoby by mély mit prihlednd vika (napf.
sklenénd nebo polyethylenovd), kterd jsou navrzena tak, aby snizovala odpafovani vody a soucasné umoznovala
vyménu plyntt mezi padou a atmosférou. Vika by méla byt prahlednd, aby umoziiovala prichod svétla.

10. Je pozadovédno bézné laboratorni vybaveni, zejména nésledujict:
— suddrna,
— stereomikroskop,
— pH-metr a fotometr,
— vhodné pfesné vahy,
— adekvétni zafizeni pro regulaci teploty,
— adekvitni zaf{zeni pro regulaci vlhkosti (neni podstatné, jestlize exponované nadoby maji vika),
— inkubdtor nebo mald mistnost s klimatizaci,
— pinzeta, hacky nebo smycky,

— foto miska.

Pfiprava umélé pady

11. V této zkousce se pouziva uméld pida (5, 7) s ndsledujicim sloZenim (vztaZeno na hmotnost susiny, suSeno do
konstantni hmotnosti pti 105 °C):

— 10 % sfagnové raseliny suené na vzduchu a jemné mleté (piijatelnd je velikost ¢dstic 2 + 1 mm); pfed
pouzitim ve zkousce se doporucuje provéfit, zda je pida pipravend s Cerstvou vdrkou raseliny vhodnd pro
kultivaci roupic,

— 20 % kaolinitického jilu (obsah kaolinitu pokud mozno vyssi nez 30 %);
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— piiblizné 0,3 az 1,0 % uhli¢itanu vdpenatého (CaCO,, praskovy, analyticky €isty) pro dosazeni pH 6,0 + 0,5;
mnozstvi uhli¢itanu vépenatého, které je tieba doplnit, mize v podstaté zdviset na kvalité/charakteru
radeliny;

— piiblizné 70 % na vzduchu vysuSeného kfemenného pisku (v zdvislosti na potfebném mnozZstvi CaCO,),
pfevadzné jemny pisek s vice nez 50 % &istic o velikosti 50 a 200 mikrometr.

Pred pouzitim ptdy v hlavni zkousce se doporucuje prokdzat vhodnost umélé pudy pro kultivaci roupic a pro
splnéni kritéril platnosti zkousky. Zejména se doporucuje provést takové provéfeni, kterym se zjisti, zda se
ucinnost zkousky nesniZi, jestlize se obsah organického uhliku v umélé ptdé sniZi, napf. sniZenim obsahu
raseliny na 4-5 % a odpovidajicim zvySenim obsahu pisku. Takovym sniZenim obsahu organického uhliku se
muze snizit schopnost adsorpce zkouSené chemické latky (organicky uhlik) v padé a dostupnost zkousené
chemické latky pro Zzivocichy se mutze zvysit. Bylo prokdzdno, Ze Enchytraeus albidus muze splnit kritéria
platnosti pro reprodukci pfi testovani v polnich padach s nizsim obsahem organického uhliku, napf. 2,7 %
(15); dle zkuSenosti, i kdyz omezenych, toho Ize dosdhnout i v umélé pdé s 5 % obsahem ra3eliny.

Pozndmka: PH pouziti ptirodni ptidy v dodate¢né zkousce (napf. vystho stupné) je tieba rovnéZ prokdzat
vhodnost pidy a splnéni kritérif platnosti zkousky.

12. Suché slozky ptdy se diikladné promisi (napf. ve velké laboratorni michacce). To by se mélo provést alespon
tyden pred zahdjenim zkousky. Promichand piida by se méla skladovat dva dny, aby se dosdhlo rovnovihy a
stabilizovala se kyselost. Pro stanoveni pH se pouzije smés pidy a roztoku 1 M chloridu draselného (KCl) nebo
0,01 M chloridu vépenatého (CaCl,)) v poméru 1:5 (viz (16) a dodatek 3). Jestlize je kyselost ptdy vyssi nez
pozadovany rozsah (viz odstavec 11), nastavi se pH pfidinim vhodného mnozstvi CaCO,. Jestlize je ptida pfilis
alkalickd, nastavi se pH pfiddnim vice smési uvedené v odstavci 11, ale s vylouc¢enim CaCO,.

13. Maximdln{ retenéni vodni kapacita (RVK,_, téZ WHC, ) umélé pidy se stanovi podle postupii popsanych v
dodatku 2. Jeden az dva dny pied zacitkem zkousky se suchd uméld pida piedbéiné zvlhéi piidanim
dostateéného mnozstvi deionizované vody, aby se dosdhlo pfiblizné poloviny kone¢ného obsahu vody, coz
pfedstavuje 40 az 60 % maximalni retenéni vodni kapacity. Na zacdtku zkousky se pfedem zvlhéend pida
rozdéli na dily odpovidajici poctu zkuSebnich koncentraci (a referenéni chemické latce, je-li pouzita) a
kontrolnich vzorkd pouzitych pii zkousce. Obsah vlhkosti se nastavi na 40-60 % maximalni RVK pfidanim
roztoku zkousené chemické latky anebo pfidinim destilované nebo deionizované vody (viz odstavce 19-21).
Obsah vlhkosti se stanovi na zacatku a na konci zkousky (vysuSenim na konstantni hmotnost pfi 105 °C) a mél
by spadat do optimalniho rozsahu pro pteziti zivocichti. Hruby odhad obsahu vlhkosti v pdé lze ucinit tak, ze
mirné stisknete piidu v ruce; jestlize je obsah vlhkosti spravny, mély by se mezi prsty objevit malé kapky vody.

Vybér a ptiprava zkuSebnich Zivo¢icha

14. Doporuceny zkuSebni druh je Enchytraeus albidus Henle 1837 (roupice bélavd) z Celedi Enchytraeidae (tfida
Oligochaeta, kmen Annelida). E. albidus je jednim z nejvétsich druhd roupicovitych, u néjz byli zaznamendani
jedinci o délce az 35 mm (17, 18). E. albidus je celosvétové rozsifen a nalézd se na mofiskych, sladkovodnich i
suchozemskych stanovistich, zejména v tlejici organické hmoté (chaluhy, kompost) a vzdcné na lukdch (9). Jeho
Sirokd ekologickd tolerance a nékteré morfologické odchylky mohou ukazovat na existenci rozdilnych
poddruht.

15. E. albidus je komer¢né dostupny jako krmivo pro ryby. Mélo by se ovéfit, zda neni kultura kontaminovéna
jinymi, obvykle mensimi druhy (1, 19). Pokud se znecisténi objevi, omyji se vSechny roupice vodou v Petriho
misce. Velci dospélf jedinci E. albidus se pak vyberou (pouZitim stereomikroskopu) pro zacdtek nové kultury,
ostatn{ jedinci se vyfadi. E. albidus 1ze snadno chovat v $iroké skdle organickych materidlt (viz dodatek 4).
Zivotni cyklus E. albidus je kratky, jelikoz dospélosti dosahne mezi 33 dny (pii 18 °C) a 74 dny (pii 12 °C) (1).
Pro zkousku se pouZiji pouze kultury, které byly uchovdviny bez problémt v laboratofi po dobu alespon 5
tydnd (jednu generaci).
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16. Ostatni druhy rodu Enchytraeus jsou rovnéz vhodné, napf. E. buchholzi Vejdovsky 1879 nebo E. crypticus
Westheide a Graefe 1992 (viz dodatek 5). Pokud se pouziji jiné druhy rodu Enchytraeus, musi byt jasné identifi-
kovany a musi byt logicky zdtivodnény vybér druhu.

17. Pfi zkouskdch se pouzivaji dospéli jedinci. Méli by mit vajicka (bilé skvrny) v oblasti clitella (stfedni krouzkové
Casti) a mit pfiblizné stejnou velikost (pfiblizné 1 c¢m na délku). Synchronizace mnozicich se kultur neni
nezbytnd.

18. Jestlize roupicoviti nejsou chovini ve stejném pidnim typu a za podminek (véetné vyzivy) pouzitych pfi
kone¢né zkousce, musi se aklimatizovat po dobu nejméné 24 hodin az tii dnti. Na pocitku by se mél aklima-
tizovat vét§i pocet dospélych jedincl, nez bude zapotiebi pro provadéni zkousky, aby vznikla rezerva pro
vyfazeni poskozenych nebo jinak nevyhovujicich jedinct. Na konci doby aklimatizace se jako vhodni pro
zkousku vyberou pouze jedinci majici vajicka a nevykazujici Zddné anomadlie v chovéni (napf. pokus o tnik
z plidy). Roupice se opatrné vyjmou pouzitim klenotnickych pinzet, hickd nebo smycek a umisti do Petriho
misek obsahujicich malé mnozstvi Cerstvé vody. Pro tento ucel se prednostné pouzije rekonstituovand sladkd
voda podle navrhu v kapitole C.20 této piilohy (Zkouska toxicity pro reprodukci druhu Daphnia magna), nebot
voda deionizovand, demineralizovand nebo voda z vodovodu by pro roupice mohla byt nebezpecnd.
Zivotichové se prohlédnou pod stereomikroskopem a vsichni, ktefi neobsahuji vajicka, jsou vyfazeni. Je tieba
dbét na to, aby byli vyjmuti a odstranéni vSichni rozto¢i nebo chvostoskoci, ktefi mohli infikovat kultury.
Zdravi jedinci nepouziti pro zkousku se vrati do zdsobni kultury.

Pfiprava zkuSebnich koncentraci
Zkousend chemickd ldtka rozpustnd ve vodé

19. Pripravi se roztok zkouSené chemické litky v deionizované vodé v mnozstvi dostatecném pro vSechna
opakovani jedné zkuSebni koncentrace. Doporucuje se pouzit vhodné mnozstvi vody, aby byl dosaZen
pozadovany obsah vlhkosti, tj. 40 az 60 % maximdlni RVK_, (viz odstavec 13). Pfed vloZenim do zku3ebni
nddoby se kazdy roztok zkousené chemické latky dikladné promichd s jednou virkou pifedem navlhéené pady.

Zkousend chemickd ldtka nerozpustnd ve vodé

20. V ptipadé chemickych litek nerozpustnych ve vodé, ale rozpustnych v organickych rozpoustédlech, se mize
zkousend chemickad ldtka rozpustit v co nejmensim objemu vhodného nosice (napf. acetonu). Méla by se pouzit
pouze tékavd rozpoustédla. Nosi¢ se nastitkne nebo promichd s malym mnozZstvim, napiiklad 2,5 g, jemného
kfemenného pisku. Nosi¢ se odstrani odpafenim v digestofi po dobu alespont jedné hodiny. Tato smés
kfemenného pisku a zkousené chemické latky se pfidd do navlhéené pidy a dikladné se promichd; pfedem se
pfidé piislusné mnoZstvi deionizované vody, aby bylo dosazeno pozadované vlhkosti. Kone¢nd smés se premisti
do zkuebnich nadob.

21. V piipadé chemickych ltek obtizné rozpustnych ve vodé i v organickych rozpoustédlech se ekvivalent 2,5 g
jemné mletého kfemenného pisku na zkuSebni nddobu promichd s pfislusnym mnozstvim zkouSené chemické
latky, aby se ziskala pozadovand zkusebni koncentrace. Tato smés kfemenného pisku a zkousené chemické latky
se pfidd do navlh¢ené ptidy a diikladné se promichd; predem se pfidd prislusné mnozstvi deionizované vody,
aby se dosdhlo pozadované vlhkosti. Kone¢nd smés se rozdéli mezi zkuSebni nadoby. Tento postup se opakuje
pro kazdou zkusebni koncentraci a pFipravi se rovnéZz piislusné kontroln{ vzorky.

22. Chemické latky by se obvykle nemély zkouset pfi koncentracich vy3sich nez 1 000 mg/kg suché hmotnosti
pudy. Zkouseni pii vyssich koncentracich viak maze byt pozadovano podle cilti konkrétni zkousky.

UCINNOST ZKOUSEK
Zkousené a kontrolni skupiny

23. Pro kazdou zkuSebni koncentraci se do zkusebni nddoby umisti pfisluné mnozstvi zkusebni pidy odpovidajici
20 g hmotnosti susiny (viz odstavce 19-21). Pfipravi se rovnéz kontrolni vzorky bez zkousené chemické latky.
Do kazdé nddoby se pfidd krmivo podle postupti popsanych v odstavci 29. Do kazdé zkusebni nddoby se
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ndhodné rozmisti deset roupic. Roupice se opatrné premisti do kazdé ze zkusebnich nddob a polozi na povrch
ptdy pouzitim napfiklad klenotnickych pinzet, hackd nebo smycek. Pocet opakovani pro zkuSebni koncentrace
a pro kontrolni vzorky zdvisi na pouzitém uspofadani zkousky (viz odstavec 34). ZkuSebni nddoby se umisti
ndhodné do zkusebniho inkubdtoru a tyto polohy se jednou za tyden ndhodné obméni.

24. Jestlize se pro aplikaci zkouSené chemické latky pouzije nosic, je tieba kromé zkousSené série provést zkousku s
jednou kontrolni sérif obsahujici kiemenny pisek postiiknuty nebo promichany s rozpoustédlem. Koncentrace
rozpoustédla nebo dispergdtoru by méla byt stejnd jako v pipadé zkuSebnich nddob obsahujicich zkousenou
chemickou latku. V piipadé chemické latky vyzadujici administraci ve shodé s postupy popsanymi v odstavci 21
by se méla provést zkouska s kontrolni sérif obsahujici dal$i kiemenny pisek (2,5 g na nddobu).

ZkuSebni podminky

25. Zkusebni teplota je 20 £ 2 °C. Aby se roupicim zabrdnilo uniknout z pidy, provadi se zkouska v fHzenych
cyklech svétlo-tma (vyhodné 16 hodin svétla a 8 hodin tmy) s intenzitou osvétleni 400 az 800 lux( v misté
zku$ebnich nddob.

26. Pii provéfovani vlhkosti ptidy se nddoby vadzi na zacitku zkousky a pak jednou tydné. Ztrata hmotnosti se
doplni pfiddnim piislusného mnozstvi deionizované vody. Je tieba poznamenat, Ze ztrdtu vody je mozné sniZit
tak, Ze se ve zkusebnim inkubatoru udrzuje vysokd vlhkost vzduchu (> 80 %).

27. Obsah vlhkosti a pH se méfi na zacatku a konci jak orienta¢ni zkousky, tak hlavni zkousky. Méfeni se provadi v
kontrolnich a exponovanych (vSechny koncentrace) vzorcich ptdy pfipravenych a udrZovanych stejnym
zptsobem jako zkusebni kultury, ale neobsahujicich roupice. Krmivo se pfiddva pouze do téchto vzorkt pady
na zacatku zkousky, aby byla usnadnéna mikrobidlni aktivita. Mnozstvi pfidaného krmiva musi byt stejné, jako
se pfidava do zku$ebnich kultur. Neni nezbytné do téchto nddob béhem zkousky ptidavat dalsi krmivo.

Krmeni

28. Je mozné pouzit krmivo schopné uchovat populaci roupicovitych. Jako vhodny krmny materidl se ukazaly
ovesné vlocky, piednostné pred pouzitim oSetfené v autokldvu, aby se predeslo mikrobidlni kontaminaci
(zahfat{ je rovnéz vhodné).

29. Krmivo se nejdiive podavd promichdnim 50 mg mletych vlocek s plidou v kazdé nadobé pred vlozenim roupic.
Pak se krmivo doddvé tydné az do 21. dne. Krmeni se neprovadi 28. den nebot dospéli jedinci byli v této fizi
vyjmuti a mladé roupice potiebuji po tomto dni relativné malo dalstho krmiva. Krmeni béhem zkousky spocivd
v 25 mg mletych ovesnych vlocek na nddobu umisténych opatrné na povrch pudy, aby se piedeslo poranéni
zivocicht. Aby se potlacil rst plisni, mély by se ovesné vlocky zapracovat do pudy pokrytim malym
mnoZstvim piidy. Jestlize krmivo zistane nesnédené, ddvka se sniZzi.

Uspofadani orientaéni zkousky

30. Je-li to nezbytné, provede se orienta¢ni zkouska, napiiklad s péti koncentracemi zkousené chemické latky 0,1;
1,0; 10; 100 a 1 000 mg/kg (suchd hmotnost ptdy). Dostatecné je jedno opakovéni pro kazdou koncentraci a
kontrolu.

31. Doba trvan{ orientaéni zkousky je dva tydny. Na konci zkousky se vyhodnoti mortalita roupic. Zivocich je
zaznamendn jako mrtvy, jestlize nijak nereaguje na mechanické stimuly na ventrdlnim konci. Pro rozhodovani o
rozsahu koncentraci pouzitych v hlavni zkousce mohou byt uzite¢né i dal$i informace o mortalité. Proto je
tfeba zaznamenat zmény v chovdni dospélych jedinc (napf. neschopnost zavrtat se do pudy; lezeni bez
pohybu proti sklenéné sténé zkusebni nadoby) a v morfologii (napf. pF{tomnost otevienych ran) spolu s
piitomnosti jakychkoli mladat. Mlddata je mozné identifikovat pouzitim barvici metody popsané v dodatku 6.
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32. Hodnotu LCy, je mozné piiblizné stanovit vypoctem geometrického priméru z dat mortality. Pfi urcovani
rozsahu koncentraci pro hlavni zkousku se predpoklddd, Ze ¢inky na reprodukci jsou nizsi nez LCs, s faktorem
az 10. Jednd se viak o empiricky vztah a v kazdém specifickém pfipadé muze byt tato hodnota jind. Dalsi
pozorovani provadénd béhem orienta¢ni zkousky, jako je vyskyt mlddat, mohou pomoci v pfesngjsim urceni
rozsahu koncentraci zkousené chemické latky, ktery md byt pouzit v hlavni zkousce.

33. Pro presné stanoveni LC,, se doporucuje provadét zkousku s pouzitim alespon étyi opakovdni pro kazdou
koncentraci zkousené chemické latky a adekvatni pocet koncentraci, aby bylo dosaZeno alespon Ctyt statisticky
vyznamné rozdilnych stfednich hodnot odezvy pii téchto koncentracich. Podobny pocet koncentraci a
opakovdni se pouzije pro kontrolni vzorky, kdyZz se pouzivaji.

Uspofadani hlavni zkousky toxicity pro reprodukci

34. Jsou navrzena tfi uspofdddni na zakladé doporuceni plynoucich z okruzniho testu (2)

— Pii stanoveni NOEC by se mélo zkouset alespont pét koncentraci tvoficich geometrickou posloupnost.
Doporucuji se ¢tyfi opakovdni pro kazdou zkouSenou koncentraci plus osm kontrolnich vzorkd.
Koncentrace by mély byt rozlozeny tak, Ze interval mezi nimi nepfekro¢i faktor 1,8.

— Pfi stanoveni EC_ (napt. EC,,, EC,,) je tieba zkouSet alespont pét koncentraci a rozsah koncentraci by mél
zahrnovat EC, aby bylo mozno hodnotu EC, interpolovat, a nebylo nutno extrapolovat. Doporucuje se
pouzit alesponn ¢tyfi opakovani pro kazdou zkuSebni koncentraci a ¢tyfi kontrolni opakovéni. Faktor pro
interval se mtize ménit, tj. faktor maze byt niz$i nebo roven 1,8 v ocekdvaném rozsahu G¢inku a vétsi nez
1,8 pii vyssich nebo nizsich koncentracich.

— Kombinovany piistup umoziiuje stanoveni jak NOEC, tak EC,. PouZije se osm koncentraci testované
chemické latky v geometrické posloupnosti. Doporuéena jsou ¢tyfi opakovani pro kazdou koncentraci plus
osm kontrol. Koncentrace by mély byt rozloZeny tak, Ze faktor pro interval davek nepfekracuje 1,8.

35. Na zkuSebni nddobu se pouzije deset dospélych jedinct (viz odstavec 23). Krmivo se pfidd do zkusebnich
nddob na zacdtku zkousky a pak jednou za tyden (viz odstavec 29) az do 21. dne (v¢etné). 21. dne se vzorky
ptdy opatrné ru¢né prozkoumaji; pozoruji se a spocitaji zijici dospéli jedinci; zaznamenaji se zmény v chovani
(napf. neschopnost zavrtat se do pudy; lezeni bez pohybu u sklenéné stény zkusebni nddoby) a v morfologii
(napt. oteviené rdny). Vsichni dospéli jedinci se pak vyjmou ze zkuSebnich nddob a ze zkuSebni pidy. Zkusebni
ptdy obsahujici jakékoli zplozené zdmotky se inkubuji po dalsi tfi tydny za stejnych zkuSebnich podminek
s tou vyjimkou, Ze krmeni se provadi pouze v 35. den (tj. 25 mg mletych ovesnych vlocek na nddobu).

36. Po Sesti tydnech se spocitaji nové vylihli jedinci. Doporucuje se metoda vyuzivajici barveni bengdlskou &erveni
(viz dodatek 6), ackoli se jako vhodné ukazaly i jiné techniky pouZivajici mokrou (ale ne horkou) extrakci a
flotaci (viz dodatek 6) (4, 10, 11, 20). Barveni bengélskou Cerveni se doporucuje, protoze mokrd extrakce
z ptidniho substritu muze byt brzdéna turbiditou zptsobenou suspendovanymi jilovymi ¢dsticemi.

Limitni zkouska

37. Jestlize pfi nejvyssi koncentraci v orientacni zkousce (tj. 1 000 mg/kg) nejsou pozorovany zddné Gcinky, mize
se zkouska toxicity pro reprodukci provést jako limitni zkouska pouzitim koncentrace 1 000 mg/kg, aby se
prokazalo, Ze hodnota NOEC pro reprodukci je vy$si nez tato hodnota.
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Souhrn a harmonogram zkousky

38. Jednotlivé kroky zkousky je mozné shrnout nésledovné:

Cas Orientacni zkouska

Hlavni zkouska

Den - 7 nebo dfive — Piipravi se uméld pida (smisenim
suchych slozek)

Pripravi se uméld ptda (smisenim su-
chych slozek)

Den - 5 — Zjist se pH umélé pidy
— Zméfi se RVK,_ piady

Zjisti se pH umélé pady
Zméii se RVK _ pudy

Den — 5 az — 3 — Vytiidi se roupice pro aklimatizaci Vytiidi se roupice pro aklimatizaci
Den—-3az0 — Roupice se aklimatizuji alesponi 24 Roupice se aklimatizuji alespon 24
hodin hodin
Den - 1 — Uméld ptda se zvlhéi a rozdéli do Uméld ptda se zvlh¢i a rozdéli do va-

vérek rek
Den 0 — Pfipravi se zasobni roztoky Pripravi se zdsobni roztoky

— Aplikuje se zkousend chemicka latka

— Odvdzi se zkusebni substrdt do zku-
Sebnich nddob

— Zamichd se krmivo
— Pridaji se roupice

— ZméfH se pH a obsah vlhkosti ptdy

Aplikuje se zkousend chemicka latka

Odvdzi se zkusebni substrat do zku-
Sebnich nadob

Zamichd se krmivo
Pridaji se roupice

Zméfi se pH a obsah vlhkosti pudy

Den 7 — Zjisti se obsah vlhkosti ptudy Zjisti se obsah vlhkosti pady
Krmivo
Den 14 — Stanovi se mortalita dospélych je- Zjisti se obsah vlhkosti ptdy
dinct1

— Odhadne se pocet mladat
— Zméfi se pH a obsah vlhkosti ptdy

Krmivo

Den 21

Pozoruje se chovani dospélych je-
dinctt

Vyjmou se dospéli jedinci

Stanovi se mortalita dospélych je-
dincti

Zjisti se obsah vlhkosti pdy

Krmivo

Den 28

Zjisti se obsah vlhkosti ptdy

74dné krmen{
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Cas Orienta¢ni zkouska Hlavni zkouska
Den 35 — Zjisti se obsah vlhkosti pidy
— Krmivo
Den 42 — Spocitaji se mladi jedinci
— Zméfi se pH a obsah vlhkosti ptdy

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracoviani vysledka

39. Ackoli je prehled statistickych metod uveden v dodatku 7, neexistuji u této zkuSebni metody zddné zdvazné
pokyny pro statistickou analyzu vysledkd zkousky.

40. Pfi orientaéni zkousce je hlavnim cilovym ukazatelem mortalita. Zmény v chovéni (napf. neschopnost zavrtat se
do ptidy; lezeni bez pohybu proti sklenéné sténé zkusebni nddoby) a v morfologii (napt. pfitomnost otevienych
ran) dospélych jedinct by vsak rovnéz mély byt zaznamendny spolu s pFitomnosti jakychkoli mlddat. Pro
stanoveni LC;, se obvykle uZivd probitovd analyza (21) nebo logistickd regrese. Avsak v ptipadech, kdy tato
metoda analyzy nen{ vhodnd (napf. jsou-li k dispozici méné neZ tfi koncentrace s usmrcenim pouze Cdsti
zkusebni skupiny), je mozné pouzit alternativni metody. Mezi takové metody muiZeme pocitat klouzavé
praméry (22), upravenou Spearman-Karberovu metodu (23) nebo jednoduchou interpolaci (napf. geometricky
pramér LC, a LC,,, vypocitany jako druhd odmocnina ze soucinu LC, a LC,,).

41. V hlavni zkousce je cilovym ukazatelem plodnost (tj. pocet zplozenych mlddat). Avsak stejné jako v orientaéni
zkousce musi byt i v zdvére¢né zpravé uvedeny vsechny ostatni skodlivé tcinky. Statistickd analyza vyZzaduje
vypocet aritmetického priméru a smérodatné odchylky t¢inku na reprodukci u exponovanych a kontrolnich
soubor.

42. Jestlize byla provedena analyza rozptylu, mohou se smérodatnd odchylka s a stupné volnosti df nahradit
odhadnutym sloucenym rozptylem ziskanym z ANOVA a jeho stupni volnosti — za ptedpokladu, Ze rozptyl
nezdvisi na koncentraci. V tomto ptipadé se pouziji hodnoty jednotlivych rozptyli kontrolnich a exponovanych
soubort. Tyto hodnoty se obvykle vypocitaji pomoci bézné dostupného statistického softwaru pouzitim
vysledktl pro jednu nddobu jako opakovani. Jestlize se slouceni dat pro negativni a kontrolni vzorky s
rozpoustédly ukdze jako rozumnéjsi nez statistické testovani viici jedné z variant, pak je tfeba provést test, ktery
prokdze, zda je mezi nimi vyznamny rozdil (vhodné statistické metody jsou uvedeny v odstavci 45 a dodatku
7).

43, Dalsi statistické testy a zdvéry zdviseji na tom, zda maji opakované hodnoty normaélni rozdéleni a zda je jejich
rozptyl homogenni.

Odhad NOEC

44. Prednost by se méla ddvat aplikaci vykonnych testi. Mély by se pouzit informace, napf. z predchozich
zkuSenosti s okruznim testem nebo jiné tidaje z minulosti, o tom, zda data maji pfiblizné normdlni distribuci.
Jesté dulezitgjsi je homogenita rozptylu (homoskedasticita). ZkuSenost ukazuje, Ze rozptyl se Casto zvySuje s
rostouci stfedni hodnotou. V téchto pfipadech je mozno homoskedasticity dosahnout transformaci dat. Avsak
takovd transformace by méla byt zaloZena spiSe na zkuSenostech s pfedchozimi daty nez na datech prévé
zkoumanych. S homogennimi daty se provadéji vicendsobné t-testy, jako je Williamsiv test (@ = 0,05,
jednostranny) (24, 25) nebo v urcitych pfipadech Dunnettiv test (26, 27). Nutno poznamenat, Ze v piipadé
nerovnomérného opakovani musi byt tabulkové t-hodnoty korigovany podle ndvrhu Dunnetta a Williamse.
Nékdy v dasledku velké odchylky nerostou/neklesaji odezvy pravidelné. V piipadé takto velké odchylky od
monoténnosti je vhodnéjsi Dunnettav test. Jestlize existuji odchylky od homoskedasticity, mtize byt rozumné
zkoumat mozné ¢inky na hodnoty rozptylu bliZe, aby se rozhodlo, zda mtize byt aplikovdn t-test, aniz by se
podstatné sniZzila vypovidaci schopnost testu (28). Alternativné muaze byt aplikovan vicendsobny U-test, napf.
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Bonferroniho-U-test podle Holma (29), nebo kdyz tato data vykazuji heteroskedasticitu, ale jinak jsou
konzistentni se zdkladnim monoténnim vztahem ddvka-odezva, jiny neparametricky test [napf. Jonckheere-
Terpstriiv (30, 31) nebo Shirleytiv (32, 33)], a byla by mu obecné dédvdna pfednost pfed t-testy s nerovnosti
rozptylil (viz rovnéZz schéma v dodatku 7).

45. Jestlize byla provedena limitni zkouska a podminky pro pouZiti parametrickych testd jsou splnény (normdlnost,
homogenita), je mozné pouZit pdrovy Studentlv t-test, v opacném piipadé pak neparametricky Mann-
Whitneytiv U-test (29).

Odhad EC,

46. PH vypoctu jakékoli hodnoty EC, se pro regresni analyzu (linedrni nebo nelinedrni) pouziji stfedni hodnoty pro
jednu expozici poté, co byla ziskdna pitislusnd funkce ddvka-odezva. Pro riist roupic jako kontinudlni odezvu
mohou byt hodnoty EC, odhadnuty pouzitim vhodné regresni analyzy (35). Mezi vhodné funkce pro bindrni
data (mortalita/pteziti a pocet zplozenych potomk) patii normalni sigmoidni, logistickd nebo Weibullova
funkce obsahujici dva az Ctyfi parametry, z nichZ nékteré mohou rovnéz modelovat hormetické odezvy. Jestlize
funkce davka-odezva vyhovuji linedrni regresni analyze, tomu odpovidajici r? (koeficient determinace) a/nebo
smérnice by mély byt stanoveny prostrednictvim regresni analyzy pfed odhadem EC,, a to dosazenim hodnoty
odpovidajici x % stfedni hodnoty kontroly do rovnice zji§téné regresni analyzou. Meze 95 % intervalu
spolehlivosti se vypocitaji podle Fiellera (citovan ve Finney (21)) nebo jinymi vhodnymi modernimi metodami.

47. Alternativné se odpovéd modeluje jako procentni ¢dst modelového parametru, ktery je interpretovin jako
sttedni hodnota odpovédi kontroly. V téchto piipadech je ¢asto mozné vysledky snadno prolozit normalni
(logistickou, Weibullovou) sigmoidni kfivkou za pouziti probitového regresniho postupu (21). V téchto
piipadech museji byt vdhové funkce nastaveny pro metrické odezvy, jak uvadi Christensen (36). Avsak jestlize
byla pozorovina hormeze, méla by se probitovd analyza nahradit &tyfparametrickou logistickou nebo
Weibullovou funkei za pouziti nelinedrni regrese (36). Jestlize neni mozné data prolozit vhodnou funkci dévka-
odezva, je mozné pouzit alternativni metody pro odhad hodnoty EC, a jejiho intervalu spolehlivosti, jako je
metoda klouzavych primérti podle Thompsona (22) a o¢isténd Spearman-Karberova metoda (23).

ZAVERECNA ZPRAVA
48. Zavére¢nd zprava musi obsahovat ndsledujici informace:

Zkousend chemickd ldtka:

— fyzikalni povaha a tam, kde je to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti (napf. rozpustnost ve vodé¢, tlak
par),

— chemickd identifikace zkouSené chemické latky podle nomenklatury IUPAC, ¢islo CAS, SarZe, davka,
strukturn{ vzorec a Cistota,

— datum konce pouzitelnosti vzorku.

Zku3ebni druh:

— pouziti zku$ebni Zivocichové: druh, védecky ndzev, zdroj organismti a podminky chovu.
Zkusebni podminky:

— slozky umélé piady a jeji priprava,

— metoda aplikace zkousené chemické latky,

— popis zkusebnich podminek, véetné teploty, obsahu vlhkosti, pH atd.,

— Uplny popis experimentalniho uspofddani a postupt.
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10)
11)
12)

13)

14)

15)

16)

Vysledky zkousky:

— mortalita dospélych roupic po dvou tydnech a pocet mlddat na konci orientaéni zkousky,

— mortalita dospélych roupic po tiech tydnech expozice a tplny zdznam mlddat na konci hlavni zkousky,

— jakékoli pozorované fyzikdlni nebo patologické symptomy a zmény chovani zkusebnich organismd,

— hodnoty LC, NOEC anebo EC, (napf. EC;,, EC,,) pro reprodukci, jestlize nékteré z nich jsou pouzitelné pro
intervaly spolehlivosti, a graf prolozené modelové kiivky pouzité pfi jeho vypoctu, vSechny informace a
pozorovani uzitetné pro interpretaci vysledk.

Odchylky od postupti popsanych v této zkuebni metodé a jakékoli nebézné jevy, které se vyskytly béhem

zkousky.
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Dodatek 1

Definice

Pro tcel této zkuSebni metody jsou platné nasledujici definice:
Chemicka latka je litka nebo smés.

EC, (ac¢innd koncentrace s x % tc¢inkem) je koncentrace, kterd vyvold x % tcinek u zkuSebnich organismti béhem
dané expozicni doby ve srovnani s kontrolou. Pfi této zkousce jsou koncentrace vyvoldvajici t¢inek vyjadfeny jako
hmotnost zkousené chemické latky na hmotnost susiny zkusebni pidy.

LC, (koncentrace bez letdlniho t¢inku) je koncentrace zkousené chemické latky, kterd neusmrti Zddné exponované
zkuSebni organismy béhem daného casového obdobi. PFi této zkousce je LC, vyjddiena jako hmotnost zkousené
chemické latky na hmotnost susiny zkusebni pady.

LC,, (medidn letdlni koncentrace) je koncentrace zkousené chemické latky, kterd zahubi 50 % exponovanych
zku$ebnich organismd béhem daného ¢asového obdobi. Pii této zkousce je LC,, vyjadfena jako hmotnost zkousené
chemické latky na hmotnost susiny zkusebni pady.

LC,,, (letdlni koncentrace) je koncentrace zkousené chemické ldtky, kterd zahubi 100 % exponovanych zkuSebnich
organismt béhem daného ¢asového obdobi. P¥i této zkousce je LC,,, vyjidiena jako hmotnost zkousené chemické
latky na hmotnost susiny zkusebni ptdy.

Nejnizs$i koncentrace s pozorovanym tcinkem (LOEC) je nejniz$i koncentrace zkousené chemické ldtky, kterd md
statisticky vyznamny dcinek (p < 0,05). Pii této zkousce je LOEC vyjddiena jako hmotnost zkousené chemické latky
na hmotnost susiny zkuSebni ptidy. VSechny zkusebni koncentrace vy$si nez LOEC by obvykle mély vykazovat
ucinek, ktery je statisticky rozdilny od kontroly. Jakékoli odchylky z vyse uvedeného v identifikaci LOEC museji byt
zdivodnény v zavérené zpravé.

Koncentrace bez pozorovanych cinki (NOEC) je nejvyssi koncentrace zkouSené chemické litky bezprostiedné
niz§{ nez LOEC, pii které neni pozorovin zddny ucinek. PH této zkouSce nemd koncentrace odpovidajici NOEC
zddny statisticky vyznamny déinek (p < 0,05) béhem dané expozi¢ni doby ve srovndni s kontrolou.

Rychlost reprodukce je stiedni hodnota poctu mladych roupic zplozenych danym poctem dospélych jedinch
béhem zkusebniho obdobi.

ZkousSend chemickd ldtka je jakdkoli ldtka nebo smés zkousend pouZitim této zkusebni metody.
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Dodatek 2

Stanoveni maximdlni reten¢ni vodni kapacity

Stanoveni reten¢ni vodni kapacity umélé pady
Nasledujici metoda byla shleddna vhodnou. Je popsdna v ptiloze C normy ISO DIS 11268-2.

Odeberte stanovené mnozstvi (napf. 5 g) zkuSebniho pidniho substritu pouzitim vhodného néstroje na odbér
vzorku (spirdlovy trubkovy vzorkova¢ atd.). Dno trubky se pokryje kusem filtratniho papiru, trubka se naplni vodou
a umist{ na stojan ve vodni ldzni. Trubka se postupné ponofuje, aZ je vodni hladina nad povrchem putdy. Pak se
ponechd ve vodé priblizné tii hodiny. Jelikoz ne vechna voda absorbovand piidnimi kapildrami mtze byt zadrzena,
mél by se vzorek pudy ponechat okapat dvé hodiny tak, Ze se trubka umisti na lizko z velmi mokrého, jemné
mletého kiemenného pisku v uzaviené nddobé (aby se zabrdnilo vysuSeni). Vzorek se pak zvdzi a vysu$i do
konstantni hmotnosti pfi 105 °C. Retenéni vodni kapacita (RVK) se pak vypotitd podle nésledujiciho vzorce:

RVK (v % susiny) = % % 100
Kde:
S = vodou nasyceny substrdt + hmotnost trubky + hmotnost filtratniho papiru
= tdra (hmotnost trubky + hmotnost filtra¢niho papiru)
D = hmotnost susiny substritu
LITERATURA:

ISO (International Organization for Standardization) (1996). Soil Quality -Effects of pollutants on earthworms
(Eisenia fetida). Part 2: Determination of effects on reproduction, No. 11268-2. 1SO, Geneve.
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Dodatek 3

Stanoveni pH pidy

Nasledujici metoda stanoveni pH vzorku piidy vychdzi z popisu v ISO 10390 (Kvalita ptidy — Stanoveni pH).

Definované mnozstvi pidy se vysusi pfi laboratorni teploté po dobu alespont 12 hodin. Suspenze pudy (obsahujici
alespont 5 gramt pudy) se pak doplni do 5ndsobného objemu bud 1 M analyticky ¢istého chloridu draselného (KCl)
nebo 0,01 M roztoku analyticky ¢istého chloridu vdpenatého (CaCl,). Suspenze se pak dikladné tfepe 5 minut. Po
protfepani se suspenze ponechd usadit alespori 2 hodiny, ale ne déle nez 24 hodin. pH kapalné fize se pak zmé&i
pouzitim pH-metru kalibrovaného pfed kazdym méfenim pomoci vhodné fady roztokd pufri (napf. pH 4,0 a 7,0).

LITERATURA:

ISO (International Organization for Standardization) (1994). Soil Quality — Determination of pH, No. 10390. ISO,
Geneve.
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Dodatek 4

Kultiva¢ni podminky Enchytraeus sp.

Roupicoviti druhu Enchytraeus albidus (stejné jako jiné druhy Enchytraeus) mohou byt kultivovani ve velkych plastovych
krabicich (napf. 30 x 60 x 10 c¢m) naplnénych 1:1 smési umélé pidy a pirodni nekontaminované zahradni ptdy.
Nesmi se pouzivat kompostovany materidl, protoze by mohl obsahovat toxické chemické latky, jakymi jsou tézké
kovy. Fauna se musi z ptdy pfed pouzitim odstranit (napf. hlubokozmrazenim). Je rovnéz mozné pouzit substrat
obsahujici pouze umélou ptdu, ale rychlost reprodukce muize byt niz$i nez v piipadé promichaného pudniho
substratu. Substrdt pouZity pro kultivaci by mél mit pH 6,0 £ 0,5.

Kultura se udrzuje v temnu pii teploté 15 az 20 °C £ 2 °C. Teplota nesmi pfekrocit 23 °C. Pida se musi udrzovat
vlhkd, ale ne mokra. Spravny obsah vlhkosti piidy je indikovin malymi kapkami vody, které se objevi mezi prsty po
lehkém stisknuti ptdy. Je tieba zabranit vytvofeni anaerobnich podminek tak, Ze zajistime, aby kryty kontejnert s
kulturou umoziiovaly dostate¢nou vymeénu plynt s atmosférou. Kazdy tyden se ptida musi opatrné rozrusit, aby bylo
umoznéno provzdusnovani.

Roupice je mozné krmit ovesnymi vlockami. Ovesné vlocky se uchovavaji v utésnénych nddobdch a pfed pouzitim
by se mély zpracovat v autokldvu nebo zahtdt, aby se zabranilo infikovini mou¢nymi rozto¢i (napt. Glyzyphagus sp.,
Astigmata, Acarina) nebo dravymi roztoci (napt. Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina). Po zahfati se
krmivo umele, aby se dalo snadno rozsypat na padni povrch. Obcas se mohou ovesné vlocky obohatit pfiddnim
vitaminti, mléka a oleje z tresCich jater. Dalsimi vhodnymi krmnymi zdroji jsou pekaiské drozdi a rybi krmivo
,Tetramin’.

Krmeni se provddi pfiblizné dvakrdt tydné. Vhodné mnozstvi ovesnych vlocek se rozsype na ptidni povrch nebo
opatrné zamichd do substrdtu pfi rozrusovani pidy pro mozné provzdusdnéni. Absolutni mnozstvi dodaného krmiva
zdvisi na poctu roupic piitomnych v substritu. Jako voditko, Ze mnoZstvi krmiva je tieba zvysit, miize slouzit
pozorovani, Ze je vechno spotfebovdno béhem jednoho dne od pfiddni. Naopak jestlize krmivo jesté zistdvd na
povrchu v ¢ase druhého krmeni (po tydnuy), je tieba ddvku sniZit. Krmivo kontaminované plisnémi se musi odstranit
a nahradit. Po tfech mésicich se Cervi pfemisti do Cerstvé pfipraveného substritu.

Kultivaéni podminky se povazuji za vyhovujici, jestliZe roupice: a) se nepokouseji opustit pidni substrat, b) se
pohybuji rychle ptdou, ¢) vykazuji leskly vngjsi povrch bez ulpivajicich padnich ¢&stic, d) jejich zbarveni je vice
méné bélavé, e) vykazuji rozmanitost rozmez{ stafi v kulturdch a f) kontinudlné se reprodukuji.
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Dodatek 5
Utinnost zkousky s jinymi druhy Enchytraeus
Vybér druhu

Je mozné pouzit jiné druhy nez E. albidus, ale postup zkousky a kritéria platnosti se musi piislu§né upravit. Mnoho
druht Enchytraeus je snadno k dispozici a mohou se vyhovujicim zptsobem udrZovat v laboratofi, proto je nejdilezi-
t&j8im kritériem pro vybér druhu jiného nez E. albidus ekologickd vyznamnost a srovnatelnd citlivost. Pro vyménu
druht mohou rovnéz existovat formalni divody. Napiiklad v zemich, kde se E. albidus nevyskytuje a neni mozné ho
dovézt (napf. z diivoda karanténnich omezeni), bude nezbytné pouzit jiny druh Enchytraeus.

Ptiklady vhodnych alternativnich druhi

— Enchytraeus crypticus (Westheide a Graefe 1992): V neddvné dobé byl tento druh casto pouZivin v ekotoxikolo-
gickych studiich z divodu jednoduchosti jeho chovu a zkouseni. Tento druh je vSak maly a to ¢inf naklddani s
urcitosti zjistén jeho vyskyt na polich, ktery byl popsin pouze u kultur zizal. Jeho ekologické pozadavky proto
nejsou znamé.

— Enchytraeus buchholzi (Vejdovsky 1879): Tento ndzev pravdépodobné zahrnuje skupinu tizce pibuznych druhd,
které se daji morfologicky obtizné rozlisit. Jeho pouziti pro zkouseni se nedoporucuje, dokud nebude mozné
jedince pouzité ve zkousce identifikovat s jednotlivymi druhy. E. buchholzi se obvykle nalézd na loukich a
naru$enych mistech, jako jsou okraje silnic.

— Enchytraeus luxuriosus: Tento druh byl ptivodné zndm jako E. jminutus’, ale neddvno byl popsin (1). Poprvé ho
nalezl U. Graefe (Hamburk) na louce blizko St. Peter-Ording (Slesvicko-Holstynsko, Némecko). E. luxuriosus ma
pfiblizné polovi¢ni velikost ve srovndni s E. albidus, je ale vét$i neZ ostatni druhy zde probirané; to ho ¢ini
dobrou alternativou za E. albidus.

— Enchytraeus bulbosus (Nielsen a Christensen 1963): AZ doposud byl vyskyt tohoto druhu popsin v némeckych a
$panélskych mineralnich ptiddch, kde je bézny, ale obvykle ne p#li§ hojny. Ve srovndni s ostatnimi malymi druhy
tohoto rodu se dé relativné snadno identifikovat. Nic neni zndmo o jeho chovani pifi laboratornich zkouskich
nebo o jeho citlivosti na chemické latky. Bylo vsak zjisténo, Ze se dd snadno kultivovat (E. Belotti, soukromé
sdélent).

Podminky chovu

Vsechny vyse zminéné druhy Enchytraeus mohou byt kultivovany ve stejnych substratech jako E. albidus. Jejich mensi
velikost znamend, Ze kultivani nddoby mohou byt mensi a Ze pii pouZiti stejného krmiva se ddvkovani musi
nastavit. Zivotn{ cyklus téchto druht je krat$i nez u E. albidus a krmeni se provadi Castéji.

Zku$ebni podminky

Zkusebni podminky jsou obecné stejné jako u E. albidus, s vyjimkou, Ze:
— velikost zkuSebni nddoby mizZe (ale nemusi) byt mensi,

— trvan{ zkousky toxicity pro reprodukci muize (ale nemusi) byt kratsi, tj. ¢tyfi namisto Sesti tydnd, avsak doba
trvani orientaéni zkousky by se neméla ménit,

— s ohledem na malou velikost mlddat roupic se pro pocitani dirazné doporucuje pouziti barvici metody,

— kritérium platnosti vztahujici se k ,po¢tu mlddat na zkusebni nddobu v kontrolnim vzorku‘ se méni{ na ,50".
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L 54/118 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

Dodatek 6

Podrobny popis extrakénich technik

Barveni bengalskou erveni

Tato metoda, pivodné vyvinutd v limnické ekologii (1), byla poprvé navrzena W. de Coenem (Univerzita v Ghentu,
Belgie) pro pocitini mlddat pfi zkousce toxicity pro reprodukci roupicovitych. Nezdvisle vyvinul upravenou verzi
(bengdlska Cerven smichand s formaldehydem misto s ethanolem) RIVM Bilthoven (2, 3).

Na konci hlavni zkousky (tj. po Sesti tydnech) se ptida ze zkuSebnich nddob ptemisti do mélké misky. Vhodné pro
tento Gcel jsou tfeba nddoby z bella-plastu nebo fotografické misky s Zebrovanym dnem; fotomiska je vhodnd,
protoZe ,zebra® omezuji pohyb roupic v rdmci pole pozorovani. Mlddata jsou fixovdna etanolem (pfiblizné 5 ml na
opakovdni). Do nddoby se pak pfilije voda, az vznikne vrstva vysokd 1 az 2 cm. PFidd se nékolik kapek (200 az 300
pl) bengélské Cervené (1 % roztok v ethanolu) (alternativné Ize pouzit 0,5 % eozinové barvivo) a obé slozky se
opatrné promichaji. Po 12 hodindch by se roupice mély zbarvit do Cervena a bude mozné je snadno spoditat,
protoZe budou leZet na povrchu substritu. Alternativné lze smés substrat/alkohol pfecedit pfes sito (velikost ok
0,250 mm) a pak roupice spocitat. P¥ pouziti tohoto postupu se kaolinit, raSelina a ¢ast pisku vymyje a roupice
zbarvené do ¢ervena bude mozné snadno rozlidit a spocitat. Pouziti osvétlenych cocek (velikost cocky alesport 100 x
75 mm s pfi¢nym zvétSenim 2 aZ 3) rovnéZz usnadni pocitini.

Barvici technika zkracuje dobu pocitdni na nékolik minut na nddobu a zhruba feceno je mozné, aby jeden pracovnik
vyhodnotil viechny nddoby z jedné zkousky maximdlné za dva dny.

Mokra extrakce

Mokrou extrakei je tieba zacit ihned po ukonceni zkousky. Piida z kazdé zkuSebni nddoby se umisti do plastovych sit
s velikosti ok pfiblizné 1 mm. Sita se pak zavési do plastovych mis, aniz by se dotykala dna. Misy se opatrné naplni
vodou, aZ jsou vzorky v sitech Gplné ponofeny. Aby byla zajisténa rychlost regenerace pfitomnych roupic vyssi nez
90 %, musi se extrakce provddét 3 dny pii 20 + 2 °C. Na konci extrakce se sita vyjmou a voda (aZ na malé mnozZstvi)
se pomalu dekantuje; pfitom se dbd na to, aby se nerozvifil sediment na dné misek. Plastové misy se pak mirné
protiepou, aby se sediment suspendoval v piekryvajici vodé. Voda se prelije do Petriho misek a po usazeni ptdnich
Castic mohou byt roupicoviti identifikovéni, vyjmuti a spocitdni pouzitim stereomikroskopu a mékké ocelové pinzety.

Flotace

Metoda zaloZend na flotaci byla popsana v ¢linku R. Kupermana (4). Obsahy zku3ebnich nadob se fixuji ethanolem a
ptuda se zaplavi piipravkem Ludox (AM-30 koloidni oxid kiemicity, 30 hm. % suspenze ve vodé€) do vysky 10 az
15 mm nad povrch ptdy. Po dikladném promichdni pidy s flotatnim ¢inidlem po dobu 2-3 minut se mohou
mladdata roupic plovouci na povrchu snadno spocitat.

LITERATURA

1)  Kofinkov4, J. and Sigmund, J. (1968). The colouring of bottom-fauna samples before sorting, Véstnik Ceskoslo-
venské spolecnosti zoologické 32, 300-305.

2) Dirven-Van Breemen, E., Baerselmann, R. and Notenboom, J. (1994). Onderzoek naar de Geschiktheid van de
Potwormsoorten Enchytraeus albidus en Enchytraeus crypticus (Oligochaeta, Annelida) in Bodemecotoxico-
logisch Onderzoek. RIVM Rapport Nr. 719102025. 46 pp.
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Parametrické testy

Dodatek 7

Schéma statistického vyhodnoceni dat (stanoveni NOEC)

Neparametrické testy
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C.33. ZKOUSKA TOXICITY PRO REPRODUKCI ZIZAL (EISENIA FETIDA/EISENIA ANDREI)

UVOD

1. Tato zkuebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouSeni 222 (2004). Je urena k pouZiti pro
zhodnoceni ti¢inkdl chemickych ldtek v pidé na reprodukéni schopnost (a dalsf subletdlni cilové ukazatele) Zizal
druhu Eisenia fetida (Savigny 1826) nebo Eisenia andrei (Andre 1963) (1, 2). Zkouska byla testovdna v okruznim
testu (3). Existuje zkuSebni metoda pro zkousku akutni toxicity pro Zizaly (4). Byla publikovdna fada dalsich
mezindrodnich a vnitrostdtnich pokynii pro zkousky akutni a chronické toxicity (5, 6, 7, 8).

2. Druhy Eisenia fetida | Eisenia andrei se povazuji za jedny z pfedstaviteld pidni fauny, a zejména zizal. Podkladové
informace o ekologii ZiZal a jejich pouziti v ekotoxikologickych zkouskdch jsou k dispozici (7, 9, 10, 11, 12).

PODSTATA ZKOUSKY

3. Dospélé zizaly jsou vystaveny rozmezi koncentraci zkouSené chemické ldtky, kterd se bud p¥imichd do pidy,
nebo se v piipadé pesticidti aplikuje do pidy nebo na pidu postupy odpovidajicimi zptisobu pouziti chemické
latky. Metoda aplikace je specifickd pro dany tcel zkousky. Rozmezi zkusebnich koncentraci se vybere tak, aby
zahrnovalo koncentrace, které pravdépodobné povedou k subletdlnim a letdlnim G¢inkdm béhem obdobi osmi
tydnd. Po 4 tydnech expozice se stanovi mortalita a Gc¢inky na rist dospélych zizal. Dospéli jedinci se poté
z pudy odstrani a po dalsich 4 tydnech se zhodnoti G¢inky na reprodukci spocitinim potomkd p¥tomnych v
pudé. Reprodukéni schopnost Zizal vystavenych zkousené chemické latce se porovnd s hodnotou kontrol(y), aby
se stanovila i) koncentrace bez pozorovanych wcinkd (NOEC) ajnebo ii) EC, (napf. EC,, EC,) pomoci
regresniho modelu k odhadnuti koncentrace, kterd by zptisobila x % sniZeni reprodukéni schopnosti. Hodnota
EC, by se méla nachdzet mezi zkusebnimi koncentracemi (napt. EC,,, ECy,), aby hodnota EC_ vychdzela spiSe
z interpolace neZ extrapolace (definice viz dodatek 1).

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

4. Aby bylo mozno navrhnout vhodné zkusebni postupy, mély by byt k dispozici tyto informace o zkousené
chemické latce:

— rozpustnost ve vodg,
— log K,
— tlak par a

— pokud mozno informace o osudu a chovini v Zivotnim prosttedi (napf. rychlost fotolyzy a rychlost
hydrolyzy, pokud jsou relevantni pro zptisoby aplikace).

5. Tato zkuSebni metoda je pouzitelnd pro vSechny chemické litky bez ohledu na jejich rozpustnost ve vodé. Neni
pouzitelnd pro t€kavé chemické latky, které jsou zde definovdny jako chemické latky, u nichZ je hodnota
Henryho konstanty nebo rozdélovaciho koeficientu vzduchfvoda vétsi nez jedna, ani pro chemické latky s
tlakem par pfesahujicim 0,0133 Pa pfi teploté 25 °C.

6. V této zkuSebni metodé neni zohlednén mozny rozklad zkousené chemické litky v pribéhu zkousky. Tudiz
nelze pfedpoklddat, Ze se expozi¢ni koncentrace udrii na pocite¢nich hodnotich po celou dobu zkousky. V
takovém piipadé se doporucuje provést na zacdtku a na konci zkousky chemickou analyzu zkousené chemické
latky.
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REFERENCNI CHEMICKA LATKA

7. Musi se stanovit NOEC a/nebo EC, referen¢ni chemické latky, aby se zajistilo, Ze jsou laboratorni zkusebni
podminky pfiméfené, a aby se ovéfilo, zda se odezva zkusebnich organismii v prabéhu ¢asu statisticky neméni.
Doporucuje se zkouset referenéni chemickou latku nejméné jednou ro¢né nebo — pokud se zkouseni provadi
s mensi Cetnosti — soub&zné se stanovovanim toxicity zkousené ldtky. Vhodnymi referen¢nimi chemickymi
latkami, u nichZ se prokdzalo, ze ovliviwji reprodukei, jsou karbendazim nebo benomyl (3). Vyznamné acinky
by mély byt pozoroviny v rozmezi a) 1 az 5 mg u¢inné slozky (i.s.) | kg susiny nebo b) 250-500 g/ha nebo
25-50 mg/m?2. Pokud je do série zkouSeni zafazena pozitivni kontrola, méla by se pouzit jedna koncentrace a
pocet opakovani by mél byt stejny jako u kontrol.

PLATNOST ZKOUSKY

8.  Aby se vysledek zkousky mohl povazovat za platny, mély by kontroly spliovat tato kritéria:

— v kazdém opakovini (obsahujicim 10 dospélych jedinct) se do konce zkousky vyprodukuje > 30
nedospélych jedincg,

— varia¢ni koeficient reprodukce je < 30 %,
— mortalita dospélych jedinci béhem prvnich 4 tydnt zkousky je <10 %.

Pokud zkouska nesplni vy$e uvedend kritéria platnosti, méla by se ukondit. Pfipadné pokracovani ve zkousce je
nutné zdtvodnit. Odtvodnéni by mélo byt obsazeno v zdvérecné zpravé.

POPIS ZKOUSKY
Vybaveni

9.  Mély by se pouzit zkusebni nddoby ze skla nebo jiného chemicky inertniho materidlu o objemu jeden az dva
litry. Nadoby by mély mit prifez piiblizné 200 cm? aby se dosdhlo pfiblizné 5-6 cm hloubky vlhkého
substratu, kdyz se ptidd 500 az 600 g suché hmotnosti substratu. Viko nddoby by mélo umoziovat vyménu
plyni mezi substritem a atmosférou a pfistup svétla (napf. prostfednictvim dérovaného prihledného vika) a
zdroven zabrafovat Zizaldm v dniku. Pokud mnozstvi pouzitého zkuSebniho substritu vyrazné pievysuje 500
aZ 600 g na zku3ebni nddobu, mél by se tmérné zvysit pocet ZiZal.

10. Pro zkousku je tfeba normdlni laboratorni vybaveni, konkrétné:
— suddrna,
— stereomikroskop,
— pH-metr a fotometr,
— vhodné pfesné vahy,
— ndlezité vybaveni pro regulaci teploty,
— nalezité vybaveni pro regulaci vlhkosti (neni nezbytné, pokud maji expozi¢ni nddoby vika),
— inkubdtor nebo mald mistnost s klimatizaci,
— pinzety, hacky nebo ocka,

— vodni lazen.
Pfiprava umélé pidy

11. V této zkousce se pouzivd uméld ptda (5, 7) nésledujictho sloZeni (vychdzi se ze suchych hmotnosti ziskanych
vysuSenim na konstantni hmotnost pii teploté 105 °C):

— 10 % sfagnové raeliny (o hodnoté pH co nejvice se bliZici 5,5 az 6,0, bez viditelnych zbytk: rostlin, jemné
mleté, vysusené na méfeny obsah vlhkosti),

— 20 % kaolinitického jilu (obsah kaolinitu pokud mozno vice nez 30 %),
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— 0,3 az 1,0 % uhlicitanu vdpenatého (CaCO,, praskovy, p.a.) k ziskdni pocate¢niho pH o hodnoté 6,0 £ 0,5,

— 70 % na vzduchu vysuSeného kfemenného pisku (v zdvislosti na potfebném mnozstvi CaCO,), prevazné
jemny pisek s vice nez 50 % ¢astic o velikosti 50 az 200 mikrometra.

Pozndmka 1: Pozadované mnozstvi CaCO, bude zdviset na slozkdch ptidniho substritu véetné potravy a mélo by
se stanovit pomoci méfeni dil¢ich padnich vzorkdi bezprostiedné pied zkouskou. Hodnota pH se méfi ve
smiSeném vzorku v 1 M roztoku chloridu draselného (KCI) nebo 0,01 M roztoku chloridu vépenatého (CaCl,)
(13).

Pozndmka 2: Obsah organického uhliku v umélé ptdé Ize snizit, napt. sniZenim obsahu raseliny na 4-5 % a
odpovidajicim zvySenim obsahu pisku. Takovym snizenim obsahu organického uhliku lze sniZit moZnost
adsorpce zkousené chemické latky na pidu (organicky uhlik) a zvysit dostupnost zkousené chemické latky pro
zizaly. Bylo prokdzano, Ze Eisenia fetida muze splnit kritéria platnosti pro reprodukci pfi testovani v polnich
ptdach s niz§im obsahem organického uhliku (napf. 2,7 %) (14), a dle zkuSenosti toho Ize dosdhnout i v umélé
ptdé s 5 % obsahem raseliny. Proto neni pro splnéni kritérii platnosti zkousky nutné pfed pouzitim takové
ptdy v hlavni zkousce prokdzat vhodnost umélé piidy, pokud nebyl obsah raseliny sniZen vice, nez je uvedeno

vyse.

Pozndmka 3: Pfi pouziti pfirodni pidy v dalsich zkouskdch (napf. vyssiho stupné) by se méla rovnéz prokdzat
vhodnost piidy a splnéni kritérif platnosti zkousky.

12. Suché slozky ptdy se diikladné promisi (napt. ve velké laboratorni michaéce) v dobfe vétraném prostoru. Pred
zahdjenim zkousky se suchd uméld ptida zvlhéi pfidanim dostate¢ného mnoZstvi deionizované vody, aby se
doséhlo piiblizné poloviny kone¢ného obsahu vody, ktery ¢ini 40 % az 60 % maximadlni retenéni vodni kapacity
(coz odpovidd 50 + 10 % vlhkosti susiny). Vznikne substrdt, ktery neobsahuje Zddnou stojatou vodu a pfi
stisknut{ v dlani neuvoliiuje vodu. Maximalni reten¢ni vodni kapacita (RVK ) umélé ptidy se stanovi v souladu
s postupy popsanymi v dodatku 2, normé ISO 11274 (15) nebo rovnocenné normé EU.

13. Pokud se zkouSend chemickd latka aplikuje na povrch piidy nebo se vmichdvd do piidy bez vody, je mozné
pfidat kone¢né mnozstvi vody do umélé pudy pii jeji pripravé. Pokud se zkouSend chemickd litka do pady
vmichdva s ur¢itym mnozstvim vody, je mozné dopliujici objem vody pfidat spole¢né se zkousenou chemickou
litkou (viz odstavec 19).

14. Obsah vlhkosti v pdé se stanovi na zacitku a na konci zkousky podle normy ISO 11465 (16) nebo
rovnocenné normy EU a hodnota pH se stanovi podle dodatku 3 nebo normy ISO 10390 (13) nebo
rovnocenné normy EU. Tato stanoveni by se méla provadét ve vzorku kontrolni pidy a ve vzorcich pidy s
kazdou zkusebni koncentraci. Pokud se zkousi kyselé nebo zasadité chemické latky, nemélo by se pH pudy
upravovat. Obsah vlhkosti by se mél v prabéhu zkousky kontrolovat pravidelnym vdzenim nadob (viz odstavec
26 a 30).

Vybér a ptiprava zkuSebnich Zivo¢icha

15. V této zkousce se pouzivd druh Eisenia fetida nebo Eisenia andrei (1, 2). K zahdjeni zkousky jsou potieba dospélé
#izaly ve staf{ dvou mésicii az jednoho roku a s opaskem. Zizaly by se mély vybrat ze synchronizované kultury
s relativné homogenni v€kovou strukturou (dodatek 4). Stdfi jedinct ve zkuSebni skupiné by se nemélo lisit o
vice nez 4 tydny.

16. Vybrané zizaly by se mély aklimatizovat alespont po dobu jednoho dne v umélém pidnim substritu takového
typu, ktery se pouzije ve zkousce. Béhem tohoto obdobi by se mély Zizaly krmit stejnou potravou, jakd se bude
pouzivat ve zkousce (viz odstavce 31 az 33).

17. Na zacitku zkousky by se mély individudlné zvézit skupiny po 10 Zizalich a ndhodné prifadit do zkusebnich
nddob. Pfed vdZenim se ZiZaly omyji (deionizovanou vodou) a ptebytecnd voda se odstrani krdtkym umisténim
zizal na filtra¢ni papir. Mokrd hmotnost jednotlivych zizal by se méla pohybovat mezi 250 a 600 mg.
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Pfiprava zkuSebnich koncentraci

18. Lze pouzit dvé metody aplikace zkousené chemické latky: zamichdni zkousené chemické litky do pudy (viz
odstavce 19-21) nebo jeji aplikace na povrch pidy (viz odstavce 22-24). Vybér vhodné metody zdvisi na tcelu
zkousky. Obecné se doporucuje zamichdni zkouSené chemické latky do ptdy. Nicméné mohou byt vyzadoviny
i aplika¢ni postupy, které odpovidaji bézné zemédélské praxi (napt. nastitkdni kapalné formy nebo pouziti
specidlnich forem pesticiddi, jako jsou granule nebo mofeni semen). Rozpoustédla pouzitd k osetfeni pudy
zkousenou chemickou latkou by se méla zvolit na zdkladé jejich nizké toxicity pro Zizaly a v uspofddani
zkousky musi byt zahrnuta pfislusnd kontrola s rozpoustédlem (viz odstavec 27).

Zamichéni zkouSené chemické litky do pidy
Zkousend chemickd ldtka rozpustnd ve vodé

19. Bezprostfedné pied zahdjenim zkousky se pfipravi roztok zkouSené chemické litky v deionizované vodé v
mnoZstvi dostaCujicim pro vSechna opakovdni jedné koncentrace. K usnadnéni pfipravy zkusebniho roztoku
muzZe byt nutné pomocné rozpoustédlo. Je praktické pFipravit si mnoZstvi roztoku potiebné k dosazeni
konecného obsahu vlhkosti (40 az 60 % maximalni retencni vodni kapacity). Pfed umisténim do zkuSebni
nédoby se roztok dikladné smichd s pidnim substratem.

Zkousend chemickd ldtka nerozpustnd ve vodé

20. Zkousend chemickd ldtka se rozpusti v malém objemu vhodného organického rozpoustédla (napf. acetonu) a
poté se nastiikd na malé mnoZstvi jemného kfemenného pisku nebo se s nim smisi. Poté se rozpoustédlo
odstrani odparovinim v digestofi po dobu alespont nékolika minut. OSetfeny pisek se poté dukladné smisi s
pfedem zvlh¢enou umélou padou. Nésledné se pfidd a vmichd deionizovand voda (pozadované mnozstvi), aby
se dosdhlo kone¢ného obsahu vlhkosti 40 az 60 % maximalni reten¢ni vodni kapacity. Poté je ptida ptipravena
k umisténi do zkuSebnich nddob. Je tieba postupovat opatrné, nebot nékterd rozpoustédla mohou byt pro
Zizaly toxicka.

Zkousend chemickd ldtka nerozpustnd ve vodé a organickych rozpoustédlech

21. Pripravi se smés obsahujici 10 g jemné mletého priamyslového kfemenného pisku s mnozstvim zkousené
chemické latky nutnym k dosazeni zkuebni koncentrace v ptdé. Smés se poté dukladné promisi s pfedem
zvlh¢enou umélou pidou. Nésledné se pfidd a vmichd deionizovand voda v mnozstvi potiebném k dosazeni
kone¢ného obsahu vlhkosti 40 az 60 % maximdln{ retencni vodni kapacity. Pak je pida pfipravena k umistén{
do zkusebnich nddob.

Aplikace zkousené chemické ldtky na povrch piidy

22. Pada se odeti{ po pfidani Zizal. ZkuSebni nddoby se nejprve naplni zvlhéenym padnim substratem a zvazené
zizaly se umisti na povrch. Zdravé ZiZaly se obvykle okamzité zavrtaji do substratu, tudiz vsichni jedinci, ktef{
na povrchu zistanou po 15 minutich, se povazuji za poskozené a musi se nahradit. Pokud se néjaké Zzizaly
nahrazuji, méli by se novi jedinci a nahrazovani jedinci zvézit, aby byla na zacdtku zkousky zndma celkovd zivd

hmotnost exponované skupiny ZiZal a celkovd hmotnost nddoby se Zizalami.

23. Aplikuje se zkouSend chemickd latka. Neméla by se do pidy pfiddvat dfive nez za ptil hodiny po umisténi zizal
(nebo pokud se Zizaly nachdzeji na povrchu pidy), aby se zabrdnilo pfimé expozici zkouSené chemické latce
kontaktem s kazi. Pokud je zkousend chemickd latka pesticid, mize byt vhodné aplikovat ji na povrch pady
postiikem. ZkouSend chemickd ldtka by se méla aplikovat na povrch pidy co nejrovnomérnéji pomoci
vhodného laboratorniho ndstroje na postiik, aby se simulovala aplikace postiikem na poli. Pfed aplikaci by se
mélo viko zkuSebni nddoby sejmout a nahradit vlozkou, kterd chrdni stény nddoby pfed postiikem. Vlozka
muze byt vyrobena ze zkuSebni nddoby s odstranénym dnem. Aplikace by se méla provadét pfi teploté
pohybujici se v rozmezi 20 * 2 °C a u vodnych roztokti, emulzi nebo disperzi pii aplika¢ni ddvce vody v
rozmezi 600 a 800 pl/m2. Ddvka by se méla ovéfit pomoci vhodné kalibra¢ni techniky. Specidlni formy, jako
jsou granule nebo moreni semen, by se mély aplikovat zptisobem odpovidajicim zemédélskému pouziti.
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24. ZkuSebni nddoby by se mély nechat nezakryté po dobu jedné hodiny, aby se mohl ptipadny tékavy roztok
spojeny s aplikaci zkouSené chemické latky vypafit. Je tfeba zajistit, aby béhem této doby neunikla ze
zkusebnich nddob zddnd ZiZala.

POSTUP
Zkusebni skupiny a kontroly

25. Doporucuje se nasazovat 10 Zizal na 500-600 g suché hmotnosti umélé pudy (tj. 50-60 g pidy na jednu
zizalu). Pokud se pouzije vét§i mnozstvi ptdy, napiiklad pti zkouskdch pesticidi se specidlnim zptsobem
aplikace, jako je moteni semen, mél by se udrzet piidél 50-60 g ptdy na jednu Zizalu zvySenim poctu Zizal.
Pro kazdou kontrolni nddobu a nddobu s osetienou plidou se pfipravi deset Zizal. Zizaly se omyji vodou, otfou
a poté se na kratkou dobu umisti na savy papir, aby se odvedla pfebyte¢na voda.

26. Aby pii rozdélovani Zizal do zkuSebnich nddob nedoslo k systematickym chybdm, méla by se stanovit
homogenita populace individudlnim zvdzenim 20 Zzizal vybranych ndhodné z populace, ze které budou
pochdzet zizaly pouzité k provedeni zkousky. Po zajisténi homogenity se vyberou skupiny ZiZal, zvdzi se a
randomizaci (tj. ndhodné) se pfidéli do jednotlivych zkusebnich nddob. Po pfidani pokusnych zizal by se méla
zvéazit hmotnost kazdé zkusebni nddoby, aby se ziskala hodnota pocite¢ni hmotnosti, kterou lze pouzit jako
vychozi bod pro sledovani obsahu vlhkosti v ptidé v pribéhu zkousky, jak je popsdno v odstavci 30. ZkuSebni
nddoby se poté zakryji zptisobem popsanym v odstavci 9 a umisti se do zkusebni komory.

27. Pro kazdou z metod aplikace zkousené chemické litky popsanych v odstavci 18 aZ 24 se pfipravi odpovidajici
kontroly. Pfi ptipravé kontrol se dodrzuji pfislusné popsané postupy, pouze se neptidd zkouSend chemickd
latka. V odpovidajicich piipadech se tedy aplikuji organickd rozpoustédla, kitemenny pisek ¢i jiné nosice i na
kontroly v koncentracich/mnoZstvich odpovidajicich tém, které byly pouzity k oSetfeni pidy. Pokud se ke
zkousené chemické litce piidavd rozpoustédlo nebo jiny nosi¢, méla by se rovnéZ pfipravit a otestovat dalsi
kontrola bez nosice ¢i zkousené chemické latky, aby se zajistilo, Ze nosi¢ nemd na zadny vliv vysledek.

Zku$ebni podminky

28. Zkusebni teplota je 20 + 2 °C. Zkouska se provadi pfi fizenych cyklech osvétleni-tmy (pokud mozno 16 hodin
svétlo a 8 hodin tma) s intenzitou osvétleni v misté se zkusebnimi nddobami o hodnoté 400 az 800 luxd.

29. Zkusebni nddoby se béhem zkousky neprovzdusnuji, ale konstrukce vik zkusebnich nddob by méla umoziovat
vymeénu plynti a zdrovent omezovat vypafovani vlhkosti (viz odstavec 9).

30. Obsah vody v ptdnim substritu ve zkuSebnich nidobach se béhem zkousky udrzuje a sleduje opakovanym
pravidelnym véZenim zkuSebnich nddob (bez vik). Vodni ztrity se doplni dle potieby deionizovanou vodou.
Obsah vody by se nemél lisit o vice nez 10 % od hodnoty na zacatku zkousky.

Krmeni

31. Za pfijatelnou se povazuje jakdkoli potrava o takové kvalité, kterd je prokazatelné vhodnd alesponi k udrzeni
hmotnosti Zizal béhem zkousky. ZkuSenosti ukdzaly, Ze vhodnou potravou jsou ovesné vlocky a kravsky i
konisky hndj. Je tieba provadét kontroly zajistujici, Ze kravy ¢&i koné, od kterych se hndj ziskavd, nejsou lé¢eni ¢i
oSetfovani chemickymi latkami, napiiklad latkami podporujicimi rist, nematocidy ¢i podobnymi veterindrnimi
piipravky, které by mohly Zizaly béhem zkousky nepfiznivé ovlivnit. Doporucuje se pouZivat osobné odebrany
kravsky hntij, nebot zkuSenosti ukazaly, Ze komeréné dostupny kravsky hntij pouZzivany jako zahradni hnojivo
muze mit na Zizaly nezddouci G¢inky. Hntj by se mél pfed pouzitim nechat vyschnout na vzduchu, jemné
rozemlit a pasterizovat.

32. Kazdd cerstvd dévka potravy by se méla pfed pouzitim ve zkousce podat netestované kultufe ZiZal, aby se
ovéfilo, Ze je vhodné kvality. Rist a tvorba zdmotkd by se neméla sniZit v porovndni s Zizalami chovanymi v
substratu, ktery neobsahuje novou dévku potravy (podminky popsané ve zkusebni metodé C.8(4)).
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33. Potrava se poprvé podd jeden den po pfidani ZiZal a aplikaci zkousené chemické litky do ptdy. PFiblizné 5 g
potravy se rozptyli na povrch pidy v kazdé nddobé a zvlh¢i se deionizovanou vodou (asi 5 az 6 ml na jednu
nddobu). Poté se potrava poddva jednou tydné béhem 4tydenniho zkusebniho obdobi. Pokud neni veskerd
potrava zkonzumovdana, méla by se jeji porce zmensit, aby nedoslo k ristu hub nebo zplesnivéni. 28. den
zkousky se z pidy odeberou dospéli jedinci. Poté se do kazdé zkusebni nddoby pfidd dalsich 5 g potravy.
Béhem zbyvajicich 4 tydnt zkousky se jiz neprovadi Zadné dalsi krmeni.

Vybér zkuSebnich koncentraci

34. PH vybéru vhodnych zkuSebnich koncentraci by mély pomoci ptedchozi znalosti toxicity zkousené chemické
latky, napt. ze zkousky akutni toxicity (4) a/nebo z orienta¢nich studii. Pokud je to nutné, provede se orientaéni
zkouska, napf. s péti zkuSebnimi koncentracemi 0,1, 1,0, 10, 100 a 1 000 mg/kg (suché hmotnosti ptdy).
Jedno opakovani pro kazdé oSetfeni zkousenou litkou a kontrolu je dostacujici. Orienta¢ni zkouska trvad dva
tydny a na jejim konci se vyhodnoti mortalita.

Experimentdlni uspofddani

35. I kdyz pro tuto zkousku nelze pfedepsat jednoduchou souhrnnou statistiku, umoznuje tato metoda stanoveni
hodnoty NOEC a EC,. Hodnota NOEC bude pravdépodobné vyzadovdna regula¢nimi orginy v dohledné
budoucnosti. V disledku statistickych a ekologickych Gvah mize v blizké budoucnosti dojit k vice rozsifenému
pouzivini hodnoty EC, Proto jsou navrZena tfi uspofdddni, a to na zdkladé doporuceni vychdzejicich
z okruzniho testu zkuSebni metody reprodukce roupic (17).

36. Pfi volbé rozsahu koncentraci by mély byt zohlednény tyto zdsady:

— Ke stanoveni hodnoty NOEC by se mélo testovat alespont pét/dvandct koncentraci v geometrickych posloup-
nostech. Doporuduje se pouzit Ctyfi opakovani pro kazdé oSetfeni zkouSenou litkou a osm kontrol. Pii
odstupiiovani koncentraci by se mél pouzit faktor, ktery neptevysuje 2,0.

— Ke stanoveni hodnoty EC, (napf. EC,,, EC;,) se doporucuje pouzit dostacujici pocet koncentraci, aby vedl k
alespon Ctyfem statisticky vyznamnym raznym primérnym odezvam pii téchto koncentracich. Doporucuje
se pouzit alesponi dvé opakovani pro kazdou zkusSebni koncentraci a Sest kontrolnich opakovani. Koeficient
odstupniovani koncentraci se maze ménit, tj. faktor mize byt < 1,8 v ofekdvaném rozsahu t¢inku a > 1,8
pii vyssich nebo nizsich koncentracich.

— Stanovit jak hodnotu NOEC, tak EC, umoziuje kombinovany piistup. Mélo by se pouzit osm zkuSebnich
koncentraci v geometrické posloupnosti. Doporucuje se pouZit Ctyfi opakovani pro kazdou zkusebni
koncentraci a osm kontrol. Pfi odstupriovani koncentraci by se mél pouzit faktor neptevysujici 1,8.

Délka zkousky a méfeni

37. 28. den se provede pozorovani Zivych dospélych Zizal a spocitaji se. RovnéZ se zaznamend jakékoli neobvyklé
chovdni (napf. neschopnost zavrtat se do ptdy; nehybné lezici jedinci) a morfologické zmény (napf. oteviené
rany). VSechny dospélé Zizaly se poté odeberou ze zkusebnich nddob a zvézi se. Vyhleddvani dospélych jedinci
mfize usnadnit piemisténi pady se Zizalami na Cisty tdc pred hodnocenim. Zizaly odebrané z piidy by se mély
pfed vdZzenim omjyt (deionizovanou vodou) a piebyte¢nd voda odstranit kratkym umisténim Zizal na filtra¢ni
papir. VSechny ZiZaly, které v tuto dobu nebudou nalezeny, se zaznamenaji jako uhynulé, nebot se predpoklada,
Ze takové zizaly uhynuly a rozlozily se jesté pfed hodnocenim.

38. Pokud se piida pfemistovala z nadob, vrati se zpét (bez dospélych Zizal, ale se zdmotky, které vytvorily). Poté se
ptda inkubuje po dalsi ¢tyfi tydny za stejnych zkuSebnich podminek s jedinou vyjimkou, ze krmeni probéhne
pouze jednou, na zacdtku této faze zkousky (viz odstavec 33).
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39. Na konci druhého 4tydenniho obdobi se pomoci postupit popsanych v dodatku 5 ur¢i pocet nedospélych
jedincdi, ktefi se vylihli ze zdmotkt ve zkusebni ptidé, a pocet zdmotkd. Béhem celého obdobi zkousky by se
mély rovnéZz zaznamendvat vechny zndmky poranéni ¢i poskozeni Zizal.

Limitni zkouska

40. Pokud pfi nejvy$si koncentraci v orientacni zkousce (tj. 1 000 mgfkg) nejsou pozoroviny zidné dacinky,
provede se zkouska reprodukce jako limitni zkouska s pouzitim zkusebni koncentrace 1 000 mg/kg. Limitn{
zkouska umozni prokazat, Ze hodnota NOEC pro reprodukci je vétsi nez limitni koncentrace, a zdroven se
minimalizuje pocet Zizal pouzitych ve zkousce. Mélo by se pouzit osm opakovéni jak pro pidu osetfenou
zkousenou chemickou latkou, tak pro kontrolu.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracovini vysledkd

41. Pfestoze v dodatku 6 je uveden pfehled statistickych metod, nejsou u této zkusebni metody uvedeny Zddné
zdvazné pokyny pro statistickou analyzu vysledkd zkousky.

42. Zékladnim cilovym ukazatelem je mortalita. Mély by se vSak zaznamenat také zmény chovdni (napf.
neschopnost zavrtat se do pidy; nehybné lezici jedinci nalepeni na sklenénou sténu nddoby) a morfologické
zmény (napf. oteviené rdny) dospélych Zizal a rovnéz pfitomnost nedospélych jedinct. Ke stanoveni hodnoty
LC,, se obvykle pouzivd probitovd analyza (18) nebo logistickd regrese. Nicméné v piipadech, kdy je tato
metoda analyzy nevhodnd (napf. jsou k dispozici méné neZ tfi koncentrace s usmrcenim pouze &asti skupiny),
lze pouzit alternativni metody. Mezi tyto metody by mohly patfit klouzavé praméry (19), upravend Spearman-
Karberova metoda (20) nebo jednoduchd interpolace (napf. geometricky primér LC, a LC,,, vypocitany jako
druhd odmocnina soucinu LC, a LC,,,).

43. Dalsim cilovym ukazatelem je plodnost (napf. pocet vyprodukovanych nedospélych jedincti). V zdvére¢né
zpravé by se viak mély zaznamenat i vSechny ostatni zndmky poskozeni, stejné jako u orientaéni zkousky.
V rdmci statistické analyzy se spocitd aritmeticky primér X a smérodatnd odchylka u kazdého oSetfeni
zkousenou latkou a kazdé kontroly.

44. Pokud byla provedena analyza rozptylu, je mozné nahradit smérodatnou odchylku s a stupné volnosti df
odhadem sdruzeného rozptylu ziskanym z ANOVA a jeho stupni volnosti — za pfedpokladu, Ze rozptyl nezdvisi
na koncentraci. V takovém ptipadé pouzijte jednotlivé rozptyly kontrol a oSetfeni. Tyto hodnoty se obvykle
spocitaji pomoci bézné dostupného statistického softwaru, pficemz vysledky pro jednotlivé nddoby se povazuji
za opakovani. Pokud se sdruZeni dat pro negativni kontrolu a kontrolu s rozpoustédlem jevi jako rozumnéjsi
nez testovani oproti jedné z nich, mélo by se otestovat, zda se vyznamné neli§i (k uréeni vhodného testu
nahlédnéte do odstavce 47 a dodatku 6).

45. Dalsi statistické testy a zavéry zdvisi na tom, zda maji hodnoty opakovini normdlni rozdéleni a jsou
homogenni, co se tykd jejich rozptylu.

Odhad hodnoty NOEC

46. Meélo by se upfednostnit pouziti vykonnych testil. Je tfeba pouZit informace napf. z pfedchozich zkusenosti s
okruznim testovanim ¢i jind historickd data ke zjisténi, zda maji data pfiblizné normdlni distribuci. Jesté
dulezit&jsi je homogenita rozptylu (homoskedasticita). Zkusenosti ukazuji, Ze rozptyl se Casto zvétSuje s rostouci
sttedni hodnotou. V téchto pfipadech je mozno homoskedasticity dosdhnout transformaci dat. Takovd
transformace by vak méla vychdzet spiSe ze zkuSenosti s historickymi daty neZ ze zkoumanych dat. U
homogennich dat by se mély provést mnohondsobné t-testy, jako je Williamstv test (@ = 0,05, jednostranny)
(21, 22) nebo v urditych piipadech Dunnettdv test (23, 24). Je tieba upozornit, Ze v piipadé nerovného poctu
opakovani se musi tabulkové t-hodnoty korigovat zptisobem navrzenym Dunnettem a Williamsem. Odezvy
nékdy v duasledku velkého rozptylu nevzristaji/neklesaji pravidelné. V piipadé silné odchylky od monoténnosti
je vhodnéjsi Dunnetav test. Existuji-li odchylky od homoskedasticity, mize byt rozumné dakladnéji prozkoumat
mozny dopad na rozptyly, aby bylo mozno rozhodnout, zda Ize t-testy pouZit, anizZ by se podstatné snizila
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vypovidaci schopnost testu (25). Jinak Ize pouZit mnohondsobny U-test, napt. Bonferroniho U-test podle Holma
(26), nebo pokud tato data vykazuji heteroskedasticitu, avsak jinak jsou v souladu se zdkladnim monoténnim
vztahem mezi ddvkou a odezvou, lze pouZit jiny neparametricky test (napf. Jonckheere-Terpstriv (27)(28) nebo
Shirleytiv (29) (30)) a obecné by se v takovém piipadé upfednostiioval pfed t-testy upravené pro nerovnost
rozptyl. (viz také schéma v dodatku 6).

47. Pokud byla provedena limitni zkouska a jsou splnény nezbytné ptedpoklady pro pouzZiti parametrickych testl
(normalnost, homogenita), 1ze pouZit parovy Studentlv t-test, v opaném piipadé pak neparametricky Mann-
Whitneytv U-test (31).

Odhad hodnoty EC,

48. Pro vypocet hodnoty EC_ se poté, co byla ziskdna vhodnd funkce zavislosti odezvy na dévce, pouziji k regresni
analyze stfedni hodnoty pro kazdé osetfeni zkousenou litkou (linedrni nebo nelinedrni). Pro rast zizal jakozto
spojitou proménnou odezvy lze hodnoty EC, odhadnout pomoci vhodné regresni analyzy. Mezi funkce vhodné
pro bindrni data (mortalita/pfeZiti) a pocet vyprodukovanych potomkd patii normdlni sigmoidni, logistickd
nebo Weibullova funkce obsahujici dva nebo (tyfi parametry, z nichZ nékteré mohou modelovat rovnéz
hormetické odezvy. Pokud byla funkce zévislosti odezvy na davce prolozena pomoci linedrni regresni analyzy,
mél by se pfed odhadnutim hodnoty EC_ pomoci regresni analyzy zjistit vyznamny r? (koeficient determinace)
a/nebo smérnice vloZenim hodnoty odpovidajici x % sttedni hodnoty kontroly do rovnice zji§téné pii regresni
analyze. 95 % intervaly spolehlivosti se vypocitaji podle Fiellera (citovino v préci Finneye (18)) nebo jinymi
vhodnymi modernimi metodami.

49. Jinou mozZnosti je modelovat Gcinek jako procento nebo podil modelového parametru, ktery je interpretovin
jako primérny ucinek u kontroly. V téchto pfipadech lze vysledky snadno prolozit normalni (logistickou,
Weibullovu) sigmoidni kiivkou pomoci probitové regrese (18). V téchto ptipadech je nutné upravit vdzenou
funkci pro metrické odezvy, jak uvadi Christensen (33). Pokud vSak byla pozorovdna hormeze, méla by se
probitovd analyza nahradit ctyFparametrickou logistickou nebo Weibullovou funkei prolozenou pomoci
nelinedrni regrese (34). Pokud data nelze prolozit vhodnou funkci zdvislosti odezvy na dévce, je mozné pouzit
k odhadu hodnoty EC, a jejich mezi spolehlivosti jiné metody, napf. klouzavé priméry dle Thompsona (19) a
upraveny Spearman-Karberv postup (20).

ZAVERECNA ZPRAVA

50. Zavére¢nd zprava musi obsahovat tyto udaje:

Zkousend chemickd ldtka:

— tplny popis zkousené chemické latky, Sarze, davka a ¢islo CAS, Cistota,

— vlastnosti zkousené chemické latky (napf. log K,
informace o jejim osudu a chovéni).

rozpustnost ve vodé, tlak par, Henryho konstanta (H) a
Zku3ebni organismy:

— pouzité zkuSebni organismy: druh, védecky ndzev, zdroj organisma a podminky chovu,

— vék, rozmezi velikosti (hmotnosti) zkuSebnich organismd.

Zkusebni podminky

— podrobné tidaje o pfipravé zkusebni pidy,

— maximdlni reten¢ni vodni kapacita pady,

— popis techniky pouzité k aplikaci zkousené chemické latky do pady,

— podrobné tidaje o pomocnych chemickych latkdch pouzitych k aplikaci zkousené chemické latky,
— kalibra¢ni tidaje o zafizeni pouZitém k postfiku, je-li to vhodné,

— popis experimentdlniho uspofddani a postupu,

— velikost zkusebnich nddob a objem zkusebni ptidy,

— zkuSebni podminky: intenzita osvétleni, doba trvani cykld svétla-tmy, teplota,
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10)

11)

— popis krmného rezimu, typ a mnoZstvi potravy pouZité ve zkousce, data krment,

— pH pidy a obsah vody v pidé na zacdtku a na konci zkousky.

Vysledky zkousky:

— mortalita dospélych jedinct ( %) v kazdé zkuebni nddobé na konci prvnich 4 tydna zkousky,
— celkovd hmotnost dospélych jedinct na zacatku zkousky v kazdé zkusebni nddobg,

— zmény télesné hmotnosti Zivych dospélych jedinc ( % ptvodni hmotnosti) v kazdé zkusebni niddobé po
prvnich ¢étyfech tydnech zkousky,

— pocet nedospélych jedinct vyprodukovanych v kazdé zkusebni nidobé na konci zkousky,

— popis zjevnych patologickych pfiznaki ¢i zietelnych zmén chovini,

— vysledky ziskané s referen¢ni zkousenou chemickou ldtkou,

— hodnoty LC,,, NOEC a/nebo EC, (napi. EC,,, EC,,) pro reprodukci, pokud jsou nékteré z nich vhodné, s
intervaly spolehlivosti a grafem pfislusného modelu pouzitého pro jejich vypocet, viechny informace a
pozorovani uZzite¢né pro interpretaci vysledki,

— graf vztahu mezi davkou a odezvou,

— vysledky pro kazdou zkusebni nddobu.

Odeh}l;lky od postupt popsanych v této zkuSebni metodé a jakékoli neobvyklé jevy, které se vyskytly béhem

zkousky.
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Dodatek 1

Definice

V rdmci této zkusebni metody se pouZivaji ndsledujici definice:
Chemicka latka je litka nebo smés.

EC, (4c¢innd koncentrace s x % ucinkem) je koncentrace, kterd md x % ucinek na zkuSebni organismus béhem
daného obdobi expozice v porovndni s kontrolou. Napiiklad EC;, je koncentrace, u niZ se odhaduje, Ze povede k
ucinku na testovany cilovy ukazatel u 50 % exponované populace béhem definovaného obdobi expozice. V této
zkousce jsou U¢inné koncentrace vyjadfeny jako hmotnost zkousené chemické litky na suchou hmotnost zkusebni
pudy nebo jako hmotnost zkousené chemické ldtky na jednotku plochy pidy.

LC, (koncentrace bez letdlntho dcinku) je koncentrace zkousené chemické ldtky, kterd neusmrti Zddny
z exponovanych zku$ebnich organismti béhem daného obdobi. V této zkousce je LC, vyjidiena jako hmotnost
zkousené chemické latky na suchou hmotnost zkusebni ptdy.

LC,, (medidn letdlni koncentrace) je koncentrace zkouSené chemické latky, kterd usmrti 50 % exponovanych
zku$ebnich organismt béhem daného obdobi. V této zkousce je LC,, vyjidiena jako hmotnost zkouSené chemické
latky na suchou hmotnost zkusebni ptdy nebo jako hmotnost zkousené chemické latky na jednotku plochy ptdy.

LC,, (letdlni koncentrace) je koncentrace zkousené chemické latky, kterd usmrti 100 % exponovanych zkusebnich
organismt béhem daného obdobi. V této zkousce je LC,,, vyjadfena jako hmotnost zkousené chemické litky na
suchou hmotnost zkusebni ptdy.

Nejnizsi koncentrace s pozorovanym d¢inkem (LOEC) je nejniz${ koncentrace zkousené chemické latky, ktery md
statisticky vyznamny t¢inek (p < 0,05). V této zkousce je LOEC vyjadfena jako hmotnost zkouSené chemické latky
na suchou hmotnost zkuebni ptidy nebo jako hmotnost zkousené chemické litky na jednotku plochy ptdy. Vechny
zkusebni koncentrace vyssi nez LOEC by mély obvykle vykazovat acinek, ktery je statisticky odlisny od kontroly.
Jakékoli odchylky od vyse uvedeného musi byt zdGvodnény v zdvérecné zprave.

Koncentrace bez pozorovanych a¢inki (NOEC) je nejvyssi koncentrace zkousené chemické latky hned pod LOEC,
pii niZ nejsou pozoroviny zddné Géinky. V této zkousce nemd koncentrace odpovidajici NOEC zddny statisticky
vyznamny Gcinek (p < 0,05) béhem daného obdobi expozice v porovnani s kontrolou.

Mira reprodukce: Priimérny pocet nedospélych jedinct vyprodukovanych na pocet dospélych jedinctt béhem obdob{
zkousky.

Zkousend chemickd latka je jakdkoli ldtka nebo smés zkouSend pomoci této zkuSebni metody.
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Dodatek 2

Stanoveni maximdlni reten¢ni vodni kapacity pidy

Zjistilo se, Ze vhodnou metodou pro stanoveni maximdlni reten¢ni vodni kapacity je ndsledujici metoda. Je popsdna v
piiloze C normy ISO DIS 11268-2 (1).

Odeberte stanovené mnozstvi (napf. 5 g) zkudebniho padniho substritu pomoci vhodného néstroje na odbér vzorka
(spirdlovy trubkovy vzorkova¢ atd.). Zakryjte spodek trubky kouskem filtra¢niho papiru, naplite ji vodou a poté ji
umistéte na stojan ve vodni ldzni. Trubka by se méla postupné nofit pod hladinu, az se hladina vody dostane nad
povrch pudy. Poté by se méla nechat ve vodé asi tii hodiny. ProtoZe puda nemiiZe udrzet veskerou vodu
absorbovanou ptidnimi kapildrami, je tfeba nechat ptidni vzorek po dobu dvou hodin odkapat umisténim trubky na
vrstvu velmi vlhkého jemné mletého kiemenného pisku v zakryté nddobé (aby se zabranilo vysychéni). Poté by se
mél vzorek zvazit, vysusit na konstantni hmotnost pfi teplot¢ 105 °C. Reten¢ni vodni kapacita (RVK) se poté
vypodita takto:

RVK (v % hmotnosti susiny) = S- TD_ Dy 100
Kde:
S = vodou nasyceny substrdt + hmotnost trubky + hmotnost filtratniho papiru
T = tdra (hmotnost trubky + hmotnost filtra¢niho papiru)
D = hmotnost suchého substritu
LITERATURA:

1)  ISO (International Organization for Standardisation ) (1996). Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms
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Dodatek 3

Stanoveni pH pidy

Nasledujici metoda stanoveni pH ptdy vychdzi z popisu uvedeného v normé ISO DIS 10390: Kvalita ptidy —
Stanoveni pH (1).

Definované mnozstvi plidy se nechd schnout pii pokojové teploté po dobu alespori 12 hodin. Poté se pfipravi
suspenze pudy (obsahujici alespont 5 gramti ptidy) bud v 1 M roztoku chloridu draselného p.a. (KCI), nebo v 0,01 M
roztoku chloridu vépenatého p.a. (CaCl,) o objemu rovnajicimu se pétindsobku objemu ptdy. Poté se suspenze
dtkladné protiepe po dobu péti minut a nechd se usadit alesponi 2 hodiny, avsak ne déle nez 24 hodin. Nésledné se
zméf pH kapalné fize pomoci pH-metru, ktery se pfed kazdym méfenim kalibruje pomoci vhodné sady roztoka
pufru (napf. o pH 4,0 a 7,0).

LITERATURA:

1)  ISO (International Organization for Standardization) (1994). Soil Quality — Determination of pH, No. 10390.
ISO, Geneve.
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Dodatek 4

Kultivace ZiZal druhu Eisenia fetida/Eisenia andrei

Chov by se mél provadét pokud mozno v klimatizované komote pfi teplot¢ 20 °C + 2 °C. PH této teploté a
dostate¢ném piisunu potravy Zzizaly dospéji po asi 2 az 3 mésicich.

Oba druhy mohou byt kultivoviny v celé tadé zvitecich exkrementi. Doporuenym chovnym médiem je smés
konského nebo kravského hnoje a radeliny v poméru 50:50. Je tfeba provadét kontroly zajitujici, Ze kravy ¢i kong,
od kterych se hntj ziskavd, nejsou léCeni ¢i oSetfovani chemickymi latkami, naptiklad litkami podporujicimi rst,
nematocidy ¢i podobnymi veterindrnimi pfipravky, které by mohly Zizaly béhem zkousky neptiznivé ovlivnit.
Doporucuje se pouZivat osobné odebrany hntj z biologického* zdroje, nebot zkusenosti ukdzaly, Ze komercné
dostupny hndj pouzivany jako zahradni hnojivo muZze mit na Zizaly nezddouci dcinky. Médium by mélo mit
hodnotu pH piiblizné 6 aZ 7 (upravi se uhli¢itanem vdpenatym), nizkou iontovou vodivost (méné nez 6 mS/cm nebo
0,5 % koncentrace soli) a nemélo by byt pfili§ kontaminovano amoniakem nebo zvifeci mo¢i. Substrat by mél byt
vlhky, ale ne p#li§ mokry. Vhodnymi chovnymi nddobami jsou nddoby o objemu 10 az 50 litri.

Pro ziskdni Zizal standardniho stdii a velikosti (hmotnosti) je nejlepsi zalozit kulturu pomoci zdmotkd. Jakmile je
kultura zaloZena, udrzuje se umisténim dospélych Zzizal do chovné nddoby s Cerstvym substritem na dobu 14 aZ
28 dnd, aby mohly vyprodukovat daldi zdmotky. Poté se dospéli jedinci odeberou a nedospéli jedinci vylihli ze
zémotkd se pouziji jako zdklad dal3f kultury. Zizaly se kontinudlné krmf{ zvitecimi exkrementy a obcas se prenesou
do ¢erstvého substratu. Zkusenosti ukazaly, Ze vhodnou potravou je na vzduchu vysuSeny jemné mlety kravsky ci
konsky hntj nebo ovesné vlocky. Je tieba zajistit, Ze kravy ¢&i koné, od kterych se hntij ziskavd, nejsou léCeni ¢i
ofetfovani chemickymi latkami, naptiklad litkami podporujicimi rast, které by mohly Zizaly béhem dlouhodobé
kultivace nepiiznivé ovlivnit. Zizaly vylthlé ze zdmotkd se pouzijf ke zkousce, kdyz dosdhnou stdif 2 az 12 mésict a
povazuji se za dospélé jedince.

Zizaly lze povazovat za zdravé, pokud se pohybuji substritem, nesnazi se substrit opustit a priibézné se mnoZ.
Vycerpdni substrtu se projevi tim, Ze se zZiZzaly velmi pomalu pohybuji a majf zluty zadni konec. V takovém piipadé
se doporucuje zajistit Cerstvy substrat a/nebo snizit hustotu jedinct v ptadé.
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Dodatek 5

Techniky pro poditini nedospélych jedincii vylihlych ze zdmotki

Ruéni vybirdni ZiZal z padniho substritu je velmi ¢asové ndro¢né. Proto se doporucuji dvé alternativni metody:

a) ZkuSebni nddoby se umisti do vodni 1dzng, nejprve pii teploté 40 °C, kterd se postupné zvy$i na 60 °C. Po
ubéhnuti asi 20 minut by se méli nedospéli jedinci objevit na povrchu pidy, odkud je lze snadno odebrat a
spocitat.

b) Zkusebni pidu lze promyt pfes sito pomoci metody vyvinuté van Gestelem et al. (1) za pfedpokladu, Ze raelina a
hntij nebo ovesné vlocky pfidané do pidy byly pomlety na jemny prasek. Dvé sita o velikosti ok 0,5 mm (pramér
30 cm) se umisti na sebe. Obsah zkuSebni nddoby se promyje skrz sita silnym proudem vodovodni vody, coz
zanechd mladé zizaly a zdmotky pfevdZné na hornim sité. Je tfeba poznamenat, Ze béhem tohoto postupu by se
mél cely povrch horniho sita udrzovat vlhky, aby se juvenilni jedinci vznaseli na vrstvi¢ce vody a nemohli prolézt
oky v situ. Nejlepsich vysledkd se dosdhne pii pouziti sprchové hlavice.

Jakmile se pdni substrdt promyje skrz sito, je mozné nedospélé jedince a zdmotky z horniho sita vyplachnout do
misky. Obsah misky se poté nechd stit, aby prazdné zdmotky vyplavaly na povrch vody a plné zdmotky a mladé
zizaly klesly ke dnu. Stojici vodu je mozné ndsledné slit a mladé zizaly a zdmotky pfemistit do Petriho misky
naplnéné malym mnozZstvim vody. Poté je mozné Zizaly odebrat ke spocitani pomoci jehly nebo pinzety.

ZkuSenosti ukdzaly, ze metoda a) se vice hodi k odebrdni nedospélych jedinct, ktefi by mohli p¥i promyti projit i
skrze sito o velikosti ok 0,5 mm.

Vzdy by se méla stanovit ti¢innost metody pouzité k odbéru Zizal (a piipadné zdmotkd) z pidniho substratu. Pokud

se k odbéru nedospélych jedincti pouZije ruéni technika téidéni, doporucuje se provést cely postup na vsech vzorcich
dvakrat.

LITERATURA:

1)  Van Gestel, C.AM., W.A. van Dis, EM. van Breemen, PM. Sparenburg (1988). Comparison of two methods
determining the viability of cocoons produced in earthworm toxicity experiments. Pedobiologia 32:367-371.
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C.34. STANOVENI INHIBICE AKTIVITY ANAEROBNICH BAKTERII - SNIZENi PRODUKCE PLYNU
Z ANAEROBNE ROZKLADAJICIHO (CISTIRENSKEHO) KALU

UVOD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouSeni 224 (2007). Chemické latky uvolnéné do
vodného prostfedi prochdzeji aerobnimi i anaerobnimi zénami, ve kterych se mohou rozklddat a/nebo
inhibovat bakteridlni aktivitu. V nékterych ptipadech mohou zistat v anaerobnich zéndch v netknuté podobé
po desetileti i déle. Prvni faze ¢isténi odpadnich vod — primdrni usazen{ — je aerobni v supernatantni tekutiné a
anaerobni v subnatantnim kalu. Nasleduje sekunddrni fize v aerobni zéné provzdusnovaci nddrie s
aktivovanym kalem a v anaerobni z6né v subnatantnim kalu v sekundarni usazovaci nddrzi. Kal z obou téchto
fazi se obvykle zpracovdvd anaerobné, pficemz vznikd methan a oxid uhlicity, které se obvykle pouzivaji k
vyrobé elekttiny. Chemické latky, které se v $irSim prostiedi dostanou do sedimentt v zdtokach, ustich fek a
mofi, v téchto zénich pravdépodobné zistanou trvale, pokud nejsou biologicky rozloZitelné. Diky svym
fyzikdlnim vlastnostem, jako je nizkd rozpustnost ve vod€, vysokd adsorpce na suspendované pevné Cdstice a
rovnéZ nemoznost rozlozit je biologicky aerobnim zptisobem, se urité chemické latky dostanou do téchto zén

s

pfednostné ve vétsim mnoZstvi.

2. Zatimco je zadouci, aby byly chemické litky uvolnované do Zivotniho prostiedi biologicky rozloZitelné jak za
aerobnich, tak anaerobnich podminek, je nezbytné, aby tyto chemické latky neinhibovaly aktivitu mikroor-
ganismil v zadné z téchto z6n. Ve Spojeném krélovstvi se vyskytlo nékolik piipadii dplné inhibice produkce
methanu zptsobené napiiklad pentachlorfenolem v pramyslovych odpadech, coz mélo za ndsledek velmi
ndkladny transport inhibovaného kalu z vyhnivacich nadrzi na bezpecnd’ mista a dovoz zdravého rozkldda-
jictho kalu ze sousednich zafizeni. Doslo vSak také k mnoha ptipadim méné zdvazného naruseni rozklddani
nékolika daldimi chemickymi latkami, mezi néz patfily halogenované alifatické uhlovodiky (chemické ¢isténi
odévil) a detergenty, coz vedlo k vyznamnému zhorSeni G¢innosti vyhnivaci nddrze.

3. Inhibici bakteridlni aktivity (respirace aktivovaného kalu) se zabyva pouze jedind zkuSebni metoda — C.11 (1),
kterd posuzuje G¢inek zkousenych chemickych latek na rychlost spotieby kysliku v piitomnosti substratu. Tato
metoda se obecné pouzivad k ¢asnému zjisténi moznych kodlivych ac¢inkti chemickych latek na aerobni ¢isténi
odpadnich vod a rovnéz ke zjisténi neinhibi¢nich koncentraci zkousenych chemickych litek pro pouziti v
raznych zkouskach biologické rozlozitelnosti. Zkusebni metoda C.43 (2) nabizi omezenou moznost stanoveni
toxicity zkouSené chemické latky pro produkci plynti anaerobnim kalem. Pouzivd kal nafedény na jednu
desetinu své normadlni koncentrace pevnych €astic, aby bylo mozno stanovit procento biologického rozkladu s
pozadovanou pfesnosti. Protoze nafedény kal by mohl byt citlivéjsi na inhibi¢ni chemické latky, rozhodla se
pracovni skupina pro normy ISO vypracovat metodu vyuZivajici nefedény kal. Byly pfezkoumdny nejméné tfi
texty (z Danska, Némecka a Spojeného kralovstvi) a nakonec byly vypracovany dvé normy ISO, z nichZ jedna
pouzivd nefedény kal — ISO 13 641-1 (3) a druhd pouzivd stokrit fedény kal — ISO 13 641-2 (4), ktery
pfedstavuje bahna a sedimenty s mdlo pocetnymi bakteridlnimi populacemi. Obé metody byly podrobeny
okruznimu testu (5). 1. ¢dst byla potvrzena jako pfijatelnd norma, avsak na 2. ¢ist panovaly rozdilné ndzory.
Spojené kralovstvi zastavalo ndzor, Ze tato metoda vyzaduje dalsi vyzkum, nebot vyznamné procento ticastnikt
hldsilo velmi malou nebo Zddnou produkci plynti, ¢dstecné i proto, Ze procento prostoru pro plyny bylo plis
vysoké (75 %) pro dosazeni optimalni citlivosti.

vvvvvv

substrt nefedény rozkladajici kal a nezpracovany distirensky kal v 500ml barikdch. Zafizeni bylo neskladné a
zdpach nezpracovaného kalu byl velmi nepfijemny. Pozdé&ji Wilson et al. (10) tspésné pouzil kompaktngjsi a
praktictéjsi zafizeni Sheltona a Tiedjeho (8), jak ho vyvinuli Battersby a Wilson (9). Kawaraha et al. (11)
piipravil v laboratofi tspé$né standardn&jsi kaly pro pouziti pfi zkouskach anaerobni biologické rozlozitelnosti
a inhibice u fady chemickych latek. Nezpracovany kal jako substrat byl rovnéz nahrazen a zkouska se provadi
bud' se stokrat zfedénym anaerobnim kalem, nebo s bahny, sedimenty atd. o nizké bakteridlni aktivité.

5. Tato metoda mtiZe pfinést informace, které jsou uzitetné pfi predpovidini pravdépodobného Gcinku zkousené
chemické litky na produkci plynu v anaerobnich vyhnivacich nadrzich. Nicméné pouze delsi zkousky 1épe
simulujici vyhnivaci nddrZe v provozu mohou ukdzat, zda maze dojit k adaptaci mikroorganisma na zkousenou
chemickou latku, nebo zda se chemické latky, které se budou pravdépodobné absorbovat a adsorbovat na kal,
mohou nahromadit az do toxické koncentrace béhem delstho obdobi, nez které umoziiuje tato zkouska.
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10.

PODSTATA ZKOUSKY

Alikvoty smési anaerobné rozklddajictho kalu (celkovd koncentrace pevnych &astic 20 g/l az 40 gfl ) a
rozlozZitelny roztok substritu se inkubuji v uzavienych nddobdch samostatné a paralelné také s fadou
koncentraci zkousené chemické latky po dobu az 3 dni. MnoZstvi vyprodukovaného plynu (methan a oxid
uhli¢ity) se urcuje podle zvySeni tlaku (Pa) v nddobdch. Procento inhibice produkce plynt zpisobené riiznymi
koncentracemi zkousené chemické ltky se vypocitd z mnozstvi plynu vyprodukovaného v prislusné zkusebni a
kontrolni nddobé. Hodnota EC,, a dalsi G¢inné koncentrace se vypocitaji z grafi zavislosti procentudlni inhibice
na koncentraci zkousené chemické latky nebo, obvykleji, na logaritmu jeji koncentrace.

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

Zkousené chemické litky by se mély obvykle pouzit v nej¢istsi snadno dostupné formé, nebot necistoty v
nékterych chemickych latkdch, napt. chlorfenoly, mohou byt mnohem toxict&jsi nez zkousSend chemickd latka
sama. Je vSak tfeba zvazit potfebu zkouset chemické litky v té formé, ve které jsou komercné produkovény/
vyrdbény. Pouziti komeréné upravovanych piipravkl se bézné nedoporucuje, aviak u $patné rozpustnych
zkousenych chemickych litek mtiZze byt pouziti upravovanych ptipravkd vhodné. Mezi vlastnosti zkousené
chemické latky, které by mély byt zndmy, patii rozpustnost ve vodé a nékterych organickych rozpoustédlech,
tlak par, adsorpéni koeficient, hydrolyza a biologickd rozloZitelnost za anaerobnich podminek.

POUZITELNOST ZKUSEBN[ METODY

Tuto zkousku lze pouzit u chemickych ldtek, které jsou rozpustné nebo nerozpustné ve vodg, vcetné tékavych
chemickych ldtek. P praci s materidly o nizké rozpustnosti ve vodé (viz odkaz (12)) a vysoké t€kavosti je viak
zapotiebi zvlastni opatrnosti. Rovnéz lze pouzit inokula z jinych anaerobnich mist, napf. bahna, nasycené pidy,
sedimenty. Anaerobni bakteridlni systémy, které byly v minulosti vystaveny toxickym chemickym ldtkdm, se
mohou adaptovat tak, aby si udrzely svou aktivitu v pfitomnosti xenobiotickych chemickych latek. Inokula
z adaptovanych bakteridlnich systémti mohou vykazovat vyssi sndsenlivost vii¢i zkousenym chemickym latkdm
v porovnéni s inokuly ziskanymi z neadaptovanych systému.

REFERENCNI CHEMICKE LATKY

Ke kontrole celého postupu se jako soucdst normdlni zkousky soubéiné provede ve vhodnych nddobach
zkouska s referencni chemickou latkou. Ukazalo se, Ze 3,5-dichlorfenol je stdly inhibitor anaerobni produkce
plynd a rovnéz spotieby kysliku aktivovanym kalem a jinych biochemickych reakci. Zjistilo se, Ze jesté vétsi
inhibici produkce methanu nez 3,5-dichlorfenol zpiasobuji dvé dalsi chemické litky, a sice methylen-
dithiokyandt a pentachlorfenol, avSak vysledky s témito latkami nebyly validovdny. Pentachlorfenol se
nedoporucuje, nebot neni snadno dostupny v ¢isté formé.

REPRODUKOVATELNOST VYSLEDKU

V mezindrodnim okruznim testu (5) byly vysledky hodnot ECy, pro 3,5-dichlorfenol a 2-bromethansulfonovou
kyselinu reprodukovatelné mezi 10 zdcastnénymi laboratofemi pouze uspokojivé. (Rozpéti pro prvni latku bylo
32 az 502 mg/l a pro druhou 220-2 190 mg/l)

1.3.2016

v mg/l v mgfg kalu
Pocet laboratoft stiedn{ stfedni
hodnota SD var. koef. (%) hodnota SD var. koef. (%)
3,5-dichlorfenol
10 153 158 103 5 4,6 92
2-bromethansulfonové kyselina
10 1058 896 85 34 26 76
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EC,, z okruzniho testu pro nefedény kal

11. Vysoké variacni koeficienty mezi laboratofemi do velké miry odrazeji rozdily v citlivosti kalovych mikroor-
ganismu zpusobené tim, zda tyto mikroorganismy byly, nebo nebyly v minulosti vystaveny zkousené chemické
ldtce nebo jinym chemicky piibuznym ldtkdm. Pfesnost, s jakou byla stanovena hodnota EC, na zdkladé
koncentrace kalu, byla sotva lepsi nez ,volumetrickd’ hodnota (mgfl). Tfi laboratofe, které uvadély piesnost
hodnot EC,, pro 3,5-dichlorfenol, vykazovaly mnohem nizsi varia¢ni koeficienty (22, 9 a 18 % pro EC,, mg/g),
nez byly variacni koeficienty stfednich hodnot v3ech deseti laboratofi. Jednotlivé stfedni hodnoty ¢inily u téchto
laboratoii 3,1, 3,2 a 2,8 mg/g. Nizsi, pfijatelné varia¢ni koeficienty v rdmci jednotlivych laboratoff v porovnani
s mnohem vy3$§imi koeficienty mezi laboratornimi hodnotami, a sice 9-22 % srov. 92 %, naznaluji, Ze se
jednotlivé kaly vyznamné lif svymi vlastnostmi.

POPIS METODY

Piistroje a pomiticky

12. Je zapotiebi obvyklé laboratorni vybaveni a tyto pomticky:
a) Inkubétor — s ochranou proti jiskfeni a s fizenou teplotou v rozmezi 35 °C = 2 °C;

b) Tlakuvzdorné sklenéné zkuSebni nddoby vhodné nomindlni velikosti ('), kazdd vybavend plynotésnym
potazenym septem, které je schopno vydrzet tlak pfiblizné 2 bary nebo 2 x 105 Pa (pro potah pouzijte napf.
PTFE = polytetrafluorethen, teflon). Doporucuji se sklenéné lahve na sérum o nomindlnim objemu 125 ml
se skutecnym objemem pfiblizné 160 ml, uzaviené septem (%) a tvarovanym hlinikovym uzdvérem, aviak je
mozné spéné pouzit i lahve o celkovém objemu 0,1 az 1 litr;

c) Presny tlakomér (%) a ndstavec s jehlouy;

Celkova produkce plynt (methanu a oxidu uhli¢itého) naméfend pomoci tlakoméru upraveného tak, aby
umoziioval méfeni a ventilaci vyprodukovaného plynu. Piikladem vhodného pfistroje je ruéni piesny
tlakomér pfipojeny na injekéni jehlu. Trojcestny plynotésny ventil usnadiiuje uvolnéni nadmérného tlaku
(dodatek 1). Je tfeba udrzet vnitini objem trubice pro pfenos tlaku a ventilu co moZnd nejnizsi, aby byly
chyby vzniklé zanedbdnim objemu zaf{zen{ nevyznamné;

d) Izolované nddoby pro transport rozklddajictho kalu;

e) Trojcestné tlakové ventily;

f) Sito s oky o rozméru 1 mm?

g) Nadrz pro rozkladajici kal, sklenénd ldhev nebo léhev z polyethylenu o vysoké hustoté, s objemem asi 5
litrti, vybavend michadlem a zafizenim pro prichod proudu plynného dusiku (viz odstavec 13) skrz prostor
nad kapalinou;

h) membranové filtry (0,2 um) pro sterilizaci substratu;

(") Doporucend velikost se pohybuje od 0,1 do 1 litru.

(*) Doporucuje se pouzit plynotésnd silikonovd septa. Déle se doporucuje otestovat plynotésnost uzdvért, zejména sept z butylové

pryze, protoze nékolik komercné dostupnych sept neni dostatecné plynotésnych vici methanu a nékterd septa neudrzi tésnost pii

propichnut{ jehlou za podminek této zkousky.

— Pro tékavé chemické litky se doporucuji a musi pouzit plynotésnd potazend septa (nékterd komer¢ni septa jsou relativné tenkd,
méné nez 0,5 cm, a nezachovaji si plynotésnost po propichnuti injekéni jehlou).

— Pokud zkousené latky nejsou tékavé, doporucuje se pouzit septa z butylové pryze (asi 1 cm) (obvykle si po propichnuti
zachovaji plynotésnost).

— Pied zkouskou se doporucuje peclivé zkontrolovat schopnost sept zachovat si plynotésnost po propichnuti.

Tlakomér by se mél pouzivat a kalibrovat v pravidelnych intervalech v souladu s pokyny vyrobce. Pokud se pouzivd tlakomér o

piedepsané kvalité, napf. zapouzdfeny v ocelové membrang, neni kalibrace v laboratofi nutnd. Mél by byt v doporucenych intervalech

kalibrovdn oprdvnénym dstavem. Presnost kalibrace 1ze v laboratofi zkontrolovat jednobodovym méfenim pii tlaku 1 x 105 Pa oproti

tlakoméru s mechanickym displejem. Pokud je tento bod naméfen spravné, linearita se také nezméni. Pokud se pouZivaji jiné méfici

piistroje (bez certifikované kalibrace vyrobcem), doporucuje se provadét v pravidelnych intervalech konverzi celého rozsahu (dodatek 2).

—
-
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i) mikrostifkacky pro plynotésné ptipojeni tlakového snimace (viz odstavec 12 c)) k prostoru nad kapalinou v
lahvi (viz odstavec 12 b)) a rovnéZ pro pfidani nerozpustnych tekutych zkousenych materidlé do lahvi;

j) rukavicovy box, volitelny, aviak doporucuje se, s lehkym pretlakem dusiku.
Cinidla

13. Pouzivaji se pouze chemickd ¢inidla o Cistoté p.a. V celé zkousce by se mél pouzivat plynny dusik o vysoké
Cistoté s obsahem kysliku méné nez 5 pl/l.

Voda

14. Je-i v jakékoli fazi zapotiebi provést fedéni, pouzijte odvzdusnénou deionizovanou vodu. Analytické kontroly
této vody nejsou nutné, ale zajistéte pravidelnou tdrzbu deionizaéniho piistroje. Deionizovanou vodu pouZijte
také k piipravé zdsobnich roztokil. Pfed pfiddnim anaerobniho inokula k jakémukoli roztoku ¢i natedénému
zkousenému materialu se ujistéte, Ze neobsahuji kyslik. Provedete to bud probublavinim plynného dusiku skrz
vodu pouzivanou k fedéni (nebo skrz fedéné roztoky) po dobu 1 hodiny pied pfidanim inokula, nebo zahtatim
vody pouzivané k fedéni k bodu varu a vychlazenim na pokojovou teplotu v atmosféfe bez kysliku.

Rozkladajici kal

15. Odeberte aktivné rozklddajici kal z vyhnivaci nddrze v &istirné odpadnich vod nebo z laboratorni vyhnivaci
nadrze, kterd isti kal pochdzejici pfevdzné z domdcich odpadnich vod. Praktické informace tykajici se kalu
z laboratorni vyhnivaci nddrze naleznete jinde (11). Pokud zamyslite pouzit adaptované inokulum, je mozné
zvézit pouziti rozklddajictho kalu z &istirny primyslovych odpadnich vod. K odbéru kalu pouzijte lahve se
Sirokym hrdlem vyrobené z polyethylenu o vysoké hustoté nebo podobného materidlu, ktery se muze
roztdhnout. Napliite vzorkovaci lahve do vysky asi 1 cm od hrdla, pevné je uzavfete, nejlépe pojistnym ventilem
(odstavec 12 €)), a umistéte je do izolovanych nddob (odstavec 12 d)), aby se minimalizoval teplotni ok, dokud
se nepfemisti do inkubdtoru s teplotou udrzovanou na 35 °C + 2 °C. PH otvirdni lahvi dbejte na to, abyste
uvolnili pfetlak plynu bud opatrnym povolenim uzdvéru, nebo pomoci trojcestného tlakového ventilu (odstavec
12 €)). Nejlepsi je pouzit kal do nékolika hodin od odbéru, jinak ho uchovévejte pfi teploté 35 °C = 2 °C pod
ochrannou vrstvou dusiku po dobu az 3 dnti, kdy obvykle dochdzi k malé ztrdté aktivity.

Varovani — rozkladajici kal produkuje hotlavé plyny, které predstavuji riziko pozdru a vybuchu: rovnéz obsahuje
potencidlné patogenni organismy, proto pii manipulaci s kalem dodrzujte vhodnd bezpe¢nostni opatieni.
Z bezpecnostnich divodi nepouzivejte pro odbér kalu sklenéné nddoby.

Inokulum

16. Bezprostfedné pted pouzitim kal opatrné zamichejte a nechte ho protéci skrz sito s oky o velikosti 1 mm?
(odstavec 12 f)) do vhodné lahve (odstavec 12 g)) skrz prostor, kterym prochdzi proud dusiku. Dejte stranou
vzorek pro méfeni koncentrace celkovych suchych pevnych ¢dstic (viz napt. norma ISO 11 923 (13) nebo
odpovidajici norma EU). Obecné pouzivejte nefedény kal. Koncentrace pevnych ¢astic se obvykle pohybuje mezi
2 % a 4 % (hmotnost/objem). Zkontrolujte hodnotu pH kalu, a pokud je to nutné, upravte jina 7 £ 0,5.

ZkuSebni substrat

17. Rozpustte 10 g zivné ptdy (napf. Oxoid), 10 g kvasni¢ného extraktu a 10 g D-glukézy v deionizované vodé a
nafedte na objem 100 ml. Sterilizujte pomoc{ filtrace pfes membranovy filtr s velikost{ pérd 0,2 pm (odstavec
12(h)) a ihned pouzijte nebo uchovavejte pii teploté 4 °C maximalné 1 den.

ZkouSend chemickd latka

18. Pripravte si samostatny zdsobni roztok kazdé zkouSené chemické litky rozpustné ve vodé, ktery bude
obsahovat napiiklad 10 g/l chemické litky ve vodé zbavené kysliku (odstavec 14). Pouzijte vhodné objemy
téchto zdsobnich roztokd k piipravé reakénich smési obsahujicich odstupniované koncentrace. Alternativné si
pfipravte Fedici fadu kazdého zdsobniho roztoku tak, aby byl objem pfiddvany do kazdé zkuSebni nddoby
stejny pro kazdou pozZadovanou kone¢nou koncentraci. Hodnota pH zdsobnich roztokt by se méla v ptipadé
potieby upravit na 7 £ 0,2.
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19. U zkousenych chemickych latek, které nejsou dostate¢né rozpustné ve vodé, nahlédnéte do normy ISO 10 634
(12) nebo odpovidajici normy EU. Je-li tfeba pouzit organické rozpoustédlo, vyhnéte se rozpoustédlim, jako je
chloroform a tetrachlormethan, o nichz je zndmo, Ze silné inhibuji produkci methanu. Ve vhodném tékavém
rozpoustédle, napiiklad acetonu ¢i diethyletheru, pfipravte roztok chemické litky nerozpustné ve vodé o
piislusné koncentraci. Pozadované objemy roztoku rozpoustédla pfidejte do prazdnych zkuSebnich nadob
(odstavec 12 b)) a pted ptiddnim kalu nechte rozpoustédlo odpafit. Pro jiné zpiisoby osetfeni pouZijte normu
ISO 10 634 (12) nebo odpovidajici normu EU, avSak méjte na pameéti, Ze surfaktanty pouzivané k vyrobé
emulzi mohou pisobit inhibiné na anaerobni produkci plynt. Pokud se domnivéte, Ze ptitomnost
organickych rozpoustédel a emulzifikitort vede k nahodilym chybdm, méla by se zkousend chemicka latka
pfidat ptimo do zku$ebni smési jako prasek nebo tekutina. Tékavé chemické latky a kapalné zkousené chemické
litky nerozpustné ve vodé je mozné vstitknout do inokulovanych sérovych lahvi pomoci mikrostiikacek
(odstavec 12(i)).

20. Pridejte zkousené chemické latky do lahvi v takovych mnoZstvich, abyste ziskali geometrickou posloupnost
koncentraci, napt. 500 mg/l, 250 mg/l, 125 mg/l, 62,5 mg/l, 31,2 mg/l a 15,6 mg/l. Neni-li zndm rozsah
toxicity u podobnych chemickych latek, provedte nejprve pfedbéznou orientaéni zkousku k nalezeni vhodného
rozmez{ koncentraci, pfi niZ pouzijete koncentrace 1 000 mg/l, 100 mg/l a 10 mg/l.

Referen¢ni chemicka latka

21. Piipravte vodny roztok 3,5-dichlorfenolu (10 g/l) postupnym pfiddvinim minimalniho mnozstvi 5 mol/l
roztoku hydroxidu sodného k pevné latce za neustdlého tiepani, dokud se latka nerozpusti. Poté roztok dopliite
fedici vodou zbavenou kysliku (odstavec 14) na pozadovany objem; rozpousténi muiZete usnadnit pomoci
ultrazvukové ldzné. Je mozné pouzit jiné referen¢ni chemické latky, pokud u nich bylo zjisténo primérné
rozmez{ hodnot ECs, v alespon tfech zkouskich s rliznymi inokuly (z rdznych zdroji nebo rtiznych casii
odbéru).

RUSIVE VLIVY | CHYBY

22. Nékteré slozky kalu by mohly pravdépodobné reagovat s potencidlnimi inhibitory, a ¢init je tak nedostupnymi
pro mikroorganismy, coz by vedlo k nizké nebo zddné inhibici. Také pokud jiz kal obsahuje chemickou latku,
kterd ptsobi inhibi¢né, doslo by k chybnym vysledkam, pokud by se tato chemicka latka podrobila zkousce.
Kromé téchto moznosti byla identifikovana fada faktord, které mohou vést k chybnym vysledkam. Tyto faktory
jsou uvedeny v dodatku 3 spolu s metodami pro vylouceni ¢i alespon sniZeni chyb.

POSTUP ZKOUSKY

23. Pocet potiebnych opakovéni zdvisi na pozadovaném stupni presnosti ukazateld inhibice. Pokud si uzavéry lahvi
uchovaji dostate¢nou plynotésnost po celou dobu zkousky, zalozte pouze jednu sadu (alespori tii lahve)
zkuSebnich lahvi pro kazdou pozadovanou koncentraci. Stejné tak zaloZte jednu sadu lahvi s referen¢ni
chemickou latkou a jednu sadu kontrol. Pokud jsou viak uzavéry lahvi spolehlivé jen pii jednom nebo pfi
nékolika malo propichnutich, zalozte sadu (napt. tif lahvi) zkuSebnich lahvi pro kazdy interval (t), pro ktery
jsou pozadovany vysledky, pro vSechny koncentrace zkousené chemické latky, jez se maji testovat. Stejné tak
zaloZte sady lahvi ,t* pro referen¢ni chemickou latku a pro kontroly.

24. Doporuluje se pouzit rukavicovy box (odstavec 12 j)). Nejméné 30 minut pfed zahdjenim zkousky spustte
proudéni plynného dusiku skrz rukavicovy box obsahujici veskeré nezbytné pomdcky. Ujistéte se, Ze teplota
kalu se béhem manipulace s lahvemi a uzavirani lahvi pohybuje v rozmezi 35 °C £ 2 °C.

Piedbéznd zkouska

25. Neni-li aktivita kalu zndma, doporucuje se provést piedbéznou zkousku. Pfipravte kontroly obsahujici pevné
Castice v koncentraci naptiklad 10 gfl, 20 g/l a 40 g/l a substrat, aviak nepfidavejte do nich Zddnou zkousenou
chemickou ldtku. Rovnéz pouzijte rtizné objemy reakéni smési, abyste ziskali tii nebo &tyfi rizné poméry
objemu prostoru nad kapalinou k objemu kapaliny v lahvi. Z vysledkti objemt plynti vyprodukovanych pfi
raznych casovych intervalech zvolte nejvhodngjsi podminky, které umozni dvé méfeni denné a vedou k
produkci vyznamného objemu plynu a rovnéz umozni kazdodenni uvolnéni tlaku p#i optimdlni citlivosti (') bez
nebezpedi vybuchu.

(") To se tykd experimentélniho uspofddani a experimentélnich podminek, kdy lze objem vyprodukovaného plynu — ze slepych kontrol a
z nadob vykazujicich 70-80 % inhibici — odhadnout s pfijatelnou statistickou chybou.
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Pfiddni zkouSenych chemickych litek

26. Ve vodé rozpustné zkousené chemické latky ptidejte do prazdnych zkusebnich nddob (odstavec 12 b)) ve formé
vodnych roztokt (odstavec 18). Pro kazdou koncentraci z daného rozmezi pouzijte sadu alesponn tif lahvi
(odstavec 20). V ptipadé nerozpustnych a $patné rozpustnych zkousenych chemickych latek vstiiknéte roztoky
téchto latek v organickych rozpoustédlech pomoci mikrostitkacky do prdzdnych nddob, abyste ziskali sady
opakovani pro kazdou z péti koncentraci zkousené chemické ldtky. Rozpoustédlo odpaite vedenim proudu
plynného dusiku po povrchu roztokd ve zkusebnich lahvich. Nerozpustné pevné chemické latky mdzete pridat
do zkusebnich nddob také ptimo jako odvaZend mnozZstvi pevné latky.

27. Pokud se nerozpustné a ve vodé $patné rozpustné tekuté zkouSené chemické ldtky nepfiddvaji pomoci
rozpoustédla, pfidejte je do zkuSebnich nddob piimo pomoci mikrostiikacky po pfidani inokula a zkusebniho
substratu (viz odstavec 30). Stejnym zptsobem lze pfidat tékavé zkouSené chemické latky.

Pfiddni inokula a substritu

28. Michejte vhodny objem procezeného rozkladajictho kalu (viz odstavec 16) v 5litrové lahvi (odstavec 12 g)) za
soucasného proudéni plynného dusiku prostorem nad kapalinou v lahvi. Promyvejte zkuSebni lahve obsahujici
vodny roztok zkouSené chemické latky nebo roztok zkousené chemické latky s odpafenym rozpoustédlem
proudem plynného dusiku po dobu asi dvou minut, abyste odstranili vzduch. Rozdélte alikvotni dily, napf.
objemy 100 ml, dobfe promichaného kalu do zkusebnich niddob pomoci pipety s dlouhou 3pickou nebo
odmérného vilce. Je nezbytné naplnit pipetu pfesnym objemem pozadovaného kalu v jediném kroku, protoze
pevné Castice kalu se snadno usazuji. Pokud naberete vice, vyprazdnéte pipetu a za¢néte znovu.

29. Poté za stdlého promyvani dustkem pfidejte dostatecné mnozZstvi roztoku substratu (odstavec 17), abyste dosdhli
koncentrace 2 g/l jak Zivné pudy, tak kvasni¢ného extraktu a D-glukézy ve smési. Nize je uveden piklad pro
zkusebni sady.

Kone¢nd hmot- Objem zkousené chemické latky Cinidla a média
nostni koncen- (ml) (ml)
trace zkousené
chemické latky ve y . y .
zkusebnich lah- Zasc;bliloro/zltok Zascg})ani r(;lz tok Redici voda Inokulum Substrét
vich 3 J g odst. 14 odst. 16 odst. 17
odst. 18 odst. 18
(mg/h
0 — 0 1,0 100 2
1 — 0,1 0,9 100 2
3,3 — 0,33 0,67 100 2
10 0,1 — 0,9 100 2
33 0,33 — 0,67 100 2
100 1,0 — 0 100 2
Celkovy objem lahve = 160 ml. Objem kapaliny = 103 ml
Objem plynu = 57 ml nebo 35,6 % celkového objemu.

30. Obdobné dostatené promyjte plynnym dusikem prdzdné zkuSebni nddoby pro manipulaci s tékavou nebo

nerozpustnou tekutou zkousenou chemickou litkou (viz odstavec 27).
Kontroly a referen¢ni chemickd litka
31. Pripravte sady lahvi alespon po tiech kusech, které obsahuji pouze kal a substrdt a budou slouzit jako kontroly.

Pripravte dalsi lahve pro opakovdni obsahujici kal a substrdt a dostatecné mnozstvi zdsobniho roztoku
referen¢ni chemické latky 3,5-dichlorfenolu (odstavec 21) vedouci k vysledné koncentraci 150 mg/l. Tato
koncentrace by méla inhibovat produkci plynt asi o 50 %. Alternativné vytvoite fadu koncentraci referen¢ni
chemické latky. Kromé toho pfipravte navic Ctyfi lahve na méfeni pH, které obsahuji kal, vodu zbavenou
kysliku a substrdt. Do dvou lahvi pfidejte zkouSenou chemickou latku v nejvyssi zkousené koncentraci a do
zbyvajicich dvou lahvi vodu zbavenou kysliku.
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32. Ujistéte se, Ze viechny lahve — se zkousSenou a referen¢ni chemickou litkou a kontroly — obsahuji stejny objem
(V) kapaliny. Pokud je to t¥eba, dopliite na poZadovany objem deionizovanou vodou zbavenou kysliku
(odstavec 14). Objem prostoru nad kapalinou v lahvi by se mél nachdzet v rozmezi 10 % az 40 % objemu
lahve, pfi¢emz skute¢ny objem se vybere na zdkladé daji ziskanych pfi predbézné zkousce. Po pfiddni vSech
slozek do lahvi odstranite jehlu pfivadéjici plyn a uzaviete kazdou z lahvi pryZzovou zitkou a hlinikovou zitkou
(odstavec 12 b)), pficemz zdtku navlhCete kapkou deionizované vody pro usnadnéni jejtho zavedeni.
Promichejte obsah kazdé lahve protfepanim.

Inkubace lahvi

33. Premistéte lahve do inkubétoru s termostatem, pokud mozno vybaveného tiepackou, s teplotou udrzovanou na
hodnoté 35 °C = 2 °C. Lahve se inkubuji ve tmé. Po uplynuti asi 1 hodiny vyrovnejte tlak v lahvich na
atmosféricky tlak zavedenim injek¢ni jehly pfipojené k tlakoméru (odstavec 12 c)) skrz zdtku kazdé lahve,
oteviete ventil a pockejte, dokud hodnota tlaku naméfend tlakomérem neklesne na nulu. Nakonec ventil
zavrete. Jehla by se méla zavddét pod dhlem 45°, aby se zabranilo tniku plynu z lahvi. Pokud se lahve inkubuji
bez tiepacky, protiepejte je manudlné dvakrat denné kazdy den béhem celého inkubaéniho obdobi, aby systém
dosdhl rovnovdhy. Lahve inkubujte a obratte je dnem vzhiru, aby se zabrdnilo tniku plynu skrz septum.
Obrdceni viak neni vhodné v pfipadé nerozpustnych zkousenych chemickych latek, které mohou pfilnout ke
dnu lahve.

Méfeni tlaku

34. Kdyz lahve dosdhnou teploty 35 °C + 2 °C, zméfte a zaznamenejte pH obsahu dvou ze Ctyt lahvi pfipravenych
pro tento Gcel a obsah zlikvidujte. Zbyvajici lahve dile inkubujte ve tmé. Béhem ndasledujicich 48 az 72 hodin
méfte a zaznamendvejte tlak v lahvich dvakrat denné, a sice zavedenim jehly tlakoméru skrz zdtku do kazdé
lahve (postupné). Jehlu mezi jednotlivymi méfenimi osuste. P méfeni udriujte vSechny ¢asti lahve pfi
inkubacni teploté a proved'te méfeni co moznd nejrychleji. Nechte hodnotu tlaku zobrazenou na tlakoméru, aby
se ustdlila, a zaznamenejte ji. Poté oteviete ventil pro ventilaci, a kdyz tlak klesne na nulu, zaviete ho. Ve
zkousce pokracujte obvykle po dobu 48 hodin od doby prvniho vyrovnani tlaku, kterd se oznacuje jako ,cas 0.
Pocet méfeni a ventilaci by se mél u tékavych chemickych latek omezit na jedno (na konci inkubace) ¢i dvé, aby
se minimalizovaly ztraty zkousené chemické latky (10).

35. Pokud se na tlakoméru zobrazi zdpornd hodnota tlaku, ventil neotvirejte. Nékdy se v injekéni jehle a trubici
nahromadi vlhkost, o ¢emz svéd¢i mald zdpornd hodnota tlaku zobrazend na tlakoméru. V takovém ptipadé
jehlu odstrarite, protiepejte trubici, osuste papirovou utérkou a pfipojte novou jehlu.

Méfeni pH

36. Po poslednim méfeni tlaku zméfte a zaznamenejte pH obsahu kazdé lahve.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Vyjddfeni vysledki

37. Vypocitejte soucet a primér zaznamenanych tlakd v kazdém casovém intervalu pro kazdou sadu opakovéani
(lahvi) a vypocitejte stfedni kumulativni thrnny tlak plynu pro kazdy casovy interval pro kazdou sadu
opakovani. Stfedni kumulativni produkci plynu (Pa) v kontrolnich, zkusebnich a referen¢nich lahvich vyneste do
grafu jako funkci Casu. V linedrni ¢dsti vynesené kfivky zvolte ¢as, obvykle 48 hodin, a vypocitejte procento
inhibice (I) pro kazdou koncentraci z rovnice [1]:

I=(1-P/P)x 100 [1],

kde

I = procento inhibice v %;

P, = tlak plynu vyprodukovaného zkousenym materidlem ve vybranou dobu v Pascalech (Pa);
P, = tlak plynu vyprodukovaného kontrolou ve stejnou dobu v Pascalech (Pa);
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Je vhodné sestrojit oba grafy, tj. vynést inhibici (I) jako funkci koncentrace a rovnéz logaritmu koncentrace, aby
bylo mozné zvolit kiivku, kterd se vice bliZi linearité. Z kfivky, kterd se vice bliZ{ linearité, stanovte hodnotu

~evs

chemické latky v mg chemické latky na g celkové suché hmotnosti pevnych ¢dstic. K ziskdni této koncentrace
vydélte objemovou koncentraci (mgfl) chemické litky objemovou koncentraci pevnych ¢dstic kalu (gf])
(odstavec 16).

38. Vypocitejte bud procento inhibice dosazené pouzitim jediné koncentrace referenéni chemické latky, nebo EC,,,
pokud byl zkouman dostate¢ny pocet koncentraci.

39. Prepocitejte stiedni tlak plynu vyprodukovaného v kontrole P, (Pa) na objem pomoci vztahu ke kalibra¢ni kiivce
tlakoméru (dodatek 2) a z této hodnoty vypocitejte vytézek plynu, vyjadieny jako objem vyprodukovany za
48 hodin ze 100 ml nefedéného kalu pfi koncentraci pevnych ¢dstic 2 % (20 gfl) az 4 % (40 g/l).

Kritéria platnosti

40. Vysledky z mezilaboratorniho hodnoceni ISO (5) ukédzaly, Ze referen¢ni chemickd latka (3,5-dichlorfenol)
zpusobila 50 % inhibici produkce plynu v rozmezi koncentraci od 32 mg/l do 510 mg/l, se stfedni hodnotou
153 mg/l (odstavec 10). Tento interval je tak velky, Ze pevné meze inhibice nelze spolehlivé nastavit jako
kritéria platnosti. Mélo by to byt mozné, pokud dalsi vyvoj povede k produkci vice konzistentnich inokul.
Hodnoty objemu plynu vyprodukovaného v kontrolnich lahvich za 48 hodin se pohybovaly od 21 ml/g susiny
kalu do 149 ml/g (stfedni hodnota 72 ml/g). Mezi objemem vyprodukovaného plynu a odpovidajici hodnotou
EC,, nebyl Zddny zjevny vztah. Kone¢nd hodnota pH se pohybovala mezi 6,1 a 7,5.

41. Zkouska se povaZuje za platnou, kdyZ se v referen¢ni kontrole obsahujicf 150 mg/l 3,5-dichlorfenolu dosdhne
inhibice vyssi nez 20 %, ve slepé kontrole se vyprodukuje vice nez 50 ml plynu na g susiny a hodnota pH se na
konci zkousky pohybuje v rozmezi od 6,2 do 7,5.

Zavérecna zprava

42. Zavéretnd zprava musi obsahovat tyto Udaje:
Zkousend chemickd ldtka
— obecny ndzev, chemicky ndzev, ¢islo CAS, strukturni vzorec a relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti,
— (istota zkousené latky (obsah necistot).
Zkusebni podminky
— objemy kapaliny ve zku$ebnich nddobach a prostoru nad n,
— popis zkusebnich nddob a méfeni plynu (napt. typ tlakoméru),

— aplikace zkouSené chemické latky a referen¢ni chemické latky na zkuSebni systém, pouzité zkusebni
koncentrace a pouziti jakychkoli rozpoustédel,

— podrobné tdaje o pouzitém inokulu: jméno Cistirny odpadnich vod, popis zdroje ¢isténé odpadni vody
(napf. provozni teplota, doba retence kalu, pfevazné domdci odpadni vody nebo primyslovy odpad atd.),
koncentrace pevnych castic, produkce plyntt v anaerobni vyhnivaci nadrzi, pfedchozi expozice ¢ moznd
pfedbéznd adaptace na toxické chemické latky nebo misto odbéru bahna, sedimentu atd.,

— inkubaéni teplota a rozmezi,

— pocet opakovini.
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Vysledky
— hodnoty pH na konci zkousky,
— vSechna data naméfend v nddobdch se zkouSenou chemickou ldtkou, referen¢ni chemickou litkou a slepou
kontrolou, podle potteby (napf. tlak v Pa nebo milibarech) v tabulkové formé,
— procento inhibice v lahvich se zkouSenou a referen¢ni chemickou ldtkou a kiivky zédvislosti inhibice na
koncentraci,
— vypocitané hodnoty EC,, vyjadtené v mg/l a mg/g,
— produkce plynu na jeden gram kalu za 48 hodin,
— odavodnéni piipadného odmitnutf vysledkd zkousky,
— diskuze vysledkd, v¢etné jakychkoli odchylek od postupl této zkuSebni metody a diskuze jakychkoli
odchylek ve vysledcich zkousky zptsobenych rusivymi vlivy a chybami od toho, co by se ocekavalo,
— rovnéZ uvedte, zda bylo cilem zkousky méfit toxicitu vi¢i pfedem exponovanym, nebo pfedem neexpo-
novanym mikroorganismim.
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solids by filtration through glass-fibre filters.
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Dodatek 1
Piiklad p¥istroje k méfeni produkce bioplynu pomoci tlaku plynu
i
N\
3
OSUONNNN
4
- 3
6
Pozndmky:
1 - Tlakomér
2 — Trojcestny plynotésny ventil
3 — Injekéni jehla
4 — Plynotésny uzévér (krimpované vicko a septum)
5 - Prostor nad kapalinou v lahvi
6 — Inokulum rozklddajictho kalu

Zkusebni nadoby v prostiedi o teploté 35 °C £ 2 °C
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Dodatek 2

Pfevod hodnot naméfenych tlakomérem

Hodnoty naméfené tlakomérem lze prevést na objemy plynu pomoci standardni kfivky a z nich lze vypocitat objem
plynu vyprodukovany na jeden gram suchého kalu za 48 hodin. Tento index aktivity se pouZivé jako jedno z kritérii
pro hodnoceni platnosti vysledkt zkousky. Kalibra¢ni k¥ivka se ziskd vstitknutim zndmych objemt plynu pii teploté
35 °C £ 2 °C do sérovych lahvi obsahujicich objem vody odpovidajici objemu reakéni smési V.

— Rozdélte alikvotni dily vody o objemu V, ml udrzované pii teploté 35 °C + 2 °C do péti sérovych lahvi. Lahve
uzaviete a umistéte je do vodni lazné o teploté 35 °C £ 2 °C a nechte 1 hodinu, aby systém dosahl rovnovahy.

— Zapnéte tlakomér, pockejte, aZ se ustdli a nastavte ho na nulu.

— Zavedte injekéni jehlu skrz uzdvér jedné z lahvi, oteviete ventil, pockejte, dokud se na tlakoméru neobjevi nula, a
potom ventil zaviete.

— Zopakujte tento postup se zbyvajicimi lahvemi.

— Vstitknéte do kazdé lahve 1 ml vzduchu pii teploté 35 °C + 2 °C. Zavedte jehlu (tlakoméru) skrz uzavér jedné
z lahvi a pockejte, dokud se naméfend hodnota tlaku neustdli. Tlak zaznamenejte, oteviete ventil, pockejte, dokud
se na tlakoméru nezobrazi nula, a potom ventil zaviete.

— Zopakujte tento postup se zbyvajicimi lahvemi.
— Zopakujte cely postup se 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml, a 50 ml vzduchu.

— Vyneste do grafu ptevodni kiivku tlaku (Pa) jako funkci vstitknutého objemu plynu (ml). Odezva pfistroje je
linedrni v rozmezi 0 Pa az 70 000 Pa a 0 ml aZ 50 ml vyprodukovaného plynu.
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Dodatek 3

Zjisténé faktory, které mohou vést k chybnym vysledkim

a) Kvalita uzdvéri lahvi

Existuji rtizné druhy komer¢né dostupnych sept pro sérové lahve. Mnoho z nich, véetné sept z butylové pryze,
ztraci tésnost pii propichnuti jehlou za podminek této zkousky. Nékdy tlak po propichnuti septa injekéni jehlou
klesd velmi pomalu. Doporucuje se pouzivat plynotésnd septa, aby se zamezilo tinikiim plynu (odstavec 12 b)).

b) Vihkost v injekcni jehle

Neékdy se v injekéni jehle a trubici nahromadi vlhkost, o ¢emz svéd¢i mald zdpornd hodnota tlaku zobrazend na
tlakoméru. K ndpravé této situace jehlu odstranite, protfepejte trubici, osuste papirovou utérkou a pfipojte novou
jehlu (odstavce 12 c) a 35).

¢) Kontaminace kyslikem

Anaerobni metody vykazujici chybu v disledku kontaminace kyslikem, ktery maze zptsobit nizsi produkci plynu.
V této metodé by se méla tato moznost minimalizovat pouzitim pi{sné anaerobnich technik, v¢etné pouziti
rukavicového boxu.

d) Hrubé cdstice substrdtu v kalu

Anaerobni produkce plynu a citlivost kalu jsou ovlivnény substraty, které jsou do zkuSebnich lahvi pfeneseny
spolu s inokulem. Rozklddajici kal z domdcich anaerobnich vyhnivacich nddrzi casto jesté obsahuje rozeznatelny
materidl, jako jsou vlasy a celul6zové rostlinné zbytky, ktery znesnadnuje odbér reprezentativnich vzorkda.
Procezenim lze hruby nerozpustny materidl z kalu odstranit, a zvysit tak pravdépodobnost odbéru reprezenta-
tivnich vzorka (odstavec 16).

e) Tékavé zkousené chemické litky

Tékavé zkousené chemické litky se budou uvolovat do prostoru nad kapalinou ve zkuSebnich lahvich. Tato
skutecnost muze vést ke ztrdté casti zkouSeného materidlu ze systému béhem ventilace po méfenich tlaku a k
ziskdni falesné vysokych hodnot EC,, Tuto chybu lze snizit volbou vhodného poméru objemu prostoru nad
kapalinou vici objemu kapaliny a neprovadénim ventilace po méfenich tlaku (10).

f) Nelinearita produkce plynu

Pokud graf stfedni kumulativni produkce plynu jako funkce doby inkubace nemd pfiblizné linedrni prabéh v
intervalu 48 hodin, mtiZe se presnost zkousky snizit. Odstranéni tohoto nedostatku Ize docilit pouzitim rozklada-
jictho kalu z jiného zdroje a/nebo pfiddnim zvySené koncentrace zkusebniho substritu — Zivné piidy, kvasni¢ného
extraktu a glukézy (odstavec 29).
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Dodatek 4

PouZiti na environmentdlni vzorky s nizkou koncentraci biomasy — anaerobni bahna, sedimenty
atd.

UvoD

A.1  Obecné plati, ze specifickd mikrobidlni aktivita (objem plynu vyprodukovaného na gram susiny) pfirozené se
vyskytujicich anaerobnich bahen, sedimentd, pid atd. je mnohem niZ$i neZ aktivita anaerobniho kalu
ziskaného z odpadnich vod. Proto je tfeba zménit nékteré experimentdlni podminky, pokud se maji méfit
inhibi¢ni G¢inky chemickych litek na tyto méné aktivni vzorky. U téchto méné aktivnich vzorkd jsou mozné
dva obecné zptisoby provedeni zkousky:

a) provést modifikovanou pfedbéZnou zkousku (odstavec 25) s nefedénym vzorkem bahna, pidy atd. pti

teploté 35 °C + 2 °C nebo pfi teploté mista odbéru vzorku, chceme-li dosahnout pfesngjsi simulace (stejné
jako v €asti 1 normy ISO 13 641);

b) nebo provést zkousku s fedénym vzorkem (1:100) kalu z vyhnivaci nddrze za Gcelem simulace nizké
aktivity o¢ekdvané u vzorku prostfedi, aviak pii teploté udrzované na 35 °C = 2 °C (stejné jako v Casti 2
normy ISO 13 641).

A2  Moznost a) lze provést podle zde popsané metody (odpovidajici ¢dsti 1 normy ISO 13 641), avsak je tieba
provést predbéznou zkousku (odstavec 25) ke zjisténi optimdlnich podminek, pokud jiZ nejsou znimy
z ptedchozich zkousek. Vzorek bahna nebo sedimentu by se mél dikladné promichat, napt. v michacce, a je-
li to nutné, nafedit malym mnozZstvim odvzdusnéné vody (odstavec 14), aby byl dostate¢né tekuty pro pienos
pipetou s dlouhou $pickou nebo odmérnym vélcem. Pokud se md za to, Ze ve vzorku mohou chybét Ziviny,
je mozné vzorek bahna odstfedit (za anaerobnich podminek) a resuspendovat v minerdlnim médiu
obsahujicim kvasni¢ny extrakt (A.11).

A.3  Moznost b). Tato moznost pfiméfené napodobuje nizkou aktivitu environmentélnich vzorkd, avsak chybi pfi
nf vysokd koncentrace suspendovanych pevnych ¢astic piftomnych v téchto vzorcich. Uloha téchto pevnych
Castic pii inhibici neni zndma, avSak je mozné, Ze by reakce mezi zkouSenymi chemickymi litkami a
slozkami bahna a rovnéz adsorpce zkousenych chemickych latek na pevné &stice mohly vést ke sniZeni
toxicity zkousené chemické latky.

A4 Teplota je dalsim dilezitym faktorem: k dosazeni pfesné simulace by se mély zkousky provadét pti teploté
mista odbéru vzorku, protoze je zndmo, Ze rizné skupiny bakteridlnich spolecenstev produkujicich methan
jsou aktivn{ pfi riznych teplotnich rozmezich, a sice termofilové pii teploté ~30-35 °C, mezofilové pti 20-
25 °C, a psychrofilové pfi < 20 °C, coz muze vést k riznym inhibi¢nim vzorcim.

A.5 Doba trvini. V obecné zkousce, ¢dsti 1, pouzivajici nefedény kal, byla produkce plynu za 2-4 dny vidy
dostate¢nd, zatimco v ¢asti 2 se stokrdt fedénym kalem bylo za toto obdobi v okruznim testu vyprodukovino
nedostatecné ¢i zddné mnoZstvi plynu. Madsen et al. (1996) pii popisu této druhé zkousky uvadi, Ze je tieba
vyckat alespoi 7 dni.

Zkouska pfi nizké koncentraci biomasy (moZnost b)

Mély by se provést ndsledujici zmény a tpravy, které pfidavaji ¢i nahrazuji nékteré stdvajici odstavce a
pododstavce hlavniho textu.

A6 Vodstavci 6 se dopliuje: Podstata zkousky;

,Tato technika se miZe pouzit s anaerobnim kalem nafedénym 1:100, ¢astecné proto, aby se simulovala nizkad
aktivita bahen a sedimentd. Inkubaéni teplota miize byt bud 35 °C, nebo odpovidat teploté mista, z néhoz byl
vzorek odebran. ProtoZe bakteridlni aktivita je mnohem niZ$i nez v nefedéném kalu, méla by se inkubaéni
doba prodlouzit alespoil na 7 dni.*

A7 Vodstavci 12 a) se dopliiuje:

Jinkubétor by mél byt schopen provozu pfi teplotich klesajicich az k 15 °C.



1.3.2016 Utedn véstnik Evropské unie L 54/151
A.8  Za odstavec 13 se pfiddva dalii ¢inidlo:
kyselina fosfore¢nd (H,PO,), 85 % (hmot.) vodny roztok.
A9  Na konec odstavce 16 se dopliuje:
,Ve zkousce pouzijte kone¢nou koncentraci 0,20 + 0,05 g/l celkové susiny.
A.10 Odstavec 17 Zkusebni substrat:
Tento substrdt se nepouZivd, nybrz se nahrazuje kvasni¢nym extraktem (viz odstavce 17, A.11, A.12. A.13).
A.11 K nafedéni anaerobniho kalu je tfeba minerdlni médium obsahujici stopové prvky a pro usnadnéni se k

tomuto médiu pfidd organicky substrat, jimzZ je kvasni¢ny extrakt.
Za odstavec 17 se vklada novy odstavec, ktery zni

,a) ZkuSebni minerdlni médium s kvasni¢nym extraktem.

Pfipravi se z 10ndsobné koncentrovaného zkusebniho média (odstavec 17 b); A.12) s roztokem stopovych
prvkd (odstavec 17 c); A.13). Pouzijte Cerstvé dodany nonahydrat sulfidu sodného (odstavec 17 b); A.12)
nebo ho pted pouzitim namocte a vysuste, aby bylo zajisténo, ze ma dostatetnou redukéni kapacitu.
Pokud se zkouska provadi bez pouziti rukavicového boxu (odstavec 12 j)), méla by se koncentrace sulfidu
sodného v zdsobnim roztoku zvysit na 2 g/l (z 1 gfl). Sulfid sodny lze rovnéz z vhodného zdsobniho
roztoku ptidat skrz septum uzavienych zkusebnich lahvi (nebot tento postup snizuje riziko oxidace) k
dosazeni konecné koncentrace 0,2 g/l. Alternativné je mozné pouzit citrdt titanity (odstavec 17 b)).
Pridejte ho skrz septum uzavienych zkusSebnich lahvi, abyste ziskali koncentraci 0,8 mmol/l az 1,0 mmol/
1. Citrat titanity je vysoce u¢inné redukéni ¢inidlo o nizké toxicité, které se pfipravuje timto zptsobem:
Rozpustte 2,94 g citrdtu sodného dihydritu v 50 ml fedici vody zbavené kysliku (odstavec 14) (vznikne
roztok 200 mmol[l) a pfidejte 5 ml roztoku chloridu titanitého (15 g/100 ml vody). Roztok pomoci
uhli¢itanu sodného neutralizujte na pH 7 £ 0,5 a pfelijte do vhodné sérové lahve pod proudem plynného
dusiku. Koncentrace citratu titanitého v tomto zdsobnim roztoku je 164 mmol/l. Zkusebni médium ihned
pouzijte, nebo ho uchovavejte pfi teploté 4 °C maximdlné po dobu 1 dne.

A.12 b) Desetindsobné koncentrované zkusebni médium pfipravené z téchto latek:

Al3 ¢

bezvody dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,) 2,7¢
hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO,) 44¢
(nebo 11,2 g dodekahydrétu) 53¢
chlorid amonny (NH,Cl)

dihydrét chloridu vdpenatého (CaCl, - 2H,0) 0,75¢
hexahydrat chloridu manganatého (MgCl, - 6H,0) 10¢g
tetrahydrat chloridu Zeleznatého (FeCl, - 4H,0) 02¢g
resazurin (redoxni indikétor) 0,01g
nonahydrit sulfidu sodného (Na,S - 9H,0) 10g
(nebo citrdt titanity) kone¢nd koncentrace 0,8 mmol/l az 1,0 mmol/l
roztok stopovych prvkd (viz odstavec 17 c); A.13) 10,0 ml
kvasni¢ny extrakt 100 g
Rozpustte v fedici vodé (odstavec 14) a dopliite na objem: 1 000 ml

Roztok stopovych prvki piipraveny z téchto latek:
tetrahydrdt chloridu manganatého (MnCl, - 4H,0) 05¢g

kyselina orthoboritd (H,BO,) 0,05¢
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chlorid zine¢naty (ZnCl,) 0,05¢
chlorid médnaty (CuCl,) 0,03 ¢
dihydrat molybdenanu sodného (Na,MoO, - 2H,0) 0,01g
hexahydrat chloridu kobaltnatého (CoCl, - 6H,0) 10¢g
hexahydrat chloridu nikelnatého (NiCl, - 6H,0) 01g
selenicitan sodny (Na,SeO,) 0,05¢
Rozpustte v fedici vodé (odstavec 14) a dopliite na objem: 1 000 ml'

A.14 Odstavec 25: Piedbéznd zkouska

Je nezbytné provést pfedbéznou zkousku zptisobem popsanym v odstavci 24 s tim rozdilem, Ze koncentrace
pevaych ¢astic v kalu by méla byt stokrat nizsi, to jest 0,1 g/, 0,2 g/l a 0,4 g/l. Inkubace by méla trvat
alespot 7 dni.

Pozndmka: V okruznim testu (5) byl objem prostoru nad kapalinou pfili§ vysoky, ¢inil 75 % celkového
objemu; mél by se pohybovat v doporuc¢eném rozmezi 10 %-40 %. Pfislusnym kritériem je skutecnost, Ze
objem vyprodukovaného plynu pii pifiblizné 80 % inhibici by mél byt méfitelny s pfijatelnou pfesnosti (napf.
£5%a7 £ 10 %).

A.15 Odstavce 26 az 30: Pfiddni zkousené chemické latky, inokula a substratu.

Priddni se provede stejnym zptisobem, jaky je popsdn v téchto odstavcich, aviak roztok substritu (odstavec
17) se nahradi zkuSebnim médiem s kvasni¢nym extraktem (A.11).

Rovnéz konecnd koncentrace pevnych &stic v kalu se snizi z 2 gfl-4 g/l na 0,2 + 0,05 g/l (A.9). V tabulce
A.1 jsou uvedeny dva pifklady pfidani slozek do zkuebni smési. Tato tabulka nahrazuje tabulku v odstavci
29.

A.16 Odstavec 33: Inkubace lahvi
Protoze se ocekdvd snizend rychlost produkce plynu, provadi se inkubace po dobu alespori 7 dni.
A.17 Odstavec 34: Méfeni tlaku

Pokud je tieba zjistit objem plynné fize, pouzije se pro méfeni tlaku v prostoru nad kapalinou v lahvich
stejny postup, jaky je popsany v odstavci 34. Pokud se maji méfit celkovd mnozstvi CO, a CH,, sniZi se pH
kapalné fize na cca pH 2 vstitknutim H,PO, do kazdé piisluiné lahve a tlak se zméf{ po 30 minutdch tfepani
pii zkuebni teploté. Vice informaci o kvalité inokula vsak lze ziskat méfenim tlaku v kazdé lahvi pfed
okyselenim a po ném. Pokud je napiiklad rychlost produkce CO, mnohem vys$§i nez rychlost produkce
methanu, mize byt citlivost fermenta¢nich baktérii pozménéna a/nebo budou zkousenou chemickou latkou
pfednostné ovlivnény methanogenni baktérie.

A.18 Odstavec 36; méfeni pH

Pokud se md pouzit H,PO,, bude tieba pfipravit nékolik dalsich lahvi, do nichZ se nepfidd zddnd H,PO,,
zejména pro méfeni pH.

LITERATURA:

Madsen, T, Rasmussen, HB; and Nilsson, L (1996), Methods for screening anaerobic biodegradability and toxicity of
organic chemicals. Project No.336, Water Quality Institute, Danish Environment Protection Agency, Copenhagen.
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Tabulka A.1

Ptiklady uspofddini zkuSebnich sad ve zkousce

Normélni porad{

Slozky reakéni smési Priklad 1 Piiklad 2 LY
piidéni

Koncentrace ptipraveného inokula (g/l) 0,42 2,1 —
Objem pfidaného inokula (ml) 45 9 4
Koncentrace inokula ve zkuebnich lahvich (g/]) 0,20 0,20 —
Objem pfidaného zkusebniho média (ml) 9 9 2
Objem pfidané fedici vody (ml) 36 72
Koncentrace kvasni¢ného extraktu ve zkusebnich lah- 9,7 9,7 —
vich (g/l)
Objem zdsobniho roztoku zkousené chemické latky 3 3 1
(ml)
Celkovy objem kapaliny (ml) 93 93 —
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Dodatek 5
Definice
Pro tcely této zkusebni metody se pouziji tyto definice:

Chemickou ldtkou se rozumi litka nebo smés.

ZkouSenou chemickou latkou se rozumi jakdkoli litka nebo smés zkousend pomoci této zkuSebni metody.
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C.35. ZKOUSKA TOXICITY PRO ROD, LUMBRICULUS V SYSTEMU SEDIMENT-VODA ZA POUZITI
SEDIMENTU SE ZNAMYM PRIDAVKEM ZKOUSENE CHEMICKE LATKY

UvoD

1.  Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouSeni 225 (2007). Endobentické organismy Zivici se
sedimentem podléhaji potencidlné vysoké expozici chemickym latkdm vdzanym na sediment, a proto je tieba
jim vénovat prednostni pozornost, napf. (1, 2, 3). Mezi témito organismy Zivicimi se sedimentem hraji vodni
maélostétinatci (Oligochaeta) dalezitou roli v sedimentech vodnich systémt. Bioturbaci sedimentu a tim, Ze
slouzi jako kofist, mohou mit tito ZivoCichové velky vliv na biologickou dostupnost téchto chemickych latek
pro ostatni organismy, napf. bentivorni ryby. Na rozdil od epibentickych organismi se endobenticti vodni
mélostétinatci (napf. Lumbriculus variegatus) zavrtivaji do sedimentu a poZivaji Castice sedimentu, které se
nachdzeji pod povrchem sedimentu. Tim je zaji§téna expozice zkuSebnich organismi zkousené chemické litce
viemi moZnymi cestami pijmu (napf. kontaktem s kontaminovanymi ¢asticemi sedimentu a jejich pozitim, ale
také prostfednictvim kapildrni vody a vody nad sedimentem).

2. Tato zkuSebni metoda je urcena k zhodnoceni ¢inkdi dlouhodobé expozice endobentického malostétinatce
zizalice pestré (Lumbriculus variegatus; Miiller) chemickym latkdm vdzanym na sediment. Vychdz{ ze stavajicich
zavére¢nych zprav zkousek toxicity sedimentu a bioakumulace, napf. (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Metoda je popsdna
pro statické zkusebni podminky. Scéndf expozice uzity pii této zkusebni metodé spocivd v pfidani zndmého
mnozZstvi zkouené chemické latky do sedimentu (spiking). Pouziti sedimentu se zndmym piidavkem chemické
latky (spiked sediment) md simulovat sediment kontaminovany zkousenou chemickou latkou.

YYs

pfetrvavaji po dlouhd ¢asovd obdobi. Organismy %
nékolika cestami. Relativni vyznam jednotlivych cest, jimiz dochdzi k expozici, a doba nezbytnd k tomu, aby
kazdd z nich pfispéla k celkovym toxickym dw¢inktim, zdvisi na fyzikdlné chemickych vlastnostech dotéené
chemické litky a jejim konecném osudu v daném organismu. V piipadé silné adsorbujicich chemickych latek
(napt. log K, > 5) nebo chemickych litek s kovalentni vazbou na sediment mtze byt vyznamnou cestou
expozice poziti kontaminované potravy. Aby nedoslo k podcenéni toxicity takovych chemickych latek, pridd se
potrava nezbytnd pro reprodukei a rist zkuSebnich organismti do sedimentu pted aplikaci zkousené chemické
latky (11). Popisovand zkusebni metoda je dostatecné podrobnd, aby bylo mozné zkousku provést, a zdroven
umozZiiuje piizpasobeni experimentdlniho uspofdddni podminkdm v piFislusné laboratofi a rozliénym
vlastnostem zkousenych chemickych latek.

4. Zku$ebni metoda ma za cil stanovit Gcinky zkouSené chemické latky na reprodukci a biomasu zkuSebnich
organismi. Méfenymi biologickymi parametry jsou celkovy pocet piezivsich jedincii a biomasa (hmotnost
susiny) na konci expozice. Tyto tidaje se analyzuji bud pomoci regresniho modelu, ktery slouzi k odhadnuti
koncentrace, jez by vyvolala x % G¢inek (napf. ECs,, EC,5 a EC,;), nebo pouZitim testovani statistické hypotézy
ke stanoveni koncentrace bez pozorovanych tcinkd (NOEC) a nejnizsi koncentrace s pozorovanym téinkem
(LOEQ).

5. Kapitola C.27 této pFilohy ,Zkouska toxicity pro chironomidy v systému sediment-voda za pouziti sedimentu se
zndmym pridavkem zkouSené chemické latky* (6) poskytuje mnoho podstatnych a uzite¢nych podrobnych
tdaji pro provadéni zde uvddéné zkuSebni metody toxicity sedimentu. Tento dokument tedy slouzil jako
zdklad, na némz se vypracovaly tpravy pro provddéni zkousek toxicity sedimentu s Lumbriculus variegatus. Dals{
dokumenty, na néz se odkazuje, zahrnuji napf. Standardni pfirucku ASTM pro stanoveni bioakumulace
kontaminujicich latek vézanych na sediment bentickymi bezobratlymi (3), Metody Agentury pro ochranu
zivotntho prostfedi USA pro méfeni toxicity a bioakumulace kontaminujicich ldtek vdzanych na sediment
sladkovodnimi bezobratlymi (7) a Standardni pF{rucku ASTM pro sbér, uchovavani, charakterizaci sedimentd
pro toxikologické zkousky a manipulaci s nimi a vybér vzorkovacli pouzivanych pro sbér bentickych
bezobratlych (12). Dal$imi ddlezitymi zdroji informaci pro vypracovdni tohoto dokumentu byly praktické
zkusenosti ziskané béhem okruzniho testovani této zkusebni metody ((13), zprdva o okruznim testu).

NEZBYTNE A POMOCNE INFORMACE PRO PROVEDENI ZKOUSKY

6. Pied zahdjenim studie je tfeba ziskat informace o zkouSené chemické litce, jako jsou bezpe¢nostni opatfen,
spravné podminky uchovdvdni a analytické metody. Pokyny pro zkouSeni chemickych ldtek s fyzikdlné
chemickymi vlastnostmi, které ¢inf jejich zkouseni obtizné, jsou uvedeny v literatufe (14).
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7. Pred provedenim zkousky je tfeba mit o zkouSené chemické latce k dispozici tyto informace:
— obecny nazev, chemicky ndzev (nejlépe ndzev IUPAC), strukturni vzorec, ¢islo CAS, istotu,
— tlak par,
— rozpustnost ve vodé.
8.  Dile je pfed zahdjenim zkousky uzite¢né zndt tyto dopliujici informace:
— rozdélovaci koeficient oktanol-voda, K_,
— rozdélovaci koeficient organicky uhlik-voda, vyjadfeny jako K ,
— hydrolyzu,
— fototransformaci ve vodg,
— biologickou rozlozitelnost,
— povrchové napéti.

9.  Pred zahdjenim zkousky by se mély ziskat informace o ur¢itych vlastnostech sedimentu, ktery se bude pouzivat
(7). Podrobnosti naleznete v odstavcich 22 az 25.

PODSTATA ZKOUSKY

10. Zkusebni organismy v podobném fyziologickém stavu (synchronizované zptisobem popsanym v dodatku 5)
jsou vystaveny fadé toxickych koncentraci latky aplikované na sediment v systému sediment-voda. Jako médium
by se mél pouzit umély sediment a rekonstituovand voda. ZkuSebni nddoby bez ptidavku zkousené chemické
latky slouzi jako kontroly. Zkousend chemicka litka se do sedimentu ptidd hromadné pro kazdou troven
koncentrace, aby se minimalizovala variabilita mezi opakovdnimi p#i kazdé Grovni koncentrace, a ndsledné se
do zkusebnich nadob, ve kterych byly ekvilibrovany koncentrace ve vodé a sedimentu, pfidaji zkuSebni
organismy (viz odstavec 29). ZkuSebn{ organismy se vystavi systému sediment-voda na dobu 28 dnti. Vzhledem
k nizkému obsahu Zivin v umélém sedimentu by se mél sediment doplnit zdrojem potravy (viz odstavce 22 az
23 a dodatek 4), aby se zajistilo, Ze organismy porostou a budou se mnozit za kontrolovanych podminek.
Timto zpusobem je zajidténo, Ze jsou organismy vystaveny chemické litce prostiednictvim vody, sedimentu a
rovnéZ potravy.

11. Upfednostiiovanym cilovym ukazatelem tohoto typu studie je EC,_ (napf. ECy,, EC,; a EC,,; G¢innd koncentrace
ovlivitujici x % zkuSebnich organismd) pro reprodukci a biomasu v porovndni s kontrolou. Je v3ak tfeba
poznamenat, Ze vezme-li se v Gvahu vysokd nejistota nizké EC, (napf. EC,,, EC,,) s extrémné vysokymi 95 %
intervaly spolehlivosti (napf. (15)) a statistickd sila vypocitand béhem testovani hypotézy, povazuje se za nejpri-
kazngjsi cilovy ukazatel hodnota EC,,. Kromé toho je mozné vypocitat koncentraci bez pozorovanych aéinka
(NOEC) a nejnizsi koncentraci s pozorovanym tcinkem (LOEC) pro biomasu a reprodukci, pokud uspofddani
zkousky a data tyto vypocty podporuji (viz odstavce 34 az 38). Uspofadani zkousky je zdvislé na dcelu studie —
odvozen{ EC, nebo NOEC.

REFERENCNI ZKOUSKY

12. Ocekdvd se, ze chovani kontrolnich organismit dostatené prokdze schopnost laboratofe provést danou
zkousku, a pokud jsou k dispozici historickd data, opakovatelnost zkousky. Kromé toho je mozné provadét v
pravidelnych intervalech referencni zkousky toxicity s pouzitim referencni toxické litky ke stanoveni citlivosti
zku$ebnich organismil. 96hodinové referencni zkousky toxicity pouze ve vodé mohou dostatecné ukdzat
citlivost a stav zku$ebnich Zivocicht (4, 7). V dodatku 6 a ve zpravé o okruznim testu zkuSebni metody jsou
uvedeny informace o toxicité pentachlorfenolu (PCP) v uplnych zkouskdch (28denni expozice sedimentu se
zndmym piidavkem chemické latky) (13). Akutni toxicita PCP pouze ve vodé je popsdna napf. v (16). Tyto
informace je mozné pouzit k porovndni citlivosti zkusebnich organismt v referen¢nich zkouskdch s PCP jako
referen¢ni toxickou ldtkou. Jako referen¢ni toxické latky pro zkousky s L. variegatus byly doporuceny chlorid
draselny (KCI) nebo siran médnaty (CuSO,) (4, 7). Stanoveni kritérii kvality vychdzejicich z ddajt o toxicité KCl
je dosud obtizné vzhledem k nedostatku publikovanych tdajii o L. variegatus. Informace o toxicité¢ médi pro L.
variegatus jsou uvedeny v (17) az (21).
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PLATNOST ZKOUSKY

13. Ma-li byt zkouska platnd, mély by byt splnény tyto pozadavky:

— Okruzni test (13) ukdzal, Ze u druhu Lumbriculus variegatus by se mél pramérny pocet Zivych jedinct v
kazdém opakovani v kontrolach zvysit alespoii 1,8krat do konce expozice v porovndni s poctem jedinct v
kazdém opakovéni na zacatku expozice.

— pH vody nad sedimentem by se mélo nachdzet v rozmezi 6 az 9 po celou dobu zkousky.

— Koncentrace kysliku ve vodé nad sedimentem by v pribéhu zkousky neméla byt nizsi nez 30 % hodnoty
nasyceni vzduchem (air saturation value, ASV) p#i zkuSebni teploté.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Zkusebni systém

14. Doporucuji se statické systémy bez vymény vody nad sedimentem. Pokud je pomér sedimentu k vodé (viz
odstavec 15) vhodny, postali obvykle mirné provzdusiiovani k udrzeni kvality vody na pfijatelné Grovni pro
zkusebni organismy (napt. maximalizujte hladinu rozpusténého kysliku, minimalizujte hromadéni vyméska).
Semistatické nebo pratokové systémy s obc¢asnou nebo kontinudlni vyménou vody nad sedimentem by se mély
pouzivat pouze ve vyjime¢nych ptipadech, nebot se pfedpoklddd, Ze pravidelnd vyména vody nad sedimentem
ovlivni chemickou rovnovéhu (napt. dojde ke ztratdm zkousené chemické litky ze zkusebniho systému).

ZkuSebni nddoby a pfistroje

15. Expozice by se méla provddét ve sklenénych kddinkdch o objemu napt. 250 ml a priiméru 6 cm. Lze pouZit i
jiné sklenéné nddoby, ale mély by zarucit odpovidajici hloubku vody nad sedimentem a sedimentu. Do kazdé
nadoby se pfidd pfiblizné 1,5-3cm vrstva uméle vytvofeného sedimentu. Pomér hloubky vrstvy sedimentu k
hloubce vody nad sedimentem by mél byt 1:4. Nddoby by mély mit vhodny objem pro pfislusnou nésadu, tj.
pocet zkusebnich organismi pfidanych na jednotku hmotnosti sedimentu (viz rovnéz odstavec 39).

16. ZkuSebni nddoby a dal$i pfistroje, které pfichdzi do styku se zkouSenou chemickou ldtkou, by mély byt celé
zhotoveny ze skla nebo z jiného chemicky inertniho materidlu. U vSech ¢dsti zafizeni je tieba se vyhnout
pouziti materidld, které se mohou rozpoustét, absorbovat zkousenou chemickou litku nebo vyluhovat jiné
chemické litky a maji nepfiznivy ucinek na zkuSebni Zivocichy. Zafizeni, které pfijde do kontaktu se zkuSebnim
médiem, by mélo byt vyrobeno z polytetrafluorethylenu (PTFE; teflon), nerezové oceli a/nebo skla. U
organickych chemickych latek, které mohou adsorbovat na sklo, mize byt nutné pouzit silanizované sklo.
V takovych ptipadech se musi zafizeni po pouziti zlikvidovat.

ZkuSebni druh

17. ZkuSebnim druhem pouzivanym v tomto typu studie je sladkovodni madlostétinatec Lumbriculus variegatus
(Miiller). Tento druh toleruje Sirokou $kalu typl sedimentu a je Siroce pouzivan pii zkouskdch toxicity
sedimentu a bioakumulace (napft. 3, 5, 7, 9, 13, 15, 16, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35).
V zévérecné zpravé by se mél uvést ptivod zkusebnich Zivocichd, potvrzeni identity druhu (napf. (36)) a rovnéz
podminky kultivace. Identifikace druhu se nevyzaduje pred kazdou zkouskou, pokud organismy pochdzeji
z vlastni kultury.

Kultivace zkuSebnich organismi

18. Aby se zajistil dostate¢ny pocet jedincti pro provadéni zkousek toxicity sedimentd, je uZite¢né udrzovat stalou
laboratorni kulturu zku$ebnich organismil. Pokyny ohledné metod laboratorni kultivace Lumbriculus variegatus a
zdroje startovacich kultur jsou uvedeny v dodatku 5. Podrobnosti o kultivaci tohoto druhu naleznete v
literatuie (3, 7, 27).

19. Dtrazné se doporucuje zalozeni kultur jediného druhu, aby se zajistilo, Ze se zkousky provadgji s zivocichy
stejného druhu. Ujistéte se, Ze kultury, a zejména organismy pouZivané ve zkouskdch netrpi Zddnymi
viditelnymi nemocemi a abnormalitami.
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Voda

20. Jako vodu nad sedimentem se ve zkouskdch doporucuje pouzit vodu rekonstituovanou podle metody C.1 této
piilohy (37). Lze ji také pouzit pro laboratorni kultury zkuSebnich organismt (pfiprava viz dodatek 2). Je-li to
nutné, mize se pouzit piirodni voda. Vybrand voda musi mit takovou kvalitu, kterd umozni rist a reprodukci
zkusebnich druhti po dobu aklimatizace a v priibéhu fazi zkousky, aniz by vykazovaly abnormalni vzhled nebo
chovani. Bylo prokazdno, Ze Lumbriculus variegatus v tomto typu vody pfeZije, roste a mnoZi se (30), a je
zajisténa maximalni standardizace zku$ebnich a kultiva¢nich podminek. Pokud se pouzije rekonstituovand voda,
mélo by se uvést jeji sloZeni a voda by se méla pfed pouzitim charakterizovat alespont uvedenim pH, obsahu
kysliku a tvrdosti (vyjadfené jako mg CaCO,fl). Analyza vody na mikropolutanty provedend pted pouzitim
muiZe poskytnout uzite¢né informace (viz napf. dodatek 3).

21. pH vody nad sedimentem by se mélo pohybovat mezi 6,0 a 9,0 (viz odstavec 13). Pokud se ofekdva zvySend
tvorba amoniaku, povazuje se za uZite¢né udrzovat hodnotu pH v rozmezi 6,0 az 8,0. Pro zkousky napf.
slabych organickych kyselin se doporucuje upravit pH pufrovanim vody pouZivané ve zkousce, jak popisuje
napt. (16). Celkova tvrdost pfirodni vody pouzivané ve zkousce by se méla pohybovat mezi 90 a 300 mg
CaCO, na litr. V dodatku 3 jsou shrnuta dal3i kritéria pro pfijatelnou fedici vodu dle Pokynu OECD ¢. 210 (38).

Sediment

22. ProtoZe nekontaminované piirodni sedimenty z ur¢itého zdroje nemusi byt k dispozici po cely rok a ptvodni
organismy a rovnéz piitomnost mikropolutant mohou ovlivnit zkousku, mél by se radéji pouzit uméle
vytvofeny sediment (rovnéZz nazyvany rekonstituovany, artificidlni ¢i synteticky sediment). Pouziti uméle
vytvoreného sedimentu minimalizuje variabilitu zkuebnich podminek a rovnéz kontaminaci pvodni faunou.
Nize uvedeny uméle vytvofeny sediment vychdzi z umélého sedimentu dle (6), (39) a (40). Doporucuje se
pouzit ho v tomto typu zkousky (6, 10, 30, 41, 42, 43):

a) 4-5 % (hmotnost susiny) sfagnové raseliny; je dtlezité pouzit raselinu v praskové formé, stupenn rozkladu:
;stiednf’, jemné mletou (velikost ¢dstic < 0,5 mm) a suSenou pouze na vzduchu;

b) 20 £ 1 % (hmotnost susiny) kaolinitického jilu (pokud mozno s vice nez 30 % kaolinitu);

¢) 75-76 % (hmotnost susiny) kfemenného pisku (jemny pisek, velikost zrn: < 2 mm, ale > 50 % &dstic musi
byt v rozpéti 50-200 pm);

d) Deionizovand voda, 30-50 % hmotnosti susiny sedimentu, navic k suchym slozkdm sedimentu;
¢) Pridd se chemicky ¢isty uhli¢itan vdpenaty (CaCO,) pro tGpravu pH kone¢né smési sedimentu;

f) Celkovy obsah organického uhliku (TOC) v konecné smési by mél ¢init 2 % (¢ 0,5 %) hmotnosti susiny
sedimentu a je tfeba jej upravit pouzitim vhodného mnozstvi raeliny a pisku v souladu s pism. a) a c);

g) Potrava, napt. suSeny drceny list koptivy (Urtica sp., v souladu s lékdrenskymi normami, pro lidskou
spotiebu) nebo smés listu Urtica sp. v prasku s alfa-celulézou (1:1) v mnozstvi 0,4-0,5 % suché hmotnosti
sedimentu, navic k suchym slozkdm sedimentu; podrobnosti viz dodatek 4.

23. Raselina, kaoliniticky jil, potrava a pisek by mély pochdzet ze zndmého zdroje. Jako doplnék k polozce g) uvadi
kapitola C.27 této prilohy (6) alternativni rostlinné materidly, které lze pouzit jako zdroj vyzivy: dehydratované
listy moruSovniku bilého (Morus alba), jetele plazivého (Trifolium repens), Spendtu setého (Spinacia oleracea) nebo
obilovin.

24. Vybrany zdroj potravy by se mél pfidat do sedimentu pfed pfidanim zkousené chemické latky nebo béhem ngj.
Vybrany zdroj potravy by mél umoziovat alespon pfijatelnou reprodukci v kontroldch. UzZite¢né informace
by mohla poskytnout analyza umélého sedimentu nebo jeho slozek na mikropolutanty pfed pouzitim.
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Priklad pfipravy uméle vytvofeného sedimentu je popsin v dodatku 4. PFjjatelné je i smichdni suchych slozek,
pokud se prokdze, Ze po pfidini vody nad sedimentem nedochdzi k separaci slozek sedimentu (napf.
vyplavovani ¢dstic raseliny) a Ze raSelina nebo sediment jsou dostatecné kondicionovany (viz také odstavec 25 a
dodatek 4). Umély sediment by se mél charakterizovat alespoti uvedenim ptivodu slozek, distribuce velikosti zrn
(procento pisku, naplavenin a jilu), celkového obsahu organického uhliku (TOC), obsahu vody a pH. Méfeni
oxida¢né-redukéniho potencidlu je volitelné.

25. Je-li to nutné, napt. pro specifické zkusebni tcely, mohou jako zkusebni a/nebo kultiva¢ni sediment slouzit také
pfirodni sedimenty z neznecisténych mist (3). Pokud se vSak pouzije piirodni sediment, mél by se charakte-
rizovat alespont uvedenim ptivodu (mista odbéru), pH a obsahu amoniaku v kapilarni vodé, celkového obsahu
organického uhliku (TOC) a obsahu dusiku, distribuce velikosti ¢dstic (procento pisku, naplavenin a jilu) a
procentudlniho obsahu vody (7) a mél by byt prosty jakékoli kontaminace a jinych organismd, které by mohly
se zkuSebnimi organismy soutéZit nebo je lovit. Méfeni oxida¢né-redukéniho potencidlu a kationtové vyménné
kapacity je volitelné. Doporucuje se také pfirodni sediment pfed pfiddnim zndmého mnozstvi zkouSené
chemické latky kondicionovat po dobu sedmi dnii za stejnych podminek, které pfevlddaji v nasledujici zkousce.
Na konci tohoto obdobi kondicionovani by se méla voda nad sedimentem odstranit a zlikvidovat.

26. Pouzivany sediment musi mit takovou kvalitu, kterd umozni pfeziti a reprodukci kontrolnich organismii po
celou dobu expozice, aniz by vykazovaly abnormalni vzhled nebo chovini. Kontrolni jedinci by se méli zavrtat
do zemé a méli by pozirat sediment. Reprodukce v kontrolich by méla dosdhnout alespon hodnoty uvedené v
kritériu platnosti popsaném v odstavci 13. Méla by se zaznamenat pfitomnost nebo nepfitomnost pelet trusu
na povrchu sedimentu, které svéd¢i o tom, Ze organismy poziraji sediment. Tato informace muiZe byt uzite¢nd
pii interpretaci vysledkt zkousky s ohledem na cesty expozice. Dalsf informace o poZirdni sedimentu lze ziskat
pomoci metod popsanych v (24), (25), (44) a (45), které specifikuji pozirdni sedimentu nebo vybér ¢astic u
zku$ebnich organismd.

27. Postupy manipulace s pfirodnimi sedimenty pfed pouzitim v laboratofi jsou popsédny v (3), (7) a (12). Pfiprava a
uchovavani umélého sedimentu, ktery se doporucuje pouzivat ve zkouSce s Lumbriculus, jsou popsiny v
dodatku 4.

Aplikace zkouSené chemické latky

28. Zkousend chemickd latka se pfidd do sedimentu ve zndmém mnoZstvi. ProtoZze se pfedpoklddd, ze vétsina
zkousenych chemickych latek bude mit nizkou rozpustnost ve vodé, mély by se rozpustit v co nejmensim
objemu vhodného organického rozpoustédla (napf. aceton, n-hexan, cyklohexan), ¢imz se vytvoil zdsobni
roztok. Zasobni roztok by se mél nafedit stejnym rozpoustédlem k ziskdni zkusSebnich roztokd. Hlavnim
kritériem pro vybér vhodného solubiliza¢ntho ¢inidla by méla byt toxicita a tékavost rozpoustédla a
rozpustnost zkousené chemické litky ve zvoleném rozpoustédle. Pro kazdou uroveri koncentrace by se mél
pouzit stejny objem odpovidajictho roztoku. ZkouSend chemicka latka by se méla do sedimentu pfidat pro
kazdou drovenn koncentrace hromadné, aby se minimalizovala variabilita mezi opakovanimi pfislusné
koncentrace zkousené chemické latky. Kazdy ze zkusebnich roztokd se poté smisi s kiemennym piskem, jak je
popsédno v odstavci 22 (napf. 10 g kfemenného pisku na zkusebni nddobu). Zjistilo se, Ze k Gplnému nasdknuti
kfemenného pisku postacuje objem 0,20-0,25 ml na gram pisku. Poté se musi rozpoustédlo nechat do sucha
odpatit. Aby se minimalizovaly ztraty zkousené chemické latky soubéznym odpafovanim (napt. v zavislosti na
tlaku par chemické latky), mél by se pisek pokryty chemickou litkou pouzit ihned po ususeni. Suchy pisek se
smis{ s vhodnym mnozstvim uméle vytvoreného sedimentu o odpovidajici tGirovni koncentrace. P piipravé
sedimentu je nutno zohlednit pisek pochdzejici ze smési pisku se zkouSenou chemickou latkou (tj. pfi pfipravé
sedimentu by se mélo pouZzit mensi mnozstvi pisku). Hlavni vyhodou tohoto postupu je fakt, Ze se do
sedimentu nezanese prakticky Zddné rozpoustédlo (7). Dalsi moznosti, jak zkousenou chemickou ldtku pridat
do sedimentu, napf. v piipadé terénniho sedimentu, je pfidat zkousenou chemickou litku do suché a jemné
namleté &asti sedimentu zpisobem popsanym vyse pro kfemenny pisek, nebo zamichat zkousenou chemickou
litku do vlhkého sedimentu a ndsledné nechat odpafit pouzité solubiliza¢ni ¢inidlo. Je tfeba dbdt na to, aby
zkousend chemickd latka pfidand do sedimentu byla v sedimentu diikladné a rovnomérné rozlozena. Je-li tieba,
je mozné analyzovat dil¢i vzorky pro potvrzeni konecné koncentrace litky v sedimentu a stanoveni stupné
homogenity. Rovnéz muize byt uZiteCné analyzovat dil¢i vzorky zkuSebnich roztokil pro potvrzeni kone¢nych
koncentraci latky v sedimentu. ProtoZe se k naneseni zkouSené chemické latky na kfemenny pisek pouzivd
rozpoustédlo, méla by se zavést kontrola s rozpoustédlem, kterd se pfipravi se stejnym mnozZstvim rozpoustédla
jako zkuSebni sedimenty. Méla by se uvést metoda pouzitd pro pfiddni zkouSené chemické litky a diivody pro
vybér jiného konkrétntho postupu p¥idani, nez jaky je uveden vyse. Metodu pfidani Ize upravit pro fyzikdlné-
chemické vlastnosti zkouSené chemické latky, napt. aby se zabrdnilo ztritdim z divodu odpafovani (tékdni)
béhem priddvani latky nebo ekvilibrace. Dalsi pokyny pro postupy pfiddvani zkouSené chemické litky jsou
uvedeny v Environment Canada (1995) (46).
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29. Jakmile se pfipravi sediment se zndmym pidavkem zkousené chemické latky, rozdéli se do zkusebnich nddob
pro jednotlivd opakovani a prelije zkuSebni vodou, je vhodné nechat prob&hnout rozdéleni zkousené chemické
litky ze sedimentu do vodné fize (napf. 3, 7, 9). To by se mélo provddét pokud mozno za stejnych podminek
z hlediska teploty a provzdusiiovani, jaké se pouZivaji pfi zkousce. Vhodnd doba pro ustaveni rovnovahy je
specifickd pro konkrétni sediment a chemickou ldtku a muze se pohybovat v fddu hodin az dni, zfidka az
nékolika tydnt (4-5 tydnt) (napt. 27, 47). V této zkousce se necekd na dosaZeni rovnovihy, ale doporucuje se
doba ekvilibrace 48 hodin az 7 dni. Tim se minimalizuje doba pro rozklad zkouSené chemické latky. V
zdvislosti na ucelu studie, napf. pokud se maji napodobit environmentdlni podminky, je mozné nechat sediment
s pfidanou latkou stabilizovat po delsi dobu.

30. Na konci obdobi ekvilibrace by se mély odebrat vzorky alespoii vody nad sedimentem a sedimentu alespon u
nejvyssi koncentrace a niz§i koncentrace pro analyzu koncentrace zkouSené chemické litky. Tato analytickd
stanoveni zkouSené chemické litky by méla umoznit vypocet hmotnostni bilance a vyjidfeni vysledkd na
zakladé naméfenych pocatecnich koncentraci. Odbér vzorkt obecné narusuje nebo ni¢i systém sediment-voda.
Proto obvykle neni mozné pouzit stejnd opakovani pro odbér vzorku sedimentu a Zivocichtl. Je tieba pfipravit
dopliwjici ,analytické’ nddoby vhodnych rozmérti, které se oSetii stejnym zplsobem (vCetné pi{tomnosti
zkusebnich organismu), avSak nepouZiji se pro biologickd pozorovini. Rozméry nddob by se mély zvolit tak,
aby zajistovaly pozadovany pocet vzorki pro danou analytickou metodu. Podrobnosti o odbéru vzorkd jsou
uvedeny v odstavci 53.

PROVEDEN[ ZKOUSKY
Predbéznd zkouska

31. Pokud nejsou k dispozici zadné informace o toxicité zkousené chemické latky pro Lumbriculus variegatus, mize
byt uzite¢né provést predbézny experiment ke stanoveni rozmezi koncentraci, které se budou testovat v hlavni
zkousce, a k optimalizaci zkuSebnich podminek v hlavni zkousce. K tomuto ticelu se pouZije fada Siroce odstup-
fiovanych koncentraci zkousené chemické létky. Zizalice se vystavi kazdé koncentraci zkousené chemické latky
po dobu (napt. 28 dni, jako v kone¢né zkousce), kterd umoziuje odhadnout vhodné zkusebni koncentrace.
Opakovéni nejsou tieba. Béhem predbézné zkousky by se mélo pozorovat a zaznamendvat chovéni zkuSebnich
zivocichd, napiiklad vyhybéni se sedimentu, které by mohlo byt zpiisobeno zkousenou chemickou litkou a/

nebo sedimentem. V predbézné zkousce by se nemély testovat koncentrace vyssi nez 1 000 mg/kg hmotnosti
susiny sedimentu.

Hlavni zkouska

32. V hlavni zkou$ce by se mélo pouzit alespoii pét koncentraci, které se zvoli napt. na zdkladé vysledku predbézné
orientacni zkousky (odstavec 31) a zpiisobem popsanym v odstavcich 35, 36, 37 a 38.

33. Kromé zkusebnich sad se zkousce podrobi i kontrola (co se tykd opakovéni, viz odstavce 36, 37 a 38)
obsahujici vSechny slozky vyjma zkousSené chemické latky. Pokud se k aplikaci zkouSené chemické latky pouzije
solubiliza¢ni ¢inidlo, nemélo by mit Zaddny vyznamny vliv na zkuSebni organismy, coz se zjisti pomoci
dopliwjici kontroly obsahujici pouze rozpoustédlo.

Usporidani zkousky

34. Uspofadanim zkousky se rozumi vybér poctu zkuSebnich koncentraci a jejich odstupfiovéni, pocet nddob pro
kazdou koncentraci a pocet ¢ervli v kazdé nadrzi. Usporadadni pro odhad EC,, odhad NOEC a pro provedeni
limitni zkousky jsou popsdna v odstavcich 35, 36, 37 a 38.

35. Koncentrace pouzité ve zkouSce by mély pokryvat Gcinnou koncentraci (napf. EC,, EC,,, EC,)) a rozsah
koncentraci, pfi nichZz dochdzi k G¢inku zkousené chemické latky, ktery je pfedmétem zdjmu. Je tfeba vyhnout
se extrapolaci koncentraci mnohem niz8ich, neZ je nejnizsi koncentrace ovliviiujici zkuSebni organismy, nebo
nad nejvyssi testovanou koncentraci. Pokud se — ve vyjime¢nych ptipadech — takova extrapolace provede, je
tieba v zdvéretné zpravé uvést tplné vysvétleni.
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36. Pokud se md odhadnout hodnota EC,, je tieba testovat alespoii pét koncentraci a minimdlné tfi opakovani pro
kazdou koncentraci. Doporucuje se Sest opakovani pro kontrolu, nebo kontrolu s rozpoustédlem (pokud se
pouzivd), aby se zlepsil odhad variability kontroly. V kazdém p¥ipadé je vhodné, aby se pouzily dostatecné
zkudebni koncentrace umoznujici dobry odhad modelu. Koeficient rozloZeni koncentraci by nemél byt vétsi nez
dvé (vyjimku lze ucinit v pipad€, kdy ma kiivka zévislosti odezvy na koncentraci maly sklon). Pocet opakovani
pii kazdé expozici lze snizit, pokud se zvysi pocet zkuSebnich koncentraci s odezvami v rozmezi 5-95 %.
Zvyseni poctu opakovani nebo zmensen{ intervalt zkusebnich koncentraci obvykle vede k zmenseni intervalu
spolehlivosti zkousky.

37. Pokud se maji odhadnout hodnoty LOEC/NOEC, mélo by se pouzit alespoil pét zkusebnich koncentraci s
alespon ¢tyfmi opakovanimi (pro kontrolu nebo, pokud se pouzivd, kontrolu s rozpoustédlem se doporucuje
Sest opakovani, aby se zlepsil odhad variability kontroly) a koeficient rozlozeni by nemél byt vétsi nez dvé. V
dodatku 6 je uvedeno nékolik informaci o statistické sile zjisténé béhem testovani hypotézy v okruznim testu
této zkuSebni metody.

38. Pokud se neocekdvaji Zddné ucinky az do koncentrace 1 000 mg/kg suché hmotnosti sedimentu (napf. na
zékladé vysledkil predbézné orientacni zkousky) nebo pokud bude testovéni pii jediné koncentraci dostacujici
pro potvrzeni hodnoty NOEC, kterd je pfedmétem zdjmu, lze provést limitni zkousku. Ve druhém zminovaném
piipadé by mélo byt v zdvérecné zpravé uvedeno podrobné odéivodnéni pro vybér limitni koncentrace. Ucelem
limitni zkousky je provést zkousku pii dostate¢né vysoké koncentraci umoznujici osobdm s rozhodovaci
pravomoci vyloucit mozné toxické tcinky chemické latky a limit je stanoven v takové koncentraci, jejiz vyskyt
se v zddném ptipadé nepfedpoklddd. Doporucend koncentrace je 1 000 mg/kg (hmotnosti susiny). Obvykle je
pro expozici i kontroly zapotiebi alesponi Sest opakovani. V dodatku 6 je uvedeno nékolik informaci o
statistické sile zji§téné béhem testovani hypotézy v okruznim testu této zkusebni metody.

Podminky expozice

Zkugebni organismy

39. Zkouska se provadi s alespon 10 jedinci v kazdém opakovani pouzitém pro stanoveni biologickych parametrii.
Tento pocet jedinc odpovidd piiblizné 50-100 mg mokré biomasy. Za pfedpokladu obsahu susiny 17,1 % (48)
to vede k piiblizné 9-17 mg suché biomasy v kazdé nddobé. Agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi USA
(2000 (7)) doporucuje pouzit ndsadu nepievySujici pomér 1:50 (suchd biomasa: TOC). V piipadé umeéle
vytvoreného sedimentu popsaného v odstavci 22 to odpovidd pfiblizné 43 g sedimentu (hmotnosti susiny) na
10 jedinct pii obsahu TOC 2,0 % suchého sedimentu. V pfipadé, Ze se pouzije vice nez 10 jedinct na nidobu,
by se mélo podle toho upravit mnoZstvi sedimentu a vody nad sedimentem.

40. Organismy pouzité ve zkousce by mély vSechny pochdzet ze stejného zdroje a mélo by se jednat o Zivocichy v
podobném fyziologickém stavu (viz dodatek 5). Méli by se vybrat jedinci podobné velikosti (viz odstavec 39).
Doporucuje se zvazit pied zkouskou dil¢i vzorek sady ¢i zdsoby zkusebnich organismd s cilem odhadnout
stfedni hmotnost.

41. Jedinci, kteff se pouziji ve zkousce, se vyjmou z kultury (podrobnosti viz dodatek 5). Velci (dospéli) jedinci, kteff
nevykazuji zndmky neddvné fisiparie, se pfenesou do sklenénych misek (napf. Petriho misek) s ¢istou vodou.
Poté se synchronizuji zpiisobem popsanym dodatku 5. Po obdobi regenerace, které trvd 10 az 14 dni, by se
méli ve zkouSce pouzit neporuSeni, dplni jedinci podobné velikosti, kteif po jemném mechanickém stimulu
aktivné plavou nebo se plazi. Pokud se zkuSebni podminky li§i od podminek kultivace (napf. teplotou,
svételnym rezimem a vodou nad sedimentem), méla by byt k adaptaci organismii na zkuSebni podminky
dostacujici aklimatiza¢ni fize v délce napf. 24 h pii teploté, svételném reZimu a s pouZitim stejné vody nad
sedimentem jako ve zkousce. Adaptovani mélostétinatci by se méli ndhodné pfifadit do zkuSebnich nddob.

Krmeni

42. ProtoZe se potrava pfidivd do sedimentu pfed aplikaci zkousené chemické litky (nebo béhem ni), zkuSebni
organismy se jiz v priibéhu zkousky déle nepfikrmuji.
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Svétlo a teplota

43. Fotoperioda pfi kultivaci a béhem zkousky je obvykle 16 hodin (3), (7). Intenzita osvétleni by se méla udrzovat
nizkd (napf. 100-500 Ix), aby se imitovaly pfirozené podminky na povrchu sedimentu, a méla by se méfit
alespon jednou béhem obdobi expozice. Teplota by se méla udrzovat na 20 * 2 °C po celou dobu zkousky. V
jednom daném dni méfeni by rozdil teplot mezi zkuSebnimi nddobami nemél byt vyssi nez + 1 °C. ZkuSebni
nddoby by se mély umistit do zkusebniho inkubétoru nebo do prostoru, kde se zkouska provadi, ndhodnym
zpusobem, napf. aby se minimalizovalo zkresleni reprodukce v dasledku umisténi nadob.

Provzdustiovdni

44. Voda nad sedimentem ve zkuSebnich nddobdch by se méla jemné provzdusiovat (napf. 2-4 bubliny za
sekundu) pomoci Pasteurovy pipety umisténé pfiblizné 2 cm nad povrchem sedimentu, aby se minimalizovala
perturbace sedimentu. Je tfeba dbét na to, aby koncentrace rozpusténého kysliku neklesla pod 30 % hodnoty
nasyceni vzduchem (ASV). Doddvka vzduchu by méla byt regulovand, a je-li to nezbytné, upravovina alespon
jednou denné béhem pracovnich dnd.

Méfeni kvality vody

45. Ve vodé nad sedimentem by se mély méfit tyto parametry kvality vody:

Teplota: alespon v jedné zkusebni nddobé kazdé trovné koncentrace a jedné zkusebni nad-
obé kontrol jednou tydné a na zacdtku a na konci obdobi expozice. Pokud je to
mozné, lze jako dopliujici Gdaj zaznamendvat teplotu okolntho média (vzduch v
okolnim prostiedi nebo vodni ldzen), napf. v hodinovych intervalech;

Obsah rozpusténého ky- alespon v jedné zkusebni nddobé kazdé trovné koncentrace a jedné zkusebni nad-
sliku: obé kontrol jednou tydné a na zacatku a na konci obdobi expozice; vyjadien v
mg/l a % ASV (hodnota nasyceni vzduchem);

Dodévka vzduchu: méla by se kontrolovat alespori jednou denné v pracovnich dnech a v piipadé po-
tieby upravit;

pH: alespont v jedné zkusebni nddobé kazdé tirovné koncentrace a jedné zkusebni nad-
obé kontrol jednou tydné a na zacdtku a na konci obdobi expozice;

Celkovd tvrdost vody: alesponl v jednom opakovani kontrol a v jedné zkusebni nddob¢ s nejvyssi koncen-
traci na zacdtku a na konci obdobi expozice; vyjadfend v mg/ml CaCO,;

Celkovy obsah amoniaku: | alespoil v jednom opakovéni kontrol a v jedné zkuSebni nddobé kazdé tirovné
koncentrace na zacdtku obdobi expozice a poté 3 x tydné; vyjadfen v mg/l NH,*
nebo NH; nebo celkového amonného dusiku.

Pokud méfeni parametrti kvality vody vyzaduje odebrani vyznamnych vzorkii vody z nadob, miize byt vhodné
pouzit samostatné nddoby pro méfeni kvality vody, aby se neménil pomér objemu vody viici sedimentu.

Biologickd pozorovani

46. Be&hem expozice by se mély ve zkuSebnich nddobach zrakem vyhodnotit jakékoli zmény v chovéni zkusebnich
organismi (napf. vyhybdni se sedimentu, pelety trusu viditelné na povrchu sedimentu) v porovndni s
kontrolami. Pozorovani by se méla zaznamenat.
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47. Na konci zkousky se prohlédne kazdé opakovani (dopliujici nddoby ur¢ené k chemickym analyzdm lze z této
prohlidky vyloucit). Méla by se pouzit vhodnd metoda pro ziskdni vSech jedincti ze zkuSebni nidoby. Je tieba
dbat na to, aby se pfi odbéru Zddny jedinec neporanil. Jednou z moznych metod je prosit Zizalice ze sedimentu.
Lze k tomu pouzit sito z nerezové oceli o vhodné velikosti ok. Vétsina vody nad sedimentem se opatrné slije a
zbyvajici sediment a voda se protiepou, aby vznikla fidkad kase, kterou lze pfecedit pfes sito. P¥ pouZiti sita
s otvory o priméru 500 pm projde vétSina Cdstic sedimentu sitem velmi rychle, nicméné cezeni je tfeba provést
rychle, aby Zizalice nezalezly do sita ¢i neprolezly sitem. PouZiti 250pm sita zabrdni ZiZalicim zalézt do sita
nebo jim prolézt, nicméné je tfeba dbdt na to, aby na situ zistalo co nejméné ¢dstic sedimentu. Procezenou
fidkou kasi z nddoby kazdého opakovéni je mozné procedit znovu, aby se zajistilo, Ze se zachyti v§echny
zizalice. Alternativnim zptsobem by mohlo byt zahtati sedimentu umisténim zkusebnich nddob do vodni ldzné
o teploté 50-60 °C. Zizalice vylezou ze sedimentu a je mozné je sebrat z povrchu sedimentu pomoci pipety se
irokym Ustim protaZzené plamenem. Dal$im alternativnim zptisobem by mohlo byt vytvofeni Fidké kase
sedimentu a naliti této kase do mélké misky vhodné velikosti. Z tenké vrstvy fidké kase lze zkuSebni organismy
snadno vybrat pomoci ocelové jehly nebo hodindiské pinzety (pouzit radéji jako vidlicku nez klesté, aby
nedoslo k jejich poranéni) a premistit je do &isté vody. Zizalice se po vybrani z iidké kase sedimentu promyji
zkusebnim médiem a spocitaji.

48. Bez ohledu na pouzity zpusob by laboratofe mély prokdzat, Ze jejich zaméstnanci jsou schopni ziskat v
praméru nejméné 90 % organismi z celého sedimentu. Napiiklad je mozné pfidat do kontrolniho sedimentu
nebo zkusebnich sedimentt urcity pocet zkusebnich organismt a za 1 h stanovit pocet jedinct, které persondl
ze sedimentu ziskd (7).

49. Mél by se zaznamenat a vyhodnotit celkovy pocet zivych a mrtvych jedinct v kazdém opakovdni. Za mrtvé se
povazuji tyto skupiny organismi:

a) nevykazujici Zddnou reakci na jemny mechanicky stimul;
b) vykazujici zndmky rozkladu (v kombinaci s pismenem a));
) chybgjici (pocet).

Zivé organismy lze navic zatadit do jedné ze tif skupin:

a) velci dplni jedinci (dospéli) bez regenerovanych ¢asti téla;

b) dplni jedinci s regenerovanymi, svétle zbarvenymi ¢astmi téla (tj. s novou zadni ¢asti, novou pfedni ¢asti
nebo s novou zadni i pfedni ¢dsti);

¢) nedplni jedinci (tj. jedinci, ktef{ se neddvno rozdélili, a dosud jim nezregenerovaly ¢dsti téla).

Tato dodatecnd pozorovani nejsou povinnd, ale Ize je pouzit pro dopliujici interpretaci biologickych vysledki
(napiiklad vysoky pocet jedincti zafazenych o skupiny ¢ muiZe naznalovat opoZzdéni reprodukce nebo
regenerace pii dané expozici). Ddle, pokud jsou zpozorovany néjaké rozdily ve vzhledu (napt. léze pokozky,
edematézni Cdsti téla) mezi exponovanymi a kontrolnimi jedinci, mély by se zaznamenat.

50. Thned po spocitani/vyhodnoceni se Zivi jedinci nalezeni v kazdém opakovani pfenesou do suchych, ptedem
zvazenych a oznacenych misek vah (jedna pro kazdé opakovéni) a usmrti pomoci kapky ethanolu na kazdou
misku. Misky vah se poté umisti do susici trouby s teplotou nastavenou na 100 £ 5 °C, aby pfes noc vyschly, a
poté se nechaji zchladnout v desikdtoru, nasledné se zvazi a stanovi se hmotnost suiny jedince (nejlépe v g, s
piesnosti alespofi na 4 desetinnd mista).

51. Kromé celkové hmotnosti susiny je mozné stanovit hmotnost susiny bez anorganickych ¢astic zptisobem
popsanym v (49), aby se zohlednily anorganické slozky pochdzejici z pozitého sedimentu pfitomného v
travicim traktu organismd.

52. Biomasa se stanovi jako celkovd biomasa v kazdém opakovani vcetné dospélych a mladych jedincd. Mrtvi
jedinci by se pfi stanovovani biomasy v kazdém opakovani neméli brét v dvahu.
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Ovéfeni koncentraci zkousené chemické litky
Odbeér vzorkii

53. Pro chemickou analyzu zkouSené chemické litky by se mély odebrat vzorky alespori u nejvyssi koncentrace a
niz§i koncentrace, alesponi na konci fize ustavovani rovnovéhy (pfed pfidinim zkuSebnich organismil) a na
konci zkousky. Pro analyzu by se mél odebrat nejméné vzorek celkového sedimentu a vody nad sedimentem. V
kazdy odbérovy den by se mély odebrat alesponi dva vzorky pro kazdy substrat a expozici. Jeden z téchto dvou
vzorki lze uchovat jako rezervu (kterd se bude analyzovat napt. v pripadé, Ze vysledek prvni analyzy se bude
nachdzet mimo rozmez{ nomindlni koncentrace * 20 %). V ptipadé specifickych chemickych vlastnosti, napf.
ocekdva-li se rychly rozklad zkousené chemické latky, lze analyticky harmonogram upravit (napf. castéjsi odbér
vzorkd, analyza vice Grovni koncentraci) na zdkladé odborného posouzeni. Vzorky pak je mozné odebirat i
prabézné (napt. sedmy den po zahdjeni expozice).

54. Vzorek vody nad sedimentem by se mél odebrat opatrnym odlitim nebo vypusténim vody, aby se minimali-
zovala perturbace sedimentu. Mél by se zaznamenat objem vzork.

55. Poté, co byla voda nad sedimentem odstranéna, by se sediment mél homogenizovat a pfemistit do vhodné
nddoby. Zaznamena se hmotnost vzorku vlhkého sedimentu.

56. Pokud se navic vyZaduje analyza zkouSené chemické ldtky v kapilarni vod¢, mély by se homogenizované a
zvazené vzorky sedimentu odstiedit, aby se ziskala kapilirni voda. Napiiklad je mozné piiblizné 200 ml
vlhkého sedimentu naplnit do 250ml centrifuga¢nich kddinek. Poté by se mély vzorky odstfedit bez filtrace, aby
se izolovala kapilarni voda, napf. pti 10 000 + 600 x g po dobu 30-60 minut pii teploté neptesahujici teplotu
pouzitou ve zkousce. Po odstfedéni se supernatant slije nebo odpipetuje, pfi¢em?z je tfeba dat pozor, aby se do
n&j nedostaly Castice sedimentu, a objem se zaznamend. Zaznamend se hmotnost zbylé pelety sedimentu. Pokud
se v kazdém odbérovém dni stanovi hmotnost susiny sedimentu, mize to usnadnit odhad hmotnostni bilance
¢i vytézku zkousené chemické litky v systému voda-sediment. V nékterych piipadech nemusi byt mozné
provést analyzu koncentraci v kapilarni vodé, protoze vzorek je piili§ maly.

57. Neni-li mozné provést okamzitou analyzu, mély by se v§echny vzorky uchovévat vhodnym zptsobem, napt. za
podminek uchovévani doporucenych pro minimalizaci rozkladu pfislusné zkousené chemické litky (napfi.
vzorky odebrané z prostiedi se obvykle uchovavaji ve tmé pii teploté — 18 °C). Obstarejte si informace o
spravnych podminkdch uchovavani piislusné zkousené chemické latky, napf. o délce a teploté uchovévani,
extrakénich postupech atd., jesté pred zahdjenim studie.

Analytickd metoda

58. Vzhledem k tomu, Ze cely postup je uréen hlavné spravnosti, presnosti a citlivosti analytické metody pouzité
pro analyzu zkouSené chemické latky, je tfeba experimentdlné kontrolovat, Ze pfesnost a reprodukovatelnost
chemické analyzy a rovnéz vytézek zkousené chemické litky jak z vody, tak ze vzorkd sedimentu jsou pro
danou analytickou metodu dostate¢né alespori pfi nejnizi a nejvyssi zkusebni koncentraci. Rovnéz si ovéite, ze
zkousend latka neni v kontrolnich nddobach detekovatelnd v koncentracich vyssich, nez je mez kvantifikace. V
pifpadé potfeby upravte nomindlni koncentrace s ohledem na vytézky ze vzorkii sedimentu s pfidanou
chemickou latkou slouzicich ke kontrole kvality (napf. kdyz vytézky lezi mimo rozmezi 80-120 % ptidaného
mnozZstvi). Se v§emi vzorky béhem zkousky naklddejte tak, aby se minimalizovala kontaminace a ztraty (napf. v
dtsledku adsorpce zkousené chemické latky zafizenim pro odbér vzorkd).

59. Vytézek zkouSené chemické latky, mez kvantifikace a mez detekce v sedimentu a vodé by se mély zaznamenat a
uvést v zavérecné zprave.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracovani vysledkd

60. Hlavni povinné proménné odezvy ve zkousce, které se majf statisticky vyhodnotit, jsou biomasa a celkovy pocet
jedinct v kazdém opakovéni. Pipadné je mozné rovnéz vyhodnotit reprodukci (zvySeni poctu Cervil) a rist
(jako ptirastek suché biomasy). V takovém piipadé je tieba ziskat odhad hmotnosti susiny organismi na
zacitku expozice napf. méfenim hmotnosti susiny v reprezentativnim diléim vzorku skupiny synchronizo-
vanych jedinct, ktef{ se maji pouzit ve zkousce.
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61. Prestoze mortalita neni cilovym ukazatelem této zkousky, mély by se tdaje o mortalité vyhodnotit v co nejvétsi
mozné mife. Pro odhad mortality by se méli mezi mrtvé jedince zapocitat jedinci, kteif nereaguji na jemny
mechanicky stimul nebo vykazuji zndmky rozkladu, a rovnéz chybgjici jedinci. Udaje o mortalité by se mély
pfinejmensim zaznamenat a vzit v Gvahu pii interpretaci vysledkd zkousky.

62. Ucinné koncentrace by se mély vyjadiit v mglkg hmotnosti susiny sedimentu. Pokud vytézek zkousené
chemické litky naméfeny v sedimentu nebo v sedimentu a vodé nad sedimentem na zacdtku expozice lezi v
rozmezi{ 80 az 120 % nomindlnich koncentraci, je mozné vyjadiit i¢inné koncentrace (EC,, NOEC, LOEC) na
zdkladé nomindlnich koncentraci. Pokud se vytézek od nomindlnich koncentraci odchyluje o vice nez + 20 %
nomindlnich koncentraci, mély by ¢inné koncentrace (EC,, NOEC, LOEC) vychdzet z koncentraci naméFenych
na zacitku expozice, napf. se zohlednénim hmotnostni bilance zkousené chemické ldtky ve zkuSebnim systému
(viz odstavec 30). V takovych piipadech je mozné ziskat dalsi informace z analyzy zdsobniho ajnebo
aplika¢niho roztoku, aby se potvrdilo, Ze byly zkuSebni sedimenty piipraveny spravné.

EC

63. Hodnoty EC, pro parametry popisované v odstavci 60 se vypocitaji pomoci vhodnych statistickych metod
(napf. probitové analyzy, logistické nebo Weibullovy funkce, upravené Spearman-Karberovy metody nebo
jednoduché interpolace). Pokyny k statistickému vyhodnoceni jsou uvedeny v literatufe (15) a (50). Hodnota EC,
se ziskd vlozenim hodnoty odpovidajici x % kontrolniho priméru do nalezené rovnice. Pro vypocet hodnoty
EC,, ¢i jakékoli jiné EC_ je tieba podrobit priiméry pro kazdou expozici ( X ) regresni analyze.

NOEC/LOEC

64. Pokud je statistickd analyza urcena ke stanoveni hodnoty NOEC/LOEC, jsou zapotiebi statistiky pro kazdou
nddobu (jednotlivé nddoby se povazuji za opakovdni). Je tfeba pouzit vhodné statistické metody. Obecné se
porovnavaji nezddouci G¢inky zkousené polozky s kontrolou pomoci testovani jednostranné hypotézy pii p <
0,05. V nasledujicich odstavcich jsou uvedeny piiklady. Pokyny k vybéru vhodnych statistickych metod jsou
uvedeny v literatufe (15) a (50).

65. Normalni rozdéleni dat lze testovat napf. pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu dobré shody (goodness-of-fit),
testu poméru rozpéti k smérodatné odchylce (Rfs test) nebo Shapiro-Wilkova testu (dvoustranny, p < 0,05).
Cochrantiv test, Levenilv test nebo Bartlettiv test (dvoustranny, p < 0,05) lze pouzit k testovani homogenity
rozptylu. Jsou-li splnény nezbytné predpoklady pro pouziti parametrickych testd (normalita, homogenita
rozptylu), je mozné provést jednostuptiovou analyzu rozptylu (ANOVA) a ndsledné testy vicendsobného
porovnavani. Parova porovndvani (napf. Dunnettav t-test) nebo testy sestupného trendu (napt. Williamsiv test)
lze pouzit k vypoctu, zda jsou mezi kontrolami a riiznymi koncentracemi zkousené polozky vyznamné rozdily
(p < 0,05). Jinak by se ke stanoveni hodnoty NOEC a LOEC mély pouzit neparametrické metody (napf.
Bonferroniho U-test podle Holma nebo Jonckheere-Terpstriv test trenduy).

Limitni zkouska

66. Pokud byla provedena limitni zkouska (pouze porovnani kontroly a jedné expozice) a jsou splnény nezbytné
pfedpoklady pro pouziti parametrickych testd (normalita, homogenita), Ize metrické proménné (celkovy pocet
jedincti a biomasu vyjadienou jako hmotnost susiny zkuSebnich organismi) vyhodnotit Studentovym testem (t-
test). Pokud tyto pozadavky splnény nejsou, lze pouZit t-test upraveny pro nerovnost rozptylt (Welchtv t-test)
nebo neparametricky test, jako je napiiklad Mann-Whitneytv U-test. V dodatku 6 je uvedeno nékolik informaci
o statistické sile zjisténé béhem testovani hypotézy v okruznim testu této metody.

67. Pro stanoveni vyznamnych rozdild mezi kontrolami (kontrola a kontrola s rozpoustédlem), lze testovat
opakovani kazdé kontroly zptsobem popsanym pro limitni zkousku. Pokud se v téchto testech nezjisti
vyznamné rozdily, ze vSechna opakovani kontroly a kontroly s rozpoustédlem sloucit. Jinak by se mély vSechny
expozice porovndvat s kontrolou s rozpoustédlem.
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Interpretace vysledkii

68. Vysledky je tieba interpretovat opatrné, pokud doslo k odchylkdm od této zkuSebni metody a v piipadé, kdy se
naméfené koncentrace zkuSebnich koncentraci nachdzeji blizko meze detekce pouzité analytické metody.
Vsechny odchylky od této zkusebni metody se musi zaznamenat.

Zavéretna zpriva

69. Zavéretnd zpriva by méla obsahovat minimdlné tyto informace:
— Zkousend chemickd ldtka:

— chemické identifikacni daje (obecny ndzev, chemicky ndzev, strukturni vzorec, ¢islo CAS atd.) vcetné
Cistoty a analytické metody pouzité ke kvantifikaci zkouSené chemické latky; zdroj zkousené chemické
latky, identita a koncentrace jakéhokoli pouzitého rozpoustédla,

— jakékoli dostupné informace o fyzikdlni povaze a fyzikdlné-chemickych vlastnostech ziskané pred
zahdjenim zkousky (napt rozpustnost ve vodé, tlak par, rozdélovaci koeficient v ptidé (nebo v
sedimentu, je-li k dispozici), log K_, stdlost ve vodé atd.).

— Zkugebni druh:
— védecky ndzev, zdroj, piipadné pfedbézné osetieni, aklimatizace, kultivaéni podminky atd.
— Zkusebni podminky:

— pouzity zkusebni postup (napf. staticky, semistaticky nebo pratokovy),

— uspofddani zkousky (napf. pocet, materidl a velikost zkuebnich komor, objem vody v nddobg,
hmotnost a objem sedimentu v nddobé, (u semistatickych a pratokovych postupti: frekvence vymeény
objemu vody), jakékoli provzdusnovani pouzité pted zkouskou a béhem ni, pocet opakovéni, pocet
jedinc v kazdém opakovani na zacatku expozice, poclet zkuSebnich koncentraci, délka tpravy, doba
dosazeni rovnovéhy a expozice, frekvence odbéru vzork),

— hloubka sedimentu a vody nad sedimentem,
— metoda pfedbéZného osetieni zkousené chemické latky a ptiddnifaplikace latky do sedimentu,

— nomindlni zkuSebni koncentrace, podrobnosti o odbérech vzorki pro chemickou analyzu a analytické
metody, pomoci nichZ byly stanoveny koncentrace zkousené chemické latky,

— charakteristiky sedimentu, jak jsou popsdny v odstavcich 24-25 a jakdkoli dalsi provedend méfent;
piprava uméle vytvofeného sedimentu,

— piiprava zku$ebni vody (pokud se pouzivd rekonstituovand voda) a jeji charakteristiky (koncentrace
kysliku, pH, vodivost, tvrdost a jakdkoli dalsi provedend méfeni) pied zahdjenim zkousky,

— podrobné informace o krmen{ véetné typu krmiva, pfipravy, mnozstvi a rezimu krment,
— intenzita osvétleni a fotoperiodal(y),

— metody pouzité ke stanoveni viech biologickych parametrti (napf. odbér vzorkd, pozorovani, viZeni
zku3ebnich organismi) a vSech abiotickych parametrti (napt. parametry kvality vody a sedimentu),

— objemy a/nebo hmotnosti vSech vzorkd pro chemickou analyzu,

— podrobné informace o expozici viech vzorkl pro chemickou analyzu, véetné podrobnosti o piipravé,
uchovavéni, postupech pfidan{ zkousené chemické latky, extrakci a analytickych postupech (a pfesnosti),
pokud jde o zkousenou chemickou latku a jeji vytézky.
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— Vysledky:

— kvalita vody ve zkuSebnich nddobach (pH, teplota, koncentrace rozpusténého kysliku, tvrdost,
koncentrace amoniaku a jakakoli dal$i provedend méteni),

— celkovy obsah organického uhliku (TOC), pomér hmotnosti susiny k mokré hmotnosti, pH sedimentu a
jakdkoli dalsi provedend méfent,

— celkovy pocet a — pokud se stanovuje — také pocet tplnych a netplnych jedinct v kazdé zkusebni
komofte na konci zkousky,

— hmotnost susiny zkusebnich organismt v kazdé zkuSebni komofe na konci zkousky, a méfi-li se, také
hmotnost susiny dilétho vzorku organismti na zacatku zkousky,

— jakékoli zpozorované abnormdlni chovdni v porovndni s kontrolami (napf. vyhybdni se sedimentu,
piitomnost nebo nepfitomnost pelet trusuy),

— jakdkoli pozorovand mortalita,

— odhady cilovych ukazatelt toxicity (napf. EC,, NOEC a/nebo LOEC) a statistické metody pouzité k jejich
stanoveni,

— nomindlni zkuSebni koncentrace, naméfené zkusebni koncentrace a vysledky vSech analyz pro stanoveni
koncentrace zkousené chemické latky ve zkuSebnich nddobéch,

— jakékoli odchylky od kritérif platnosti.
— Vyhodnoceni vysledkii:
— soulad vysledkd s kritérii platnosti uvedenymi v odstavci 13,

— diskuse o vysledcich véetné pi{padného vlivu na vysledek zkousky v disledku odchylek od této zkusebni
metody.
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Dodatek 1

Definice

Pro tcely této zkuSebni metody se pouziji tyto definice:
Chemickou litkou se rozumi litka nebo smés.

Obdobi stabilizace se pouzivd k ustdleni mikrobidlni slozky sedimentu a k odstranéni napf. amoniaku pochdzejictho
ze slozek sedimentu. Probihd pted pfiddnim zkousené chemické litky do sedimentu. Po uplynuti obdobi stabilizace
se voda nad sedimentem obvykle zlikviduje.

EC, je koncentrace zkouSené chemické latky v sedimentu, kterd vede k x % (napf. 50 %) ucinku na biologicky
parametr béhem stanoveného obdobi expozice.

Obdobi dosahovini rovnovihy (ekvilibrace) slouzi k tomu, aby se zkousend chemickd litka mohla rozdélit mezi
pevnou fazi, kapildrni vodu a vodu nad sedimentem. Probihd po pfidini zkouSené chemické litky do sedimentu a
pfed piiddnim zku$ebnich organismd.

Faze expozice je doba, béhem niZ jsou zkuSebni organismy vystaveny zkousené chemické latce.

Uméle vytvofeny sediment neboli rekonstituovany, umély & synteticky sediment je smés materidld pouzitd k
napodobeni fyzickych slozek pirodniho sedimentu.

Nejnizsi koncentrace s pozorovanym d¢inkem (LOEC) je nejniz§i zkusebni koncentrace zkousené chemické ltky,
pii niZ je pozorovdn vyznamny toxicky u¢inek zkousené litky ve srovndni s kontrolou (pfi p < 0,05). Viechny
zkusebni koncentrace vy3si nez LOEC viak musi mit stejny nebo vétsi tcinek, neZz je u¢inek pozorovany pii
koncentraci LOEC. Nelze-li tyto dvé podminky splnit, musi byt podrobné vysvétleno, jak byla zvolena hodnota LOEC
(a tedy i NOEC).

Koncentrace bez pozorovanych d¢inka (NOEC) je zkusebni koncentrace bezprostiedné nizsi nez LOEC, kterd pfi
srovnani s kontrolou nemd pro danou dobu expozice statisticky vyznamny t¢inek (pfi p < 0,05).

Rozdélovaci koeficient oktanol-voda (K  ; nékdy se vyjadiuje jako P,,) je pomér rozpustnosti chemické litky v n-

oktanolu a vodé v rovnovazném stavu a vyjadiuje lipofilitu chemické latky (kapitola A.24 této piilohy). Hodnota K
nebo logaritmus K, (log K,) se pouzivd jako ukazatel mozné bioakumulace dané chemické latky vodnimi
organismy.

Rozdélovaci koeficient organicky uhlik/voda (K ) je rovnovdziny pomér mezi koncentraci chemické litky v/na
frakci organického uhliku v sedimentu a koncentraci chemické litky ve vodé.

Voda nad sedimentem je voda nachdzejici se nad sedimentem ve zkusebni nddobé.
Kapildrni voda nebo intersticidlni voda je voda zaplfiujici prostor mezi ¢dsticemi sedimentu ¢i pidy.

Sediment se zndmym pfidavkem chemické litky (spiked sediment) je sediment, do néhoz byla pfiddna zkousend
chemickd latka.

ZkouSenou chemickou litkou se rozumi jakdkoli litka nebo smés zkousend pomoci této zkuSebni metody.
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Dodatek 2

SLOZENI DOPORUCENE REKONSTITUOVANE VODY
(pFevzato z kapitoly C.1 této piilohy (1))

a)  Roztok chloridu vdpenatého dihydrditu

Rozpustte 11,76 g CaCl, - 2H,O v deionizované vodé a dopliite na objem 1 | deionizovanou vodou.
b)  Roztok siranu hotecnatého heptahydrdtu

Rozpustte 4,93 g MgSO, - 7H,0 v deionizované vod¢ a dopliite na objem 1 1 deionizovanou vodou.
¢)  Roztok hydrogenuhlicitanu sodného

Rozpustte 2,59 g NaHCO, v deionizované vodé a dopliite na objem 1 | deionizovanou vodou.
d)  Roztok chloridu draselného

Rozpustte 0,23 g KCl v deionizované vodé a dopliite na objem 1 | deionizovanou vodou.
Vsechny chemikélie musi byt Cistoty p.a.
Vodivost destilované nebo deionizované vody by neméla piesahovat 10 pScm-1.

Smisi se 25 ml od kazdého roztoku a) az d) a celkovy objem se doplni na 1 | deionizovanou vodou. Celkové
mnozZstvi iontll vapniku a hot¢iku v téchto roztocich ¢ini 2,5 mmol/L.

Pomér iontli Ca:Mg je 4:1 a iontd Na:K je 10:1. Kyselinovd neutraliza¢ni kapacita K, , tohoto roztoku je 0,8 mmol/l.

Provzdusnujte fedici vodu, dokud nebude saturovdna kyslikem, a poté ji pred pouzitim skladujte pfiblizné dva dny
bez dalstho provzdusiovéni.

LITERATURA

(1) Kapitola C.1 této pilohy, Zkouska akutni toxicity pro ryby.
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Dodatek 3

Fyzikdlné-chemické parametry pfijatelné fedici vody

Slozka Koncentrace
Pevné castice < 20 mg/l
Celkovy obsah organického uhliku <2 pgfl
Neionizovany amoniak <1 pgfl

Zbytkovy chlor

<10 pgfl

Celkové organofosforové pesticidy

< 50 ng/l

Celkové organochlorové pesticidy a polychlorované bifenyly

Celkovy organicky chlor

/
/
< 50 ng/l
/

<25 ng/l

(pfevzato z OECD (1992) (1))

LITERATURA

1)  OECD (1992). Guidelines for Testing of Chemicals No. 210. Fish, Early-life Stage Toxicity Test. OECD, Paris.
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Dodatek 4

Doporuceny umély sediment — pokyny k pfipravé a uchovavini

Slozky sedimentu

Slozka Vlastnosti % hmotposti susiny
sedimentu

Raselina Sfagnova raselina, stupen rozkladu: ,stfednf’, vysusend na 5+0,5
vzduchu, bez viditelnych zbytkd rostlin, jemné mletd (vel-
ikost ¢astic < 0,5 mm)

Kfemenny pisek Velikost zrn: < 2 mm, ale > 50 % ¢stic by se mélo nachd- 75-76
zet v rozmezi 50-200 pm

Kaoliniticky jil Obsah kaolinitu > 30 % 201

Zdroj potravy Napf. list kopfivy v prasku (Folia urticae), listy Urtica 0,4-0,5 %
dioica (kopfiva dvoudomad), jemné mleté (velikost ¢dstic <
0,5 mm), v souladu s lékdrenskymi normami, pro lidskou
spotiebu; jako pfidavek k suchému sedimentu

Organicky uhlik Upraven pfiddnim raseliny a pisku 2+0,5

Uhli¢itan vdpenaty CaCO,, v praskové formé, chemicky ¢isty, jako pfidavek k 0,05-1
suchému sedimentu

Deionizovand voda Vodivost < 10 pS/cm, jako pfidavek k suchému sedi- 30-50
mentu

Pozndmka: Ocekavaji-li se zvysené koncentrace amoniaku, napf. je-li zndmo, Ze zkouSend chemickd latka inhibuje
nitrifikaci, maze byt vhodné nahradit 50 % kopfivového prasku bohatého na dusik celulézou (napf. praskem a-
celulézy, chemicky c¢istym, s velikosti ¢astic < 0,5 mmy; (1) (2)).

Pfiprava

Raselina se ususf na vzduchu a rozemele na jemny prasek. Pomoci vysoce vykonného homogeniza¢niho zafizeni se
pfipravi suspenze pozadovaného mnoZstvi raselinného prasku v deionizované vodé. pH této suspenze se upravi na
5,5 £ 0,5 pomoci CaCO,. Suspenze se stabilizuje po dobu nejméné dvou dni za mirného promichdvéni pfi 20 * 2 °C
za UCelem ustdleni pH a vytvofeni stabilni mikrobidlni slozky. Poté se opét zméf pH, které by mélo byt 6,0 + 0,5.
Pak se suspenze radeliny smisi s ostatnimi slozkami (pisek a kaoliniticky jil) a s deionizovanou vodou s cilem ziskat
homogenni sediment s obsahem vody v rozmezi 30-50 procent suiny sedimentu. Znovu se zméfi pH kone¢né
smési a v piipadé nutnosti se opét upravi pomoci CaCO, na hodnotu 6,5 aZz 7,5. Pokud se vSak ocekdvd vznik
amoniaku, muZe byt vhodné udrzovat pH sedimentu pod hodnotou 7,0 (napf. v rozmezi 6,0-6,5). Odeberou se
vzorky sedimentu pro stanoveni obsahu susiny a obsahu organického uhliku. Pokud se pfedpoklddd vznik amoniaku,
je mozné uméle vytvofeny sediment stabilizovat po dobu sedmi dndi za stejnych podminek, jaké prevazuji v
ndsledujici zkousce (napf. pomér sediment-voda 1:4, vyska vrstvy sedimentu stejnd jako ve zkuSebnich nddobach)
pfed pfiddnim zkousené chemické litky, tj. sediment by se mél pfelit vodou, kterd by se méla provzdusnovat.
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Na konci tohoto obdobi stabilizace by se méla voda nad sedimentem odstranit a zlikvidovat. Poté se do sedimentu
vmichd kfemenny pisek s pfidanou zkouSenou chemickou litkou pro kazdou droven expozice, sediment se rozdéli
do zkusebnich nddob jednotlivych opakovani a prelije se zkuSebni vodou. Poté se nddoby inkubuji za stejnych
podminek, jaké budou pfevlidat v nésledujici zkousce. V tomto okamziku zacind obdobi dosahovani rovnovahy.
Voda nad sedimentem by se méla provzdusnovat.

Vybrany zdroj potravy by se mél pfidat do sedimentu pfed ptidinim zkousené chemické litky nebo béhem ngj. Je
mozné smichat ho na pocatku se suspenzi raseliny (viz vyse). Nicméné je tfeba predejit nadmérnému rozkladu zdroje
potravy pfed pfiddnim zkuSebnich organismi — napf. v pfipadé dlouhého obdobi dosazeni rovnovihy — udrzovinim
co moznd nejkratsi doby od pfiddni potravy do zacitku expozice. Aby se zajistilo, Ze potrava rovnéz obsahuje
zkouSenou chemickou ldtku, mél by se zdroj potravy smisit se sedimentem nejpozdéji v den pfiddni zkousené
chemické latky do sedimentu.

Skladovani

Suché slozky pro piipravu umélého sedimentu lze skladovat na suchém a chladném misté pii pokojové teploté.
Pfipraveny sediment s pfidanou zkouSenou chemickou litkou by se mél okamzité pouzit ve zkousce. Vzorky
sedimentu s pfidanou zkouSenou chemickou latkou lze uchovavat za podminek doporucenych pro konkrétni
zkousenou chemickou ldtku az do provedeni analyzy.

LITERATURA

1)  Egeler, Ph., Meller, M., Schallnal, HJ. & Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. In co-operation with R.
Nagel and B. Karaoglan. Report to the Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.: 202
67 429.

2) Liebig M., Meller M. & Egeler P. (2004). Sedimenttoxizitdtstests mit aquatischen Oligochaeten — Einfluss
verschiedener Futterquellen im kiinstlichen Sediment auf Reproduktion und Biomasse von Lumbriculus variegatus.
Proceedings 5/2004: Statusseminar Sedimentkontakttests. March 24-25, 2004. BfG (Bundesanstalt fiir
Gewisserkunde), Koblenz, Germany. pp. 107-119.
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Dodatek 5

Metody kultivace Lumbriculus variegatus

Druh Lumbriculus variegatus (MULLER), Eeled Lumbriculidae (ZiZalicoviti), tfida Oligochaeta (mélostétinatci) Zije ve
sladkovodnich sedimentech a je $iroce pouzivan v ekotoxikologickych zkouskdch. Lze jej snadno kultivovat v labora-
tornich podminkéch. V ndsledujicim textu je uveden prehled kultivaénich metod.

Metody kultivace

Kultiva¢ni podminky Lumbriculus variegatus jsou podrobné uvedeny v Phipps et al. (1993) (1), Brunson et al. (1998)
(2), ASTM (2000) (3), U.S. EPA (2000) (4). Nize je uveden kritky souhrn téchto podminek. Hlavni vyhodou L.
variegatus je jeho rychld reprodukce vedouci k rychlému ndrdstu biomasy v populacich kultivovanych v laboratofi

(napf. (1), (3), (4), (5)).

ZkuSebni organismy lze kultivovat ve velkych akvdriich (57-80 1) pfi teploté 23 °C s fotoperiodou 16 h
svétlo:8 hodin tma (100-1 000 Ix) s pouzitim kazdodenné obménované pifrodni vody (45-50 | na akvérium).
Substrat se pfipravi nastfthanim nebélenych utérek z hnédého papiru na prouzky, které Ize nékolik sekund mixovat s
kultivatni vodou, aby vznikly malé kousky papirového substritu. Tento substrdt lze poté rovnou pouZit v
kultiva¢nich akvdriich pro Lumbriculus, jejichz dno se substrdtem pokryje, nebo jej lze uchovdvat zmrazeny v
deionizované vodé pro pozdgjsi pouziti. Novy substrdt v nddrzi obvykle vydrzi pfiblizné dva mésice.

Kazda kultura se zahajuje na poctu 500-1 000 jedinct a krmi se 10 ml suspenze obsahujici 6 g krmiva pro mladé
lososovité ryby tiikrat tydné za obnovovacich nebo pritokovych podminek. Statické nebo semistatické kultury by
mély dostat méné potravy, aby se zabrdnilo ristu bakterif a hub.

Za téchto podminek se pocet jedinct v kultufe obvykle zdvojndsobi za pfiblizné 10 az 14 dnd.

Jinak lze Lumbriculus variegatus rovnéz kultivovat v systému slozeném z vrstvy kiemenného pisku, jaky se pouziva pro
umély sediment, (hloubka 1-2 cm) a rekonstituované vody. Jako kultiva¢ni nddoby lze pouzit nddoby ze skla nebo
nerezové oceli o vySce 12 az 20 cm. Voda nad sedimentem by se méla jemné provzdusiovat (napf. 2 bubliny za
sekundu) pomoci Pasteurovy pipety umisténé pfiblizné 2 cm nad povrchem sedimentu. Aby se zabrénilo hromadéni
napf. amoniaku, méla by se voda nad sedimentem ménit pomoci pritokového systému nebo alesporti jednou tydné
rucné. Malostétinatce Ize chovat pii pokojové teploté s fotoperiodou 16 hodin svétla (o intenzité 100-1 000 Ix) a
8 hodin tmy. V semistatické kultufe (vymeéna vody jednou tydné) se krmi krmivem TetraMin dvakrdt tydné (napf.
0,6-0,8 mg na jeden cm? povrchu sedimentu), které lze aplikovat jako suspenzi 50 mg TetraMin na jeden ml
deionizované vody.

Lumbriculus variegatus 1ze z kultur odebrat napf. pfenesenim substritu v siti s malymi oky nebo pfenesenim
organismt pomoci sklenéné pipety s Sirokou $pickou (pfiblizné o priméru 5 mm) protaZzené plamenem do zvlastni
kddinky. Pokud se do této kddinky pfenese zdroven i néaky substrdt, nechd se kddinka obsahujici zkusebni
organismy a substrdt pfes noc za pritokovych podminek, ¢imz se z ni substrdt odstrani, zatimco organismy
ziistanou na dné nddoby. Poté je Ize prenést do nové piipravenych kultivacénich nddrzi nebo déle zpracovat pro tcely
zkousky, jak je popsdno v (3) a (4) nebo v nésledujicim textu.

Pfi pouziti L. variegatus ve zkouskdch sedimentu je nutné velmi kriticky pohliZet na jeho zptsob rozmnozovéni
(architomie ¢ili morfalaxe, napf. (6)). Toto nepohlavni rozmnoZovani vede ke vzniku dvou fragmentt, které po
ur¢itou dobu nepfijimaji potravu, dokud nedojde k regeneraci hlavové nebo ocasni €sti (napt. (7), (8)). To znamend,
ze k expozici L. variegatus pozirdnim kontaminovaného sedimentu nedochdzi kontinudlng.

Proto by se méla provést synchronizace, aby se minimalizovalo nekontrolované rozmnoZovini a regenerace a
ndslednd vysoka variabilita vysledkt zkousky. K této variabilit¢ mize dojit, kdyz jsou nékteff jedinci, ktet{ se rozdélili,
a proto po ur¢ité ¢asové obdobi nepfijimaji potravu, méné vystaveni zkousené chemické litce nez jedinci, u nichz
béhem zkousky nedoslo k déleni (9), (10), (11). 10 az 14 dni po zalitku expozice by se mély organismy uméle
fragmentovat (synchronizace). K synchronizaci by se méli vybrat velci (dospéli) jedinci, kteti pokud mozno
nevykazuji zndmky neddvné morfalaxe. Tyto jedince je mozné umistit na sklenéné sklicko do kapky kultiva¢ni vody a
poté piefiznout ve stfedni Cdsti téla skalpelem. Je tfeba dbdt na to, aby zadni konce mély pfiblizné stejnou délku.
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Zadni konce se nechaji zregenerovat v kultivacni nddobé obsahujici stejny substrét, ktery byl pouzit ke kultivaci, a
rekonstituovanou vodu a pak je zahdjena expozice. Zndmkou toho, Ze doslo k regeneraci novych hlavovych ¢dsti, je,
kdyz se synchronizovani jedinci zavrtdvaji do substrdtu (p¥{tomnost regenerovanych hlavovych &asti 1ze potvrdit
prohlédnutim reprezentativniho dil¢tho vzorku pod binokuldrnim mikroskopem). Ocekdvd se, Ze se zkuSebni
organismy poté nachdzeji v podobném fyziologickém stavu. To znamend, Ze pokud béhem zkousky dojde k
rozmnoZzovani synchronizovanych jedincti morfalaxi, o¢ekava se, ze budou prakticky vsichni Zivocichové vystaveni
sedimentu s pfidanou zkouSenou chemickou litkou stejné. Krmeni synchronizovanych jedincii by se mélo provést,
jakmile se za¢nou zavrtdvat do substrdtu, nebo 7 dnii po pfefiznuti. Rezim krmeni by mél byt zhruba stejny jako u
béznych kultur, ale je vhodné krmit synchronizované jedince stejnym zdrojem potravy, jaky se pouzije ve zkousce.
Zkusebni organismy by se mély udrzovat pfi zkusebni teploté 20 + 2 °C. Po regeneraci by se méli ke zkousce pouzit
neporueni Uplni jedinci, ktefi na jemny mechanicky stimul reaguji aktivnim plavinim nebo plazenim. Je tfeba
zabranit poranéni nebo oddéleni ¢asti téla Zivocichdi, napf. pouZivinim pipet s otavenymi hranami nebo zubnich

hackt z nerezové oceli pfi manipulaci s nimi.

Zdroje startovacich kultur Lumbriculus variegatus (adresy v USA pfevzaty z (4))
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University of Joensuu

Laboratory of Aquatic Toxicology
Dept. of Biology

Yliopistokatu 7, P.O. Box 111
FIN-80101 Joensuu

Finsko

C.N.R.-LR.S.A.

Italian National Research Council
Water Research Institute

Via del Mulino 19

-20047 Brugherio (MB)

Italie

US.A.

U.S. Environmental Protection Agency
Mid-Continent Ecological Division
6201 Congdon Boulevard

Duluth, MN 55804

U.S. Environmental Protection Agency
Environmental Monitoring System Laboratory
26 W. Martin Luther Dr.

Cincinnati, OH 45244

Columbia Environmental Research Center
U.S. Geological Survey

4200 New Haven Road

Columbia, MO 65201

Bayer Crop Science AG
Development — Ecotoxicology
Alfred-Nobel-Str. 50
D-40789 Monheim

Némecko

Dresden University of Technology

Institut fiir Hydrobiologie

Fakultit fur Forst-, Geo- und Hydrowissenschaften
Mommsenstr. 13

D-01062 Dresden

Némecko

Michigan State University
Department of Fisheries and Wildlife
No. 13 Natural Resources Building
East Lansing, MI 48824-1222

Wright State University
Institute for Environmental Quality
Dayton, OH 45435

Great Lakes Environmental Research
Laboratory, NOAA

2205 Commonwealth Boulevard
Ann Arbor, MI 48105-1593
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Dodatek 6

Souhrn vysledkd okruzniho testu

Tabulka 1

Vysledky jednotlivych sérii okruzniho testu: Primérny pocet jedincit v kontrolich a kontrolich s rozpou-

$tédlem na konci testu; SD = smérodatnd odchylka; CV = varia¢ni koeficient.

primérny pocet prﬁmé'rn)’rupoéet
jedincil v SD CV (%) n k(’;‘ilr‘éﬁd‘j S SD CV (%)
kontrolach rozpoustédlem

323 7,37 22,80 3 39,0 3,61 9,25
40,8 6,55 16,05 6 36,0 5,29 14,70
41,5 3,54 8,52 2 38,5 7,05 18,31
16,3 5,99 36,67 6 30,8 6,70 21,80
24,3 10,69 43,94 3 26,3 3,06 11,60
28,5 8,29 29,08 4 30,7 1,15 3,77
28,3 3,72 13,14 6 28,8 2,56 8,89
25,3 5,51 21,74 3 27,7 1,53 5,52
23,8 2,99 12,57 4 21,3 1,71 8,04
36,8 8,80 23,88 6 35,0 4,20 11,99
33,0 3,58 10,84 6 33,5 1,73 5,17
20,7 2,73 13,22 6 15,0 6,68 44,56
42,0 7,07 16,84 6 43,7 0,58 1,32
18,2 3,60 19,82 6 21,7 4,04 18,65
32,0 3,95 12,34 6 31,3 4,79 15,32

mezi’labca)-rav- 29,59 20,10 30,61 13,26

torni primér

SD 8,32 10,03 7,57 10,48

n 15 15

min 16,3 15,0

max 42,0 43,7

CV (%) 28,1 24,7
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Tabulka 2

Vysledky jednotlivych sérii okruzniho testu: Primérnd celkovd hmotnost susiny organismii na opakovani v
kontrolich a kontrolich s rozpoustédlem na konci testu; SD = smérodatnd odchylka; CV = variaéni

koeficient.
celkovd hmot- celkové hmot-
nost susiny nost ‘suiiony
organismil na SD CV (%) n organllism}x na SD CV (%)
opakovéni (l)(pa ovla n
(kontroly) ( ontroly s
rozpoustédlem)
24,72 6,31 25,51 3 27,35 4,08 14,93
30,17 2,04 6,75 6 33,83 10,40 30,73
23,65 3,61 15,25 2 28,78 4,68 16,28
12,92 6,83 52,91 6 24,90 6,84 27,47
21,31 4,17 19,57 3 25,87 5,30 20,49
22,99 4,86 21,16 4 24,64 5,09 20,67
18,91 1,91 10,09 6 19,89 1,77 8,89
24,13 1,63 6,75 3 25,83 2,17 8,41
22,15 3,18 14,34 4 22,80 2,60 11,40
35,20 8,12 23,07 6 31,42 8,45 26,90
41,28 5,79 14,02 6 41,42 4,37 10,55
15,17 5,78 38,09 6 10,50 3,42 32,53
35,69 8,55 23,94 6 38,22 1,23 3,21
19,57 5,21 26,65 6 28,58 6,23 21,81
29,40 2,16 7,34 6 31,15 2,70 8,67
mezilabo-ra- 25,15 20,36 27,68 17,53
torni promér
SD 7,87 12,56 7,41 9,10
n 15 15
min 12,9 10,5
max 41,3 41,4
CV (%) 31,3 26,8
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Tabulka 3

Toxicita PCP: Souhrn cilovych ukazatels v okruznim testu; mezilaboratorni priméry pro EC,, NOEC a
LOEG; SD = smérodatnd odchylka; CV = variatni koeficient.

biologicky para- me;zile}boratorm' min max mezi/labora— D ove | p r%?ggrle(trgg |
metr pramér (mg/kg) torn{ faktor kg)
celkovy pocet EC,, 23,0 4,0 37,9 9,4 10,7 | 463 19,9
jedinci NOEC 9,9 2,1 22,7 10,7 7,2 72,3 7,6
LOEC 27,9 4,7 66,7 14,2 19,4 69,4 20,9
MDD (%) 22,5 7,1 39,1
celkovd hmot- EC,, 20,4 7,3 39,9 5,5 9,1 44,5 18,2
nost susmy NOEC 9,3 2,1 20,0 9,4 6,6 70,4 7,4
organismi
LOEC 25,7 2,1 50,0 23,5 16,8 65,5 19,4
MDD (%) 24,8 10,9 | 44,7
mortalita/pfe- LC,, 25,3 6,5 37,2 5,7 9,4 37,4 23,1
zd NOEC 16,5 2,1 40,0 18,8 10,3 62,4 12,8
LOEC 39,1 4,7 66,7 14,2 18,1 46,2 32,6
reprodukce EC,, 20,0 6,7 28,9 4,3 7,6 37,9 18,3
(zvySeni pottu | NoEC 7,9 2,1 20,0 9,4 5,2 66,0 6,4
jedincii na opa-
kovini) LOEC 22,5 2,1 50,0 23,5 154 | 686 16,0
MDD (%) 29,7 13,9 | 47,9
riist (zvySeni EC,, 15,3 5,7 29,9 5,2 7.1 46,5 13,7
blomasX na NOEC 8,7 2,1 20,0 9,4 6,0 68,1 6,9
opakovini)
LOEC 24,0 2,1 50,0 23,5 15,7 65,5 17,3
MDD (%) 32,2 13,6 | 652

MDD (minimum detectable difference): minimdlni detekovatelny rozdil kontrolnich hodnot béhem testovani hypotézy; pouzit jako
méfitko statistické sily

LITERATURA

Egeler, Ph., Meller, M., Schallna, HJ. & Gilberg, D. (2005). Validation of a sediment toxicity test with the
endobenthic aquatic oligochaete Lumbriculus variegatus by an international ring test. In co-operation with R. Nagel and
B. Karaoglan. Report to the Federal Environmental Agency (Umweltbundesamt Berlin), R&D No.: 202 67 429.
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C.36. DRAVI ROZTOCI (HYPOASPIS (GEOLAELAPS) ACULEIFER): ZKOUSKA TOXICITY PRO
REPRODUKCI V PUDE

UVOD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni 226 (2008). Je urCena k pouziti pii
hodnoceni w¢inké chemickych latek v ptidé na reprodukéni schopnost druhu pidniho roztoce Hypoaspis
(Geolaelaps) aculeifer Canestrini (infratf{da Acari: ¢eled Laelapidae), coz umoziuje odhadnout inhibici specifické
rychlosti rastu populace (1,2). Reprodukéni schopnost zde znamend pocet mlddat na konci zkusebniho obdobi.
H. aculeifer pfedstavuje dalsi trofickou troven k druhu, pro néz jsou zkusebni metody jiz dostupné. Zkouska
toxicity pro reprodukci bez rozliSovani a kvantifikace rdznych stupfiti reprodukéniho cyklu je povazovina za
adekvétni pro tcel této zkuSebni metody. V piipadé chemickych litek s jingym expozi¢nim scéndfem nez pro-
stfednictvim pidy mohou byt vhodné jiné piistupy (3).

2. Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer je povazovan za vhodného zastupce pudni fauny, a dravych roztoct zejména.
Je celosvétové rozsiteny (5) a dd se snadno shromdzdit a chovat v laboratofi. Souhrn biologie H. aculeifer je
uveden v dodatku 7. Podrobné informace o ekologii druhu roztoce a pouziti v ekotoxikologické zkousce jsou
dostupné v literatufe (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12).

PODSTATA ZKOUSKY

3. Dospélé samicky se vystavi rozpéti koncentraci zkousené chemické latky vmichané do ptidy. Zkouska se zahdji
s 10 dospélymi samickami na nddobu k opakovini. Samelci se pii zkouSce nevklddaji, protoze zkuSenost
ukdzala, Ze samicky se pafi okamzité nebo kritce po vylithnuti ze stupné deutonymfy, jestlize jsou samedci
piitomni. Kromé toho by vlozeni sameckii prodlouzilo zkousku tak, Ze by bylo nezbytné ndro¢né rozlisovat
stupné stafi. Pafeni jako takové tedy neni soucdsti zkousky. Samicky se vklddaji do zkousky 28-35 dni po
zalatku obdobi kladeni vaji¢ek v synchronizaci (viz dodatek 4), jelikoz o samickdch je pak mozné usuzovat, Ze
se jiz spatily a Ze jiz prosly stupném pred kladenim vajicek. Pfi 20 °C zkouska kon¢i 14. den od vloZeni
samicek (den 0), coz umoziiuje, aby prvni kontrolni potomci dosahli stupné deutonymfy (viz dodatek 4). Jako
hlavni méfend proménnd se stanovi pocet mlddat na zkuSebni nddoby a navic pocet prezivsich samicek.
Reprodukéni schopnost roztolt vystavenych zkousené chemické latce se srovnd se schopnosti kontrolni
skupiny a stanovi se ECx (napf. EC10, EC50) nebo koncentrace bez pozorovanych aéinkid (NOEC) (definice —
viz dodatek 1) v zavislosti na experimentdlnim uspofdddni (viz odstavec 29). Pfehled casového sledu zkousky je
uveden v dodatku 8.

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

o Tozdélovaci koeficient ptida/ voda a tlak par
zkousené chemické latky. Zadouci jsou také dalsi informace o osudu zkousené chemické latky v piidé, jako jsou
rychlosti biotického a abiotického rozkladu.

4. Pfedev§im by mély byt zndmy rozpustnost ve vodé¢, log K

5. Tato zkuSebni metoda se dd pouZit pro chemické litky ve vodé rozpustné nebo nerozpustné. Rezim aplikace
zkousené chemické litky se viak bude piislusné liit. Zkusebni metoda se nedd pouzit pro tékavé chemické
latky, tj. latky, jejichz Henryho konstanta nebo rozdélovaci koeficient vzduch-voda je vétsi nez jedna, nebo
chemické latky, jejichz tlak par prekro¢i 0,0133 Pa pii 25 °C.

PLATNOST ZKOUSKY

6.  Nasledujici kritéria je tfeba splnit v neexponovanych kontrolnich vzorcich, aby vysledek zkousky bylo mozno
povazovat za platny:

— stiedn{ mortalita dospélych samicek by na konci zkousky neméla prekrocit 20 %,

— stfedni pocet mlddat na opakovéni (s 10 vloZenymi dospélymi samickami) by na konci zkousky mél byt
alesponi 50,

— varia¢ni koeficient vypocitany pro pocet mlddat rozto¢ na opakovani by na konci hlavni zkousky nemél
byt vyssi nez 30 %.
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REFERENCNI CHEMICKA LATKA

7. Je tieba stanovit ECx anebo NOEC referen¢ni chemické latky, aby se ziskala zdruka, Ze laboratorni zkusebni
podminky jsou vyhovujici, a aby se ovéfilo, Ze odezva zkusebnich organismt se ¢asem neméni. Dimethodt (CAS
60-51-5) je vhodnd referen¢ni chemickd ldtka, u niZ bylo zjisténo ovlivnéni velikosti populace (4). Kyselinu
boritou (CAS 10043-35-3) je mozno pouzit jako alternativni referen¢ni chemickou latku. S touto litkou bylo
vSak ziskdno méné zkusenosti. Existuji dvé moznd uspofddani:

— Referen¢ni chemicka litka se mize zkouset paralelné se stanovenim toxicity kazdé zkousené chemické latky
pii jedné koncentraci, kterou je tieba pfedem prokdzat ve studii ddvka-odezva, jejimz vysledkem je Gcinek
> 50 % sniZeni poctu potomkd. V tomto piipadé by pocet opakovani mél byt stejny jako v kontrolnich
vzorcich (viz odstavec 29).

— Druhou moznosti je, ze se referen¢ni chemickd litka zkousi 1-2krdt ro¢né zkouskou divka-odezva. V
zdvislosti na vybraném uspofdddni se pocet koncentraci a opakovani a koeficient rozlozeni lisf (viz odstavec
29), ale mélo by se dosdhnout odezvy 10— 90 % ucinku (koeficient rozlozeni 1,8). Hodnota ECy, pro
dimethodt stanovend na zdkladé poctu mlddat by méla byt v rozmezi 3,0 az 7,0 mg t¢inné latky/kg pudy
(susina). Na zdkladé vysledkd doposud ziskanych s kyselinou boritou by hodnota EC, zaloZend na poctu
mlddat méla byt v rozmezi 100 az 500 mg/kg pidy (susina).

POPIS ZKOUSKY

ZkuSebni nidoby a vybaveni

8. Mely by se pouzivat zkuSebni nddoby o priméru 3-5 cm (vyska pidy > 1,5 cm), vyrobené ze skla nebo jiného
chemicky inertniho materidlu a vybavené tésné priléhajicim vickem. Pfednost se ddvd Sroubovacim vickim a v
tom pifpadé by nddoby mohly byt provzdusiovany dvakrat tydné. Alternativné je mozné pouzit kryty, které
dovoluji pfimou vyménu plynt mezi substritem a atmosférou (napf. giza). Jelikoz je béhem zkousky tfeba
udrzovat obsah vlhkosti dostatené vysoky, je zdsadné tieba kontrolovat hmotnost kazdé experimentalni
nddoby béhem zkousky a podle potieby doplnit vodu. To mtze byt zvlast dulezité, jestlize nejsou k dispozici
Sroubovaci vicka. Jestlize se pouziji neprihledné zkusebni nddoby, kryt by mél byt vyroben z materidlu, ktery
umoziuje piistup svétla (napf. dérované prahledné vicko) a zdroven brani roztocim v tniku. Velikost a typ
zkudebni nddoby zdvisi na extrakéni metodé (podrobnosti — viz dodatek 5). Jestlize se tepelnd extrakce aplikuje
piimo na zkusebni nddobu, pak je mozné pfidat na dno sito o vhodné velikosti ok (utésnéné az do extrakee);
hloubka ptidy by méla byt dostatecnd, aby byl zajistén gradient teploty a vlhkosti.

9.  Je tieba pouzit standardni laboratorni vybaveni, zejména ndsledujict:
— piednostné sklenéné nddoby se Sroubovacimi vicky,
— susdarna,
— stereomikroskop,
— §tétce pro pfemisténi roztoct,
— pH-metr a luxmetr,
— vhodné pfesné vihy,
— odpovidajici vybaveni pro regulaci teploty,

— odpovidajici vybaveni pro regulaci vlhkosti vzduchu (neni nezbytné, jestlize expozi¢ni nddoby jsou kryty
vicky),

— inkubdtor nebo mald mistnost s Fzenou teplotou,
— zafizeni pro extrakei (viz dodatek 5) (13),
— horni osvétlovaci panel s fizenou intenzitou svétla,

— sklenice pro shromédzdéni extrahovanych (vyjmutych) roztoct.
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Pfiprava umélé pady

10. Pfi této zkoudce se pouzivd uméld ptida. Uméld pida se sklddd z ndsledujicich slozek (vSechny hodnoty jsou
vztaZzeny na hmotnost susiny):

— 5 % sfagnové raseliny, pfijatelnd je na vzduchu suSend a jemné mletd (velikost ¢dstic 2 + 1 mm),

— 20 % kaolinitického jilu (obsah kaolinitu pfednostné vyssi nez 30 %),

— piiblizné 74 % na vzduchu suSeného primyslového pisku (v zdvislosti na potfebném mnozstvi CaCO,);
pievdzné jemny pisek s vice nez 50 % Cdstic mezi 50 a 200 mikrometry. Pfesné mnozstvi pisku zdvisi na
mnozstvi CaCO, (viz niZe), spole¢né by mély tvofit 75 %.

— < 1,0 % uhli¢itanu vépenatého (CaCO,, praskovy, analyticky Cisty) k dosazeni pH 6,0 + 0,5; mnozstvi
pfidaného uhli¢itanu vdpenatého miiZe v zdsadé zdviset na kvalité| charakteru raseliny (viz pozndmka 1).

Pozndmka 1: Pozadované mnozstvi CaCO, bude zaviset na slozkich ptdniho substritu a mélo by se stanovit
méfenim pH dil¢ich vzorkil pady bezprostiedné pied zkouskou (14).

Pozndmka 2: Obsah radeliny v umélé padé se odchyluje od jinych zkusebnich metod na piidnich organismech,
kde se ve vétsiné pipadd pouzivd 10 % raseliny (napf. (15)). Aviak podle EPPO (16) neobsahuje typickd
zemédélskd ptda vice nez 5 % organické hmoty, a sniZeni obsahu raseliny se tak odrdzi ve snizené moznosti
pfirodni ptdy sorbovat zkousenou chemickou latku na organicky uhlik.

Pozndmka 3: Jestlize je to potieba, napf. pro specifické zkusebni tcely, mohou jako zkusebni anebo kultiva¢ni
substrat rovnéz slouzit pfirodni ptdy z nekontaminovanych mist. AvSak jestlize se pfirodni ptida pouzije, méla
by byt charakterizovdna alespori pivodem (mistem odbéru), pH, texturou (rozloZeni velikosti ¢éstic) a obsahem
organické hmoty. Jestlize jsou dostupné, je tieba uvést typ a ndzev pidy podle klasifikace ptd; ptida by neméla
byt ni¢im kontaminovdna. V ptipadé, Ze zkouSend chemickd latka je kov nebo organo-kovové sloucenina, je
tieba rovnéZ stanovit kapacitu vymény kationtti (CEC) ptirodni ptdy. Zvldstni pozornost je tieba vénovat
splnéni kritérif platnosti, jelikoZ podrobné informace o piirodnich pudach jsou obvykle vzdcné.

11. Suché slozky pudy se dikladné promichaji (napf. ve velké laboratorni michacce). Pro stanoveni pH se pouZije
smés pudy a 1 M roztoku chloridu draselného (KCl) nebo 0,01 M chloridu vépenatého (CaCl,) v poméru 1:5
(viz (14) a dodatek 3). Jestlize je ptda kyselejsi, nezli je pozadované rozpéti (viz odstavec 10), mize se upravit
pfiddnim vhodného mnozstvi CaCO,. Jestlize je ptida prili§ alkalickd, upravi se pfidanim vice smési zahrnujici
prvni tii slozky popsané v odstavci 10, ale s vyloucenim CaCO,.

12. Maximdlni reten¢ni vodni kapacita (RVKmax) umélé pidy se stanovi ve shodé s postupy popsanymi v dodatku
2. Dva az sedm dni pfed zahdjenim zkousky se suchd uméld pada zvlh¢i ptidinim dostate¢ného mnozZstvi
destilované nebo deionizované vody, aby se dosahlo pfiblizné poloviny kone¢ného obsahu vody, ktery je 40 az
60 % RVKmax. Obsah vlhkosti se nastavi na 40-60 % RVKmax pfiddnim roztoku zkousené chemické latky a/
nebo pfiddnim destilované nebo deionizované vody (viz odstavce 16-18). Dodate¢nd hrubd kontrola obsahu
vlhkosti v pudé se provede mirnym stisknutim pudy v ruce; jestlize je obsah vlhkosti spravny, objevi se mezi
prsty malé kapky vody.

13. Obsah vlhkosti pidy se stanovi na za¢dtku a na konci zkousky sufenim na konstantni hmotnost pii 105 °C ve
shodé s ISO 11465 (17); pH plidy se stanovi ve shodé s dodatkem 3 nebo ISO 10390 (14). Tato méfeni je tfeba
provadét na dodate¢nych vzorcich bez roztoct, jak z kontrolni pudy, tak z ptdy o kazdé zkousené koncentraci.
Hodnota pH ptdy by se neméla upravovat, jestlize se zkouseji kyselé nebo bazické chemické litky. Obsah
vlhkosti je tfeba sledovat béhem zkousky pravidelnym vdzenim nddob (viz odstavce 20 a 24).
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Vybér a pfiprava zkuSebnich Zivocichi

14. Druh pouzity ve zkousce je Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer (Canestrini, 1883). Pro zahdjeni zkousky jsou
vyzadovany dospélé samicky roztoct ziskané ze synchronizované skupiny. Roztoci se vklddaji asi 7-14 dni po
dosazeni dospélosti, 28-35 dni po zahdjeni kladeni vajicek v synchronizaci (viz odstavec 3 a dodatek 4). Je
tfeba zaznamenat zdroj roztocti nebo dodavatele a udrzovéni laboratorni kultury. Jestlize se laboratorn{ kultura
udrzuje, doporucuje se, aby identita druhu byla potvrzena alespon jednou ro¢né. Identifika¢ni list je uveden v
dodatku 6.

Pfiprava zkuSebnich koncentraci

15. ZkouSend chemickd latka se zamichd do ptdy. Organickd rozpoustédla pouzitd pii zapracovani zkouSené
chemické litky do exponované pudy je tfeba volit s ohledem na jejich nizkou toxicitu pro roztoce a v
usporddani zkousky musi byt zahrnuta kontrola s rozpoustédlem (viz odstavec 29).

Zkousend chemickd ldtka rozpustnd ve vodé

16. Piipravi se roztok zkousené chemické latky v deionizované vodé v mnozstvi dostatecném pro vSechna
opakovani jedné zkuSebni koncentrace. Doporucuje se pouzit vhodné mnoZstvi vody, aby byl ziskdn
pozadovany obsah vlhkosti, tj. 40-60 % RVKmax (viz odstavec 12). Kazdy roztok zkousené chemické latky se
dtkladné promichd s jednou varkou zvlhéené ptdy, kterd se pak vlozi do zkusebni nddoby.

Zkousend chemickd ldtka nerozpustnd ve vodé

17. V piipadé chemickych litek nerozpustnych ve vodg, ale rozpustnych v organickych rozpoustédlech se zkousend
chemickd latka mtze rozpustit v co nejmensim objemu vhodného nosice (napf. acetonu). Méla by se pouZit
pouze tékavd rozpoustédla. Pii pouziti takovych nosi¢i by vsechny zkusebni koncentrace a kontrolni vzorky
mély obsahovat stejné minimdlni mnoZzstvi nosi¢e. Nosi¢ se nastitkne na malé mnozstvi, napiiklad 10 g,
jemného kiemenného pisku, nebo se s nim smichd. Celkovy obsah pisku v substritu by mél byt korigovin na
toto mnozstvi. Nosi¢ se odstrani odpafenim v digestofi po dobu alesponl jedné hodiny. Tato smés kiemenného
pisku a zkou$ené chemické latky se pfidd do zvlhéené ptidy a diikladné s ni promichd, pticemz se pfidd vhodné
mnoZstvi deionizované vody, aby se dosdhlo pozadované vlhkosti. Kone¢nd smés se vklddd do zkusebnich
nddob. Uvédomte si, Ze nékterd rozpoustédla mohou byt toxickd pro roztoCe. Proto se doporucuje pouZit
kontrolni vzorek s pfidanou vodou bez nosice, jestliZe toxicita rozpoustédla pro roztoce neni zndmd. Jestlize je
dostate¢né prokdzano, Ze rozpoustédlo (v koncentracich, které maji byt aplikovany) nemd zddné ucinky, lze
kontrolni vzorek s vodou vynechat.

Zkousené chemické ldtky Spatné rozpustné ve vodé i organickych rozpoustédlech

18. V ptipadé chemickych latek, které jsou Spatné rozpustné ve vodé a v organickych rozpoustédlech, se
ekvivalentni mnozstvi 2,5 g jemné mletého kiemenného pisku na zkuSebni nddobu (napiiklad 10 g jemného
kiemenného pisku na étyfi opakovani) smichd s pislusnym mnozstvim zkousené chemické litky, aby se ziskala
pozadovand zkuSebni koncentrace. Celkovy obsah pisku v substritu je pak t¥eba korigovat na toto mnoZstvi.
Tato smés kiemenného pisku a zkousené chemické latky se pfidd do zvlhcené piidy a dikladné promichd; ptidd
se vhodné mnozstvi deionizované vody, aby se ziskal pozadovany obsah vlhkosti. Kone¢nd smés se rozdéli mezi
zkusebni nadoby. Postup se opakuje pro kazdou zku$ebni koncentraci a pfipravi se rovnéz piislusné kontrolni
vzorky.

POSTUP
ZkuSebni skupiny a kontroly

19. Pro kazdou kontrolni a exponovanou nidobu se doporucuje deset dospélych samicek na 20 g susiny umélé
ptdy. Zkusebni organismy je tfeba vlozit béhem dvou hodin po pfipravé kone¢ného zkusebniho substritu (t.
po aplikaci zkousené latky). Ve zvlastnich ptipadech (napf. kdyz je stdrnuti povazovdno za urcujici faktor) je
mozné ¢as mezi pi{pravou konecného zkusebniho substritu a pfidinim roztolt prodlouzit (podrobnosti
takového starnuti viz (18)). Aviak v takovych piipadech musi byt uvedeno védecké odtivodnéni.
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20. Po pfidani rozto¢t do pudy se jim dodd krmivo a zméfi se pocteni hmotnost kazdé zkusebni nadoby, kterd se
pouzije jako reference pfi sledovdni obsahu vlhkosti v ptidé béhem zkousky, jak je popsdno v odstavci 24.
Zkusebni nadoby se pak zakryji, jak je popsdno v odstavci 8, a umisti se do zkusebni komory.

21. Pro kazdou z metod aplikace zkousené chemické litky popsanych v odstavcich 15 az 18 se piipravi ptislusné
kontrolni nadoby. Je tieba dodrzovat popsané piislusné postupy pipravy kontrol s vyjimkou, Ze neni pfidina
zkousend chemickd latka. Tam, kde je to potiebné, se tak do kontrolnich vzorkt pfidaji organickd rozpoustédla,
kfemenny pisek nebo jiné nosice v koncentracich/mnozstvich jako u exponovanych nddob. Tam, kde se pro
piidani zkouSené chemické latky pouzije rozpoustédlo nebo jiny nosi¢, by se rovnéz méla pfipravit dodate¢nd
kontrola bez nosi¢e nebo zkousené chemické latky a zkouset v piipadé, Ze toxicita rozpoustédla neni zndmd
(viz odstavec 17).

Zku$ebni podminky

22. Zkusebni teplota by méla byt 20 + 2 °C. Teplota by se méla zaznamendvat alesponi jednou za den a podle
potieby upravit. Zkouska se provddi za podminek Fizenych cykld svétlo-tma (pfednostné 16 hodin svétla a 8
hodin tmy) s osvétlenim 400 az 800 luxd v blizkosti zkuSebnich nddob. Z divodi srovnatelnosti jsou tyto
podminky stejné jako u jinych ekotoxikologickych zkousek ptdy (napt. (15)).

23. Vyménu plyni je tfeba zajistit provzdusiovanim zkuSebnich nddob alesponi dvakrat za tyden v piipadé, Ze se
pouzivaji Sroubovaci vika. Jestlize se pouzivaji kryty z gdzy, je tfeba vénovat zvldstni pozornost udrzovani
obsahu vlhkosti v ptidé (viz odstavce 8 a 24).

24. Obsah vody v pidnim substritu ve zkusebnich nddobédch se béhem zkousky udrzuje vdZenim a podle potieby
pravidelnym pfiddvanim vody do zkusSebnich nddob (napf. jednou za tyden). Ztrity se dopliiuji podle potieby
deionizovanou vodou. Obsah vlhkosti by se béhem zkousky nemél od pocdtecni hodnoty lisit o vice nez 10 %.

Krmeni

25. Ukdzalo se, Ze vhodnym zdrojem krmiva jsou syrohubi zhoubni (Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)).
Vhodni mohou byt rovnéz mali chvostoskoci (napf. mlddata Folsomia candida Willem, 1902 nebo Onychiurus
fimatus (19, 20), roupice (napf. Enchytraeus crypticus Westheide a Graefe, 1992) nebo hlistice (napf. Turbatrix
silusiae de Man, 1913)) (21). Doporucuje se krmivo pied pouZitim ve zkousce kontrolovat. Druh a mnoZstvi
krmiva by mély zarucit adekvdtni pocet mlddat, aby byla splnéna kritéria platnosti (odstavec 6). Pii vybéru
kofisti je tfeba brdt v dvahu rezim pusobeni zkousené litky (napf. akaricid maze byt pro potravinové roztoce
rovnéZ toxicky, viz odstavec 26).

26. Krmivo se doddva ad libitum (tj. pokazdé malé mnozstvi (§picka $pachtle)). Pro tento Gcel je rovnéz mozné
pouzit odsdvac se slabym sdnim, jak je navrzeno ve zkousce s chvostoskoky, nebo jemny $tétecek. Postacujici
obvykle bude poddvat krmivo na zacdtku zkousky a dvakrat az tiikrdt tydné. Jestlize se ukdZe, Ze zkouSend
latka je pro organismy slouzici jako krmivo toxickd, je tieba zvazit zvy$enou rychlost krmeni anebo alternativni
zdroj krmiva.

Vybér zkousenych koncentraci

27. Piedchozi znalost toxicity zkouSené chemické litky by meéla pomoci pfi vybéru vhodnych zkuebnich
koncentraci, napf. z orientacnich studii. V pfipadé potieby se provede orientacni zkouska s péti koncentracemi
zkouSené chemické litky v rozpéti 0,1-1 000 mg/kg susiny pudy, s alespoil jednim opakovanim pro
exponované a kontrolni nddoby. Orienta¢ni zkouska trvd 14 dni; pak se stanovi mortalita dospélych rozto¢t a
pocet mladat. Rozpéti koncentraci se v hlavni zkousce prednostné zvoli tak, aby zahrnovalo koncentrace, pti
nichZ je pocet mlddat ovlivnén, zatimco preziti matefské generace ovlivnéno neni. To viak nemusi byt mozné v
pifpadé chemickych ldtek, které maji smrtelné a téméf smrtelné dcinky pii skoro podobnych koncentracich.
Ucinnd koncentrace (napf. EC,, EC,,, EC,) a rozpéti koncentraci, ve kterém je t¢inek zkousené chemické latky
pfedmétem zdjmu, by mély byt zahrnuty mezi koncentracemi pouZitymi ve zkousce. Extrapolace hluboko pod
nejnizsi koncentraci ovliviiujici zkuSebni organismy nebo vysoko nad nejvyssi zkouenou koncentraci by se
méla provadét pouze ve vyjime¢nych piipadech a v takovém piipadé je tieba uvést Gplné vysvétleni v zavérecné
Zprave.
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Uspofadani experimentu
Zkousky ddvka-odezva

28. Jsou navrZeny tii uspofdddni zkousky na zdkladé doporuceni vyplyvajicich z jiného okruzniho testu (zkouska
toxicity pro reprodukci s roupicovitymi (22)). Veobecnd vhodnost vsech téchto ndvrhii byla potvrzena zdvéry
validace u H. aculeifer.

29. Pii ur¢ovani rozpéti koncentraci je tfeba brat v Givahu ndsledujict:

— Pro stanoveni EC_ (napf. EC,,, EC,) je tieba zkouSet dvandct koncentraci. Doporucuji se alespont dvé
opakovdni pro kazdou zkouSenou koncentraci a Sest kontrolnich opakovéni. Koeficient rozlozeni
koncentraci se muze lisit, tj. byt mensi nebo rovny 1,8 v rozmezi ocekdvaného Gcinku a vyssi nez 1,8 pii
vyssich a nizsich koncentracich.

— Pro stanoveni NOEC je tieba zkouset alesponn pét koncentraci v geometrické posloupnosti. Doporuduji se
¢tyti opakovéni pro kazdou zkousenou koncentraci plus osm kontrolnich vzorkd. Koncentrace by mély byt
rozloZeny s faktorem nepfekracujicim 2,0.

— Kombinovany piistup umoznuje stanoveni jak NOEC, tak EC,. PouZije se osm exponovanych koncentraci v
geometrické Fadé. Doporucuji se Ctyfi opakovani pro kazdou exponovanou koncentraci plus osm pro
kontrolni vzorky. Koncentrace by mély byt rozloZeny s faktorem nepfekracujicim 1,8.

Limitni zkouska

30. Jestlize v orienta¢ni zkousce nejsou pozorovany zddné Gcinky pfi nejvyssi koncentraci (tj. 1 000 mg/kg susiny
pudy), maze byt hlavni zkouska toxicity pro reprodukci provedena jako limitni zkouska s pouzitim zkousené
koncentrace 1 000 mg/kg susiny ptdy. Limitni zkouska poskytne moznost prokizat, Ze hodnota NOEC nebo
EC,, u reprodukce je vét3i nez mezni koncentrace, pfiemZ je minimalizovin pocet rozto¢t pouzitych pii
zkousce. PouzZije se osm opakovéni jak pro exponovanou pidu, tak pro kontrolu.

Doba trvéani zkousky a méfeni

31. Vsechny pozorované rozdily mezi chovanim a morfologii roztoc v kontrolnich a exponovanych nidobach je
tfeba zaznamenat.

32. V den 14 se prezivsi rozto¢i vyjmou z pudy pomoci tepelné/svételné extrakce nebo jiné vhodné metody (viz
dodatek 5). Oddélené se spocitd pocet mlddat (tj. larvy, protonymfy a deutonymfy) a dospél)’fch jedincti. Vsichni
dospéli roztoci v tuto chvili nenalezeni se zaznamenaji jako mrtvi, pricemz se piedpoklddd, ze takovi roztoci
uhynuli a rozlozZili se pred vyhodnocenlm Ucinnost extrakce se musi potvrdit jednou nebo dvakrat ro¢né na
kontrolnich vzorcich se zndmymi pocty dospélych a mlddat. Uginnost by méla byt vyssi nez 90 % v priméru
kombinovaném pro viechna vyvojova stidia (viz dodatek 5). Pocty dospélych a mlddat se pro ucinnost
neupravuji.

UDAJE A PREDKLADANI ZPRAV
Zpracovini vysledkd

33. Informace o statistickych metoddch, které je mozné pouzit pro analyzovéni vysledki zkousek, jsou uvedeny v
odstavcich 36 az 41. Kromé toho je tieba brat v Gvahu dokument OECD ¢. 54 ,Soucasné piistupy ve statistické
analyze tdaju o ekotoxicité: Pokyny pro aplikaci‘ (Current Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity
Data: a Guidance to Application) (31).

34. Hlavni cilovym ukazatelem je reprodukéni schopnost, v tomto pfipadé pocet zplozenych mlddat na zkusebni
nddobu ur¢enou k opakovéni (s vlozenymi 10 dospélymi samickami). Pro statistickou analyzu je tfeba spocitat
u exponovanych a kontrolnich nddob aritmeticky promér (X) a rozptyl (s?) reprodukéni schopnosti. X a s? se
pouziji pro postupy ANOVA, jako je napt. Studentiv t-test, Dunnettiv test nebo Williamsiv test a rovnéz pro
vypocet 95 % interval spolehlivosti.

Pozndmka: Tento hlavni cilovy ukazatel je rovnocenny plodnosti méfené jako pocet Zivych mlddat zplozenych
béhem zkousky déleny poctem rodi¢ovskych samicek vlozenych na zacdtku zkousky.
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35. Pocet preziviich samicek v neexponovanych kontrolnich vzorcich je hlavnim kritériem platnosti a musi byt
dokumentovén. Stejné jako pii orientaéni zkousce je tfeba i v zdvére¢né zpravé z hlavniho testu zaznamenat

dalsi skodlivé znaky.

ECx

36. Hodnoty ECx, v¢etné s nimi spojené dolni a horni 95 % meze spolehlivosti pro parametr popsany v odstavci
34, se vypocitaji pouzitim vhodnych statistickych metod (napf. probitové analyzy, logistické nebo Weibullovy
funkce, upravené Spearman-Karberovy metody nebo jednoduché interpolace). ECx se ziskd dosazenim hodnot
odpovidajicich x % kontrolniho primeéru do nalezené rovnice. Pro vypocet EC50 nebo jakékoli jiné EC, je tieba
pruméry pro exponované vzorky (X) podrobit regresni analyze.

NOEC/LOEC

37. Jestlize se pfi statistické analyze ocekavd stanoveni NOEC/LOEC, je nezbytné zpracovat statistiku na nadobu
(jednotlivé nadoby se povazuji za opakovani). Je tfeba pouzit vhodné statistické metody (podle dokumentu
OECD ¢. 54 — Soucasné piistupy ve statistické analyze udajii o ekotoxicité: Pokyny pro aplikaci). Obecné se
nepiiznivé ucinky zkousené latky ve srovndni s kontrolou zkoumaji pouzitim jednostranného (mensiho) testu
hypotézy pro p < 0,05. Piiklady jsou uvedeny v nésledujicich odstavcich.

38. Normdlni rozlozeni dat lze testovat pouzitim napf. Kolmogorov-Smirnovova testu dobré shody, testu poméru
rozpéti ke smérodatné odchylce (R/s-test) nebo Shapiro-Wilkova testu (dvoustranny, p < 0,05). Cochrantiv test,
Leventv test nebo Bartlettdv test (dvoustranny, p < 0,05) lze pouZit k testovdni homogenity rozptylu. Jestlize
jsou splnény piedpoklady pro pouziti parametrickych testd (normalita, homogenita rozptylu), lze provést
jednostupiiovou analyzu rozptylu (ANOVA) a ndsledné testy vicendsobného porovndvani. Vicendsobnd
porovndni (napf. Dunnettv t-test) nebo testy sestupného trendu (napf. Williamsiv test v piipadé monoténniho
vztahu ddvka-odezva) se mohou pouZit pro vypocet, zda existuji vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi kontrolnimi
vzorky a riiznymi koncentracemi zkousené latky (vybér doporucené zkousky podle dokumentu ¢. 54 OECD —
Soucasné piistupy ve statistické analyze daji o ekotoxicité: Pokyny pro aplikaci). Jinak je tfeba pro stanoveni
NOEC a LOEC pouzit neparametrické metody (napf. Bonferroniho U-test podle Holma nebo Jonckheere-
Terpstriv test trendu).

Limitni zkouska

39. Jestlize byla provedena limitni zkouska (pouze srovnani kontrolniho a jednoho exponovaného vzorku) a jsou
splnény predpoklady pro pouziti parametrickych testi (normalita, homogenita), mohou byt metrické proménné
vyhodnoceny pouzitim Studentova testu (t-test). Jestlize tyto poZadavky nejsou splnény, je mozné pouzit t-test
upraveny pro nerovnost rozptyltt (Welchav t-test) nebo neparametricky test, jako je Mann-Whitneytiv U-test.

40. Pro stanoveni vyznamnych rozdilti mezi kontrolami (kontrolni vzorek a kontrolni vzorek s rozpoustédlem) je
mozné zkouset opakovani kazdého kontrolntho vzorku, jak je popsdno pro limitni zkousku. Jestlize se témito
zkouskami nezjisti vyznamné rozdily, je mozné vSechna opakovani kontrol a kontrol s rozpoustédlem sloudit.
Jinak by se vSechny exponované nddoby mély srovndvat s kontrolou s rozpoustédlem.

Zavérecna zprava
41. Zavéretnd zprava by méla obsahovat alespon ndsledujici informace:
— Zkousend chemickd ldtka
— identita zkousené chemické latky, ndzev, Sarze, ddvka a &islo CAS, istota,

— fyzikélné-chemické vlastnosti zkouSené chemické latky (napf. log K, rozpustnost ve vodé, tlak par,
Henryho konstanta (H) a informace o osudu zkousSené chemické latky v ptdé).

— Zkusebni organismy
— identifikace a dodavatel zkuSebnich organismi, popis kultiva¢nich podminek,

— vékové rozpéti zkusebnich organismd.
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— Zkusebni podminky
— popis experimentdlniho uspotddani a postupu,

— podrobnosti piipravy zkuSebni ptidy; podrobnd specifikace, jestlize se pouzivd pirodni pida (pvod,
historie, rozlozeni velikosti ¢stic, pH, obsah organické hmoty a klasifikace ptdy, jestliZe je dostupnd),

— maximalni reten¢n{ vodni kapacita ptdy,
— popis techniky pouzité pro aplikaci zkousené chemické latky do ptidy,
— podrobnosti 0 pomocnych chemikaliich pouzitych pro aplikaci zkousené chemické latky,
— velikost zkusebnich nddob a hmotnost susiny zkusebni ptidy na nadobu,
— zkusebni podminky: intenzita svétla, trvani cykla svétlo-tma, teplota,
— popis rezimu krmen, typ a mnoZstvi krmiva pouzitého ve zkousce, datum krmeni,
— pH a obsah vody v ptidé na zacdtku a béhem zkousky (kontrolni vzorek a vechny exponované vzorky),
— podrobny popis extrakéni metody a Gcinnost extrakce.
— Vyssledky zkousky
— pocet mlddat stanoveny v kazdé zkuSebni nddobé na konci zkousky,
— pocet dospélych samicek a mortalita dospélych jedinct ( %) v kazdé zkusebni nddobé na konci zkousky,
— popis zjevnych symptomt nebo vyraznych zmén v chovani,
— vysledky ziskané s referencni zkousenou chemickou latkou,

— souhrn statistického zpracovani (EC, anebo NOEC ), v¢etné 95 % mezi spolehlivosti, a popis metody
vypoctu,
— graf vztahu koncentrace-odezva,

— odchylky od postupti popsanych v této zkuSebni metodé¢ a jakékoli neobvyklé jevy béhem zkousky.
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Dodatek 1

Definice

V této zkusebni metodé se pouzivaji ndsledujici definice (v této zkousce jsou vSechny Gc¢inné koncentrace vyjadreny
jako hmotnost zkousené chemické latky na hmotnost susiny zkusebni pidy):

Chemicka latka je litka nebo smés.

Koncentrace bez pozorovanych ucinkd (NOEC) je koncentrace zkouené chemické litky, pfi které neni
pozorovan zadny ucinek. V této zkouSce koncentrace odpovidajici NOEC nemd statisticky vyznamny tcinek (p
< 0,05) béhem dané expozi¢ni doby ve srovndni s kontrolou.

Nejnizsi koncentrace s pozorovanym déinkem (LOEC) je nejnizsi koncentrace zkousené chemické latky, kterd ma
statisticky vyznamny t¢inek (p < 0,05) béhem dané expozi¢ni doby ve srovnéni s kontrolou.

ECx (i¢innd koncentrace pro x % t¢inek) je koncentrace, kterd md x % ucinek na zkusebni organismy béhem dané
expozi¢ni doby ve srovndni s kontrolou. Napiiklad EC;, je koncentrace, u niZ se odhadne, Ze zptsobi zkoumany
ucinek u cilového ukazatele u 50 % vystavené populace béhem definované expozi¢ni doby.

ZkouSend chemicka latka je jakdkoli latka nebo smés zkousend pouzitim této zkusebni metody.
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Dodatek 2

Stanoveni maximdlni reten¢ni vodni kapacity pidy

Ndsledujici metoda stanoveni maximdlni retenéni vodni kapacity plidy je povazovdna za vhodnou. Je popsdna v
piiloze C ISO DIS 11268-2 (Kvalita ptidy — Ucinky znecistujicich latek na Zizaly (Eisenia fetida). Cést 2: Stanoveni
ucinkt na reprodukei (23)).

Shromdzdi se definované mnozstvi (napf. 5 g) zkuebniho ptidniho substrdtu pouZitim vhodného nastroje na odbér
vzorku (spirdlovy trubkovy vzorkova¢ atd.). Dno trubky se zakryje kusem filtratniho papiru, trubka se naplni vodou
a umisti na stojan ve vodni ldzni. Trubka se postupné ponofuje, az je vodni hladina nad povrchem puady. Pak se
ponechd ve vodé piiblizné tii hodiny. JelikoZ ne v§echna voda absorbovand padnimi kapilirami mtiZe byt zadrZena,
mél by se vzorek pidy ponechat okapat dvé hodiny tak, Ze se trubka umisti na lizko z velmi mokrého, jemné
mletého kiemenného pisku v uzaviené nddobé (aby se zabrdnilo vysuSeni). Vzorek se pak zvdzi a vysu$i do
konstantni hmotnosti pti 105 °C. Reten¢ni vodni kapacita (RVK) se pak vypocitd podle nésledujiciho vzorce:

S D

RVK ( v % susiny) = % % 100

Kde:
S = vodou nasyceny substrat + hmotnost trubky + hmotnost filtra¢ntho papiru
T = tdra (hmotnost trubky + hmotnost filtra¢niho papiru)

D = hmotnost susiny substratu
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Dodatek 3

Stanoveni pH pidy

Nasledujici metoda stanoveni pH ptidy vychdzi z popisu uvedeného v ISO DIS 10390: Kvalita pidy — Stanoveni pH
(16).

Definované mnozstvi ptidy se susi pfi laboratorni teploté po dobu alesponi 12 hodin. Suspenze pady (obsahujici
alespont 5 gramt pudy) se pak doplni do 5ndsobného objemu bud 1 M roztoku analyticky cistého chloridu
draselného (KCl) nebo 0,01 M roztoku analyticky ¢istého chloridu vdpenatého (CaCl,). Suspenze se pak dikladné
protfepava po dobu 5 minut. Po protiepani se suspenze ponechd usadit alesponi 2 hodiny, ale ne déle nez 24 hodin.
Pak se zméfi pH kapalné fize pouzitim pH-metru kalibrovaného pied kazdym méfenim pomoci vhodné fady
pufra¢nich roztokd (napf. pH 4,0 a 7,0).
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Dodatek 4

Chov dravych roztoci druhu Hypoaspis (Geolaelaps ) aculeifer, potravinovi roztoci a synchro-
nizace kultury

Chov druhu Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer:

Kultury mohou byt udrzovany v plastovych nadobach nebo sklenicich naplnénych smési palené siddry a mletého
drevéného uhli (9:1). Sddru je mozné udrzovat vlhkou pfiddnim nékolika kapek destilované nebo deionizované vody
podle potieby. Teplota chovu je optimdlné mezi 20 + 2 °C, rezim svétlo/tma neni pro tento druh ddlezity. Kofisti
mohou byt rozto¢i druhu Typrophagus putrescentiae nebo Caloglyphus (s potravinovymi rozto¢i se musi zachdzet
opatrné, nebot by u ¢lovéka mohli zpusobit alergickou reakci), ale hlistice, roupicoviti a chvostoskoci jsou rovnéz
vhodni jako kofist. Jejich zdroj je tieba zaznamenat. Vyvoj populace mize byt zahdjen s jednou samickou, protoze
samecci se vyvijeji z neoplodnénych vajicek. Generace se Siroce prekryvaji. Samicka muze Zit alespon 100 dni a
muze béhem svého zivota nakldst pfiblizné 100 vajicek. Maximdlni rychlost kladeni vaji¢ek je mezi 10 a 40 dny (po
dosazeni dospélosti) a predstavuje 2,2 vajicka na samicku a den. Doba vyvoje od vajicka k dospélé samicce je
pfiblizné 20 dni pfi 20 °C. Pfedem je tieba udrzovat a prechovdvat vice nez jednu kulturu.

Chov druhu Typrophagus putrescentiae:

Roztodi jsou prechovdvani ve sklenéné nddobé naplnéné jemnym praskem z pivovarskych kvasnic, kterd je umisténa
v plastovém kbeliku naplnéném roztokem KNO,, aby se zabrénilo jejich tiniku. Potravinovi rozto¢i se umisti na
povrch tohoto prasku. Pak se peclivé pouzitim $pachtle promichaji s praskem (ktery se musi ménit dvakrdt tydné).

Synchronizace kultury:

Jedinci, kteff se pouziji pfi zkousce, by méli byt podobné staif (cca 7 dni po dosaZeni stupné dospélosti). Pfi chovné
teploté 20 °C se toho dosdhne takto:

Samicky se premisti do ¢isté chovné nddoby a pfidd se dostatek krmiva
— Dwa az tii dny se samicky ponechaji pro nakladeni vajicek, pak se vyjmou.

— Dospélé samicky se odeberou pro zkousku mezi 28. a 35. dnem od zacdtku jejich umisténi do ¢istych chovnych
nadob.

Dospélé samicky Ize snadno odlisit od sameckd a jinych vyvojovych stupit diky jejich vétsi velikosti, vykrmenému
tvaru a hnédému hibetnimu $titu (samecci jsou ttlejsi a placati), nedospélé maji bilou az krémovou barvu. Vyvoj
roztocti pokracuje pfiblizné podle modelu popsaného niZze pii 20 °C (obrdzek): vajicko 5 dni, larva 2 dny,
protonymfa 5 dni, deutonymfa 7 dni, obdobi pted kladenim vajicek u samicek 2 dny. Pak jsou roztoci dospéli.

Obrdzek

Vyvoj roztocit druhu Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer pfi 20 °C. (odebrini = samicky pouZité pro zkousku)
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Dospéli zkusebni Zivocichové se odeberou ze synchronizované kultury a vlozi do zkuSebnich nddob mezi 28. a 35.
dnem poté, co rodicovské samicky zahdjily kladeni vajicek (fj. 7-14 dni po dosazeni dospélosti). Tim se zaru¢i, Ze
zkuSebni samicky jiz prosly obdobim pfed kladenim vajicek a spafily se se samecky, ktefi jsou rovnéZ pfitomni v
kultiva¢ni nddobé. Pozorovanim kultur v laboratoii se zjistilo, Ze samicky se paif okamzité nebo kritce po dosaZeni
dospélosti, jestlize jsou samecci pfitomni (Ruf, Vaninnen, osobni sdéleni). Obdobi sedmi dni je zvoleno, aby se
usnadnila integrace do laboratornich podminek a byl poskytnut ¢as pro vyrovnéni individudlni vyvojové variability
mezi rozto¢i. Kladeni vajicek by mélo byt zahdjeno alespon se stejnym poctem samicek, jaky bude nakonec potfebny
pii zkoudce. Jestlize je napiiklad pti zkouSce potfeba 400 samiCek, musi byt alespoit 400 samickdm umozZnéno
nakldst vajicka béhem dvou az tf dni. Alespon 1 200 vajicek by mél byt startovni bod pro synchronizovanou
populaci (pomér pohlavi cca 0,5; mortalita cca 0,2). Aby se pfedeslo kanibalismu, je vhodngjsi nedrzet v jedné
nddobé vice nez 20-30 samicek kladoucich vajicka.
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Dodatek 5

Extrakéni metody

Pro mikroclenovce je tepelnd extrakce vhodnou metodou vyjmuti zkusebnich jedinct z piidy/substritu (viz obrdzek
niZe). Metoda je zaloZena na aktivité organismi, takZe pouze pohyblivi jedinci budou mit Sanci byt zaznamendni.
Podstatou tepelné extrakce je vytvofit pro organismy ve vzorku postupné horsi a hor$i podminky, az pak opusti
substrdt a spadnou do fixa¢ni kapaliny (napf. ethanolu). Klicovymi body jsou trvani extrakce a gradient zhorSovani
podminek pro organismy, od dobrych pfes stfedné dobré az po $patné. Extrakce pro ekotoxikologické zkousky musi
byt co moznd nejkratsi, protoze jakykoli popula¢ni rist béhem doby extrakce by zkreslil vysledky. Na druhé strané
musi byt podminky teploty a vlhkosti ve vzorku vzdy v rozmezi, které umoziuje pohyb roztoct. Zahtivani vzorku
ptdy vede k vysuSovéni substritu. Jestlize je vysychdni pfili§ rychlé, néktef{ rozto¢i by sami mohli vyschnout dfive,
nez by se jim podafilo uniknout.

Proto je navrzen ndasledujici postup (24, 25):

Pristroj: Tullgrenova nélevka nebo srovnatelné metody, napf. McFadyenova (vrchni zahfivdni, vzorek je vkldddn pfes
nalevku).

Rezim zahfivani: 25 °C po dobu 12 h, 35 °C po dobu 12 h, 45 °C po dobu 24 hodin (celkem 48 h). Teplota se musi
méfit v substratu.

Fixa¢ni kapalina: 70 % ethanol.

Podrobnosti: Ze sklenéné lahvicky pouzité pro zkousku se sunda vicko a okolo hrdla se ovaze kus sitoviny nebo
tkaniny. Tkanina by méla mit velikost ok 1,0 az 1,5 mm. Tkanina se pfipevni gumickou. Lahvicka se opatrné otoci
dnem vzhiru a umisti do extrakéniho zafizeni. Tkanina brani, aby substrat vypadaval do fixa¢ni kapaliny, ale
umoziuje rozto¢im opustit vzorek. Kdyz jsou vSechny lahvicky vloZeny, spust{ se rezim zahfivani. Extrakce se
ukonéi po 48 hodindch. Fixa¢ni lahvicky se vyjmou a roztodi se spocitaji pomoci mikroskopu s malym zvétSenim.

Ucinnost extrakce vybranou metodou se musi provéfovat jednou nebo dvakrit rocné za pouziti nddob obsahujicich
zndmy pocet mlddat a dospélych roztoct drzenych v neexponovaném zkusebnim substrtu. U¢innost by méla byt >
90 % v praméru kombinovaném pro viechna vyvojovd stadia.

Extrakéni zafizeni Tullgrenova typu

Heat
source

Wine
mesh
barrier

Vial of
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Jak se pripravi zkuSebni ampulka po skonceni zkousky pfed extrakci.
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Dodatek 6

Identifikace Hypoaspis (Geolaelaps ) aculeifer

Podtiida/fad/podrad: Celed: Rod/podrod/druh:

Acari/Parasitiformes/Gamasida Laelapidae Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Autor a da- F. Faraji, Ph.D. (MITOX), 23. ledna 2007
tum:

Pouzitd litera- | Karg, W. (1993). Die freilebenden Gamasina (Gamasides), Raubmilben. Tierwelt Deutschlands 59,
tura: 2. upravené vydani: 1-523.

Hughes, AM. (1976). The mites of stored food a houses. Ministry of Agriculture, Fisheries a Food,
Technical Bulletin 9: 400pp.

Krantz, G.W. (1978). A manual of Acarology. Oregon State University Book Stores, Inc., 509 pp.

Planované #i- | Tectum se zaoblenym pilovitym okrajem; hypostomalni ryhy s vice nez 6 zoubky; kaudalni do-
zené charak- | rsdlni sety Z4 nepiili§ dlouhé; dorsdlni sety $tétinovité; normalni stit genitdlii, nep#ili§ zvétSeny a
teristiky: nedosahujici k andlnimu $titu; zadni polovina dorsdlniho stitu bez nepdrovych set; nohy Il a IV s
nékolika silnymi makrosetami; dorsdlni seta Z5 asi dvakrdt delsi nez J5; pevny cldnek chelicer
s 12-14 zoubky a pohyblivy ¢lanek s 2 zoubky; délka idiosomy 520-685 pm.

Roztoci Hypoaspis miles se rovnéZ pouZivaji pii biologické kontrole a mohou se splést s H. aculeifer.
Hlavni rozdil je:

H. miles nélezi k podrodu Cosmolaelaps a maji nozovité dorsdlni sety, zatimco H. aculeifer ndlezi k
podrodu Geolaelaps a maji §tétinovité dorsdlni sety.

Hypoaspis aculeifer dle Hughes, 1976

g
o

o b

all (samicka)

Origindlni kresba od F. Farajiho toha IV i Hypoaspis aculeifer,
Hibetni $tit s charakteristickymi sety
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Dodatek 7

Zdkladni informace o biologii rozto&t Hypoaspis (Geolaelaps) aculeifer

Roztoci Hypoaspis aculeifer ndlez{ do Celedi Lealapidae, tadu Acari (roztoci), tiidy Arachnida, kmenu Arthropoda. Ziji ve
viech druzich ptdy a Zivi se jinymi rozto¢i, hlisticemi, roupicovitymi a chvostoskoky (26). V piipadé nedostatku
potravy se uchyluji ke kanibalismu (27). Téla dravych rozto¢t se cleni na idiosomu a gnathosomu. Jasné déleni
idiosomy na prosomu (hlavohrud) a opistosomu (zadecek) nemaji. Gnathosoma (hlavovy §tit) nese orgny pro pijem
potravy, jako jsou palpy (makadla) a chelicery (klepitka). Chelicery jsou tii¢linkové a opattené zoubky rtizného tvaru.
Kromé pozirdni pouzivaji samecci své chelicery zejména k pfenosu spermatofor na samicky. Dorsalni §tit kryje téméf
celou idiosomu. Velkou ¢dst idiosomy samicky zabiraji rozmnozZovaci organy, které jsou zvldsté vyrazné kratce pred
kladenim vajicek. Na ventrdlni strané lze nalézt dva stity, hrudni a genitdlni §tit. VSechny nohy jsou vybaveny chlupy
a trny. Chlupy se pouzivaji jako opora pfi zavrtdvini do pidy nebo pfi pohybu na jejim povrchu. Prvni par nohou se
pouzivd hlavné jako tykadla. Druhy pdr nohou se pouZivd nejen k pohybu, ale rovnéz k sevieni kofisti. Trny ¢tvrtého
paru nohou mohou slouzit k obrané a také k pohybu (28). Samecci jsou dlouzi 0,55-0,65 mm a vazi 10-15 pg.
Samicky jsou dlouhé 0,8-0,9 mm a vdzi 50-60 pg (8, 28) (obrdzek 1).

Obr. 1

Samicka, samecek, protonymfa a larva H. aculeifer.

Pfi 23 °C dosahuji rozto¢i sexudlni zralosti po 16 dnech (samicky) a 18 dnech (samecci) (6). Samicky pfendseji
spermie pomoci solenostomu, odkud se pak premisti do vaje¢niku. Spermie ve vajecniku dospéji a uklddaji se. K
oplodnéni dochdzi pouze po dozrdni spermii ve vaje¢niku. Oplodnénd nebo neoplodnénd vajicka samicky kladou ve
shlucich nebo oddélené, predevsim do puklin nebo dér. Spdfené samicky mohou plodit mlddata obou pohlavi,
zatimco z vaji¢ek nespafenych samicek se vylihnou pouze mlddata sameckd. Béhem vyvoje k dospélosti prochdzeji
rozto¢i Ctyfmi vyvojovymi fazemi (vajicko-larva, larva—protonymfa, protonymfa—-deutonymfa, deutonymfa—dospély
jedinec).

Vajicka jsou mlééné bild, sklovitd, eliptickd a pfiblizné 0,37 mm dlouhd s pevnym plastém. Podle (8) jsou larvy 0,42
az 0,45 mm veliké. Maji pouze tfi pary nohou. V oblasti hlavy jsou vyvinuty palpy a chelicery. Chelicery opatiené
nékolika malymi zoubky slouzi k vyklubdni z vajicka. Po prvnim svlékdni, 1-2 dny po vylihnuti, se vyvinou
protonymfy. Ty jsou rovnéz bilé, o velikosti 0,45-0,62 mm (8) a maji ¢tyfi pary nohou. Chelicery jsou kompletné
vybaveny zoubky. Pocinaje timto stadiem zacinaji rozto¢i shdnét potravu. Z tohoto divodu je kutikula kofisti
proraZena chelicerami a do jejtho téla je vypustén sekret pro mimostfevni traveni. Rozto¢ pak nasaje potravu ve
formé kase. Chelicery mohou rovnéz slouzit k vytrhnuti vétsich ¢isti z hrudek potravy (28). Po dalsim svlékdni se
vyvinou deutonymfy. Ty jsou velké 0,60-0,80 mm (8) a maji Zlutou az svétle hnédou barvu. Pocinaje timto stadiem
vyvoje se déli na samicky a samecky. Po dalsi ekdyzi, béhem niZ jsou Zivocichové neaktivni a vytvaii se jim hnédy stit
(po cca 14 dnech), jsou roztoci dospéli (28, 29, 30). Pfi teploté 25 °C Zziji 48 az 100 dni (27).



1.3.2016

Utedn véstnik Evropské unie L 54/201

Dodatek 8

Souhrn a harmonogram hlavnich ¢innosti, které je tfeba podniknout k provedeni zkousky s

rozto¢i Hypoaspis

Doba (dny)
zacdtek zkousky = den 0

Cinnost/dkol

Den - 35 Samicky se premisti ze zdsobni kultury do €istych nddob pro zahdjeni synchronizace
az — 28 Po 2 dnech: samicky se vyjmou
Dvakrat az tiikrat za tyden: doda se dostatek krmiva
Den -5 (£ 2) Priprava umélé pady
Den — 4 (+ 2) Stanoveni RVK umélé pady
Vysu$eni pies noc
Nasledujici den: vzorky se zvdzi a vypocitd se RVK
Den -4 (£ 2) Zvlh¢i se uméld pada, aby se dosdhlo 20-30 % RVK
Den 0 Zahdjeni zkousky: do umélé ptdy se ptidd zkousend chemickd latka

Do kazdého opakovdni se vlozi 10 samicek
Kazdé opakovani se zvazi

Ptiprava abiotickych kontrolnich vzorks pro obsah vlhkosti a pH, 2 opakovani pro kaz-
dou expozici

Pfes noc se vysusi vlhké kontrolni vzorky
Nasledujici den: zvdzi se vlhké kontrolni vzorky

Nasledujici den: zméfi se pH vysuSenych abiotickych kontrolnich vzorka

Den 3, 6, 9, 12 (piibl.)

Do kazdého opakovdni se dodd dostatecné mnozZstvi kofisti

Kazdé opakovini se zvazi a nakonec se doplni odpafend voda

Den 14

Ukonéeni zkousky, ptipravi se extrakce se viemi opakovanimi plus kontrolni vzorky t¢in-
nosti extrakce

Pfes noc se vysusi voda z kontrolnich vzorki
Ndsledujici den: zjisti se obsah vody v kontrolnich vzorcich

Nasledujici den: zmé&fi se pH susenych kontrolnich vzorkd

Den 16

Ukonceni extrakce

Den 16 +

Zaznamend se poCet dospélych jedincti a mlddat v extrahovaném materidlu
Vysledky se zpracuji do vzorovych tabulek

Zkusebni postup se uvede v listech zdvére¢né zpravy
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C.37. 21DENNI ZKOUSKA NA RYBACH: KRATKODOBY SCREENING ESTROGENNI A ANDROGENNI
AKTIVITY A INHIBICE AROMATAZY

UVOD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouSeni (TG) 230 (2009). Potieba vyvinout a
validovat zkousku na rybédch, kterd umozni zjistit urcité chemické latky ovliviiujici funkce endokrinniho
systému, prameni z obavy, Ze piitomnost chemickych litek v Zivotnim prostfedi mize vyvoldvat nepfiznivé
G¢inky na lidi i volné Zijici zvifata, zpusobené interakci téchto chemickych latek s endokrinnim systémem.
Organizace OECD v roce 1998 zahdjila ¢innost s vysokou prioritou zaméfenou na revizi stavajicich pokynd a
vypracovani novych pokynt pro zjistovani a zkouseni latek, které mohou narusovat ¢innost endokrinnich zldz.
Soudast{ této cinnosti bylo vypracovani zkuSebnich metod pro zji§tovani chemickych latek ovliviujicich
endokrinni systém druhtt ryb. Tato 21denni screeningovd zkouska endokrinniho pusobeni na ryby prosla
rozsahlym validatnim programem, ktery sestdval z mezilaboratornich studii s vybranymi chemickymi latkami a
jehoz cilem bylo prokdzat relevanci a spolehlivost této zkousky pro zjistovani chemickych litek zptsobujicich
narudeni endokrinniho systému a inhibici aromatdzy (1)(2)(3)(4)(5) u ti{ zkoumanych druht ryb (jelecek
velkohlavy, halan¢ik japonsky a danio pruhované). Zjistit androgenni aktivitu lze u jelecka velkohlavého a
halancika japonského, u dania pruhovaného to vSak mozné neni. Zjisténi antiandrogennich chemickych latek
tato zkuSebni metoda neumoziuje. Valida¢ni studie byly podrobeny odborné revizi, kterou provedla komise
sloZzend z odborniki jmenovanych ndrodnimi koordindtory programu zkusebnich pokynti OECD (6). Tato
zkouska neni urcena k identifikaci konkrétnich mechanismd poskozeni hormondlniho systému, protoze
pokusnd zvifata maji intaktni hypothalamo-hypofyzo-gonadélni (HPG) osu, kterd miZe reagovat na chemické
latky, jez maji vliv na HPG osu na riznych drovnich. Kratkodobd zkouska ptsobeni na reprodukci ryb (OECD
TG 229) zahrnuje plodnost a piipadné histopatologii gondd u jelecka velkohlavého a rovnéz vsechny vlastnosti,
které sleduje tato zkusebni metoda. Pokyn OECD TG 229 umoziiuje screening chemickych latek, které ovlivituji
reprodukci prostrednictvim rtiznych mechanismd, vcetné plsobeni na endokrinni systém. Pfed volbou
nejvhodnéjsi zkusebni metody je téeba to vzit v Gvahu.

2. Tato zkusebni metoda popisuje screeningovou zkousku in vivo, kdy jsou pohlavné zrali rybi sameckové a tfouci
se samicky drZeni pohromadé a po urcitou omezenou ¢dst svého Zivotnitho cyklu (21 dntl) jsou vystaveni
ptsobeni chemické latky. Po ukonceni 21denni doby expozice — v zdvislosti na pouzitém druhu — se u sameckd
a samicek zméH jeden nebo dva biomarkerové ukazatele jakoZto indikdtory estrogenni ¢i androgenni aktivity
zkousené chemické latky nebo jejtho pisobeni jako inhibitoru aromatdzy; témito ukazateli jsou vitelogenin a
druhotné pohlavni znaky. Vitelogenin se méH u jelecka velkohlavého, halan¢ika japonského a dania
pruhovaného, zatimco druhotné pohlavni znaky se méfi pouze u jelecka velkohlavého a halancika japonského.

3. Tato biologickd zkouska slouZi jako screeningovd zkouska pro urcité typy piisobeni na endokrinni systém a na
jeji provadéni je tieba pohlizet v kontextu Koncepéniho raimce OECD pro zkousky a posuzovini chemickych
latek narusujicich ¢innost endokrinnich zlaz* (28).

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

4. Vitelogenin (VTG) obvykle vznikd v jatrech samicek vejcorodych obratlovcl v reakci na endogenni estrogen
v krevnim obéhu. Je to prekurzor Zloutkovych proteind a poté, co vznikne v jitrech, putuje krevnim fe¢istém
do vaje¢niku, kde je spotiebovavan a modifikovan vyvijejicimi se jikrami. V plazmé nedospélych rybich samicek
a sameck vitelogenin téméf neni mozné detekovat, protoze v krevnim obéhu nemaji dostatek estrogenu. Jatra
jsou vSak schopna vitelogenin syntetizovat a vylucovat jej v reakci na stimulaci exogennim estrogenem.

5. Méfeni vitelogeninu slouzi k zjisténi chemickych latek s riznymi mechanismy estrogenniho ptsobeni. Zjistit
piitomnost estrogennich chemickych latek je mozné pomoci méfeni indukee vitelogeninu u sameckt ryb, které
bylo obséhle zdokumentovano v recenzované védecké literatufe (napf. (7)). Indukce vitelogeninu byla rovnéz
prokdzdna na zdkladé expozice aromatizovatelnym androgentm (8)(9). Pokles tirovné estrogenu v krevnim
obéhu u samicek, napiiklad prostfednictvim inhibice aromatdzy, kterd endogenni androgen pfeméfiuje
v piirodni estrogen 17-beta-estradiol, zplsobuje snizeni hladiny vitelogeninu, coZz se pouzije ke zjisténi
chemickych latek s vlastnostmi zptisobujicimi inhibici aromatdzy (10)(11). Biologicky vyznam odezvy v podobé
produkce vitelogeninu po inhibici estrogenu/aromatdzy byl potvrzen a Siroce zdokumentovén. Je viak mozné,
ze tvorba VTG u samiCek mizZe byt ovlivnéna také obecnou toxicitou a toxickymi ucinky jiného nez
endokrinntho charakteru, napt. toxickymi G¢inky na jatra.
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6. Podafilo se tisp&né vyvinout nékolik metod méfeni, ndsledné standardizovanych pro rutinni pouzivdni. Jednd
se napiiklad o metody enzymové imunosorp¢ni analyzy (ELISA) specifické pro jednotlivé druhy, kdy se pro
stanoveni hladiny vzniklého vitelogeninu v malych vzorcich krve nebo jater odebranych z jednotlivych ryb
pouzivd imunochemie (12)(13)(14)(15)(16)(17)(18). Pro méfeni VTG se odebiraji vzorky krve jelecka
velkohlavého, krve nebo homogendtu hlavy/ocasu dania pruhovaného a jater halancika japonského. U halancika
japonského existuje dobrd korelace mezi VTG méfenym z krve a z jater (19). Doporucené postupy pro odbér
vzorki pro tcely analyzy vitelogeninu jsou uvedeny v dodatku 6. Soupravy pro méfeni vitelogeninu jsou Siroce
dostupné; takovéto soupravy by mély byt zaloZeny na validované metodé zkousky ELISA specifické pro
jednotlivé druhy.

7. Druhotné pohlavni znaky sameckd ryb uritych druhd jsou zvenku viditelné, kvantifikovatelné a odrazeji
hladiny endogennich androgent. Je tomu tak v ptipadé jelecka velkohlavého a halancika japonského, avsak
nikoli u dania pruhovaného, které kvantifikovatelné druhotné pohlavni znaky nemd. U samicek se zachovava
schopnost vyvinout sam¢i druhotné pohlavni znaky, jsou-li exponovany androgennim chemickym latkim ve
vodé. Ve védecké literatufe je k dispozici nékolik studif, které dokumentuji tento typ reakce u jelecka
velkohlavého (20) a halancika japonského (21). SniZeny vyskyt druhotnych pohlavnich znakd u sameckt by
vzhledem k nizké statistické prikaznosti mél byt interpretovan s opatrnosti a mél by byt zalozen na odborném
posouzeni a na zdvaznosti dikazi. Pro pouziti dania pruhovaného v této zkousce existuji omezeni v disledku
neexistence kvantifikovatelnych druhotnych pohlavnich znakd, které by reagovaly na chemické latky
s androgennim ptlisobenim.

8. U jelecka velkohlavého je hlavnim indikdtorem expozice exogennimu androgenu pocet paficich hrbolkd, které
se nachdzeji na tlamé samicky. U halanc¢ika japonského pfedstavuje hlavni marker exogenni expozice
androgennim chemickym ldtkdm pocet bradavkovitych vybézki u samicek. Doporucené postupy, kterymi je
tieba se fidit pfi hodnoceni pohlavnich znakd, jsou pro jelecka velkohlavého uvedeny v dodatku 5A a pro
halanc¢ika japonského v dodatku 5B.

9.  Definice pouzité v této zkuSebni metodé jsou uvedeny v dodatku 1.

PODSTATA ZKOUSKY

10. Pi zkousce jsou ve zkuSebnich nddrzich spole¢né exponovani sameéci a samicky ryb v reprodukénim stavu.
Jejich dospélost a reprodukéni stav umoziiuji jasné rozliSeni pohlavi, a tim i analyzu jednotlivych ukazatelt
v zdvislosti na pohlavi, a zaji§tuje jejich citlivost vii¢i exogennim chemickym latkdm. Pfi ukonceni zkousky se
pohlavi ovéfi makroskopickym vysetienim gondd po ventrdlnim otevieni bficha ntizkami. Prehled piislusnych
podminek pro provedeni biologické zkousky je uveden v dodatku 2. Zkouska obvykle za¢ind se vzorky ryb
odebranymi z populace, kterd je schopna tieni; zestdrlé ryby by se pouzivat nemély. Pokyny ohledné stafi ryb a
jejich reprodukéniho stavu jsou uvedeny v oddile ,Vybér ryb’. Ve zkousce se pouziji tfi expozi¢ni koncentrace
chemické latky a kontrola s vodou, a je-li to nezbytné, kontrola s rozpoustédlem. U halancika japonského a
dania pruhovaného se pouziji dvé nddrze ¢i opakovani pro kazdou expozici (pficemz kazdd nddrz obsahuje 5
sameckt a 5 samicek), zatimco u jelecka velkohlavého se pouziji ¢tyfi nddrze ¢i opakovani pro kazdou expozici
(pficemz kazdd nadrZ obsahuje 2 samecky a 4 samicky). Ucelem je zohlednit teritoridlni chovani sameckd
jele¢ka velkohlavého a soucasné zachovat dostate¢nou prikaznost zkousky. Expozice trvd 21 dnt a v den 21
expozice se u ryb odeberou vzorky.

11. Pfi odbéru vzorkd v den 21 se vSechny ryby humédnné usmrti. U jelecka velkohlavého a halancika japonského
se zmé&H druhotné pohlavni znaky (viz dodatek 5A a dodatek 5B); u dania pruhovaného a jelecka velkohlavého
se odeberou vzorky krve pro stanoveni vitelogeninu, alternativné lze pro stanoveni vitelogeninu u dania
pruhovaného odebrat hlavujocas (dodatek 6); u halancika japonského se pro analyzu VTG odeberou jitra

(dodatek 6).

KRITERIA PRIJATELNOSTI ZKOUSKY

12.  Aby byly vysledky zkousky pfijatelné, musi byt splnény tyto podminky:

— mortalita v kontroldch s vodou (nebo s rozpoustédlem) na konci doby expozice by neméla byt vétsi nez
10 %,

— koncentrace rozpusténého kysliku by méla dosahovat alespont 60 % hodnoty nasyceni vzduchem (ASV) po
celou dobu expozice,
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— teplota vody ve zkuSebnich nddrzich by se v kterémkoli ¢ase béhem doby expozice neméla lisit o vice nez *
1,5 °C a méla by byt udrzovédna v rozpéti 2 °C v teplotnich rozmezich stanovenych pro jednotlivé zkusebni
druhy (dodatek 2),

— mély by byt k dispozici dikazy pro prokdzani toho, Ze koncentrace zkousené chemické latky v roztoku byly
uspokojivé udrzovany v rozmezi + 20 % od stfednich naméfenych hodnot.

POPIS METODY
Pfistroje a pomiicky

13. Normdlni laboratorni vybaveni a zejména:
a) oximetr a pH-metr;
b) vybaveni pro stanoveni tvrdosti a alkality vody;
¢) vhodné zafizeni pro regulaci teploty a pro jeji pokud mozno nepfetrzité sledovani;

d) nddrze z chemicky inertntho materidlu o vhodném objemu vzhledem k doporucené velikosti ndsady
a hustoté obsidky (viz dodatek 2);

e) tfeci podklad pro jelecka velkohlavého a danio pruhované, potiebné podrobnosti jsou uvedeny v dodatku 4;

f) dostate¢né pfesné vahy (tj. vazici s presnosti na + 0,5 mg).
Voda

14. Jako zku$ebni voda mtiZe byt pouzita jakdkoli voda, v niz zkusebni druh dlouhodobé pfeziva a roste. Po celou
dobu zkousky by méla mit stejnou kvalitu. Hodnota pH by méla byt v rozmezi 6,5 az 8,5, avSak béhem
zkousky by se pH nemélo lisit o vice nez + 0,5. S cilem zajistit, aby fedici voda neméla nadmérny vliv na
vysledek zkousky (napiiklad v dasledku tvorby komplexti zkousené chemické latky), by v urcitych intervalech
mély byt odebirdny vzorky k analyze. Je-li kvalita fedici vody relativné stald, mélo by se napt. kazdé tfi mésice
provadét stanoveni tézkych kovi (napf. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd a Ni), hlavnich aniontd a kationtd (napf. Ca?*, Mg,
Na*, K*, CI- a SO,*), pesticidd (napf. celkovy obsah organickych fosforovych a chlorovych pesticida) a
celkového obsahu organického uhliku a suspendovanych latek. Je-li prokdzdno, Ze kvalita vody je konstantni po
dobu alespoil jednoho roku, mohou byt stanoveni méné Castd a intervaly lze prodlouzit (napf. kazdych Sest
mésictl). Nékteré chemické charakteristiky pfijatelné fedici vody jsou uvedeny v dodatku 3.

Zkusebni roztoky

15. Zkusebni roztoky o zvolenych koncentracich se ptipravi fedénim zdsobniho roztoku. Zasobni roztok se
piipravi pfednostné jednoduchym mechanickym michdnim nebo protiepavanim zkouSené chemické latky
v fedici vodé (napf. mechanickym michdnim nebo pomoci ultrazvuku). Pro dosazeni vhodné koncentrace
zasobniho roztoku mohou byt pouzity sytici kolony. Pouziti nosného rozpoustédla se nedoporucuje. Pokud je
vSak rozpoustédlo nezbytné, méla by byt soubézné nasazena kontrola s rozpoustédlem pii stejné koncentraci
rozpoustédla jako pii expozicich chemické latce. U chemickych latek, jejichz zkouseni je obtizné, muze byt
rozpoustédlo technicky nejlepsim FeSenim; mél by byt konzultovin dokument OECD ke zkouseni toxicity
obtiznych latek a smési ve vodnim prostiedi (22). Volba rozpoustédla se fidi chemickymi vlastnostmi dané
chemické latky. Dokument OECD doporucuje maximdlni koncentraci 100 plfl, coz by mélo byt dodrZeno.
Nedévno provedeny piezkum (23) vSak poukdzal na dalsi problémy pfi pouzivini rozpoustédel ke zkouseni
pusobeni na endokrinni systém. Proto se doporucuje, aby byla koncentrace rozpoustédla — je-li nezbytné —
sniZena na co nejnizsi tdroven, kdykoli je to technicky proveditelné (v zdvislosti na fyzikdlné-chemickych
vlastnostech zkousené chemické latky).

16. Pouzije se pritokovy zkuSebni systém. Takovy systém nepfetrzité davkuje a Fedi zdsobni roztok zkousené latky
(napf. pomoci dévkovaciho Cerpadla, zafizeni pro proporciondlni fedéni ¢i sytictho systému), aby byla zajisténa
série koncentraci ve zkuSebnich komorach. Pritok zdsobnich roztokd a fedici vody by mél byt béhem zkousky
kontrolovédn v urcitych intervalech, nejlépe denné, a nemél by se v pribéhu zkousky meénit o vice nez 10 %. Je
tfeba zajistit, aby se nepouzivaly trubky z plastti nizké kvality nebo jinych materidld, jeZ mohou obsahovat
biologicky aktivni chemické latky. Pfi vybéru materidlu pro pritokovy systém by méla byt vzata v ivahu moznd
adsorpce zkousené chemické latky na tento materidl.
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Chov ryb

17. ZkuSebni ryby by mély pochdzet z laboratorni populace, pfednostné z jednoho chovu, kterd byla alespont dva
tydny pfed zkouskou udrzovina v podminkich kvality vody a osvétleni podobnych podminkdm pouzitym ve
zkousce. Je dilezité, aby velikost ndsady a hustota obsidky (viz definice v dodatku 1) vyhovovaly pouzitému
testovacimu druhu (viz dodatek 2).

18. Po 48hodinové aklimatizaci se zaznamend mortalita a uplatni se tato kritéria:
— mortalita vy$8i nezZ 10 % populace za sedm dnt: vyménit celou obsadku,

— mortalita od 5 % do 10 % populace: aklimatizace dalsich sedm dnd; je-li mortalita béhem nésledujicich
sedmi dnti vys$i nez 5 %, vyméni se celd obsadka,

— mortalita niz8i nez 5 % populace za sedm dnti: obsddka se pfijme.

19. Béhem aklimatiza¢niho obdobi, v pfedexpozi¢nim obdobi nebo béhem expozice nesmi byt u ryb léceny zddné
nemoci.

Pfedexpozice a vybér ryb

20. Doporutuje se jednotydenni pfedexpozicni obdobi, kdy jsou ryby umistény do podobnych nddrzi jako pii
skutecné zkousce. V priibéhu chovu a ve fézi expozice se rybdm poddvd strava ad libitum. Fize expozice zacind
s pohlavné dimorfnimi dospélymi rybami z laboratorni dodavky reprodukéné zralych zvifat (napf. s jasné
viditelnymi druhotnymi pohlavnimi znaky, pokud jde o jelecka velkohlavého a halanc¢ika japonského), ktefi se
aktivné tfou. Jako obecné voditko lze uvést, Ze jeleCci velkohlavi by méli byt ve véku piiblizné 20 (£ 2) tydnd
za predpokladu, ze byli po celou délku svého Zivota chovani pii teploté 25 = 2 °C (nelze to viak posuzovat
oddélené od pozorovdni skute¢ného reprodukéniho stavu dané skupiny ryb). Halancici japonsti by méli byt
piiblizné ve v€ku 16 (£ 2) tydnt za predpokladu, Ze byli po celou dobu svého Zivota chovani pii teploté 25 =
2 °C. Dania pruhovand by méla byt piiblizné ve véku 16 (£ 2) tydnli za predpokladu, Ze po celou dobu svého
zivota byla chovéna pfi teploté 26 + 2 °C.

USPORADANI ZKOUSKY

21. Pouziji se tii koncentrace zkousené chemické latky, jedna kontrola (s vodou) a v piipadé potfeby jedna kontrola
s rozpoustédlem. Udaje lze analyzovat, aby se urcily statisticky vyznamné rozdily mezi reakci na expozici a
reakci kontrolni skupiny. Tyto analyzy ukazou, zda je nezbytné chemickou latku dale dlouhodobéji testovat na
neptiznivé ucinky (totiz na pfeZiti, rozvoj, rust a reprodukci) a nepouzivat ji pfi posuzovani rizik (24).

22. U dania pruhovaného a halanc¢ika japonského se v den 21 experimentu odebere vzorek sameckd a samicek pro
kazdou troven expozice (5 sameckt a 5 samicek z kazdé ze dvou duplikdtnich nddrzi) a z kontroly (kontrol) za
ticelem zméfeni vitelogeninu a popfipadé druhotnych pohlavnich znakd. U jelecka velkohlavého se v den 21
expozice odebere vzorek samecktl a samicek (2 samecci a 4 samicky z kazdé ze Ctyf duplikdtnich nddrzi) a
z kontroly (kontrol) za G¢elem zméfeni vitelogeninu a druhotnych pohlavnich znakd.

Vybér zkuSebnich koncentraci

23. Pro ucely této zkousky by nejvyssi zkusebni koncentrace méla byt stanovena na trovni maximalni tolerované
koncentrace (MTC) ur¢ené na zakladé zkousky ke zjisténi rozsahu ¢i jinych tdaji o toxicité, na drovni 10 mg|l
nebo na drovni maximéln{ rozpustnosti ve vod¢, podle toho, kterd z hodnot je nejnizsi. Maximalni tolerovana
koncentrace je definovdna jako nejvyssi zkuSebni koncentrace chemické latky, kterd vede k nizsi nez 10 %
mortalité. Pouziti tohoto piistupu pfedpoklddd, Ze existuji empirické idaje o akutni toxicité nebo jiné udaje o
toxicité, z nichZ je mozné maximdlni tolerovanou koncentraci odhadnout. Odhad maximaélni tolerované
koncentrace mizZe byt nepfesny a obvykle je nezbytny odborny tsudek.

24. Vyzaduji se tii zkuSebni koncentrace odstupriované podle konstantniho faktoru, ktery nepfekracuje 10, a
kontrola s fedici vodou (a v piipadé potfeby kontrola s rozpoustédlem). Doporucené rozmezi faktort
odstupfiovéni je mezi 3,2 a 10.
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POSTUP
Vybér a vizeni zkusebnich ryb

25. Je dilezité minimalizovat rozdily v hmotnostech ryb na zacitku zkousky. Vhodnd rozpéti velikosti ryb rtiznych
druht doporucenych pro tuto zkousku jsou uvedena v dodatku 2. Rozpéti individudlnich hmotnosti sameckt a
samicek na zac¢dtku zkousky by pro celou ndsadu ryb pouzitych ve zkousce mélo byt pokud mozno + 20 %
aritmetického priméru hmotnosti stejného pohlavi. Aby bylo mozné odhadnout stfedni hodnotu hmotnosti,
doporucuje se pted zkouskou zvazit dil¢i vzorek rybi populace.

Podminky expozice
Doba trvdni

26. Doba trvani zkousky je 21 dnd po pfedexpozi¢nim obdobi. Doporucené piedexpozi¢ni obdobi je jeden tyden.

Krmeni

27. Ryby by mély byt krmeny ad libitum dostate¢nym mnozstvim vhodného krmiva (dodatek 2), aby si udrzely
télesnou kondici. Je tieba dbat na to, aby nedoslo k ristu mikroorganismi a k zakaleni vody. Obecné lze Fici, ze
denni mnozstvi krmiva by mélo byt rozdéleno na dva nebo tfi stejné dily a poddvano nékolikrdt za den
s odstupem alespoii tif hodin mezi dvéma krmenimi. Poddvani v jedné vétsi porci je pfijatelné zejména o
vikendech. 12 hodin pfed odbérem vzorkt | pitvou se ryby prestanou krmit.

28. Rybi potrava by méla byt vyhodnocena z hlediska p¥itomnosti kontaminantd, napf. organochlorovych pesticidg,
polycyklickych aromatickych uhlovodikti (PAH) a polychlorovanych bifenyld (PCB). Méla by byt vyloucena
potrava se zvy$enou hladinou fytoestrogend, kterd by zpochybnila reakci na zndmého agonistu estrogenu (napf.
17-beta-estradiol) pfi zkousce.

29. Nespotiebovand potrava a vykaly se ze zkuSebnich nddrzi odstrafiuji alesponi dvakrdt tydné, napf. opatrnym
odsdtim ze dna jednotlivych nddrzi pomoci odsévacky.

Svétlo a teplota

30. Fotoperioda a teplota vody by mély vyhovovat zkuSebnim druhtim (viz dodatek 2).

Cetnost analytickych stanoveni a méfeni

31. Pred zapocetim pfedexpozi¢ni doby je tieba zajistit Fadné fungovani systému ddvkovani chemickych latek. Mély
by se stanovit viechny analytické metody, které budou zapotiebi, véetné dostate¢nych znalosti o stdlosti
chemickych litek ve zkuSebnim systému. Béhem zkousky se koncentrace zkousené latky stanovuji
v pravidelnych intervalech ndsledujicim zptisobem: priatok zdsobnich roztokd toxické litky a fedici vody se
béhem zkousky kontroluje nejlépe denné, av§ak minimdlné dvakrdt tydné, a nemél by se v prubéhu zkousky
ménit o vice nez 10 %. Doporucuje se na pocatku zkousky a poté v tydennich intervalech meéfit skutecné
koncentrace zkousené chemické latky ve viech nddrzich.

32. Doporucuje se zaklddat vysledky na naméfenych koncentracich. Udrzela-li se vSak koncentrace zkouSené
chemické latky v roztoku béhem celé zkousky uspokojivé v rozmezi £ 20 % jmenovité koncentrace, lze
vysledky zaklddat na jmenovitych nebo zmétenych hodnotach.

33. Muze byt nezbytné vzorky filtrovat (napf. pfes filtr s primérem pé6ra 0,45 pm) nebo je odstiedit. Bude-li toho
zapotiebi, doporucuje se odstfedovani. Neadsorbuje-li se zkousend ldtka na filtry, je filtrace pfijatelnd.
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34. V prubéhu zkousky se alespon jednou tydné v kazdé zkuSebni nddrzi méH mnozstvi rozpusténého kysliku,
teplota a pH. Nejméné jednou tydné se méif celkovd tvrdost a alkalita vody v kontrolnich nddrzich a v jedné
nadrzi s nejvyssi koncentraci. Teplota se méfi pokud mozno neptetrzité alesponi v jedné zkusebni nadrzi.

Pozorovani

35. V celém pribéhu zkousky nebo pfi jejim ukonceni se posuzuje pocet obecnych reakei (napt. prezit)) a
zdkladnich biologickych reakci (napt. hladiny vitelogeninu). Méfeni a hodnoceni téchto ukazatelt a jejich vyuziti
jsou popsany niZe.

PrezZiti

36. Ryby se v priibéhu zkousky prohlizeji denné, kazdy Ghyn se zaznamend a uhynulé ryby se co nejdfive odstrani.
Uhynulé ryby v kontrolnich ani v exponovanych nddrzich se nenahrazuji. Makroskopickym hodnocenim gondd
se urc¢i pohlavi ryb, které uhynuly v pribéhu zkousky.

Chovdni a vzhled

37. Jakékoli neobvyklé chovini (v porovndni s kontrolnimi skupinami) se zaznamend. MiZe se jednat o piiznaky
obecné toxicity véetné hyperventilace, nekoordinovaného plavéni, ztraty rovnovahy a netypické necinnosti nebo
netypického pfjmu potravy. Zaznamenaji se rovnéZz vnéj§i abnormality (napf. krviceni, ztrita zbarveni).
Takovéto priznaky toxicity by mély byt pfi interpretaci udajii peclivé zvdZeny, nebot mohou ukazovat na
koncentrace, pii kterych biologické markery endokrinni aktivity nejsou spolehlivé. Pozorované zmény chovéni
mohou rovnéZ poskytnout uzitené kvalitativni informace, které se mohou stit podnétem pro mozné budouci
pozadavky na zkousky s rybami. Napiiklad u jelecka velkohlavého byla pozorovéna teritoridlni agresivita u
normdlnich sameckti nebo maskulinizovanych samicek exponovanych androgennim ldtkdim; u dania
pruhovaného se v disledku expozice estrogennim nebo antiandrogennim ldtkdm omezi nebo utlumi typické
chovdni pfi péfeni a tfeni.

38. Neékteré vzhledové charakteristiky (pfedevsim zbarveni) se béhem manipulace mohou rychle ménit, a proto je
dalezité provadét kvalitativni pozorovani jesté pfed odstranénim ryb ze zkuSebniho systému. Dosavadni
zkuSenosti s jeleckem velkohlavym naznacuji, Ze nékteré chemické ldtky s endokrinnim ptisobenim mohou
zpocdtku vyvolat zmény téchto vnéjsich znakt: zbarveni téla (svétlé nebo tmavé), forma zbarveni (pfitomnost
svislych pruhd) a tvar téla (hlavy a hrudni oblasti). Proto by pozorovini fyzického vzhledu ryb méla byt
provadéna jak v pribéhu zkousky, tak na konci studie.

Humdnni usmrceni ryb

39. V den 21, tj. pfi ukonceni expozice, se ryby usmrti pfiméfenym mnozstvim trikainu (trikain methan sulfonit,
Metacain, MS-222 (islo CAS 886-86-2)), pufrovaného na koncentraci 100-500 mg/l roztokem NaHCO,
(hydrogenuhli¢itan sodny, ¢islo CAS 144-55-8) v koncentraci 300 mg/l, aby se sniZilo podrazdéni sliznice; poté
se odeberou vzorky krve nebo tkdni za tcelem stanoveni vitelogeninu, jak je vysvétleno v Casti tykajici se
vitelogeninu.

Pozorovdni druhotnych pohlavnich znakii

40. Nékteré chemické litky s endokrinnim pisobenim mohou vyvolat zmény v druhotnych pohlavnich znacich
specifickych pro jednotlivé druhy (napf. pocet paficich hrbolkti u sameckd jelecka velkohlavého a bradavko-
vitych vybézka u sameckd halancika japonského). Chemické latky s urcitymi déinky pak mohou zpusobit
abnormdln{ vyskyt druhotnych pohlavnich znaki u zvifat opa¢ného pohlavi; napf. agonisté androgenniho
receptoru, jako je trenbolon, methyltestosteron a dihydrotestosteron, mohou zpusobit, Ze se u samicek jelecka
vyvinou vyrazné pafici hrbolky nebo Ze se u samicek halancika japonského vyvinou bradavkovité vybézky (11)
(20)(21). Bylo také zaznamendno, Ze agonisté receptoru estrogenu mohou zpusobit sniZeni poctu paricich
hrbolkd a velikost dorzélnich tylnich polstaikd u dospélych sameckd (25)(26). Takovito obecnd morfologickd
pozorovani mohou poskytnout uZitecné kvalitativni a kvantitativni informace, které se mohou stdt podnétem
pro mozné budouci pozadavky na zkousky s rybami. Poet a velikost pdficich hrbolkd u jelecka velkohlavého a
bradavkovitych vybézkd u halancika japonského lze kvantifikovat bud pfimo, anebo pomoci uchovdvanych
vzorkll, coZz je praktiCtéjsi. Doporucené postupy pro hodnoceni druhotnych pohlavnich znakd u jelecka
velkohlavého jsou k dispozici v dodatku 5A a u halancika japonského v dodatku 5B.
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Vitelogenin (VTG)

41. Pomoci heparinizované mikrohematokritové kapilary nebo alternativné srdecni punkci pomoci injekéni
stifkacky se odebere krev z ocasni tepny/zily. V zavislosti na velikosti ryb se objem krve, ktery lze odebrat,
zpravidla nachazi v rozmezi 5-60 pl u jednoho jelecka velkohlavého a 5-15 pl u jednoho dania pruhovaného.
Odsttedénim se z krve oddéli plazma a uskladni se s inhibitory protedzy pii teploté — 80 °C do doby, nez je
analyzovana na vitelogenin. Alternativné lze jako zdroj tkdné pro stanoveni vitelogeninu u halan¢ika
japonského pouzit jitra a u dania pruhovaného homogendt hlavy/ocasu (dodatek 6). Méfeni VTG by mélo byt
zaloZeno na validované homologované metodé ELISA s pouzitim homologovaného standardu VTG a homolo-
govanych protilatek. Doporucuje se pouzit metodu schopnou odhalit tak nizké hladiny VTG, jako je nékolik
mélo ng na ml plazmy (nebo ng na mg tkdné, coz je zakladni hladina u neexponovanych sameckd ryb).

42. Kontrola kvality analyzy vitelogeninu bude provedena za pouziti standardd, provedenim slepych zkousek a
analyzou alespori dvou duplikdtnich vzorkd. U kazdé metody ELISA by méla byt provedena zkouska na vliv
matrice (4¢inek fedéni vzorku) s cilem urcit minimélni faktor fedéni vzorku. Kazda desticka pro analyzu
metodou ELISA, kterd se pouZivd pro zkousky VTG, by méla zahrnovat tyto vzorky pro kontrolu kvality:
alespont 6 kalibra¢nich standardt pokryvajicich rozmezi ocekdvanych koncentraci vitelogeninu a alespon jednu
slepou zkousku nespecifické vazby (analyzované na dvou duplikdtnich vzorcich). Absorbance pii téchto slepych
zkouskdch by neméla pfesahovat 5 % maximdlni absorbance kalibrovanych standardd. Analyzovat se budou
alespon dva alikvotni vzorky (duplikdtni jamky) kazdého fedéni. Duplikdtni jamky, které se lisi o vice nez 20 %,
by mély byt analyzovany znovu.

43. Korelacni koeficient (R) u kalibracnich kfivek by mél byt vétsi nez 0,99. Vysokd korelace vSak nepostacuje
k tomu, aby zarucila odpovidajici prognézu koncentrace ve viech rozmezich. Kromé dostate¢né vysoké korelace
u kalibra¢ni kiivky by koncentrace viech standardti vypoctené z kalibra¢ni kiivky mély lezet mezi 70 a 120 %
jejich jmenovité koncentrace. Pokud se jmenovité koncentrace od kalibra¢ni regresni kiivky odchyluji (napf. pi
nizkych koncentracich), miize byt pro adekvdtni vyjidfeni Udaji o absorbanci nezbytné rozdélit kalibracni
kiivku na nizké a vysoké rozpéti nebo pouzit nelinedrni model. Je-li kfivka rozdélena, oba segmenty kiivky by
mély mit R2 > 0,99.

44. Mez detekce (LOD) je definovdna jako koncentrace nejniz$tho analytického standardu a mez stanovitelnosti
(LOQ) je definovéna jako koncentrace nejnizsiho analytického standardu vyndsobend nejniz$im faktorem fedéni.

45. Kazdy den, kdy se provddéji zkousky vitelogeninu, se analyzuje obohaceny vzorek vytvofeny pomoci
referen¢niho standardu pro opakovatelnost (dodatek 7). Pomér mezi ocekdvanou koncentraci a nameéfenou
koncentraci se zaznamend spolu s vysledky vSech souborti zkousek provedenych v tyz den.

UDAJE A JEJICH PREDKLADANI

Hodnoceni reakci biologickych markerit pomoci analyzy rozptylu (ANOVA)

46. Pro zjisténi potencidlntho endokrinntho ptsobeni chemické litky se pomoci analyzy rozptylu (ANOVA)
porovndvaji reakce mezi exponovanymi a kontrolnimi skupinami. Je-li nasazena kontrola s rozpoustédlem,
provede se pro kazdy ukazatel vhodné statistické porovnani mezi kontrolami s fedici vodou a kontrolami
s rozpoustédlem. Ndvod k tomu, jak pfi ndsledné statistické analyze zachdzet s tdaji o kontrolich s Fedici
vodou a kontroldch s rozpoustédlem, lze najit v dokumentu OECD, 2006¢ (27). Veskeré tdaje o biologickych
reakcich se analyzuji a zaznamenaji se za kazdé pohlavi zvldst. Nejsou-li splnény pfedpoklady pro pouziti
parametrickych metod kvili nenormdlnimu rozdéleni (napf. Shapirtiv-Wilkiv test) nebo heterogennimu
rozptylu (Bartlettiiv test nebo Lewentv test), méla by byt pfed provedenim ANOVA zvdzena transformace tidaji
za UCelem homogenizace rozptyld nebo by méla byt provedena vdzend ANOVA. V piipadé nemonoténni
zdvislosti ddvka-odezva lze pouzit Dunnettiv test (parametricky) vicendsobnych pédrovych porovnavani nebo
Manntiv-Whitneytiv test s Bonferroniho korekci (neparametricky). Je-li zdvislost ddvka-odezva ptiblizné
monoténni, Ize pouzit jiné statistické testy (napf. Jonckheertv-Terpstriv test nebo Williamsav test). V dodatku 8
je uvedeno statistické schéma, které mize pomoci pfi rozhodovdni o tom, jaky statisticky test je nejvhodnéjsi
pouzit. Dal3{ informace Ize ziskat rovnéz v dokumentu OECD o soucasnych piistupech ke statistické analyze
udajt o ekotoxicité (27).
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Zpriva o vysledcich zkousky

47. Udaje o studii by mély zahrnovat:

Zkusebni zafizeni:

— odpovédni pracovnici a jejich odpovédnost v ramci studie,

— kazdd laborator by méla prokdzat svoji zptisobilost testovanim $kély reprezentativnich chemickych latek.

Zkousend ldtka:

— charakterizace zkousenych chemickych latek,

— fyzikdlni povaha a relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti,

— metoda a frekvence piipravy zkusebnich koncentraci,

— informace o stabilité a biologické rozlozZitelnosti.

Rozpoustédlo:

— charakterizace rozpoustédla (povaha, pouzitd koncentrace),

— zdtvodnéni vybéru rozpoustédla (neni-li pouzita voda).

Pokusnd zvitata:

— druh a kmen,

— dodavatel a konkrétni zafizeni dodavatele,

— veék ryb na pocatku zkousky a reprodukéni stav/stav z hlediska tfent,

— podrobnosti o postupu aklimatizace ryb,

— télesnd hmotnost ryb na pocitku expozice (z dil¢tho vzorku rybi populace).

Zkusebni podminky:

— poutity zkusebni postup (druh zkousky, velikost nasazeni, hustota obsddky atd.),

— metoda piipravy zasobnich roztokd a pritok,

— jmenovité zkuSebni koncentrace, tydné naméfené koncentrace zkuSebnich roztokd a pouzitd analytickd
metoda, stfedni hodnoty koncentraci naméfenych ve zkusebnich nddrzich a smérodatné odchylky a dikazy
toho, Ze naméfrené hodnoty odpovidaji koncentracim zkousené chemické latky v pravém roztoku,

— charakteristiky fedici vody (v€etné pH, tvrdosti, alkality, teploty, koncentrace rozpusténého kysliku,
koncentrace zbytkového chloru, celkového obsahu organického uhliku, obsahu suspendovanych latek a
vysledki jakychkoli jinych provedenych méteni),

— kvalita vody ve zkus$ebnich nddrzich: pH, tvrdost, teplota a koncentrace rozpusténého kysliku,

— podrobné informace o krmeni (napt. druh krmiva/krmiv, pavod, poddvané mnozstvi a frekvence krmeni), a
jsou-li k dispozici, analyzy na pfitomnost piislusnych kontaminujicich litek (napt. polychlorovanych
bifenyld, polyaromatickych uhlovodiki a organochlorovych pesticidd).

Vysledky

— dikazy o tom, Ze kontrolni skupiny vyhovély kritériim pfijatelnosti zkousky,

— udaje o mortalité pro kazdou zkusebni koncentraci a kontrolni skupinu,

— pouzité metody statistické analyzy, zpracovdni tidajii a zdavodnéni pouzitych metod,

— tdaje o biologickych pozorovénich celkové morfologie véetné druhotnych pohlavnich znakt a vitelogeninu,

— vysledky analyz daji, pfednostné ve formé tabulek a grafa,

— vyskyt jakychkoli neobvyklych reakci ryb a viditelné t¢inky vyvolané zkousenou chemickou latkou.
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POKYNY K INTERPRETACI A PRIJET{ VYSLEDKU

48. Tento oddil obsahuje nékteré aspekty, které je téeba vzit v Gvahu pii interpretaci vysledkd zkousky pro rizné
méfené ukazatele. K vysledkim zkousky je tieba pfistupovat s opatrnosti, pokud se zd4, ze zkousend chemicka
latka zptsobuje zjevnou toxicitu nebo ovliviiuje celkovy stav zkusebniho zvifete.

49. Pii stanovovani rozmezi zkuSebnich koncentraci by se mélo dbdt na to, aby nebyla pfekrocena maximdlni
tolerovand koncentrace a byla tak umoznéna smysluplnd interpretace tdajt. Je dilezité, aby existovala alespon
jedna koncentrace, pfi které se neprojevuji zddné piiznaky toxickych acinkd. Piznaky onemocnéni a pfznaky
toxickych acinka se peclivé posoudi a zaznamenaji. Je napiiklad mozné, ze tvorba VTG u samicek muize byt
ovlivnéna také obecnou toxicitou a toxickymi w¢inky jiného nez endokrinntho charakteru, napf. toxickymi
Ucinky na jatra. Interpretace ac¢inkd vSak muZe byt podpofena na jinych drovnich expozice, které nejsou
zkresleny systémovou toxicitou.

50. Existuje nékolik aspektt, které je tfeba zvazit pro pfijeti vysledki zkousky. Obecné vzato by hladiny VTG
v kontrolnich skupinach sameckti a samicek mély byt odlisné — u jelecka velkohlavého a dania pruhovaného by
se mély lisit pfiblizné o tii fddy a u halancika japonského pfiblizné o jeden fad. Ptiklady rozmez{ hodnot
zjisténych v kontrolnich a exponovanych skupindch jsou dostupné ve valida¢nich zpravéach (1)(2)(3)(4). Vysoké
hodnoty VTG u sameckt v kontrolnich skupindch by mohly zpochybnit citlivost zkousky a jeji schopnost
odhalit slabé agonisty estrogenu. Nizké hodnoty VTG u samicek v kontrolnich skupindch by mohly zpochybnit
citlivost zkousky a jeji schopnost detekovat inhibitory aromatdzy a antagonisty estrogenu. Pii vypracovani
tohoto navodu byly pouZity valida¢ni studie.

51. Pokud laboratot diive tuto zkousku neprovidéla nebo doslo k podstatnym zméndm (napf. zména rybiho
kmene nebo dodavatele), Ize doporucit provedeni studie odborné zpusobilosti. Doporucuje se pouZit k tomuto
ucelu chemické latky pokryvajici sir${ spektrum G¢inkd nebo dopadt na nékolik ukazatelti zkousky. V praxi se
doporucuje, aby kazdd laboratof shromazdila své vlastni historické kontrolni tdaje pro samecky a samicky
v kontrolnich skupindch a pro pozitivni kontrolu estrogenniho ptsobeni chemické latky (napf. 17-beta-
estradiolu pfi koncentraci 100 ng/l nebo dobfe zndmého slabého agonisty), jez vede ke zvysené hodnoté VTG u
sameckd ryb, pozitivni kontrolu inhibice aromatdzy chemické latky (napt. fadrozolu nebo prochlorazu pii
koncentraci 300 pg/l), jez vede ke zvy3ené hodnoté VTG u samicek ryb, a pozitivni kontrolu androgenniho
ptsobeni chemické latky (napf. 17-beta-trenbolonu p#i koncentraci 5 pgfl), jez vede k indukci druhotnych
pohlavnich znak® u samicek jelecka velkohlavého a halancika japonského. Pro zajisténi zptisobilosti laboratofe
lze vSechny tyto idaje porovnat s dostupnymi daji (1)(2)(3).

52. Obecné lze fici, Ze méfeni vitelogeninu se povaZuje za pozitivni, dojde-li v porovnéni s kontrolni skupinou ke
statisticky vyznamnému ndrtstu VTG u samecki (p < 0,05) nebo ke statisticky vyznamnému poklesu u samicek
(p < 0,05) alespori pii nejvyssi koncentraci zkousené latky a za nepiitomnosti pfiznaki obecné toxicity.
Pozitivni vysledek se dale podpofi prokdzanim biologicky mozné zévislosti mezi davkou a odezvou. Jak bylo
uvedeno vyse, pokles hodnoty vitelogeninu nemusi byt zcela endokrinniho piivodu; avsak pozitivni vysledek by
mél byt obecné interpretovan jako dikaz endokrinniho piisobeni in vivo a mél by byt obvykle podnétem ke
krokiim za ticelem dalsiho vyjasnéni.
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Dodatek 1

Zkratky a definice

Chemickad latka: litka nebo smés.

CV: varia¢ni koeficient.

ELISA: enzymové imunosorp¢ni analyza.

Velikost ndsady: zivdi hmotnost ryb na jednotku objemu vody.
Hustota obsddky: pocet ryb na jednotku objemu vody.

VTG (Vitelogenin): fosfolipoglykoprotein, prekurzor proteinti vaje¢ného Zloutku, ktery se obvykle vyskytuje u
sexudlné aktivnich samicek viech vejcorodych druha.

Osa HPG: hypothalamo-hypofyzo-gonadalni osa.
MTC: maximdlni tolerovand koncentrace; pfedstavuje pfiblizné 10 % medidnu letdlni koncentrace (LCs).

Zkousend ldtka: jakdkoli ldtka nebo smés zkouSend pomoci této zkusebni metody.
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Dodatek 2

Experimentilni podminky pro screeningovou zkousku endokrinniho piisobeni na rybich

1. Doporuceny druh

Jelecek velkohlavy

(Pimephales promelas)

Halancik japonsky
(Oryzias latipes)

Danio pruhované

(Danio rerio)

2. Typ zkousky

pritokova

prutokovd

prutokovd

3. Teplota vody

25+2°C

25+2°C

26 £2°C

4. Kvalita osvétleni

Fluorescenéni zéfivky (Siro-
kospektrélni)

Fluorescenéni zéfivky (Siro-
kospektralni)

Fluorescenéni zéfivky (Siro-
kospektralni)

5. Intenzita osvétlen{

10-20 pE/m?/s, 540-1 000
luxdi nebo 50-100 ft-c
(okolni laboratorni hod-
noty)

10-20 pE/m?/s, 540-1 000
luxdi nebo 50-100 ft-c
(okolni laboratorni hod-
noty)

10-20 pE/m?[s, 540-1 000
luxt nebo 50-100 ft-c
(okoln{ laboratorni hodnoty)

6. Fotoperioda (pfechody
ve formé svitdni/stmi-
vani jsou volitelné,
nejsou viak povazo-
vany za nezbytné)

16 h svétlo, 8 h tma

12-16 h svétlo, 12-8 h
tma

12-16 h svétlo, 12-8 h tma

7. Velikost ndsady

<5gnal

<5gnal

<5gnal

8. Velikost zkusebni ko-
mory

10 1 (minimdlng)

2 | (minimélng)

5 1 (minimélné)

9. Objem zkusebniho
roztoku

8 | (minimélng)

1,5 1 (minimalné)

4 1 (minimdalné)

10. Vymény objemu
zkugebniho roztoku

Nejméné 6krat denné

Nejméné 5krat denné

Nejméné 5krat denné

11. Stafi zkusebnich
organismi

Viz odstavec 20

Viz odstavec 20

Viz odstavec 20

12. Piibliznd Zivd hmot-
nost dospélych ryb
ve

Samicky: 1,5 £ 20 %
Samecci: 2,5 £ 20 %

Samicky: 0,35 £ 20 %
Samecci: 0,35 = 20 %

Samicky: 0,65 + 20 %
Samecci: 0,4 = 20 %

13. Pocet ryb v kazdé
zkusebni nddrzi

6 (2 samecci a 4 samicky)

10 (5 sameckdi a 5 sami-
Cek)

10 (5 sameck a 5 samicek)

14. Pocet expozic

= 3 (plus pfisluiné kon-
trolni skupiny)

= 3 (plus pfisluiné kon-
trolni skupiny)

= 3 (plus p#isluiné kontrolni
skupiny)

15. Pocet nadrzi pro
kazdou expozici

minimélné 4

minimélné 2

minimélné 2

16. Pocet ryb pro kaz-
dou zkusebni kon-
centraci

16 dospélych samicek a 8
sameckt (4 samicky a 2 sa-
mecci v kazdé duplikdtni
nédrzi)

10 dospélych samicek a 10
sameckd (5 samicek a 5 sa-
meckt v kazdé duplikdtni
nédrzi)

10 dospélych samicek a 10
samecki (5 samicek a 5 sa-
meckt v kazdé duplikdtni
nédrzi)
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17. Krmny rezim Zivé nebo zmrazené do- Larvy (nauplia) zdbronozky | Larvy (nauplia) Zdbronozky
spélé nebo larvy (nauplia) | solné dvakrat nebo téikrat | solné dvakrat nebo tiikrat
zabronozky solné dvakrdt | denné (ad libitum), ko- denné (ad libitum), komercné
nebo tiikrat denné (ad libi- | mer¢né dostupnd potrava | dostupnd potrava nebo kom-
tum), komer¢né dostupnd nebo kombinace vyse uve- | binace vy3e uvedeného
potrava nebo kombinace deného
vyse uvedeného

18. Provzdusiovéni Z4dné, dokud koncentrace | Zadné, dokud koncentrace | Zddné, dokud koncentrace
rozpusténého kysliku ne- | rozpusténého kysliku ne- | rozpusténého kysliku ne-
klesne pod 60 % nasyceni | klesne pod 60 % nasyceni | klesne pod 60 % nasyceni
vzduchem vzduchem vzduchem

19. Redici voda Cista povrchovd, studni¢ni Cista povrchovd, studni¢ni Cista povrchovd, studni¢ni
nebo rekonstituovand voda | nebo rekonstituovand voda | nebo rekonstituovand voda
nebo odchlorovand vodo- | nebo odchlorovand vodo- | nebo odchlorovand vodo-
vodni voda vodni voda vodni voda

20. Pfedexpozi¢ni ob- doporuceno 7 dnt doporuceno 7 dnt doporuceno 7 dntt

dobi
21. Trvéni expozice che- | 21 dnt 21 dnt 21 dna
mické latce

22. Biologické ukazatele | pFeZiti preziti preziti
chovéni chovéni chovéni
druhotné pohlavni znaky druhotné pohlavn{ znaky VTG
VTG VTG

23. Prijatelnost zkousky | Obsah rozpusténého ky- Obsah rozpusténého ky- Obsah rozpusténého kysliku

sliku > 60 % nasycent;
stfedn{ teplota 25 £ 2 °C;
90 % pteziti ryb v kontrol-
nich skupindch; naméfené
zkusebni koncentrace v roz-
mez{ 20 % stiednich namé-
fenych hodnot pro kazdou
uroveil expozice.

sliku > 60 % nasycent;
stfedni teplota 24 + 2 °C;
90 % pteziti ryb v kontrol-
nich skupindch; naméfené
zkusebni koncentrace v roz-
mez{ 20 % stiednich namé-
fenych hodnot pro kazdou
uroveil expozice.

> 60 % nasycen; stredni te-
plota 26 + 2 °C; 90 % preziti
ryb v kontrolnich skupindch;
naméfené zkusebni koncen-
trace v rozmezi 20 % stied-
nich naméfenych hodnot
pro kazdou droven expozice.




L 54/216

Utedni véstnik Evropské unie

1.3.2016

Dodatek 3

Nékteré chemické charakteristiky pfijatelné fedici vody

Slozka Koncentrace
Pevné castice < 20 mg/l
Celkovy obsah organického uhliku <2 mg/l
Neionizovany amoniak <1 pgfl
Zbytkovy chlor <10 pgfl

Celkovy obsah organofosforovych pesticidt

Celkovy obsah organochlorovych pesticidii a polychlorovanych bifenylt

< 50 ng/l

Celkovy obsah organického chloru

/
< 50 ng/l
/
/

<25 ng/l
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Dodatek 4A
T¥eci podklad pro danio pruhované
Vytiraci rost: celosklenénd miska na ndstroje, napf. o rozmérech (d x § x v) 22 x 15 x 5,5 c¢m, pokrytd snimatelnou

drténou miizkou z nerezové oceli (Sitka otvorti 2 mm). Mfizka by méla pokryvat misku na ndstroje v mistech pod
drovni okraje.
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Na mifzku se pfipevni tfeci podklad. Mél by vytvofit strukturu, do které budou ryby vplouvat. Vhodné jsou
napiiklad umélé akvarijni rostliny vyrobené ze zeleného plastového materidlu (pozndmka: je tfeba vzit v potaz
moznou adsorpci zkousené chemické latky na plastovy materidl). Plastovy materidl se dostate¢né dlouho proplachuje
v dostate¢ném objemu horké vody, aby se zajistilo, Ze se do zkuSebni vody nedostanou zddné chemické latky. P¥i
pouziti sklenénych materialt je tteba zajistit, aby se ryby pii prudkych pohybech neporanily a netisnily.

Vzdilenost mezi roStem a sklenénymi tabulemi by méla byt alesponn 3 cm, aby se zajistilo, Ze ke tfeni nebude
dochdzet mimo rost. Jikry vytfené do rostu propadavaji mfizkou a 45-60 minut od zacitku osvétleni je lze odebirat.
Prasvitné jikry nejsou pfilnavé a lze je snadno spocitat pomoci bo¢niho svétla. PF pouziti péti samicek v kazdé
nadrzi se pocet jiker do 20 za den povazuje za nizky, do 100 za den za stiedné vysoky a vice nez 100 jiker za den
za vysoky. Treci ro$t se odstrani, odeberou se jikry a tfeci rost se poté opét vsadi do zkuSebni nddrze, a to co
nejpozdgji vecer nebo velmi ¢asné zrdna. Doba do opétovného vsazeni by neméla pfekrodit jednu hodinu, protoze
jinak muZze pod vlivem tfectho podkladu dojit k individudlnimu pdfeni a tfeni v neobvyklé dobé. Pokud situace
vyzaduje pozd&jsi vsazeni tfectho rostu, mélo by se tak stat alespont 9 hodin po zacitku osvétleni. V tuto pozdni
denni dobu jiz tfeni vyvoldno nebyva.



L 54/218 Utedn{ véstnik Evropské unie 1.3.2016

Dodatek 4B

Treci podklad pro jelecka velkohlavého

Do jedné zkusebni komory se umisti dvé nebo tii kombinované tfeci roury a plastové/keramické/sklenéné rosty nebo
rodty z nerezové oceli (napf. Sedy Zldbek polokruhového tvaru o délce 80 mm uloZeny na podloZce se zvednutymi
okraji o délce 130 mm) (viz obrdzek). Bylo prokdzdno, zZe pro tfeci podklad jsou vhodné star$i roury z PVC nebo
keramiky (Thorpe a kol., 2007).

Roury se doporucuje obrousit, aby se zlepsila pfilnavost. Rost by rovnéz mél byt odstinén, aby se rybdm zabranilo
v pfistupu k vypadlym jikrdm, pokud u pouzitého tiectho podkladu nebylo prokdzéno, 7e na ném jikry dobfe
ulpivaji.

Ucelem zékladny je pojmout veskeré jikry, které neulpély na povrchu roury a které by tak spadly na dno nddrze
(nebo jikry, které jsou kladeny piimo na plochou plastovou zdkladnu). VSechny teci podklady by se pfed pouzitim
mély nejméné 12 hodin proplachovat v fedici vodé.

ODKAZY

Thorpe, K. L., Benstead, R., Hutchinson, T. H., Tylerm, C. R. (2007) An optimised experimental test procedure for
measuring chemical effects on reproduction in the fathead minnow, Pimephales promelas. Aquatic Toxicology, 81, pp.
90-98.
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Dodatek 5A

Posuzovini druhotnych pohlavnich znakd u jelecka velkohlavého za dcelem zjisténi urcitych
chemickych litek s endokrinnim piisobenim

Piehled

Mezi potencidlné dulezité charakteristiky télesného vzhledu dospélych jelecktt velkohlavych p#i  zkouskich
endokrinnich disruptort patif zbarveni téla (tj. svétlé/tmavé), forma zbarveni (tj. pfitomnost ¢i nepfitomnost svislych
pruht), tvar téla (tj. tvar hlavy a hrudni oblasti, rozifeni bficha) a druhotné pohlavni znaky specifické pro tento
druh (tj. pocet a velikost pdficich hrbolkd, velikost dorzélniho polstaiku a kladélka).

Péfici hrbolky se nachdzeji na hlavé (dorzdlni polstafek) reprodukéné aktivnich jeleckil velkohlavych a obvykle jsou
usporadany symetricky po obou strandch (Jensen a kol., 2001). U samicek v kontrolnich skupindch a u nedospélych
sameckt a samicek nebyl vyvoj hrbolkdl zaznamendn (Jensen a kol., 2001). Samecci mohou mit az osm jednotlivych
hrbolkd kolem o¢f a mezi nosnimi dirkami. Nejvice hrbolkd nejvétsi velikosti se nachdzi ve dvou soubéZnych radéch
bezprostiedné pod nosnimi dirkami a nad tlamou. Ryby ¢asto maji také skupiny hrbolkd pod dolni Celisti. Ty, které
jsou nejblize k tlamé, se zpravidla vyskytuji v jednom péru, zatimco vice ventrdlné se mohou nachdzet i po ¢tyfech.
Skute¢ny pocet hrbolkt je zfidka vétsi nez 30 (v rozmezi 18-28; Jensen a kol., 2001). Nejvice hrbolkéi md podobu
jednotlivych, zaoblenych struktur, jejichz vyska se pfiblizné rovnd jejich poloméru. Vétsina reprodukéné aktivnich
sameckti md rovnéz alespori nékteré hrbolky zvétsené a vystouplé do té miry, Ze je nelze odlisit jako jednotlivé
struktury.

Nékteré druhy chemickych latek narusujicich ¢innost endokrinnich zldz mohou zptsobit abnormalni vyskyt urcitych
druhotnych pohlavnich znakdi u opaéného pohlavi. Napiiklad agonisté androgenniho receptoru, jako je 17-beta-
methyltestosteron nebo 17-beta-trenbolon, mohou zplisobit, 7e se pdfici hrbolky vyvinou u samicek jelecka
velkohlavého (Smith, 1974; Ankley a kol., 2001; 2003), a agonisté estrogenniho receptoru mohou zpiisobit sniZeni
poctu nebo velikosti pdficich hrbolkil u sameckd (Miles-Richardson a kol.,, 1999; Harries a kol., 2000).

Naésleduje popis, jak charakterizovat pafici hrbolky u jelecka velkohlavého, zaloZeny na postupech pouzivanych
v laboratofi americké Agentury na ochranu Zivotniho prostfedi (EPA) v Duluthu ve stité Minnesota. Specifické
produkty a/nebo vybaveni lze nahradit srovnatelnymi materidly, které jsou k dispozici.

Prohlidka se nejlépe provadi pomoci lupy s osvétlenim nebo pomoci preparaéniho mikroskopu s osvétlenim a
s objektivem 3X. Ryby se prohlizeji z dorzélntho sméru a anteriorni stranou dopfedu (hlavou k pozorovateli).

a) Ryba se vlozi do malé Petriho misky (napf. o priméru 100 mm), anteriorni stranou dopfedu a ventrdln{ stranou
doli. Hleddcek se zaostii tak, aby bylo mozné identifikovat hrbolky. Ryba se jemné a pomalu obraci z boku na
bok, aby bylo mozné identifikovat oblasti s hrbolky. Hrbolky se spocitaji a zaznamena se jejich hodnoceni.

b) Pozorovani se opakuje na ventrdlnim povrchu hlavy tak, Ze se ryba poloZzi na Petriho misku dorzalng, anteriorni
stranou dopiedu.

¢) Pozorovani by u kazdé ryby méla byt dokoncena do 2 min.

Pocitdni hrbolkd a jejich klasifikace

Bylo zjisténo Sest specifickych oblasti pro posuzovidni piitomnosti a vyvoje hrbolki u dospélych jeleckt
velkohlavych. Ke zmapovani umisténi a mnozstvi pfitomnych hrbolkd byla vytvofena $ablona (viz konec tohoto
dodatku). U kazdého organismu se zaznamend pocet hrbolkd a jejich velikost pak lze kvantitativné sefadit takto: 0 —
nevyskytuji se, 1 — ptitomné, 2 — zvétSené a 3 — vyrazné zvétsené (obrazek 1).

Stupeit 0 — zddné hrbolky se nevyskytuji. Stupném 1 (pfitomné) se oznali vSechny hrbolky s jednim vrcholem,
jejichz vyska se pfiblizné rovnd jejich poloméru (priiméru). Stupen 2 (zvétené) se projevuje tkdni v hvézdicovitém
tvaru, ktery méd obvykle velkou radidlni zdkladnu s ryhami nebo brazdami sméfujicimi od stfedu. Horni ¢dst hrbolku
je casto spiSe rozekland, ale mize byt i ponékud zaoblend. PH stupni 3 (vyrazné zvétSené) jsou hrbolky obvykle
pomérné velké a zaoblené, s mélo rozli§enou strukturou. Neékdy se hrbolky mohou vyskytovat spolecné a vytvaret
jednolitou strukturu v urcité oblasti nebo v nékolika oblastech najednou (B, C a D, jak jsou popsdny nize). Zbarveni a
tvar jsou podobné jako u stupné 2, ale nékdy je obtizné je navzdjem rozlisit. Pouziti tohoto klasifikacniho systému
zpravidla vede k celkovému hodnoceni hrbolkd niz§imu nez 50 u normdlnich sameckt v kontrolnich skupindch,
ktet{ maji 18-20 hrbolkd (Jensen a kol., 2001).
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Obrdzek 1

Skute¢ny pocet hrbolkil u nékterych ryb mize byt v konkrétni oblasti klasifikace vétsi, nez je pocet policek v Sabloné
(dodatek A). Nastane-li tento piipad, Ize vpravo nebo vlevo od daného policka vepsat dalsi klasifika¢ni ¢isla. Sablona
proto nemusi vykazovat symetrii. Dal3{ zptisob zmapovani hrbolkd, které jsou parové nebo spojené vertikdlné podél
horizontdlni roviny tlamy, lze provést tak, ze se do jednoho policka uvedou klasifika¢ni body dvou hrbolkd.

Oblasti mapovani:

A — hrbolky nachdzejici se kolem oka. Mapuji se od dorzilnich po ventrdlni kolem anteriorniho okraje oka. U
dospélych samecki v kontrolnich skupindch jsou obvykle pocetné, u samicek v kontrolnich skupindch se nevyskytuji,
zpravidla jsou parové (po jednom u kazdého oka), u samicek exponovanych androgenim muze byt pouze jeden.

B - hrbolky nachdzejici se mezi nosnimi dirkami (péry senzorickych kandlkd). U samecka v kontrolni skuping jsou
obvykle pdrové a vyssiho stupné (2 — zvétSené nebo 3 — vyrazné zvétSené). U samiCek v kontrolni skupiné se
nevyskytuji, do ur¢ité miry se mohou vyskytnout a vyvinout u samicek exponovanych androgentim.

C — hrbolky nachazejici se bezprostfedné anteriorné pred nosnimi dirkami, soubéZné s tlamou. U zralych sameckd
v kontrolnich skupinach jsou zpravidla zvétsené nebo vyrazné zvétsené. U méné vyvinutych sameckd nebo u samicek
exponovanych androgentim byvaji stupné 1 (pfitomné) nebo zvétsené.

D - hrbolky nachdzejici se soubézné s linii tlamy. Zpravidla jsou klasifikoviny u sameckti v kontrolnich skupindch.
U samiCek z kontrolnich skupin se nevyskytuji, ale byvaji pfitomné u samicek exponovanych androgentim.

E — hrbolky nachdzejici se na dolni Celisti, pobliz tlamy; obvykle jsou malé a vétsinou pdrové. U sameckd
v kontrolnich skupindch nebo u exponovanych samecka byvaji riizné, stejné tak u exponovanych samicek.

F — hrbolky nachézejici se ventrdlné k poloze E. Obvykle jsou malé a parové. Byvaji piitomné u sameckd v kontrolni
skupiné a samicek exponovanych androgentm.
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Sablona pro péfici hrbolky Ciseln4 klasifikace
Identifika¢ni &islo 1 — pfitomné
Datum 2 — zvétSené
Celkové hodnoceni 3 — vyrazné zvétsené
A X1 X1 X1 X1
B X1 X1 X1 X1
X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
D X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1 X1
E X1 X1
F X1 X1 X1 X1




L 54/222 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

Dodatek 5B

Posuzovini druhotnych pohlavnich znakd u halandika japonského za dlelem zjisténi urcitych
chemickych litek s endokrinnim piisobenim

Nasleduje popis méfeni bradavkovitych vybézka (*), které jsou druhotnym pohlavnim znakem u halan¢ika
japonského (Oryzias latipes).

(*) Bradavkovité vybézky se obvykle objevuji pouze u dospélych sameckt a nachdzeji se na paprscich ploutvi, a to od
druhého do sedmého nebo osmého paprsku od posteriorniho konce fitni ploutve (obrizek 1 a 2). Na prvnim
ploutevnim paprsku od posteriorniho konce fitni ploutve se vybézky vyskytuji jen ziidka. Uvedené standardni
operacni postupy zahrnuji méfeni vybézkti na prvnim ploutevnim paprsku (pofadové ¢islo ploutevniho paprsku
v tomto standardnim operaénim postupu oznacuje pofadi od posteriorniho konce fitni ploutve).

1)  Po vyi{znuti jater (dodatek 6) se mrtvé télo vlozi do kénické zkumavky, kterd obsahuje asi 10 ml 10 %
neutrdlntho pufrovaného formalinu (hlavou nahoru, ocasem dold). Fixuje-li se gondda v jiném roztoku nez
v 10 % neutrdlnim pufrovaném formalinu, provede se p¥icny fez skalpelem pres celé mrtvé télo mezi anteriorni
oblasti fitni ploutve a Fitnim otvorem, pfiCemz je nutno dbdt na to, aby nedoslo k poskozeni vyvodu
pohlavnich 7ldz a samotné gonddy (obrdzek 3). Kranidlni ¢dst rybiho téla se vlozi do fixa¢niho roztoku, aby se
zachovala gondda, a ocasni ¢ast rybitho téla do 10 % neutrdlniho pufrovaného formalinu, jak bylo popsino

vyse.

2)  Po uloZeni rybiho téla do 10 % neutrdlniho pufrovaného formalinu se anteriorni oblast fitni ploutve uchopi
pinzetou a stiskne se asi na 30 vtefin tak, aby fitni ploutev ziistala oteviend. Pfi uchopeni fitni ploutve pinzetou
se opatrné uchopi nékolik ploutevnich paprskd v anteriorni oblasti tak, aby se neposkrabaly bradavkovité

vybézky.

3)  Poté, co fitni ploutev zastala asi po 30 vtefin oteviend, se rybi télo ulozi do 10 % neutrdlniho pufrovaného
formalinu pfi pokojové teploté az do zméfeni bradavkovitych vybézkd (méfeni se provadi po fixaci trvajici
alespont 24 hodin).

Méfeni

1)  Po fixaci rybtho téla v 10 % neutrdlnim pufrovaném formalinu po dobu alespoi 24 hodin se mrtvé télo ryby
vyjme z kénické zkumavky a formalin se otfe do filtra¢niho papiru (nebo papirového ubrousku).

2) Ryba se polozi bfichem nahoru. Poté se malymi preparacnimi ntzkami opatrné odstiihne fitni ploutev
(uptednostiuje se Fitni ploutev odstfihnout s malym mnoZstvim interneuralnich trnd (pterygiofort).

3)  Anteriorni oblast oddélené fitni ploutve se uchopi pinzetou a polozi na sklenéné podlozni sklitko spolu
s nékolika kapkami vody. Poté se fitni ploutev pfekryje krycim sklickem. Je tfeba dit pozor, aby se pfi uchopeni
fitni ploutve pinzetou neposkrabaly bradavkovité vybézky.

4)  Pod biologickym mikroskopem (vzpfimeny mikroskop nebo inverzni mikroskop) se pomoci pocitadla stanovi
pocet clankt s bradavkovitymi vybézky. Bradavkovité vybézky se zapocitaji, pokud je na posteriornim okraji
¢lanku viditelnd mald formace vybézki. Pocet ¢lankd s bradavkovitymi vybézky na kazdé fitni ploutvi se
zaznamend v pracovnim listu (napf. prvni ploutevni paprsek: 0, druhy ploutevni paprsek: 10, tfeti ploutevni
paprsek: 12 atd.) a soucet téchto &isel u jednotlivych ryb se zanese do excelové tabulky. V piipadé potieby se
fitni ploutev vyfotografuje a pocet ¢lankd s bradavkovitymi vybézky se spocitd na fotografii.

5)  Po ukonceni méfeni se fitn{ ploutev vloZzi do kénické zkumavky popsané v bodé 1) a uskladni se.
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Obrdzek 1.

Schéma zndzorfiujici rozdil mezi pohlavimi v tvaru a velikosti fitni ploutve — A samecek, B samicka. Oka, T.
B. (1931) On the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this
fish. J. Fac. Sci., Tokyo Univ., IV, 2, pp. 209-218.

Obrdzek 2.

A - vybézky na clancich paprska fitni ploutve. J. P. — ¢ldnek, A. S. - osovd vzdilenost, P. - vybézek. B —

distilni konec ploutvového paprsku. Na hrotu paprsku se nachdzeji actinotrichia (Act.). Oka, T. B. (1931) On

the processes on the fin rays of the male of Oryzias latipes and other sex characters of this fish. J. Fac. Sci.,
Tokyo Univ., IV, 2, pp. 209-218.

Obrdzek 3.

Fotografie rybiho téla, na které je zndzornéno misto fezu p¥i fixaci gondd ve fixaénim roztoku, nejednd-li se
0 10 % neutrédlni pufrovany formalin. V takovém piipadé se zbyvajici Cist téla pomoci b¥itvy odfizne mezi
anteriorni oblasti fitni ploutve a Ffitnim otvorem (Cervend &ira), hlavovd &ist rybiho téla se uloZi do

7 X2

fixa¢niho roztoku pro gonddy a ocasni &ist se uloZi do 10 % neutrilniho pufrovaného formalinu.
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Dodatek 6

Doporucené postupy pro odbér vzorki za Gcelem analyzy vitelogeninu

Je tfeba dbdt na to, aby nedoslo ke vzdjemné kontaminaci mezi vzorky VTG samecki a samicek.

Postup 1A: Jelecek velkohlavy, odbér krve z ocasni Zily/[tepny

Po anestetizaci se skalpelem ¢asteéné oddéli ocasni stopka a heparinizovanou mikrohematokritovou kapildrou se
odebere krev z ocasni Zily/tepny. Po odebrani krve se rychle izoluje plazma, a to odstfedénim po dobu 3 minut pii
zrychleni 15 000 g (nebo alternativné po dobu 10 minut pfi zrychleni 15 000 g a pii teplot¢ 4 °C). Je-li to
pozadovéno, lze po odstiedén{ stanovit procento hematokritu. Cdst plazmy se poté pienese z mikrohematokritové
kapildry a ulozi se do odstfedivkové zkumavky s 0,13 jednotkami aprotininu (inhibitor protedzy) pfi teploté — 80 °C
do doby, nez bude mozné provést stanoveni vitelogeninu. Podle velikosti jelecka velkohlavého (zavisejici na pohlavi)
se objem plazmy, kterou lze odebrat, zpravidla nachdzi v rozmez{ od 5 do 60 mikrolitrti z kazdé ryby (Jensen a kol
2001).

Postup 1B: Jelecek velkohlavy, odbér krve ze srdce

Alternativné lze krev odebrat také srdecni punkci pomoci heparinizované injekéni stitkacky (1 000 jednotek
heparinu na ml). Krev se pfenese do Eppendorfovych zkumavek (uloZenych na ledu) a poté odstiedi (po dobu
5 minut pii zrychleni 7 000 g a pokojové teploté). Plazma se prenese do cistych Eppendorfovych zkumavek
(v pomérnych ¢dstech, pokud je to s ohledem na objem plazmy proveditelné), urychlené se zmrazi pfi teploté — 80 °
C a takto se ponechd az do analyzy (Panter a kol.,, 1998).

Postup 2A: Halan¢ik japonsky, vyfiznuti jater
Vyjmuti testované ryby ze zkuSebni komory

1)  Testovand ryba se pomoci malého Cefenu vyjme ze zkuSebni komory. Je tfeba ddt pozor a neupustit testovanou
rybu do jiné zkusebni komory.

2) 'V zdsadé by se testované ryby mély vyjimat v tomto pofadi: kontrolni skupina, kontrola s rozpoustédlem
(existuje-li), skupina s nejnizsi koncentraci, skupina se stfedni koncentraci, skupina s nejvy3si koncentraci a
pozitivni kontrola. Vsichni sameckové se ze zkusebni komory vyjmou diive nez zbyvajici samicky.

3)  Pohlavi kazdé testované ryby se zjisti na zdkladé vnéjsich druhotnych pohlavnich znakd (napf. tvaru Fitni
ploutve).

4)  Zku3ebni ryby se umisti do pfepravni nddrze a dopravi se na pracovisté, kde se provadi vyiiznuti jater. Etikety
ze zkuSebni komory a pfepravni nddrze se zkontroluji kvili pfesnosti a pro ovéfeni, zda se pocet ryb, jez byly
vyjmuty ze zkuebni komory, a pocet ryb, které ve zkusebni komofte ziistdvaji, shoduji s o¢ekdvanim.

5)  Nelze-li pohlavi ryb zjistit podle jejich vngjstho vzhledu, vyjmou se ze zkuSebni komory viechny ryby.
V takovém piipadé se pohlavi zjisti vySetfenim gondd nebo druhotnych pohlavnich znakd pod stereoskopickym
mikroskopem.

Vyfiznuti jater
1) ZkuSebni ryba se pomoci malého Cefenu ptenese z nadrze pro piepravu do anestetického roztoku.

2) Po anestetizaci se ryba pienese pinzetou na filtratni papir (nebo na papirovy ubrousek). Ryba se uchopi
pinzetou za hlavu z obou stran, aby nedoslo k poruseni ocasu.

3)  Voda na povrchu téla ryby se otfe filtra¢nim papirem (nebo papirovym ubrouskem).

4) Ryba se polozi bfichem nahoru. Poté se pomoci preparacnich niZek provede maly pii¢ny fez v poloviné
vzdalenosti mezi ventrdlni hibetni oblasti a stfedni bfi§ni oblasti.
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5) Do tohoto malého fezu se vlozi preparacni ntzky a rozstithne se bficho podél stfedni linie bficha od bodu
lezictho kauddlné od Zaberniho krytu az po kranidlni stranu fitntho otvoru. Je tfeba dit pozor, aby preparacni
ntizky nepronikly p#ili§ hluboko a aby nedoslo k poskozeni jater a gonad.

6)  Nasledujici kroky se provedou pod stereoskopickym mikroskopem.

7)  Testovaci ryba se polozi bfichem nahoru na papirovy ubrousek (pouzit lze rovnéz sklenénou Petriho misku
nebo podlozni sklicko mikroskopu).

8)  Stény bfisni dutiny se roztdhnou jemnou pinzetou a odkryji se tak vnitfni orgdny. V pfipadé potieby je rovnéz
pfijatelné odkryt vnitfni orgdny tak, Ze se odstran{ jedna strana stény bfisni dutiny.

9)  Pomoci druhé jemné pinzety se odhalf pfirostld ¢st jater a zlu¢ovy méchyt. Poté se uchopi zlucovod a odfizne
se zlu¢ovy méchyt. Je tieba dbét na to, aby se Zluovy méchyt neprotrhl.

10) Stejnym zpiisobem se uchopi jicen a od jater se odfizne gastrointestindlni trakt. Je tfeba dit pozor, aby obsah
travici soustavy nevytekl. Kauddlni ¢ast gastrointestindlniho traktu se odi{zne od fitniho otvoru a gastrointe-
stindlni trakt se vyjme z bfi$ni dutiny.

11) Od periferie jater se ofizne tukovd hmota a jiné tkdné. Je tfeba dat pozor, aby se jitra neposkrabala.

12) Oblast jaterniho portdlu se uchopi jemnou pinzetou a jitra se vyjmou z bii$ni dutiny.

13) Jatra se umisti na podlozni sklicko. V pFipadé potieby se pomoci jemné pinzety z povrchu jater odstrani
veskery zbyvajici tuk a vngjsi tkdné (napf. biisni vystelka).

14) Na elektronickych analytickych vahdch se zméff hmotnost jater s mikrozkumavkou o objemu 1,5 ml jako
vahou obalu. Hodnota se zaznamend v pracovnim listu (s pfesnosti na 0,1 mg). Na etiket¢ mikrozkumavky se
ovéfi identifikaéni Gdaje.

15) Mikrozkumavka s jitry se zazdtkuje. Skladuje se v chladicim (nebo mrazicim) stojanku.

16) Po odi{znuti jednéch jater se prepara¢ni néstroje vy<isti nebo nahradi ¢istymi.

17) Vyse popsanym zptsobem se vyjmou jitra u vSech ryb v pfepravni nadrzi.

18) Po vyfiznuti jater ze vSech ryb v prepravni nddrzi (tj. vSech sameckd nebo samicek ze zkuSebni komory) se
viechny vzorky jater umisti do stojanku na zkumavky s etiketou kvtli identifikaci a uskladni se v mraznicce.
Jsou-li jatra krétce po vyfiznuti doddna k predbézné dpravé, vzorky se na dalsi pracovisté prenesou v chladicim

(nebo mrazicim) stojanku.

Po odnéti jater je mrtvé télo ryby k dispozici pro méfeni druhotnych pohlavnich znakda.

Vzorek

Pokud se vzorky jater odebrané u testovacich ryb krdtce po vyfiznuti nepouZiji pro predbéznou tpravu, skladuji se
pfi teploté < — 70 °C.

Obrdzek 1.

Nuzkami se vede Fez tésné pfed prsnimi ploutvemi.
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Obrdzek 2.

Pomoci niizek se rozstfihne stfedni linie bficha aZ k bodu, ktery se nachdzi pfiblizné 2 mm kraniilné od
fitniho otvoru.

Obrdzek 3.

Pinzetou se rozeviou bfisni stény, aby se odkryla jitra a dalsi vnitfni orgdny. (Alternativné lze b¥isni stény
lateralné ptispendlit.) Sipka oznaluje jitra.

Obrdzek 4.

Jatra se pomoci pinzety vypreparuji a vyfiznou.
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Obrdzek 5.

Pinzetou se jemné odtihnou stieva.

Obrdzek 6.

Oba konce stiev a veskeré stievni okruzi se oddéli ntzkami.

Obrdzek 7 (samicka).

U samicek je postup stejny.
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Obrdzek 8.

Dokonceny postup.

Postup 2B: Halancik japonsky (Oryzias latipes), pfediprava jater pro analyzu vitelogeninu

oy

Ze soupravy pro analyzu ELISA se vezme lahev s homogenizaénim pufrem a ochladi se v ledové tiisti (teplota
roztoku < 4 °C). Je-li pouzit homogenizaéni pufr ze systému ELISA EnBio, roztok se rozmrazi pfi pokojové teploté a
poté se lahev ochladi v ledové t¥sti.

Objem pufru pro homogenizaci jater se vypocitd na zdkladé jejich hmotnosti (pro pfipravu homogendtu se ptidd 50
pl homogeniza¢ntho pufru na mg hmotnosti jater). Napiiklad je-li hmotnost jater 4,5 mg, objem pufru pro
homogenizaci jater je 225 pl. PFipravi se seznam objem® homogeniza¢niho pufru pro vSechna jtra.

Pfiprava jater pro pfedipravu
1)  Mikrozkumavka o objemu 1,5 ml obsahujici jitra se vyjme z mraznicky tésné pted prediipravou.

2)  Prediprava samcich jater by se méla provadét difve nez predtprava samicich jater, aby se predeslo kontaminaci
vitelogeninem. U zkuSebnich skupin by se kromé toho pfediprava méla provddét v tomto poradi: kontrolni
skupina, kontrola s rozpoustédlem (existuje-li), skupina s nejniz§i koncentraci, skupina se stfedni koncentraci,
skupina s nejvyssi koncentraci a pozitivni kontrola.

3)  Pocet mikrozkumavek o objemu 1,5 ml obsahujicich vzorky jater, které se vyjmou z mraznicky v dany ¢as, by
nemél byt vétsi nez pocet zkumavek, které lze soucasné odstfedit.

4)  Mikrozkumavky o objemu 1,5 ml s jaternimi vzorky se uspofddaji na mrazicim stojanku podle poradovych
Cisel (jatra neni tfeba rozmrazovat).

Provedeni predipravy
1. Pfiddni homogeniza¢niho pufru

1) Kontrolou seznamu se zjisti, jaky objem homogeniza¢niho pufru mé byt pfidan pro dany konkrétni vzorek
jater, a mikropipeta (rozmezi objemt 100-1 000 pl) se nastavi na p¥islusny objem. Na mikropipetu se
nasadi ¢isty hrot.

2)  Z lahve s ¢inidlem se nabere homogeniza¢ni pufr a pfidd se do zkumavky o objemu 1,5 ml obsahujici jatra.

3)  Podle vyse uvedeného postupu se homogeniza¢ni pufr pfidd do vSech mikrozkumavek o objemu 1,5 ml
obsahujicich jétra. Hrot mikropipety neni tfeba ménit za novy. Je-li hrot kontaminovdn nebo existuje-li
podezfeni, Ze je kontaminovédn, musi se vyménit.
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2. Homogenizace jater
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Vezme se novy homogeniza¢ni tloucek pro homogenizitor pro mikrozkumavky.

Tloucek se vlozi do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Homogenizator se uchopf tak, aby tlacil na jitra mezi
povrchem tloucku a vnitfn{ sténou mikrozkumavky o objemu 1,5 ml.

Homogenizdtor pro mikrozkumavky se ponechd v ¢innosti 10-20 sekund. Mikrozkumavka o objemu
1,5 ml se béhem této ¢innosti chladi ledovou tisti.

Tlou¢ek se vyjme z mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a ponechd se asi na 10 sekund v necinnosti. Poté se
provede vizudlni kontrola stavu suspenze.

Jsou-li v suspenzi patrné kousky jater, kroky 3) a 4) se opakuji, aby se pfipravil uspokojivy homogenat jater.
Suspendovany homogendt jater se chladi v chladicim stojanku az do odstfedovani.
Pro kazdy homogenat se tloucek vyméni za novy.

Podle vyse popsaného postupu se vSechna jitra homogenizuji za pomoci homogeniza¢niho pufru.

3. Odstfedéni suspendovaného homogendtu jater

1)

2)

3)

4)

5)

Overi se, Ze teplota v komofe chlazené odstiedivky nenf vyssi nez 5 °C.

Mikrozkumavky o objemu 1,5 ml obsahujici suspendovany homogendt jater se vlozi do chlazené
odsttedivky (v pifipadé potteby se provede vyvazeni).

Suspendovany homogendt jater se 10 minut odstfeduje pfi zrychleni 13 000 g a pfi teploté < 5 °C. Je-li viak
supernatant dostate¢né oddéleny, Ize silu a dobu odstfedéni upravit podle potfeby.

Po odstfedéni se zkontroluje, zda je supernatant ndlezité¢ oddéleny (na povrchu: tuk, uprostied: supernatant,
spodni vrstva: jaterni tkdfi). Neni-li odstfedéni dostatecné, suspenze se odsttedi znovu za stejnych podminek.

Vsechny vzorky se vyjmou z chlazené odstfedivky a uspofddaji se na mrazicim stojinku podle pofadovych
Cisel vzorkd. Je tfeba dit pozor, aby oddélené vrstvy po odstiedéni opét nesuspendovaly.

4. Odbér supernatantu

1)

2)

Do stojanku na zkumavky se vlozi ¢tyfi mikrozkumavky o objemu 0,5 ml pro uchovavani supernatantu.

Pomoci mikropipety se z kazdého supernatantu (oddéleného jako prostredni vrstva) odebere 30 pl a vloZi se
do jedné mikrozkumavky o objemu 0,5 ml. Je tfeba dit pozor, aby nebyl odebrin tuk z povrchu nebo
jaterni tkdn ze spodni vrstvy.

Stejnym zpiisobem se supernatant odebere a vlozi do dalsich dvou mikrozkumavek o objemu 0,5 ml.

Pomoci mikropipety se odebere zbytek supernatantu (nejméné 100 pl, je-li to proveditelné). Tento
supernatant se poté vlozi do zbyvajici mikrozkumavky o objemu 0,5 ml. Je tfeba dit pozor, aby nebyl
odebran tuk z povrchu nebo jaterni tkdn ze spodni vrstvy.

Mikrozkumavka o objemu 0,5 ml se uzavie zitkou a objem supernatantu se zapiSe na etiketu. Poté se
mikrozkumavky ihned ochladi v mrazicim stojanku.

Pro kazdy supernatant se pouZije novy hrot mikropipety. Ulpi-li na hrotu vét$i mnozstvi tuku, je tieba ho
ihned nahradit novym hrotem, aby nedoslo ke kontaminaci jaterniho extraktu tukem.



L 54/230 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

7)  Podle postupu popsaného vyse se viechen odstfedény supernatant vlozi do ¢tyF mikrozkumavek o objemu
0,5 ml

8)  Po vlozeni supernatantu do mikrozkumavek o objemu 0,5 ml se vSechny mikrozkumavky s identifika¢nimi
etiketami uloZi do stojanku na zkumavky a ihned poté se zmrazi v mrazni¢ce. M&H-li se koncentrace VTG
okam?Zité po pfedipravé, zkumavka o objemu 0,5 ml (obsahujici 30 pl supernatantu) se uchové v chladu ve
stojanku na zkumavky a pfenese se na pracovisté, kde se provadi analyza ELISA. V takovém piipadé se
ostatni mikrozkumavky vlozi do stojankii na zkumavky a zmrazi se v mraznicce.

9)  Po odbéru supernatantu se reziduum vhodnym zptsobem odstrani.

Skladovéani vzorku

Mikrozkumavky o objemu 0,5 ml obsahujici supernatant homogenatu jater se skladuji pfi teploté < — 70 °C do doby,
neZ jsou pouZity pro analyzu ELISA.

Postup 3A: Danio pruhované, odbér krve z ocasni Zily/tepny

Thned po anestetizaci se pficné oddéli ocasni stopka a z ocasni tepny/zily se odebere krev pomoci heparinizované
mikrohematokritové kapildry. Objemy krve se nachdzeji v rozmezi od 5 do 15 pl v zévislosti od velikosti ryby. Do
mikrokapildry se pfidd stejny objem pufru s aprotininem (6 pg aprotininu na ml fosfitového pufru (PBS)) a plazma
se od krve oddéli odstfedénim (po dobu 5 minut pfi zrychleni 600 g). Plazma se shromdzdi do zkuSebnich
zkumavek a uskladni se pii teploté — 20 °C do doby, nez se analyzuje na vitelogenin nebo na jiné proteiny, jez jsou
pfedmétem zdjmu.

Postup 3B: Danio pruhované, odbér krve srdeéni punkci

Aby nedoslo ke koagulaci krve a rozlozeni proteinu, vzorky se odebiraji ve fosfitovém pufru (PBS) obsahujicim
heparin (1 000 jednotek/ml) a inhibitor protedzy aprotinin (2 TIU/ml). Jako slozky pro piipravu tohoto pufru se
doporucuje pouzit heparin, amonnou stl a lyofilizovany aprotinin. Odbér krve se doporucuje provést injekéni
stifkackou (o objemu 1 ml) s fixovanou tenkou jehlou (napf. znacky Braun Omnikan-F). Injek¢ni stiikacka se pfedem
naplni pufrem (pfiblizné 100 pl) tak, aby malé objemy krve z kazdé ryby byly plné eluoviny. Vzorky krve se
odeberou srde¢ni punkci. Ryba se nejprve anestetizuje roztokem MS-222 (v koncentraci 100 mg/l). Spravny rezim
anestezie umozni uZivateli rozeznat srdeni tep dania pruhovaného. P provadéni srdecni punkce se pist injekéni
stitkacky udrzuje pod slabym tlakem. MnozZstvi krve, kterd lze odebrat, se nachdzeji v rozmezi 20-40 mikrolitrii. Po
srde¢ni punkei se smés krve/pufru vlozi do zkuSebni zkumavky. Plazma se oddéli od krve odstfedénim (po dobu 20
minut pfi 5 000 g) a uskladni se pii teploté — 80 °C do doby, nez bude pouzita pro analyzu.

Postup 3C: Standardni operacni postup: danio pruhované, homogenizace hlavy a ocasu
1)  Ryba se anestetizuje a usmrti v souladu s popisem zkousky.
2)  Odifizne se hlava a ocas, jak zndzorfiuje obrazek 1.
Pozor: veskeré prepara¢ni ndstroje a pracovni sttll je tfeba mezi zpracovanim kazdé jednotlivé ryby fddné omyt a
vycistit (napf. 96 % ethanolem), aby se zabranilo ,znecisténi vitelogeninem' v disledku pfenosu ze samicek nebo ze
sameckd, u kterych byly vyvoldny tcinky, na samecky, u kterych tc¢inky vyvoldny nebyly.

Obrdzek 1

Pro analyzu VTG Pro histologii gondd  Pro analyzu VTG

A A \(_A_)

Rez za hibetnf ploutvi Rez za prsni ploutvi



1.3.2016

Utedn véstnik Evropské unie L 54/231

1)  Stanovi se spolecnd hmotnost hlavy a ocasu kazdé ryby se zaokrouhlenim na mg.

2)  Po zvézeni se ¢asti vlozi do vhodnych zkumavek (napt. Eppendorfovy zkumavky o objemu 1,5 ml) a zmrazi se
pii teploté — 80 °C az do homogenizace nebo se piimo homogenizuji na ledu pomoci dvou plastovych palicek.
(Lze uzit i jinych metod, jsou-li provadény na ledu a je-li vysledkem homogenni hmota.) Dillezité: Zkumavky je
tieba fadné ocislovat, aby bylo mozné hlavu a ocas z urcité ryby porovnat s ptislusnym fezem téla, ktery se
pouzije pro histologii gonad.

3)  Kdyz je dosazeno homogenni hmoty, pfidd se homogeniza¢ni pufr (*) chlazeny na ledu v mnozstvi ¢tyFndsobné
vét$im nez hmotnost tkdné. Pokracuje se v préci s palickami, dokud smés neni homogenni. Dilezitd pozndmka:
na kazdou rybu se pouziji nové palicky.

4)  Vzorky se uloZi na led az do odstiedovani pii teploté 4 °C po dobu 30 minut pifi zrychleni 50 000 g.

5) Pomoci pipety se ¢dsti supernatantu o objemu 20 pl pfenesou do nejméné dvou zkumavek tak, Ze se $picka
pipety ponoi{ pod tukovou vrstvu na hladiné a opatrné se nasaje supernatant bez frakei tuku nebo sedimentu.

6) Zkumavky se uskladni pfi teploté — 80 °C az do pouziti.

(*) Homogeniza¢ni pufr:

— (50 mM Tris-HCl pH 7,4; 1 % koktejl inhibitoru protedzy (Sigma)): 12 ml Tris-HCI pH 7,4 + 120 pl koktejlu
inhibitoru proteazy.

— TRIS: TRIS-ULTRA PURE (ICN), napf. od vyrobce Bie & Berntsen, Dédnsko.

— Koktejl inhibitoru protedzy: od vyrobce Sigma (pro tkdné savcty), produktové &islo P 8340.

— Pozndmka: Homogeniza¢ni pufr by mél byt pouzit ve stejny den, kdy byl vyroben. Béhem pouziti se ma
uchovavat na ledu.
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Dodatek 7

Vzorky obohacené vitelogeninem a referenéni standard pro opakovatelnost

Kazdy den provddéni zkousek na vitelogenin se analyzuje obohaceny vzorek vytvoreny pomoci referencniho
standardu pro opakovatelnost. Pro piipravu referen¢niho standardu pro opakovatelnost se pouzije vitelogenin z jiné
SarZe, nez jakd byla pouzita pro ptipravu kalibra¢nich standardd pro zkousku, kterd se nyni provadi.

Obohaceny vzorek se pfipravi tak, Ze se zndmé mnozstvi standardu ptidd do vzorku plazmy sameckil z kontrolni
skupiny. Vzorek se obohati tak, aby se dosdhlo koncentrace vitelogeninu 10krat az 100krat vy$3i nez ocekdvand
koncentrace vitelogeninu u sameckd ryb z kontrolni skupiny. Vzorek plazmy sameckt z kontrolni skupiny, ktery se
obohacuje, miZze pochézet z jedné ryby nebo to mtze byt smésny vzorek z nékolika ryb.

Diléi vzorek neobohacené plazmy sameckd z kontrolni skupiny se bude analyzovat alespon ve dvou duplikdtnich
jamkdch. Rovnéz obohaceny vzorek se bude analyzovat alespon ve dvou duplikdtnich jamkdch. Za d¢elem stanoveni
ocekdvané koncentrace se stfedni hodnota mnozstvi vitelogeninu z obou neobohacenych vzorkd plazmy sameckd
z kontrolni skupiny pricte k vypoctenému mnozstvi vitelogeninu pfidaného za tcelem obohaceni vzorktl. Pomér
mezi touto ocekdvanou koncentraci a naméfenou koncentraci se zaznamena spolu s vysledky vSech soubort zkousek
provedenych v tyz den.



Dodatek 8

Schéma rozhodovini pro statistickou analyzu
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C.38. ZKOUSKA METAMORFOZY OBOJZIVELNIKU
UvoD

1. Tato zkusebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni ¢. 231 (2009). Potieba vyvinout a ovéfit
zkousku schopnou zjistit chemické latky ptisobici v systému §titné zldzy druhti obratlovet vyplyva z obavy, ze
trovné chemickych latek v Zivotnim prostfedi mohou mit nepfiznivé Gcinky na lidi i volné Zijici Zivocichy.
V roce 1998 zahdjila OECD ¢innost s vysokou prioritou, a sice revizi stavajicich pokyna pro zkouseni a vyvoj
novych pokynt pro zkouseni urCenych ke screeningu a zkouskdm potencidlnich endokrinnich disruptorti.
Soudisti této ¢innosti bylo vyvinout Pokyn pro zkouSeni urCeny pro screening chemickych latek pisobicich na
systém $titné zldzy druht obratlovcil. Bylo navrzeno rozsifeni Studie ordlni toxicity u hlodavcti s opakovanym
poddvénim ddvky v 28dennim cyklu (kapitola B.7 této prilohy) a Zkouska metamorfézy obojzivelniki (AMA).
Rozsifend zkuSebni metoda B.7 prosla validaci a revidovand zkuSebni metoda byla vyddna. Zkouska
metamorfézy obojzivelnikti (AMA) prosla rozsahlym valida¢nim programem, ktery zahrnoval vnitrolaboratotni
i mezilaboratorni studie prokazujici vhodnost a spolehlivost této zkousky (1)(2). Nasledné byla validace zkousky
podrobena hloubkovému hodnocent, které provedla komise sloZend z nezavislych odborniki (3). Tato zkusebni
metoda je vysledkem zkuSenosti ziskanych v priibéhu validacnich studif se zjistovanim chemickych létek ovliv-
fjicich ¢innost §titné zldzy a prace provedené jinde v ¢lenskych zemich OECD.

PODSTATA ZKOUSKY

2. Zkouska metamorfézy obojzivelniki (AMA) je screeningovd zkouska slouzici k empirickému zjisténi
chemickych latek, které mohou naruSovat normdlni funkci osy hypotalamus-hypofyza-stitnd Zldza (HPT).
Zkouska metamorfézy obojzivelniki pfedstavuje zobecnény model obratlovch do té miry, do jaké je zalozena
na zachovanych strukturdch a funkcich osy hypotalamus-hypofyza-§titnd zldza (HPT). Je to dilezitd zkouska,
protoze metamorféza obojzivelniki je dobfe popsany proces zdvisly na funkci $titné 7ldzy, ktery reaguje na
chemické latky pusobici v ose hypotalamus-hypofyza-§titnd Zlaza, a je to jedind stdvajici zkouska, kterd zjistuje
¢innost §titné zldzy u Zivocichtl prochdzejicich morfologickym vyvojem.

3. Celkové experimentdlni uspotddani zahrnuje expozici pulcti Xenopus laevis ve stadiu 51 nejméné tfem riznym
koncentracim zkousené chemické latky a kontrolni experiment s fedici vodou po dobu 21 dnii. Kazda zkusebni
expozice ma Ctyfi opakovani. Hustota larev na zacitku zkousky je 20 pulct v kazdé zkuSebni nadrzi pro
kazdou exponovanou skupinu. Sledovanymi ukazateli jsou délka zadni koncetiny, délka téla od tlamy po kloaku
(SVL), stadium vyvoje, hmotnost ve vlhkém stavu, histologie stitné Zlazy a kazdodenni pozorovani mortality.

POPIS METODY
ZkuSebni druh

4. Xenopus laevis se béiné kultivuje v laboratofich celého svéta a lze jej jednoduse ziskat prostfednictvim
komer¢nich dodavatelti. Reprodukci u tohoto druhu lze snadno vyvolat po cely rok doddnim lidského
choriového gonadotropinu (hCG) a vysledné larvy lze bézné odchovat do zvolenych stadii vyvoje ve velkych
poctech, coZ umoznuje pouZivat protokoly o zkousce specifické pro kazdé stadium. Upfednostiiuje se, aby larvy
pouzité ve zkousce pochazely od domdcich dospélych jedinctl. Jako alternativu, i kdyZ se tento postup neupfed-
nostiiuje, 1ze do laboratofe provadgjici zkousku dodat vajicka nebo embrya a nechat je aklimatizovat; doddvka
vyvojovych stadii larvy pro pouziti ve zkousce je nepfijatelna.

Vybaveni a potfeby

5. Pro provedeni této zkousky je potiebné toto vybaveni a tyto potieby:
a) systém expozice (viz popis nize);
b) akvdria sklenénd nebo z nerezové oceli (viz popis niZe);
¢) chovné nadrze;

d) zafizeni fidici teplotu (napt. ohfivace nebo chladice (nastavitelné na 22° £ 1 °C));
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e) teplomér;

f) binokuldrni prepara¢ni mikroskop;

g) digitdlni fotoapardt s rozliSenim minimalné 4 megapixelt a s mikro funkcf;

h) pocitacovy software pro digitalizaci snimkd;

i) Petriho miska (napf. 100 x 15 mm) nebo prihlednd plastovd komora srovnatelné velikosti;
j) analytické vahy s presnosti méfeni na tii desetinnd mista (v mg);

k) oximetr;

) pH-metr;

m) luxmetr (méfi¢ intenzity osvétleni) s pfesnosti méfeni na jednotky luxd;

n) riuzné laboratorni sklo a ndstroje;

0) nastavitelné pipety (10 azZ 5 000 pl) nebo sada pipet odpovidajicich velikostf;

p) zkouSend chemickd latka v mnozstvi dostate¢ném pro provedeni zkousky, pokud mozno z jedné sarze;

q) analytické pomicky vhodné pro zkousenou chemickou litku nebo smluvné zajisténé analytické sluzby.

Chemickd testovatelnost

6.  Zkouska metamorfézy obojZivelnikii je zaloZzena na protokolu expozice ve vodnim prostiedi, pficemz zkousend
chemickd litka se do zkuSebnich komor zavddi pratokovym systémem. Prittokové metody vsak predstavuji
omezeni, pokud jde o typy chemickych latek, které lze zkouset, vyplyvajici z fyzikdlné-chemickych vlastnosti
dané chemické ldtky. Pfed pouzitim tohoto protokolu by proto mély byt ziskdny zdkladni informace o chemické
latce, které jsou dalezité pro urceni testovatelnosti, a mélo by se nahlédnout do Metodického dokumentu OECD
ke zkouskdm toxicity sloZitych ltek a smési pro vodni organismy (4). To, Ze dand chemickd litka maze byt
obtizné testovatelnd ve vodnim prostiedi, naznacuji mimo jiné tyto vlastnosti: vysoky rozdélovaci koeficient
oktanol/voda (log K ), vysoka t€kavost, citlivost k hydrolyze a citlivost k fotolyze v podminkdch okolntho
laboratorniho osvétleni. Pro stanoveni toho, zda je ldtka testovatelnd, maji vyznam i dal3i faktory, které by mély
byt uréeny v kazdém jednotlivém piipadé. Jestlize danou chemickou latku neni mozné uspéné zkouset
v pritokovém zkusebnim systému, lze pouZit staticky systém s obnovovanim média. Pokud zkousSené chemické
litce nevyhovuje Zadny z obou uvedenych systémd, obvyklym postupem je, nezkouset ji podle tohoto
protokolu.

Systém expozice

7. Upfednostiiuje se pokud mozno pritokovy fedici systém pted statickym systémem s obnovovanim média.
Pokud fyzikdlni a/nebo chemické vlastnosti jakékoli zkousené chemické latky nejsou vhodné pro pouziti
prutokového fedictho systému, mdZe byt pouzit alternativni systém expozice (napf. staticky systém
s obnovovanim média). Slozky systému, které pfichdzeji do styku s vodou, by mély byt vyrobeny ze skla,
nerezové oceli ajnebo polytetrafluorethylenu (PTFE). Mohou viak byt vyuzity i vhodné plasty, pokud
nezpochybni studii. Jako expoziéni nddrze by méla slouzit akviria ze skla nebo nerezové oceli vybavend
trubicovymi stavoznaky, které pomdhaji udrzovat pfiblizny objem nddrzky mezi 4,0 a 10,0 1 a minimdlni
hloubku vody 10 az 15 cm. Systém by mél byt schopen podporovat vSechny zkusebni koncentrace a kontroln{
méfeni, se Ctyfmi opakovdnimi pfi kazdé expozici. Priitokovéd rychlost by méla byt u viech nddob stejnd a
neménnd, jednak kvili zachovani biologickych podminek, jednak kviili expozici chemické ldtce (napt. 25 ml/
min). Expozi¢ni nddrze by k urcité pozici v systému expozice mély byt pfifazeny ndhodné, aby se snizily
potencidlni pozi¢ni vlivy, véetné mirnych rozdild v teploté, intenzité osvétleni apod. Mélo by byt pouzito
fluoroscen¢ni osvétleni zajistujici fotoperiodu 12 hodin svétla: 12 hodin tmy pfi intenzité osvétleni mezi 600 a
2 000 luxy (lumen/m?) na povrchu vody. Teplotu vody je tfeba udrZovat na 22° + 1 °C, hodnotu pH mezi 6,5 a
8,5 a koncentraci rozpusténého kysliku (DO) > 3,5 mg/l (> 40 % nasyceni vzduchem) v kazdé zkusebni nadrzi.
Teplota vody, hodnota pH a rozpustény kyslik by mély byt méfeny minimdlné jednou za tyden; alesponl v jedné
zkusebni nddobé by se teplota méla pokud mozno méfit prabézné. Podminky, za kterych by tento protokol mél
byt provddén, jsou nastinény v dodatku 1. Pro dal$f informace o nastaveni pritokovych systémi expozice af
nebo statickych systémt s obnovovanim média se odkazuje na publikaci Standard Guide for Conducting Acute
Toxicity Tests on Test Materials with Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians (5), vydanou Americkou spole¢nosti
pro zkouSeni a materidly (ASTM), a obecné toxikologické zkousky ve vodnim prostiedi.
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Kvalita vody

8.  Pouzit 1ze jakoukoli vodu, kterd je mistné dostupnd (napf. pramenitou vodu nebo vodu z kohoutku filtrovanou
pfes aktivni uhli) a umozfiuje normdlni rist a vyvoj pulcd X. laevis. Jelikoz kvalita mistni vody se mtize
v riznych oblastech podstatné lisit, je tfeba provést analyzu kvality vody, zejména pokud nejsou dostupné
historické tdaje o pouzivani této vody pro chov druhu Xenopus. Zvlastni pozornost je tfeba vénovat tomu, aby
voda neobsahovala méd, chlor a chloraminy, které vSechny jsou pro Zdby a pulce toxické. Dale se doporucuje
analyzovat vodu na koncentraci fluoridd, chloristant a chlore¢nanti (vedlejsi produkty dezinfekce pitné vody)
v pozadi, nebot vSechny tyto anionty jsou substrity transportniho systému jédu ze §titné zldzy a zvySend
trovent kazdého z téchto aniontli muze zkreslit vysledek studie. Analyzu je tfeba provést pred zahdjenim
zkouseni a zkuSebni voda by obvykle neméla tyto anionty obsahovat.

Koncentrace jédu ve zkusebni vodé

9. K tomu, aby mohla $titnd 7ldza syntetizovat thyroiddlni hormony, musi mit larvy k dispozici dostatek jodidu
podévaného soucasné vodou i potravou. V soucasnosti neexistuji zddné empiricky podlozené pokyny ohledné
minimdlni koncentrace jodidu. Dostupnost jodidu vSak muze ovlivnit schopnost tyreoiddlniho systému reagovat
na Cinitele ovliviiujici ¢innost $titné Zzlazy, a jak zndmo, moduluje bazdlni aktivitu $titné Zzlizy, coz je aspekt,
ktery zasluhuje pozornost pii interpretaci vysledkd provedené histopatologie $titné Zzldzy. Proto je tieba
zaznamendvat koncentrace jodidu ve zkuSebni vodé. Na zdkladé dostupnych ddajii validacnich studii bylo
prokazano, Ze se tento protokol dobfe osvéd¢il pfi koncentraci jodidu (I), kterd se ve zkusebni vodé pohybovala
mezi 0,5 a 10 pg/l. Optimélni hodnota miniméln{ koncentrace jodidu ve zkusebni vodé by méla ¢init 0,5 pg|l.
Pokud je zkusSebni voda rekonstituovdna z deionizované vody, mél by se pfidat jod v minimdlni koncentraci
0,5 pg/l. Jakékoli dalsi doplnéni j6du nebo jeho soli do zkusebni vody je tfeba uvést ve zpravé.

Chov zvitat

Péce o dospélé jedince a mnoZeni

10. Péce o dospélé jedince a mnoZeni se provadi v souladu se standardnimi pokyny a C¢tendi se odkazuje na
standardni pfirucku pro provadéni zkousky teratogeneze embryi zab (FETAX) (6), kde ziskd podrobnéjsi
informace. Tyto standardni pokyny poskytuji pitklad vhodnych metod péce a mnozZeni, aviak jejich striktni
dodrzovéni se nevyZaduje. MnoZzen{ se provadi tak, Ze se partim (3-5) dospélych samicek a sameckt vstikuje
lidsky choriogonadotropin (hCG). Samickdm ve vzorku se vstiikne pfiblizné 800-1 000 IU a sameckim 600-
800 IU hCG rozpusténych v 0,6-0,9 % solném roztoku. Chovné péry jsou drzeny ve velkych nddrzich, v klidu
a ve statickych podminkéch, aby se podpofil amplexus. Na dné kazdé mnozici nddrze by mélo byt nepravé dno
z nerezové oceli nebo plastového pletiva, které umozni propadnuti shluki vajicek na dno nadrze. Zaby, kterym
se vstitkne hCG pozdé odpoledne, obvykle nakladou vétsinu vajicek do druhého dne dopoledne. Po uvolnéni a
oplodnéni dostate¢ného mnozstvi vajicek by dospéli jedinci méli byt z mnozicich nddrzi odstranéni.

Péce o larvy a jejich vybér

11. Po odstranéni dospélych jedinct z mnozZicich nddrzi se odeberou vajicka a zhodnoti se jejich Zivotaschopnost
na reprezentativnim podsouboru embryi ze vSech chovnych nddrzi. Nejlepsi jednotlivé sntsky (pro
vyhodnoceni kvality tfeni se doporucuji 2 aZz 3 sntsky) by mély byt ponechdny na zdkladé Zivotaschopnosti
embryi a pfitomnosti dostatecného poctu (minimdlné 1 500) embryi. VSechny organismy pouzité ve studii by
mély pochdzet z jednoho tfeni (tj. sntisky by se nemély misit navzdjem). Embrya se pfenesou na velkou
plochou pénev nebo misu a vechna ocividné mrtvd nebo nenormdlni vajicka (viz definice v (5)) se pipetou
nebo kapdtkem odstrani. Zdravd embrya z kazdé ze tif snusek se pfenesou do tff oddélenych lihni. Po ¢tyfech
dnech od umisténi do lihni se vybere nejlepsi sntiska na zdkladé Zivotaschopnosti a tispéného vylthnuti a larvy
se pfemisti do vhodného poctu chovnych nadrzi s teplotou vody 22° + 1 °C. Kromé toho se nékteré dalsi larvy
pfemisti do samostatnych nddrzi jako rezerva pro piipad, Ze béhem prvniho tydne dojde v chovnych nadrzich
k thynu. Tento postup zachovévd jednotnou hustotu organismd, a snizuje tak vyvojové rozdily v rdmci kohorty
jedné sntsky. Vsechny chovné nddrze je tfeba denné cistit odsdtim. V rdmci prevence se upfednostiiuji vinylové
nebo nitrilové rukavice pfed latexovymi. Uhynulé jedince je tieba béhem prvniho tydne kazdodenné
odstraniovat a nahrazovat larvami z rezervy, aby byla zachovédna hustota organismd. Krmit je tfeba minimdlné
dvakrdt za den.
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12. 'V adaptacni fazi se pulci aklimatizuji na podminky skutecné expozi¢ni fize, véetné typu potravy, teploty, cyklu
svétlo — tma a kultiva¢niho média. Proto se doporucuje, aby béhem adaptacni fize a expozi¢ni faze byla pouzita
stejnd kultiva¢ni/fedici voda. Pokud je pro uchovavini pulct béhem adaptaéni fize pouzivin staticky kultivacni
systém, je tieba kultivatni médium zcela vyménit nejméné dvakrdt tydné. V adaptacni fizi je nutné predejit
nakupenim vyvolanym vysokou hustotou larev, protoze takové vlivy by mohly znatelné ovlivnit vyvoj pulct
v ndsledné experimentalni fazi. Hustota chovu by neméla byt vétsi nez priblizné ¢tyfi pulci na litr kultiva¢niho
média (ve statickém systému expozice) nebo 10 pulct na litr kultivaéniho média (napt. s priatokem 50 ml/min
v adapta¢nim nebo kultivaénim systému). Za téchto podminek by se pulci ze stadia 45/46 do stadia 51 méli
vyvinout do dvandcti dnti. Reprezentativn{ pulce z této kmenové populace je tfeba denné kontrolovat z hlediska
jejich vyvojové fize, aby bylo mozno odhadnout vhodny ¢as pro zahdjeni expozice. Je nutné dbdt na
minimalizaci stresu a traumat u pulcl, zejména béhem pfemistovéni, ¢i§téni akvdrii a manipulace s larvami. Je
tieba se vyvarovat stresovych podminek/¢innosti, jakymi jsou hlasity ajnebo neptetrzity hluk, klepdni na
akvdria, vibrace v akvdriich, nadmérnd aktivita v laboratofi a rychlé zmény ve slozkich Zivotntho prostredi
(dostupnost svétla, teplota, pH, rozpustény kyslik, rychlosti pritoku vody apod.). Pokud se pulci nevyvinou do
stadia 51 béhem 17 dni po oplodnéni, za potencidlni divod této skutecnosti je tfeba povazovat nadmérny stres.

Kultivace larev a jejich krmeni

13. Pulci se v dobé pied expozici (po stadiu 45/46 podle Nieuwkoopa a Fabera (NF) (8)) a béhem celé 21denni
zkousky krmi napf. komer¢né dostupnym krmivem pro pulce pouzivanym ve validacnich studiich (viz téz
dodatek 1) nebo jinou stravou, u niz bylo prokdzdno, Ze umoziuje stejnou Ucinnost zkousky metamorfézy
obojzivelnikéi. Krmny rezim v obdobi pfed expozici je tieba peclivé upravit tak, aby splioval pozadavky
vyvijejicich se pulcli. To znamend, Ze nové vylihnutym pulcim by mély byt poddviny malé porce potravy
nékolikrdt (minimdlné dvakrdt) za den. Je tfeba zamezit prebytku potravy, aby i) byla zachovéna kvalita vody a
ii) se zabrdnilo zaneseni Zabernich filtrii ¢dsticemi potravy a zbytky. Pokud jde o krmivo pro pulce pouzivané
ve valida¢nich studiich, spolu s ristem pulct je nutno zvySovat denni porce potravy aZ na pfiblizné 30 mg na
jedince a den krdtce pfed zaCdtkem zkousky. Jak ukdzaly valida¢ni studie, toto krmivo dostupné na trhu
podporuje Fadny rist a vyvoj pulct X. laevis; jednd se o jemné &dstice, které zUstdvaji suspendované ve vodnim
sloupci po dlouhé ¢asové obdobi a Ize je splachnout proudem vody. Celkové denni mnoZstvi potravy je proto
tfeba rozdélit do mensich porci a poddvat minimalné dvakrdt denné. Krmny rezim pro toto krmivo je nastinén
v tabulce 1. Krmné ddvky je tfeba zaznamendvat. MazZe byt poddvino v suchém stavu nebo jako zdsobni roztok
pfipraveny v fedici vodé. Tento zdsobni roztok je nutno pfipravovat obden erstvy, a neni-li pouZit, musi se
uchoviévat pfi teploté 4 °C.

Tabulka 1.

Krmny rezim s komeréné dostupnym krmivem pro pulce, které bylo pouZito ve validacnich studiich

pro pulce X. laevis v Zivotni &isti zkousky metamorfézyobojZivelnikd v priitokovych podminkach.

Den studie Pfisun potravy (mg potravy na jedince a den)
0-4 30
5-7 40
8-10 50
11-14 70
15-21 80
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Analytickd chemie

14. Pred provedenim studie je tfeba vyhodnotit stabilitu zkousené chemické latky na zdkladé existujicich informaci
o jeji rozpustnosti, rozloZitelnosti a tékavosti. Na zacitku zkousky (den 0) a poté jednou tydné po dobu
zkousky je tfeba z kazdé nddrie (opakovéni) pti kazdé koncentraci odebrat vzorky zkuSebnich roztokd pro
analytickou chemickou analyzu, tedy minimalné Ctyfi vzorky. Analyzu kazdé zkuSebni koncentrace se
doporucuje provést rovnéz béhem pripravy systému, pfed zahdjenim zkousky, aby se ovéfila G¢innost systému.
Dile se doporucuje analyzovat zdsobni roztoky pii jejich vyméng, zejména pokud objem zdsobniho roztoku
neposkytuje dostatecné mnozstvi chemické litky, aby pokrylo obdobi béznych odbéra vzorkd. V ptipadé
chemickych latek, které pii nékterych nebo vSech koncentracich pouzivanych pii zkousce neni mozné zjistit, je
tieba méfit zdsobni roztoky a zaznamendvat pratoky v rdmci systému, aby bylo mozno vypocitat nominalni
koncentrace.

Davkovani chemické latky

15. Zkousenou chemickou litku je mozné zavést do systému riznym zptsobem, v zdvislosti na jejich fyzikalné-
chemickych vlastnostech. Chemické latky rozpustné ve vodé mohou byt rozpustény v pfiméfeném mnoZstvi
zkusebni vody v koncentraci, kterd umoziuje ddvkovéani v cilové zkusebni koncentraci v pritokovém systému.
Chemické latky, které jsou kapalné pfi pokojové teploté a tézko rozpustné ve vodé, mohou byt zavedeny
pomoci metod syceni kapaliny kapalinou. Chemické latky, které jsou pevné pii pokojové teploté a jsou tézko
rozpustné ve vod¢, mohou byt zavedeny pomoci syticich kolon ze skelné vaty (7). Upfednostiiuje se pouziti
zkuSebniho systému bez nosicl, aviak rizné zkousené chemické latky budou mit rozliéné fyzikdlné-chemické
vlastnosti, které mohou vyzadovat rizné ptistupy pfi piipravé vody pro expozici chemické ldtce. UpFednostiiuje
se obgjit se bez rozpoustédel nebo nosicl, protoze: i) uritd rozpoustédla sama o sobé mohou zpisobit toxicitu
a/nebo vyvolat nezddouci ¢i neocekdvané endokrinologické reakce, ii) zkousené chemické latky v mnozstvich
pfesahujicich jejich rozpustnost ve vodé (coz miZe casto nastat pii pouziti rozpoustédel) mohou vést
k nepfesnému uréeni G¢innych koncentraci a iii) pouziti rozpoustédel pifi déle trvajicich zkouskdch mize vést
k vyznamnému rozvoji ,biofilmt‘ spojenych s ¢innosti mikrobi. V ptipadé chemickych ldtek, jejichz zkouseni je
obtizné, Ize pouzit rozpoustédlo jako posledni feSeni, a ureni, jakd metoda je nejvhodnéjsi, by mélo vychdzet
z Metodického dokumentu OECD ke zkouskdm toxicity slozitych ldtek a smési pro vodni organismy (4). Volba
rozpoustédla se bude fidit chemickymi vlastnostmi dané chemické latky. Bylo zjisténo, Ze v piipadech zkouseni
toxicity ve vodnim prostfedi G¢inné pusobi rozpoustédla jako aceton, ethanol, methanol, dimethylformamid a
triethylenglykol. V piipadg, Ze je pouzito nosné rozpoustédlo, musi byt koncentrace rozpoustédla nizsi nez stdld
koncentrace bez pozorovanych wcinkd (NOEC); pokyny OECD doporucuji maximdlné 100 plfl; neddvny
pfezkum doporucuje pouzivat koncentrace rozpoustédla pouze 20 plfl fedici vody (12). Jsou-li pouzita jako
nosice rozpoustédla, je nutné vyhodnotit kontrolni méfen{ nejen pii pouziti vhodného rozpoustédla, ale i v pro
pfipad, kdy se rozpoustédlo nepouzije (¢istd voda). Pokud neni mozné dodat chemickou litku s vodou, bud
kvili fyzikdlné-chemickym vlastnostem (nizkd rozpustnost), nebo z diivodu omezené dostupnosti chemické
latky, je mozné zvdzit jeji podani prostfednictvim potravy. Byla provedena pfedbéznd price tykajici se expozic
ve stravé, aviak expozice touto cestou se bézné nepouzivd. Volbu metody je nutné zdokumentovat a analyticky
OvVEfit.

Vybér zkusebnich koncentraci
Stanoveni nejvyssi zkusebni koncentrace

16. Pro ucely této zkousky by méla byt nejvyssi zkusebni koncentrace rovna mezi rozpustnosti zkousené chemické
latky; v ptipadé akutné toxické chemické latky maximalni tolerované koncentraci (MTC); nebo 100 mg/l podle
toho, kterd z téchto hodnot je nejnizsi.

17. Maximdlni tolerovand koncentrace je definovdna jako nejvyssi zkusebni koncentrace chemické latky, kterd vede
k niz§i akutni mortalité¢ nez 10 %. PouZiti tohoto pFistupu predpoklddd, Ze existuji empirické ddaje o akutni
mortalité, z nichZ je mozné maximdlni tolerovanou koncentraci odhadnout. Odhad maximélni tolerované
koncentrace maze byt nepfesny a obvykle se pozaduje néjaky odborny posudek. I kdyZ technicky nejspole-
hlivéjsi metodou pro odhad maximdlni tolerované koncentrace je pouziti regresnich modeld, uZite¢nou
aproximaci maximdlni tolerované koncentrace Ize odvodit z existujicich ddajii o akutni toxicit¢ pomoci 1/3
akutni hodnoty LC,,. Udaje o akutni toxicité pro testovany druh vSak mohou chybét. Pokud tdaje o akutni
toxicité pro konkrétni druh nejsou k dispozici, lze provést 96hodinovou zkousku LCs, s pulci, ktefi jsou
reprezentativnim (tj. ve stejném stadiu) vzorkem pulcti ze zkousky metamorfézy obojzivelnikd. Volitelné, jsou-li
dostupné tdaje tykajici se jinych druhti vodnich Zivocichdl (napf. studie LCy, na rybach nebo na jinych druzich
obojzivelnikdl), je mozné pravdépodobnou maximdlni tolerovanou koncentraci odhadnout mezidruhovou
extrapolaci na zdkladé odborného posudku.
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18. Alternativné, pokud chemickd ldtka neni akutné toxickd a je rozpustnd v koncentraci vy$3i nez 100 mg/l, méla
by byt za nejvyssi zkousenou koncentraci (HTC) povaZovdna hodnota 100 mg/l, nebot tato koncentrace se
obvykle povaZuje za ,prakticky netoxickou’.

19. Ackoli statické metody s obnovovinim média nejsou doporufenym postupem, mohou byt pouzity, pokud
pritokové metody nepostacuji k dosazeni maximalni tolerované koncentrace. Pouziji-li se statické metody
s obnovovanim média, je tfeba zdokumentovat stabilitu koncentrace zkousené chemické latky, kterd by méla
zlistat v mezich kritérii provedeni zkousky. Médium se doporucuje obnovovat kazdych 24 hodin. Obnoveni po
vice nez 72 hodindch je nepfijatelné. Kromé toho je tieba vzdy, bezprostiedné pied kazdym obnovenim, zméfit
parametry kvality vody (napt. rozpustény kyslik, teplotu, pH atd.).

Rozpéti zkusebnich koncentraci

20. Pozadovény jsou minimdlné tfi zkusebni koncentrace a kontrola s ¢istou vodou (a v piipadé nutnosti kontrola
s vehikulem). Mezi nejvyssi a nejnizsi zkusebni koncentraci by mél rozdil minimdlné jednoho fddu. Maximaln{
odstupiiovani ddvek je o 0,1 a miniméln{ odstupfiovani je o 0,33.

POSTUP
Zahdjeni a provddéni zkousky
Den 0

21. Expozice by méla byt zahdjena, jakmile dostatecny pocet pulcti v pfedexpozi¢ni kmenové populaci, ktefi jsou ve
véku 17 dnt po oplodnéni nebo mladsi, dosdhne vyvojového stadia 51 podle Nieuwkoopa a Fabera (8). Pro
vybér zkuSebnich zvifat je tfeba zdravé a normalné vyhliZzejici pulce z kmenové populace shromdzdit do jediné
nddoby s pfiméfenym mnozZstvi fedici vody. Pro urceni stadia vyvoje je tfeba pulce jednotlivé vyjmout ze sbérné
nédrze sitkou nebo odfiltrovanim a pfemistit do prihledné méfici komory (napf. Petriho misky o praméru
100 mm) s fedici vodou. PFi ur¢ovani stadia se doporu¢uje pokud moZno nepouzivat anestezii, avak pulce je
mozné jednotlivé znecitlivét roztokem trikain-methan-sulfondtu v koncentraci 100 mg/l (napf. MS-222), pfed
manipulaci vhodné pufrovanym hydrouhlicitanem sodnym. PouzZije-li se tento postup, méla by byt metodika
pro vhodné pouziti k anestezii, napf. MS-222, ziskdna z laboratofi, které s ni maji zkuSenosti, a popsdna ve
zpravé o vysledcich zkousky. Se zvifaty je tieba pfi tomto premisténi zachdzet opatrné, aby se minimalizoval
manipulacni stres a pfedeslo jakémukoli poranéni.

22. Stadium vyvoje zvifat se uréi pomoci binokuldrniho preparaéniho mikroskopu. Aby se snizila kone¢nd
variabilita v rdmci jednoho vyvojového stadia, je dilezité urCeni stadia provést co nejpfesnéji. Podle
Nieuwkoopa a Fabera (8) je hlavnim vyvojovym znakem pii vybéru organismii ve stadiu 51 morfologie zadni
koncetiny. Morfologické znaky zadnich koncetin je tfeba zkoumat pod mikroskopem. Pro ziskdni komplexnich
informaci o urceni stadii u pulct je tfeba si procist cely ndvod Nieuwkoopa a Fabera (8), avSak stadium vyvoje
lze spolehlivé uréit pomoci vyraznych morfologickych znakd. Pro zjednoduseni a standardizaci procesu uréeni
stadif béhem celé studie pomoci identifikace téchto vyraznych morfologickych znakd spojenych s jednotlivymi
stadii za pfedpokladu, Ze vyvoj je normadlni, je mozné pouzit nsledujici tabulku.

Tabulka 2.

Vyrazné morfologické znaky pro urleni stadii vyvoje podle Neuwkoopa a Fabera.

Stadium vyvoje

Vyrazné morfologické znaky
51 | 52 [ 53 | 54| 55|56 |57 58|59 |60]61]|62]63]|064|65]| 66

Zadn{ koncetina X | X | X |X|[X|[X]|X

Piedni koncetina X | X | X|X|X

Kraniofacidlni struktura X|X|X|X
Morfologie ¢ichového nervu X|X|X

Délka ocasu X | X | X ]| X
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23. Pro zahdjeni zkousky by vsichni pulci méli byt ve stadiu 51. Nejvyraznéjsim morfologickym znakem pro urceni
stadia je v tomto stadiu morfologie zadni koncetiny, coZ je zobrazeno na obrazku 1.

Obrdzek 1.

Morfologie zadni koncetiny ve stadiu 51 pulce X. laevis.

24. Kromé vybéru podle stadia vyvoje je volitelné mozné pouzit vybér podle velikosti zkusebnich zvitat. Za timto
tcelem je tieba zméfit délku celého téla (nikoli délku téla od tlamy po kloaku (SVL)) v den 0 z dil¢tho vzorku
piiblizné 20 pulcti ve stadiu 51 podle Nieuwkoopa a Fabera. Po vypoctu stiedni délky celého téla pro tuto
skupinu pulcil je mozné stanovit minimélni a maximdlni meze délky celého téla zkuSebnich zvifat tak, Ze se
povoli rozpéti stfedni hodnoty + 3 mm (stfedni hodnota délky celého téla u pulcti ve stadiu 51 je mezi 24,0 a
28,1 mm). Hlavnim parametrem pfi uréovani ptipravenosti kazdého zkusebniho zvifete je viak stanoveni stadia
vyvoje. Pulce, ktef{ vykazuji viditelné malformace nebo poranéni, je téeba ze zkousky vyloudit.

25. Pulci, ktefi spliiuji vySe popsand kritéria stadia, jsou uchovavani v nddrzce s Cistou kultivaéni vodou, dokud
postup urceni stadia neni dokonéen. Jakmile se uréeni stadia dokon¢i, larvy se nahodné rozdéli do expozi¢nich
nadrzi tak, aby kazdd nddrz obsahovala 20 larev. Kazdad expozi¢ni nddrz se pak zkontroluje, zda neobsahuje
zvifata s abnormdlnim vzhledem (napf. poranénim, nestandardnim plavdnim atd.). Pulci, ktei{ vypadaji zjevné
nezdravé, by méli byt z expozi¢nich nddrzi odstranéni a nahrazeni larvami nové vybranymi ze sbérné nadrze.

Poznamky

26. Podrobngjsi informace ohledné postupti ukonceni zkousky a vybéru pulct viz Metodicky dokument OECD pro
histologii §titné zldzy u obojzivelnikd (OECD Guidance Document on Amphibian Thyroid Histology (9)).

Meéfeni v den 7.

27. V den 7 se z kazdé zkuSebni nddrie (opakovini) vyjme pét ndhodné zvolenych pulct. PouzZity postup
ndhodného vybéru by kazdému organismu ve zkousce mél poskytnout stejnou pravdépodobnost, Ze bude
vybran. Toho lze dosdhnout pouzitim jakékoli metody ndhodného vybéru, aviak vyzaduje se, aby kazdy pulec
byl ocistén. Pulci, ktefi nebyli vybrani, se vrati do své pavodni nddrze a pulci, ktefi vybrani byli, se humdnné
usmrti v roztoku o koncentraci 150 az 200 mg/l, napf. MS-222, vhodné pufrovaném hydrouhli¢itanem
sodnym tak, aby bylo dosazeno pH 7,0. Utraceni pulci se oplichnou ve vodé a osusi, poté se stanovi jejich
télesnd hmotnost se zaokrouhlenim na miligramy. U kazdého pulce se stanovi (pomoci binokuldrniho
prepara¢niho mikroskopu) délka zadni koncetiny, délka téla od tlamy po kloaku a stadium vyvoje.



1.3.2016 Utedn véstnik Evropské unie L 54/241

Meéfeni v den 21. (pii ukonceni zkousky)

28. Pii ukonceni zkousky (den 21) se zbyvajici pulci vyjmou ze zkusebnich nddrzi a humdnné usmrti v roztoku o
koncentraci 150 azZ 200 mg/l, napf. MS-222, vhodné pufrovaném hydrouhli¢itanem sodnym, jak uvedeno vyse.
Pulci se oplachnou ve vodé a osusi, poté se stanovi jejich télesnd hmotnost se zaokrouhlenim na miligramy. U
kazdého pulce se zméf{ stadium vyvoje, délka téla od tlamy po kloaku a délka zadni koncetiny.

29. Vsechny larvy se na 48 az 72 hodin ponoii do Davidsonova fixatniho média bud jako vzorky celého téla, nebo
jako tkanové vzorky odfiznuté hlavy se spodni Celisti pro histologickd vySetfeni. Pro histopatologii by z kazdé
nadrze (opakovdni) mélo byt odebrdno celkem pét pulct. Jelikoz vyska folikuldrni bunky zdvisi na stadiu vyvoje
(10), nejvhodnéjsi metodou pro odbér vzorka pro tcely histologickych analyz je pouzit pokud mozno jedince
ve stejném stadiu. Aby bylo mozno vybrat jedince ve stejném stadiu, je tfeba pfed vybérem a ndslednym
zpracovanim za ucelem sbéru a uchovdni tdaji provést u viech larev uréeni stadia vyvoje. Je to nezbytné,
protoze bézna odchylka ve vyvoji bude mit za nasledek rozdilnou distribuci stadii v kazdé nadrzi (opakovani).

30. Pulce vybrané pro histopatologii (n = 5 z kazdé nddrze k opakovdni) je tfeba pokud mozno porovnédvat se
stfedni hodnotou stadia kontrolnich vzorka (ze spojenych replik/opakovani). Pokud existuji nddrze (opakovani)
s vice nez péti larvami v odpovidajicim stadiu, ndhodné se vybere pét larev.

31. Pokud existuji nddrze (opakovani) s méné neZ péti larvami v odpovidajicim stadiu, je tfeba odebrat vzorek
ndhodné vybranych jedinc v nejblizsim niz$im nebo vy3sim stadiu vyvoje tak, aby celkovd velikost vzorku
doséhla péti larev pro kazdé opakovani. Rozhodnuti, zda odebrat tyto dalsi larvy v nejblizsim vys$im, anebo
nejbliz§im niz$im stadiu vyvoje, by mélo byt ucinéno na zdkladé celkového hodnoceni distribuce stadif v rdmci
kontroly a v rdmci expozic chemické latce. Tzn. je-li expozice dané chemické latce spojena se zpomalenim
vyvoje, pak by vzorek dalsich larev mél byt odebrdn v nejbliz$im niz$im stadiu. A naopak, je-li expozice dané
chemické latce spojena s urychlenim vyvoje, pak by vzorek dalsich larev mél byt odebrdn v nejblizsim vyssim
stadiu.

32. V ptipadech s prudkymi zménami vyvoje pulct v diisledku expozice urcité zkousené chemické litce muize dojit
k tomu, ze distribuce stadii ve skupindch exponovanych chemické litce se nebude piekryvat s vypoctenou
medidnovou hodnotou stadia vyvoje kontrolni skupiny. Pouze v téchto piipadech by postup vybéru mél byt
pozménén tak, Ze se pouzije stadium odlidné od medidnové hodnoty stadia kontroly, aby se dosdhlo odbéru
vzorkil larev odpovidajictho stadia pro histopatologii $titné zldzy. Dale, pokud stadia nejsou stanovena (tj.
nejsou synchronizovand), mélo by pro histologickou analyzu byt ndhodné vybrdno 5 pulct z kazdého
opakovani. Dtvody, pro¢ byly do vzorku zafazeny jakékoli larvy, které nejsou ve stadiu stejném jako medidnovd
hodnota stadia vyvoje kontroly, je tfeba uvést ve zpravé.

Urc¢eni biologickych ukazateli

33. Béhem expozicni fize, kterd trvd 21 dnd, se méfeni hlavnich ukazateld provaddi v den 7 a 21, avsak zkuSebni
zvifata je nezbytné pozorovat kazdodenné. V tabulce 3 je uveden prehled méfenych ukazateld a Cast

piislusnych pozorovani. Podrobngjsi informace o technickych postupech pro méfeni hlavnich ukazateld a
histologickd vySetfeni obsahuje Metodicky dokument OECD (9).

Tabulka 3.

Casy pozorovini hlavnich ukazatelis pfi zkouSce metamorfézy obojzivelnikii.

Hlavni ukazatele Denné Den 7 Den 21
— Mortalita .
— Stadium vyvoje . .
— Délka zadni koncetiny . .
— Délka téla od tlamy po kloaku . .
— Télesnd hmotnost ve vlhkém stavu . .
— Histologie stitné zldzy .
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Hlavni ukazatele

34. Stadium vyvoje, délka zadni konletiny, délka téla od tlamy po kloaku a hmotnost ve vlhkém stavu jsou
hlavnimi sledovanymi ukazateli pfi zkouSce metamorfézy obojzivelnikdi a o kazdém z nich je v krdtkosti
pojedndno nize. Dal§i technické informace o sbéru téchto tdaju lze najit v referencénich dokumentech, a to
v¢etné postupt pro pocitacovou analyzu, které se doporucuje pouzivat.

Stadium vyvoje

35. Stadium vyvoje pulct X. laevis se ur¢i podle kritérii Nieuwkoopa a Fabera (8) pro uréovani stadii. Udaje o stadiu
vyvoje se obvykle pouzivaji k urleni, zda je vyvoj zrychleny, asynchronni, opozdény nebo neni ovlivnén.
Urychleni nebo opozdéni vyvoje se uréuje srovnadnim medidnové hodnoty stadia dosazené v kontrolni skupiné a
medidnové hodnoty stadia v exponovanych skupindch. Asynchronni vyvoj se zaznamend, jestlize zkoumané
tkdné nevykazuji malformace nebo abnormality, ale je poruseno relativni nacasovani morfogeneze nebo vyvoje
raznych tkdni jednotlivych pulcd.

Délka zadni koncetiny

36. Diferenciace a riist zadnich koncetin jsou fizeny hormony §titné zlazy a jsou to dulezité vyvojové znaky, které
jiz byly pouzivany pii urovéani stadia vyvoje. Vyvoj zadni koncetiny je pii ureni stadia vyvoje pouzivin
kvalitativné, avSak zde je posuzovdn jako kvantitativni ukazatel. Proto se méfi délka zadni koncetiny jako
ukazatel, ktery ma odhalit G¢inky na osu stitné zlazy (obrdzek 2). Kvali jednotnosti se délka zadni koncetiny
méff na levé zadni koncetiné. Délka zadni koncetiny se hodnoti v den 7 i v den 21 zkousky. V den 7 je méfeni
délky zadni koncetiny jednoduché, jak je zndzornéno na obrazku 2. Avsak v den 21 je méfeni délky zadni
zacinat od boc¢niho svalstva a sledovat stfedni linii koncetiny pfes jakékoli thlové odchylky. Zmény v délce
zadni koncetiny v den 7, i kdyby nebyly zjevné v den 21, se pfesto povaZuji za vyznamné z hlediska
potencialniho tyreoidalniho pusobeni. Méfeni délky se provadi z digitdlnich fotografii pomoci softwaru pro
analyzu obrazkd, jak je popsdno v Metodickém dokumentu OECD pro histologii §titné zlizy u obojzivelniki

9.

Télesnd délka a hmotnost ve vihkém stavu

37. Ur¢eni délky téla od tlamy po kloaku (SVL) (obrdzek 2) a hmotnosti ve vlhkém stavu se uvadi v protokolu o
zkousce, aby bylo mozno zhodnotit mozné ¢inky zkousené chemické latky na tempo ristu pulcti ve srovnani
s kontrolni skupinou, a tyto hodnoty jsou uZitené pii zjisfovani obecné toxicity zkousené chemické latky.
JelikoZ odstranéni ulpélé vody pfi urCovani hmotnosti mize u pulct vyvolat stresové podminky a zptsobit
poskozeni kaze, provadéji se tato méfeni v den 7 na pulcich z dil¢tho vzorku a na vsech ostatnich pulcich az
pfi ukonceni zkousky (den 21). Kvili jednotnosti pfi méfeni pouzijte jako kaudalni hranici okraj kloakalniho
otvoru ve sméru k hlavé.

38. Délka téla od tlamy po kloaku (SVL) se pouzivd k hodnoceni rastu pulcd, jak je zndzornéno na obrazku 2.

Obrdzek 2.

(A) Typy méfeni télesné délky a (B) méfeni délky zadni koncetiny u pulcis X. laevis (1).

snout-vent length tail length E
> hind limb
whole body length length
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Histologie Stitné Zlizy

39. Stadium vyvoje a délka zadni koncetiny jsou sice duleZitymi ukazateli pro hodnoceni zmén v pribéhu
metamorfozy, av§ak opozdény vyvoj nelze sim o sobé povazovat za diagnosticky indikdtor antityreoidalniho
ptisobeni. Nékteré zmény mohou byt pozorovatelné pouze prostiednictvim bézné histopatologické analyzy. Dia-
gnostickymi kritérii jsou mimo jiné hypertrofie/atrofie titné zldzy, hypertrofie folikuldrnich bunék, hyperplazie
folikuldrnich bunék a déle pak i jind kvalitativni kritéria: oblast folikuldrni dutiny, kvalita koloidu a vyska/tvar
folikuldrnich bunék. Ve zpravé je tieba uvést stupeni zdvaznosti (4 stupné). Informace k ziskdvani a zpracovani
vzorkil pro histologickou analyzu a pro provadéni histologickych analyz tkdriovych vzorkt jsou dostupné
v literatufe ,Amphibian Metamorphosis Assay: Part 1 — Technical guidance for morphologic sampling and
histological preparation’ a ,Amphibian Metamorphosis Assay: Part 2 — Approach to reading studies, diagnostic
criteria, severity grading and atlas‘ (9). Laboratofe, které provadéji tuto zkousku poprvé, by se pfed provedenim
histologické analyzy a hodnoceni §titné Zlizy mély obratit o radu za Gcelem $koleni na zkuSené patology. Pti
zjevnych a vyznamnych zméndch v hlavnich ukazatelich nasvédcujicich zrychlenému nebo asynchronnimu
vyvoji nemusi byt histopatologickd analyza §titné zldzy nezbytnd. AvSak nepfitomnost zjevnych morfologickych
zmén nebo poznatky o opozdéném vyvoji vyzaduji histologickou analyzu.

Mortalita

40. Vsechny zkuSebni nddrze je tfeba denné kontrolovat, zda neobsahuji mrtvé pulce, a zaznamendvat pocty
v kazdé nddrzi. U kazdého pozorovani mortality by mélo byt uvedeno datum, koncentrace a &islo nadrze.
Mrtvé jedince ihned po jejich zpozorovéni je tieba ze zkuSebni nddrze odstranit. Mira mortality vy$si nez 10 %
muze ukazovat na nevhodné zkusebni podminky nebo na toxické tcinky zkousené chemické latky.

Dalsi pozorovani

41. Pfipady nestandardniho chovani a makroskopicky viditelnych malformaci a 1ézi by mély byt zaznamenany. U
kazdého pozorovani nestandardntho chovani, makroskopickych malformaci nebo 1ézi se uvede datum,
koncentrace a Cislo nddrze. Pro standardni chovani je typické, Ze pulci pfi ponofeni do vodniho sloupce maji
ocas zvednuty vyse, neZ je hlava, pravidelné rytmicky mrskaji ocasni ploutvi, pravidelné vyplouvaji k hlading,
zaviraji Zbry a reaguji na podnét. Nestandardni chovini by zahrnovalo napfiklad plavani na hlading, lezeni na
dné nédrZe, obrdcené nebo nepravidelné plavani, nepravidelné vyplouvéni k hladiné a nereagovini na podnét.
Kromé toho by mély byt zaznamendny znacné rozdily ve spotiebé potravy mezi expozicemi. Zivainé
malformace a léze mohou zahrnovat morfologické abnormality (napf. deformace konéetin), 1éze s krvicenim,
bakteridlni a plisnové infekce aj. Tato stanoveni jsou kvalitativni, méla by byt povaZovdna za rovnocennd
klinickym pfiznakiim onemocnéni/stresu a porovndna s kontrolnimi zvifaty. Pokud vyskyt nebo mira vyskytu
v exponovanych nddrzich je vétsi nez v kontrolnich, pak tento vyskyt nebo miru vyskytu je tfeba povazovat za
dikaz zjevné toxicity.

UDAJE A JEJICH PREDKLADANI
Sbér ddajir

42. Veskeré tidaje by mély byt shromazdovany pomoci elektronickych nebo rucnich systémd, které jsou v souladu
se zdsadami spravné laboratorni praxe (SLP). Udaje o studii by mély zahrnovat:

Zkousend chemickd ldtka:

— charakterizace zkouSené chemické latky: fyzikalné-chemické vlastnosti, idaje o stabilité a biologické rozlozi-
telnosti,

— chemické informace a tidaje: metoda a frekvence pfipravy roztokd. Informace o zkouSené chemické ltce
zahrnuji skute¢né a jmenovité koncentrace zkousené chemické latky a v nékterych piipadech, je-li to
vhodné, i dalsich (non-parent) chemickych latek. Méfeni zkousenych chemickych latek mtze byt nezbytné
provadét jak u zdsobnich roztokd, tak i u zkuSebnich roztok,

— rozpoustédlo (pokud neni pouzita voda): zdivodnéni vybéru rozpoustédla a charakterizace rozpoustédla
(povaha, pouzitd koncentrace).
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Zkusebni podminky:

— provozni zdznamy: sem patii pozorovani tykajici se fungovani zkusebniho systému a podptirného prostiedi
a infrastruktury. Zdznamy obvykle obsahuji: teplotu okoli, zkuSebni teplotu, fotoperiodu, stav kritickych
slozek systému expozice (napf. erpadel, pocita¢t cykld, tlaky), prutoky, drovné vody, vymény zdsobnich
lahvi a zdznamy o krmeni. Obecné parametry kvality vody zahrnuji: pH, rozpustény kyslik, vodivost,
celkovy jod, zédsaditost a tvrdost,

— odchylky od zku$ebni metody: zde je tieba uvést jakékoli Gidaje o odchylkich nebo slovni popis odchylek od
zkugebni metody.

Vysledky:

— biologicka pozorovani a tdaje: zahrnuji kazdodenni pozorovani mortality, spotieby potravy, nestandardniho
plavani, letargie, ztrity rovnovahy, malformaci, lézi atd. Pozorovani a tdaje shromdzdéné v piedem
stanovenych intervalech obsahuji: stadium vyvoje, délku zadni konéetiny, délku téla od tlamy po kloaku a
hmotnost ve vlhkém stavu,

— pouziti metod statistické analyzy a jejich zdtivodnéni; vysledky statistické analyzy pokud mozno ve formé
tabulky,

— histologické tdaje: zahrnuji slovni popisy, stupent zdvaznosti a miry vyskytu konkrétnich pozorovani, kterd
jsou podrobné uvedena v pokynech pro histopatologii,

— pozorovani ad hoc: tato pozorovani by méla zahrnovat slovni popisy o studii, které nespadaji do dfive
popsanych kategorii.

Predklddani ddaji

43. Dodatek 2 obsahuje tabulky pro kazdodenni sbér adajti, které mohou byt pouzity jako voditko pro zépis
naméfenych dajii a pro vypolty souhrnnych statistickych ddaji. Poskytnuty jsou také vykazovaci tabulky,
vhodné pro sdélovani souhrnnych daji o ukazatelich. Vykazovaci tabulky pro histologickd hodnoceni
obsahuje dodatek 2.

Kritéria provedeni zkousky a pfijatelnost/validita zkousky

44. Obecné plati, Ze vét3i odchylky od zkusebni metody povedou k tidajiim, které jsou z hlediska interpretace nebo
vykazovani nepfijatelné. Proto byla vypracovdna ndsledujici kritéria, uvedend v tabulce 4, jako voditko pro
ureni kvality provedené zkousky celkového stavu kontrolnich organisma.

Tabulka 4.

Kritéria pro provedeni zkousky metamorfézy obojzivelniki.

Kritérium Prijatelné meze
Zku$ebni koncentrace Udrzovédna na < 20 % varia¢ntho koeficientu (variabi-
lita naméfené zkusebni koncentrace) po celych 21 dndl
zkousky
Mortalita v kontrolnich skupinach < 10 % — mortalita v kterémkoli opakovani by v kon-

trolnich skupindch neméla byt vétsi nez 2 jedinci

Minimélni medidn stadia vyvoje kontrolnich skupin na | 57
konci zkousky

Rozpéti stadii vyvoje v kontrolni skupiné 10. a 90. percentil distribuce stadii vyvoje by se nemél
lisit o vice nez 4 stadia

Rozpustény kyslik > 40 % nasyceni vzduchem (¥)
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45.

Kritérium

Pfijatelné meze

pH

Hodnota pH by méla byt udrzovdna mezi 6,5-8,5.
Rozdily mezi opakovanimi/expozicemi by nemély byt
vétsi nez 0,5

Teplota vody

22° £ 1 °C - rozdily mezi opakovdnimi/expozicemi by
nemély byt vétsi nez 0,5 °C

Zkusebn{ koncentrace bez zjevné toxicity

> 2

Vysledky pfi opakovanich

< 2 opakovéni po celou dobu zkousky mohou byt
zpochybnéna

Zvlastni podminky pro pouziti rozpoustédla

Je-li pouzito nosné rozpoustédlo, méla by byt pouzita
kontrolni skupina s rozpoustédlem a kontrolni skupina
s Cistou vodou a vysledky by mély byt zaznamendny

Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou
s rozpoustédlem a kontrolni skupinou s vodou se po-
suzuji zvldst. Vice informaci viz nize

Zvlastni podminky pro staticky systém s obnovovanim
média

Reprezentativni chemické analyzy pfed a po obnoveni
média by mély byt zaznamendny

Urovné amoniaku by mély byt méfeny bezprostiedné
pied obnovenim média

Vsechny parametry kvality vody uvedené v tabulce 1
dodatku 1 by mély byt méfeny bezprostiedné pred ob-
novenim média

Obdobi mezi obnovenimi by nemélo byt delsi nez 72
hodin

Vhodny krmny plan (50 % denni ddvky potravy tvoif
komeréné dostupné krmivo pro pulce)

(*) Provzdusnéni vody lze udrzovat prostiednictvim promyvacek plynu. Promyvacky plynu se doporucuje nastavit na hod-

noty, které nebudou pulcim zptsobovat piilisny stres.

Validita zkousky

Aby bylo mozné povazovat zkousku za pfijatelnou/platnou, musi byt splnény tyto pozadavky:

Experiment pfi zkousce, kterd z hlediska ¢innosti §titné zlazy byla shleddna jako negativni, je povazovin za

platny za téchto podminek:

1) Pii kazdé dané expozici (véetné kontrolnich skupin) nesmi mortalita pfeséhnout 10 %. P kazdém daném
opakovdni nesmi mortalita postihnout vice nez tfi pulce, jinak je toto opakovdni povazovdno za

zpochybnéné.

2) Alespon dvé tdrovné expozice se viemi CtyFmi nezpochybnénymi opakovdnimi musi byt dostupné pro

analyzu.

3) Alespon dvé trovné expozice bez zjevné toxicity musi dostupné pro analyzu.

Platny experiment pii zkousce, kterd z hlediska ¢innosti §titné Zlazy byla shleddna jako pozitivni:

1) Muze dojit k mortalité nejvyse u dvou pulctijopakovéni v kontrolni skupiné.

L 54/245
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Rozhodovaci logika pro providéni zkousky metamorfézy obojzivelniki
46. Pro zkousku metamorfézy obojzivelnikii byla vypracovdana rozhodovaci logika s cilem poskytnout logickou

pomoc pii provddéni a interpretaci vysledkt této biologické zkousky (viz vyvojovy diagram na obrazku 3).
Logika rozhodovédni v podstaté spocivd ve vdZeni ukazatelt, pficemz pokrocily vyvoj, asynchronni vyvoj a
histopatologie §titné zlizy jsou povazovany za zavazné, a opozdény vyvoj, délka téla od tlamy po kloaku a
télesnd hmotnost ve vlhkém stavu, tj. parametry, které potencidlné mohou byt ovlivnény obecnou toxicitou,
jsou povazovany za méné zdvazné.

Obrdzek 3.

Rozhodovaci logika pro provadéni zkousky metamorfézy obojzivelnikii.

NE

Platny Opakovat studii

Provést zkousku AMA experiment

ANO
¥
Pokrodily vyvoj Ovliviuje ¢innost §titné
Zlazy
NE
o ANO ()
Asynch
synetronnivyvo) ovliviiuje Ginnost §tiné
zlézy
NE
hd
2 Zils 6 LR G ANO
Vyrazné histologické tcinky N Ovliviiuje Einnost stitné
zlézy
NE
Zjevné neovliviiuje
¢innost §titné 7lézy:
ukoncit

(*) Nekteré regulacni orgdny mohou pozadovat histologii i pfes znacné rozdily pfi pokrodilém a asynchronnim vyvoji. Subjektu, ktery tuto
zkousku provddi, se doporucuje pied provedenim zkousky konzultovat s pfislusnymi orgdny, které ukazatele jsou pozadovany.
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Urychleny vyvoj (urceny pomoci stadia vyvoje, délky od tlamy po kloaku a délky zadni koncetiny)

47. Je zndmo, Ze urychleny vyvoj nastdvd pouze v disledku t¢inkd, které souvisi s hormonem Stitné zldzy. Maze se
jednat o G¢inky na perifernich tkdnich, jako je pfimd interakce s receptorem tyreoiddlnich hormont (napt. T4),
nebo w¢inky, které méni hladiny cirkulujicich hormond $titné zldzy. V kazdém z téchto ptipadd je to
povazovano za dostateny dikaz toho, Ze chemickd latka ovliviiuje Cinnost $titné Zzlazy. Urychleny vyvoj se
hodnoti jednim ze dvou zpisobii. Zaprvé lze hodnotit obecné stadium vyvoje pomoci standardizované metody
podrobné popsané ve studii Nieuwkoopa a Fabera (8). Zadruhé Ize kvantifikovat specifické morfologické rysy,
jako je délka zadni koncetiny, v den 7 a 21, coZ pozitivné souvisi s agonistickymi Gcinky na receptor tyreoi-
délnich hormond. Pokud se vyskytnou statisticky vyznamné pokroky ve vyvoji nebo v délce zadnich konéetin,
pak ze zkousky vyplyva, ze chemickd latka ovliviiuje ¢innost $titné zlazy.

48. Hodnoceni pokusnych organismil na pfitomnost zrychleného vyvoje v porovnéni s kontrolni populaci bude
vychdzet z vysledki statistickych analyz zaméfenych na tyto Ctyfi ukazatele:

— délka zadni koncetiny (normalizovand podle délky od tlamy po kloaku) v den 7 studie,
— délka zadni koncetiny (normalizovand podle délky od tlamy po kloaku) v den 21 studie,
— stadium vyvoje v den 7 studie,

— stadium vyvoje v den 21 studie.

49. Statistické analyzy délky zadni koncetiny je tfeba provddét na zdkladé méfeni délky levé zadni koncetiny. Délka
zadni koncetiny se normalizuje stanovenim poméru mezi délkou zadni koncetiny a délkou téla od tlamy po
kloaku jedince. Stfedni hodnoty z téchto normalizovanych hodnot u kazdé trovné expozice se poté porovnaji.
Zrychleni vyvoje je pak indikovdno vyznamnym zvySenim (normalizované) stfedni hodnoty délky zadni
koncetiny ve skupiné exponované chemické latce v porovndni s kontrolni skupinou v den 7 studie a/nebo v den
21 studie (viz dodatek 3).

50. Statistické analyzy stadia vyvoje je tfeba provadét na zdkladé urCeni vyvojovych stadii podle morfologickych
kritérii popsanych Nieuwkoopem a Faberem (8). Zrychleni vyvoje je indikovdno, pokud se multikvantovou
analyzou zjisti vyznamné zvyseni hodnot stadil vyvoje ve skupiné exponované chemické ldtce v porovndni
s kontrolni skupinou v den 7 studie a/nebo v den 21 studie.

51. Vyznamny Gc¢inek na kterykoli ze ¢tyf vySe uvedenych ukazateld je v této zkuSebni metodé pro zkousku
metamorfézy obojzivelnikdi povaZzovin za dostate¢ny pro potvrzeni urychleného vyvoje. To znamend, zZe
vyznamné Gcinky na délku zadni koncetiny v urcitém case nevyzaduji potvrzeni vyznamnymi Gcinky na délku
zadni koncetiny v alternativnim Casovém bodu ani vyznamnymi G¢inky na stadium vyvoje v tomto ur¢itém
Case. A naopak, vyznamné G¢inky na stadium vyvoje v urcitém case nevyzaduji potvrzeni vyznamnymi ac¢inky
na stadium vyvoje v alternativnim casovém bodu ani vyznamnymi G¢inky na délku zadni koncetiny v tomto
urcitém case. Vaha dikazti pro urychleny vyvoj nicméné vzroste, jsou-li zji§tény vyznamné dcinky na vice nez
jeden ukazatel.

Asynchronni vyvoj (urceny pomoci kritérii stadia vyvoje)

52. Pro asynchronni vyvoj je typické narueni relativniho nacasovani morfogeneze nebo vyvoj riznych tkdni u
jednotlivych pulcti. Neni-li mozné jasné stanovit stadium vyvoje organismu pomoci souboru morfologickych
ukazateld, které jsou pro kterékoli dané stadium typické, ukazuje to na to, Ze tkdné se v pribéhu metamorfézy
vyvijeji asynchronné. Asynchronni vyvoj je jednim z indikdtort Cinnosti §titné zlazy. Jedingmi zndmymi druhy
plisoben, jez zptisobuji asynchronni vyvoj, jsou bud Gcinky chemickych ldtek na periferni piisobeni hormonu
§titné Zlazy a/nebo metabolismus hormonu §titné Zldzy ve vyvijejicich se tkdnich, napf. ktery l1ze pozorovat u
inhibitorti deiodinasy.

53. Hodnoceni pokusnych zvifat na pftomnost asynchronniho vyvoje v porovndni s kontrolni populaci bude
zaloZeno na makroskopickém morfologickém posouzeni pokusnych zvifat v den 7 studie a v den 21 studie.

54. Popis normdlniho vyvoje Xenopus laevis u Nieuwkoopa a Fabera (8) poskytuje rdmec pro identifikaci postupu
normdlni pfestavby tkdni. Terminem ,asynchronni vyvoj' se oznacuji zvldsté ty odchylky v makroskopickém
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morfologickém vyvoji pulcti, které znemoziuji s kone¢nou platnosti urcit stadium vyvoje podle kritérii
Nieuwkoopa a Fabera (8), jelikoz klicové morfologické znaky vykazuji vyznacéné rysy ruznych stadif.

55. Jak vyplyvd z pojmu ,asynchronni vyvoj’, mély by byt zohlednény pouze pfipady vykazujici odchylky v prabéhu
pfestavby urcitych tkdni v porovndni s prabéhem pfestavby jinych tkdni. U nékterych klasickych fenotypi
dochdzi k pozdnimu vyvinu nebo nevyvinuti pfednich koncetin, a to i pfes normdlni nebo pokrocily vyvoj
zadnich koncetin a ocasnich tkdni, nebo k pfed¢asné resorpci Zaber v porovndni se stadiem morfogeneze
zadnich koncetin a resorpce ocasu. U pokusného organismu se zaznamend, Ze vykazuje asynchronni vyvoj,
pokud nemuzZe byt pfifazen ke stadiu, protoZe nespliiuje vétSinu kritérii vyvojovych znaki pro dané stadium
podle Nieuwkoopa a Fabera (8), nebo pokud dojde k extrémnimu zpozdéni nebo urychleni jednoho nebo vice
klicovych rysti (napf. ocas je zcela resorbovdn, avSak predni koncetiny se nevyvinuly). Toto posouzeni se
provadi kvalitativné a mél by se vysetfit cely soubor vyvojovych znakti uvadénych Nieuwkoopem a Faberem (8).
Neni vSak nutné zaznamendvat stav vyvoje riiznych vyvojovych znakt pozorovanych zvifat. Zvifata, o nichz se
zaznamend, Ze vykazuji asynchronni vyvoj, se nezafadi do stadia vyvoje podle Nieuwkoopa a Fabera (8).

56. Rozhodujicim kritériem pro uréeni pipadd abnormalniho morfologického vyvoje jako ,asynchronniho vyvoje'
je tedy to, Ze je naruSeno relativni nacasovani prestavby tkdni a morfogeneze tkdni, zatimco morfologie
dotéenych tkdni neni zjevné abnormadlni. Pfikladem pro ilustraci této interpretace makroskopickych morfolo-
gickych abnormalit je to, Ze zaostald morfogeneze zadnich koncetin v porovndni s vyvojem jinych tkdni bude
spliiovat kritérium ,asynchronniho vyvoje‘, naproti tomu pfipady vykazujici chybé&jici zadni koncetiny, jejich
abnormdlni pocet (napf. ektrodaktylie, polydaktylie) nebo jiné zjevné malformace koncetin by za ,asynchronni
vyvoj' povazovany byt nemély.

57. V této souvislosti by hlavni morfologické znaky, které je tfeba hodnotit z hlediska jejich koordinovaného
morfologického pokroku, mély zahrnovat morfogenezi zadnich koncetin, morfogenezi pfednich konéetin, vyvin
pfednich koncetin, stadium resorpce ocasu (zejména resorpce konce ocasu) a morfologii hlavy (napf. velikost
Zaber a stadium resorpce Zaber, morfologii dolni Celisti, protruzi Meckelovy chrupavky).

58. V zdvislosti na zptsobu chemického plisobeni se mohou vyskytnout riizné makroskopické morfologické
fenotypy. U nékterych klasickych fenotypt dochazi k pozdnimu vyvinu nebo nevyvinuti pfednich koncetin, a to
i pfes normdlni nebo pokrocily vyvoj zadnich konletin a ocasnich tkdni, k pred¢asné resorpci Zaber
v porovndni s pretvofenim zadnich koncetin a ocasu.

Histopatologie

59. Pokud chemickd latka nezptsobuje zjevnou toxicitu a neurychluje vyvoj nebo nezpiisobuje asynchronni vyvoj,
pak se histopatologie $titné zldzy hodnoti podle p#islusného Metodického dokumentu OECD (9). Zaostdvéni ve
vyvoji v nepfitomnosti toxicity je silnym indikdtorem antityreoiddlntho ptisobeni, avSak analyza stadif vyvoje je
méné citlivd a méné diagnosticky vyznamnd nez histopatologickd analyza stitné zldzy. Proto je v tomto piipadé
nezbytné provadét histopatologické analyzy $titné zldzy. Ucinky na histologii stitné Zldzy byly prokdzany
v nepiftomnosti vyvojovych wéinkd. Dojde-li ke zméndm v tyreoiddlni histopatologii, je chemickd latka
povazovana za ovliviiujici ¢innost §titné Zzldzy. Pokud na Stitnych Zldzdch neni zpozorovin opozdény vyvoj
nebo histologické léze, md se za to, Ze chemickd litka neovliviiuje Cinnost stitné Zzlazy. Zdivodnéni toto
rozhodnuti je takové, Ze §titnd Zliza je ovliviiovdna hormonem TSH a jakdkoli chemicka ldtka, kterd dostate¢né
zméni cirkulujici tyreoiddlni hormon tak, Ze se zméni sekrece TSH, povede k histopatologickym zméndm na
§titné 7laze. Cirkulaci tyreoiddlnich hormontt mohou zménit rizné zplisoby a mechanismy piasobeni. Hladina
tyreoiddlnich hormont tedy sice je indikativni pro tc¢inek souvisejici se 3titnou zldzou, avSak nepostacuje pro
urceni, ktery zptisob nebo mechanismus ptisobeni s touto reakci souvisi.

60. Z hlediska zakladnich statistickych metod neni tento ukazatel vhodny, a proto urceni ucinku souvisejictho
s expozici chemické ldtce musi byt provedeno prostfednictvim znaleckého posudku patologa.

Opozdény vyvoj (urceny pomoci stadia vyvoje, délky zadnich koncetin, télesné hmotnosti, délky od tlamy po kloaku)

61. K opozdénému vyvoji muze dojit ptisobenim antityreoiddlnich mechanismt a prostfednictvim nepiimé toxicity.
Mirnd zpozdéni ve vyvoji spolu se zjevnymi znaky toxicity pravdépodobné ukazuji na nespecifikovany toxicky
ucinek. Hodnoceni netyreoiddlni toxicity je podstatnym prvkem zkousky, ktery md sniZit pravdépodobnost
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chybnych pozitivnich vysledkd. Nadmérnd mortalita o¢ividné znamend, Ze pusobi jiné toxické mechanismy.
Podobné i mirné zpomaleni riistu, uréené podle hmotnosti ve vlhkém stavu a/nebo podle délky téla od tlamy
po kloaku, rovnéz naznacuje netyreoiddln{ toxicitu. Zjevny rychlejsi rist je obvykle zaznamendn v pfipadé
chemickych latek, které negativné ovliviiuji normdlni riist. Z pfitomnosti vétsich zvifat tedy nutné nevyplyvd
netyreoidalni toxicita. Pfi urcovani tyreoiddlni toxicity by se vSak nikdy nemélo vychazet pouze z ristu. Rist
spolu se stadiem vyvoje a histopatologif §titné zldzy by mél byt spiSe pouzivan k urceni tyreoidélniho piisobeni.
Pri urcovani zjevné toxicity by mély byt posuzovdny i jiné ukazatele véetné edémd, krvacejicich 1ézi, letargie,
snizené spotieby potravy, chybného/zménéného plavani atd. Pokud vSechny zkuSebni koncentrace vykazuji
zjevnou toxicitu, méla by zkousend chemickd ldtka pfed stanovenim, zda potencidlné ovliviiuje ¢i neovliviiuje
Cinnost §titné 7ldzy, byt pfehodnocena na nizsi zkusebni koncentrace.

62. Statisticky vyznamnd zpozdéni ve vyvoji a zdroven nepiitomnost jinych piznakt zjevné toxicity ukazuji na to,
ze chemickd litka ovliviiuje ¢innost §titné Zldzy (je antagonistickd). V nepiftomnosti statisticky silnych odezev
muze byt tento vysledek podpofen vysledky histopatologie §titné zlazy.

Statistické analyzy

63. Statistickd analyza daji by se pokud mozno méla fdit postupy, které jsou popsiny v dokumentu Current
Approaches in the Statistical Analysis of Ecotoxicity Data: A Guidance to Application (11). Pro viechny spojité
kvantitativni ukazatele (délka zadnich koncetin, délka téla od tlamy po kloaku, hmotnost ve vlhkém stavu),
které odpovidaji monoténni zdvislosti ddvka-odezva, by se ke stanoveni vyznamného dcinku expozice mél
pouzit test sestupného trendu Jonckheere-Terpstry.

64. Pro kontinudlni ukazatele, které nejsou v souladu s monoténni zévislosti dévka-odezva, by tidaje mély byt
posouzeny z hlediska normality rozdéleni (pokud mozno Shapiro-Wilkovym nebo Anderson-Darlingovym
testem) a homogenity rozptylu (pokud mozno Levenovym testem). Oba testy se provddéji na zdkladé
rezidudlnich hodnot ziskanych z jednostranné analyzy rozptylu (ANOVA). Misto téchto formdlnich testd na
normalitu rozdélen{ a homogenitu rozptylu Ize pouzit odborny posudek, ovsem formalni testy se upfednostiuji.
Pokud je zji§téno nenormdlni rozdéleni nebo heterogenni rozptyl, je tfeba usilovat o normaliza¢ni transformaci
ke stabilizaci rozptylu. Jsou-li tidaje (pfipadné i po transformaci) rozdéleny normélné s homogennim rozptylem,
stanovi se vyznamny G¢inek expozice Dunnettovym testem. Jsou-li idaje (pfipadné po transformaci) rozdéleny
normalné s heterogennim rozptylem, stanovi se vyznamny ti¢inek expozice Tamhaneovym-Dunnettovym testem
nebo testem T3 nebo Mannovym-Whitneyovym-Wilcoxonovym U-testem. Pokud neni moZzné nalézt
normalizacni transformaci, stanovi se vyznamny t¢inek expozice Mannovym-Whitneyovym-Wilcoxonovym U-
testem s Bonferroni-Holmovou korekci hodnot p. Dunnettiv test se pouzije nezdvisle na jakémkoli F-testu
ANOVA a Manntiv-Whitneytv test se provede nezavisle na jakémkoli celkovém Kruskallové-Wallisové testu.

65. Vyznamnd mortalita se nepfedpoklddd, ale méla by byt posouzena pomoci Cochranova-Armitageova testu
sestupného trendu, pokud tdaje odpovidaji monoténni zdvislosti ddvka-odezva, a pokud neodpovidaji, pomoci
Fisherova exaktniho testu s Bonferroni-Holmovou korekeci.

66. Vyznamny Glinek expozice pro stadium vyvoje se stanovi pomoci Jonckheerova-Terpstrova testu sestupného
trendu aplikovaného na medidnové hodnoty opakovani. Alternativiné a pfednostné by pro stanoveni tc¢inku od
20. do 80. percentilu mél byt pouzit Jonckheertiv multikvantovy test, jelikoz zohlediiuje zmény v profilu
distribuce.

67. Vhodnou jednotkou analyzy je opakovani, takze idaje sestdvaji z medidnovych hodnot opakovéni, pouzije-li se
Jonckheertv-Terpstriiv test nebo Manntv-Whitneyv U-test, nebo ze stfednich hodnot opakovani, pouzije-li se
Dunnettiv test. Monoténnost zdvislosti ddvka-odezva lze posoudit vizudlné na zdkladé stfednich ¢i
medidnovych hodnot opakovani a expozic nebo na zdkladé formdlnich testd, jak byly popsany diive (11). Pti
méné nez péti opakovanich pii kazdé expozici nebo kontrole by mély byt pouzity exaktni permutaéni verze
Jonckheerova-Terpstrova testu a Mannova-Whitneyova testu, jsou-li dostupné. Statisticky vyznam vSech
uvedenych testd se posoudi pii hladiné vyznamnosti 0,05.

68. Na obrazku 4 je vyvojovy diagram pro provadéni statistickych testti kontinudlnich tdaji.



Obrdzek 4.

Vyvojovy diagram pro statistické metody zpracovéni ddaji o kontinudlni odezvé.
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Uvahy o analyze zvlstnich dat
Pouziti zpochybnényich tirovni expozice

69. Pii urCovani toho, zda opakovini nebo celd expozice vykazuji zjevnou toxicitu a mély by byt z analyzy
vyfazeny, se zvazuje nékolik faktorti. Zjevnd toxicita je definovédna jako > 2 tihyny v kazdém opakovini, které
lze vysvétlit pouze toxicitou, a nikoli technickou chybou. Jiné pfiznaky zjevné toxicity zahrnuji krviceni,
nestandardni chovani, nestandardni plavéni, anorexii a jakékoli jiné klinické pfiznaky choroby. Pfi subletdlnich
piznacich toxicity mohou byt nezbytnd kvalitativni hodnoceni, kterd by méla byt vidy provddéna ve srovndni
s kontrolni skupinou v ¢isté vodé.

Kontroly s rozpoustédlem

70. Pouziti rozpoustédla by mélo byt zvaZovdno pouze jako posledni moznost, kdyz byly uvaZeny viechny ostatni
mozZnosti ddvkovani chemické latky. Je-li pouzito rozpoustédlo, méla by byt soubézné provedena u kontrolni
skupiny zkouska s c¢istou vodou. Pii ukonceni zkousky je tfeba provést hodnoceni piipadnych wcinkd
rozpoustédla. To se provede pomoci statistického srovnani kontrolni skupiny s rozpoustédlem a kontrolni
skupiny s Cistou vodou. Nejdulezitéjsimi ukazateli, které je tieba pfi této analyze posoudit, jsou stadium vyvoje,
délka téla od tlamy po kloaku a hmotnost ve vlhkém stavu, jelikoZ tyto ukazatele mohou byt ovlivnény
netyreoidalni toxicitou. Jsou-li zaznamendny statisticky vyznamné rozdily v téchto ukazatelich mezi kontroln{
skupinou s Cistou vodou a kontrolni skupinou s rozpoustédlem, stanovte ukazatele studie pro méfeni odezev
pomoci kontrolni skupiny s ¢istou vodou. Pokud neexistuji zddné statisticky vyznamné rozdily mezi kontroln{
skupinou s ¢istou vodou a kontrolni skupinou s rozpoustédlem pro vSechny méfené proménné odezvy,
stanovte ukazatele studie pro méfeni odezev pomoci sloucené kontrolni skupiny s fedici vodou a kontrolni
skupiny s rozpoustédlem.

Exponované skupiny dosahujici vyvojového stadia 60 a vyssich

71. Po stadiu 60 dochazi u pulc ke sniZeni velikosti a hmotnosti v disledku resorpce tkdni a sniZeni absolutniho
obsahu vody. Méfeni hmotnosti ve vlhkém stavu a délky téla od tlamy po kloaku tak nemohou byt vhodné
pouZita pi statistickych analyzach tempa réistu. Udaje o hmotnosti ve vlhkém stavu a délce organismti > NF60
by proto mély byt omezeny a nelze je pouZit pfi analyzich stfednich nebo medidnovych hodnot duplikdtnich
vzorkd. Tyto ristové parametry lze analyzovat dvéma riznymi metodami.

72. Jedna metoda spocivd v tom, Ze pro statistické analyzy hmotnosti ve vlhkém stavu a/nebo délky téla od tlamy
po kloaku se posoudi pouze pulci ve stadiu vyvoje, které je nizsi nebo rovno stadiu 60. M4 se za to, Ze tato
metoda poskytuje dostate¢né prikazné tdaje o zdvaznosti moznych ristovych Gcinkd, pokud se z analyzy
vyloudi pouze mald ¢ast (< 20 %) pokusnych organismti. Pokud stadium vyvoje vyssi nez stadium 60 vykazuje
vy$§i pocet pulct (> 20 %) pfi jedné nebo vice nomindlnich koncentracich, pak by méla byt u vSech pulcd
provedena dvoufaktorovd hierarchickd analyza rozptylu (ANOVA), coz umozni posoudit ristové uacinky
vyvolané expozici chemické latce pfi zohlednéni G¢inku pozdniho stadia vyvoje na rtst. Pokyny tykajici se
dvoufaktorové analyzy ANOVA hmotnosti a délky obsahuje dodatek 3.
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Dodatek 1

Tabulka 1

Experimentdlni podminky pro 21denni zkousku metamorfézy obojZivelnikii

Pokusné zvife Larvy Xenopus laevis
Vychozi stadium larev Stadium 51 podle Nieuwkoopa a Fabera
Doba expozice 21 dnd
Kritéria pro vybér larev Stadium vyvoje a celkova délka (volitelné)
Zkusebni koncentrace Minimélné 3 koncentrace pfiblizné v rozmezi jednoho fadu
Rezim expozice Pritokovy (upfednostiiuje se) a/nebo staticky s obnovovanim média
Priitok zkusebniho systému 25 ml/min (vyména celého objemu pfiblizné kazdych 2,7 h)
Hlavn{ ukazatele | dny ur¢ovani Mortalita Denné
Stadium vyvoje D7a2l
Délka zadnich koncetin D7a2l
Délka téla od tlamy po kloaku D7a2l
Télesnd hmotnost ve vlhkém stavu D7a2l
Histologie $titné Zldzy D 21
Redici voda [ laboratorni kontrola Dechlorovana vodovodni voda (filtrovana pies aktivni uhli) nebo rov-
nocenny laboratorni zdroj
Hustota larev 20 larev | zkusebni nddoba (5 | 1)
Zkusebni roztok | zkusebni nidoba 4-10 1 (minimdln{ obsah vody 10-15 cm) | zkusebni nddoba skle-
néné nebo z nerezové oceli (napf. 22,5 cm x 14 cm x 16,5 cm)
Opakovéni 4 zkusebni nddoby k opakovani | zkusebni koncentrace a kontrola
Prijatelnd mortalita v kontrolnich skupindch | < 10 % v kazdé zkusSebni nddobé k opakovani
Fixace §titné zlazy Pocet fixovanych Vsichni pulci (zpocdtku se hodnoti 5/opakovani)
Oblast Hlava nebo celé télo
Fixa¢ni kapalina Davidsonovo fixaéni médium
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Krmeni Potrava Sera Micron® nebo rovnocenné
Mnozstvi/frekvence | Rezim krmeni pfi pouziti Sera Micron® viz tabulka 1
Osvétleni Fotoperioda 12 h svétla: 12 h tmy
Intenzita 600 az 2 000 luxti (méfeno na povrchu vody)
Teplota vody 22°21°C
pH 6,5-8,5

Koncentrace rozpusténého kysliku (DO)

> 3,5 mg/l (> 40 % nasyceni vzduchem)

Rozvrh odbéru vzorkd pro analytickou che-

mi1

Jednou/tyden (4 ptipady odbéru vzorka | zkouska)
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Dodatek 2
Vykazovaci tabulka pro naméfené ddaje a souhrnné ddaje
Tabulka 1
Chemické informace o hlavni zkousce
Chemické informace
Uved'te zkousenou chemickou litku, jednotky koncentrace a expozice
Zkousend chemickd latka:
Jednotky koncentrace
Expozice 1
Expozice 2
Expozice 3
Expozice 4
Datum (den 0): Uved'te datum (mm/dd/rr)
Datum (den 7): Uved'te datum (mm/dd|rr)
Datum (den 21): Uved'te datum (mm/dd|rr)
Tabulka 2:
Formuléfe pro sbér ddaji naméfenych v den 7 a 21
DEN X
DATUM 00/00/00
Koncen- Cislo Cislo opa- | Cisloje- | Identifikd- | Stadium l?)illilaazi? c{)e:lta 7 ng;?gﬁgﬁ
trace expozice kovan{ dince tor jedince vyvoje po kloaku tinnly (?I?rcr?)_ szgjf};ﬁ?g
(mm) stavu (mg)
RADA CONC EXP# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
1 0,00 1
2 0,00 1
3 0,00 1
4 0,00 1
5 0,00 1
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Koncen- Cislo Cislo opa- | Cisloje- | Identifiké- | Stadium ]?)f’illﬁialti? (Pélta w Hrcr;?g.}rll(O)St

trace expozice kovani dince tor jedince |  vyvoje po kloaku tinnly ((:rrllrcrf)_ 32gslnhlli?r;l

(mm) stavu (mg)

RADA CONC EXP# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
6 0,00 1
7 0,00 1
8 0,00 1
9 0,00 1
10 0,00 1
11 0,00 1
12 0,00 1
13 0,00 1
14 0,00 1
15 0,00 1
16 0,00 1
17 0,00 1
18 0,00 1
19 0,00 1
20 0,00 1
21 0,00 2
22 0,00 2
23 0,00 2
24 0,00 2
25 0,00 2
26 0,00 2
27 0,00 2
28 0,00 2
29 0,00 2
30 0,00 2
31 0,00 2
32 0,00 2
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Koncen- Cislo Cislo opa- | Cisloje- | Identifiké- | Stadium ]?)f’illﬁialti? (Pélta w Hrcr;?g.}rll(O)St

trace expozice kovani dince tor jedince |  vyvoje po kloaku tinnly ((:rrllrcrf)_ 32gslnhlli?r;l

(mm) stavu (mg)

RADA CONC EXP# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
33 0,00 2
34 0,00 2
35 0,00 2
36 0,00 2
37 0,00 2
38 0,00 2
39 0,00 2
40 0,00 2
41 0,00 3
42 0,00 3
43 0,00 3
44 0,00 3
45 0,00 3
46 0,00 3
47 0,00 3
48 0,00 3
49 0,00 3
50 0,00 3
51 0,00 3
52 0,00 3
53 0,00 3
54 0,00 3
55 0,00 3
56 0,00 3
57 0,00 3
58 0,00 3
59 0,00 3
60 0,00 3




L 54/258 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

Koncen- Cislo Cislo opa- | Cisloje- | Identifiké- | Stadium ]?)f’illﬁialti? (Pélta w Hrcr;?g.}rll(O)St

trace expozice kovani dince tor jedince |  vyvoje po kloaku tinnly ((:rrllrcrf)_ 32gslnhlli?r;l

(mm) stavu (mg)

RADA CONC EXP# REP IND ID# STAGE BL HLL WEIGHT
61 0,00 4
62 0,00 4
63 0,00 4
64 0,00 4
65 0,00 4
66 0,00 4
67 0,00 4
68 0,00 4
69 0,00 4
70 0,00 4
71 0,00 4
72 0,00 4
73 0,00 4
74 0,00 4
75 0,00 4
76 0,00 4
77 0,00 4
78 0,00 4
79 0,00 4
80 0,00 4
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Tabulka 3
Vypoctené souhrnné ddaje k ukazatelim ze dne 7 a 21
sudum vwje | Plkaidaodmy | D sinonce | e g
EXP REP MIN MEDI MAX STRED SD STRED SD STRED SD
1 1 0 #NUMI 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 2 0 #NUMI 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 3 0 #NUMI 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
1 4 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 1 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 2 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 3 0 #NUMI 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
2 4 0 #NUM! 0 | #DIV/o! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 1 0 #NUM! 0 | #DIV/o! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 2 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 3 0 #NUM! 0 | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
3 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 1 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 2 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 3 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!
4 4 0 #NUM! 0 #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!

Pozndmka: Vypocty v burikdch jsou propojeny s daji zadanymi v tabulce 2.SD = smérodatnd odchylka




L 54/260 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016
Tabulka 4
Udaje o denni mortalit&
Zklgfgky Datum 4l 1] 2|34
0 00/00/00
1 #Value!
2 #Value!
3 #Value!
4 #Value!
5 #Value!
6 #Value!
7 #Value!
8 #Value!
9 #Value!
10 #Value!
11 #Value!
12 #Value!
13 #Value!
14 #Value!
15 #Value!
16 #Value!
17 #Value!
18 #Value!
19 #Value!
20 #Value!
21 #Value!

Pocet opakovani

Pocet expozic

0

Pozndmka: Vypocty v burikéch jsou propojeny s idaji zadanymi v tabulce 1.
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Tabulka 5
Kritéria pro kvalitu vody
Expozicni systém (pritokovy [ staticky s obnovovanim média):
Teplota:
Intenzita svétla:
Cyklus svétlo-tma:
Potrava:
MnozZstvi krmiva:
pH vody:
Koncentrace jodu ve zkuSebni vodé:
Tabulka 6
Souhrn idaji o chemickém vySetfeni
Chemicky ndzev
(islo CAS:
Zklzfl;‘ky Datum | 1 | 2 4012341 |2]|3]4 4
0 00/00/00
1 #Value!
2 #Value!
3 #Value!
4 #Value!
5 #Value!
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Chemicky nizev
Cislo CAS:
Den Datum a1 234|112 4
zkousky
6 #Value!
7 #Value!
8 #Value!
9 #Value!
10 #Value!
11 #Value!
12 #Value!
13 #Value!
14 #Value!
15 #Value!
16 #Value!
17 #Value!
18 #Value!
19 #Value!
20 #Value!
21 #Value!

Pozndmka: Vypocty v burikéch jsou propojeny s idaji zadanymi v tabulce 1.
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Tabulka 7

Vykazovaci tabulky pro hlavni histopatologickd kritéria

Patolog:

Chemickd latka:

Datum:

J2unq yoruIE[YT[o)

J2Unq YoRIE[YY[O)

arzejdrodAy arzediadAy
RUnq YIRLIB[MIO] JRuUnq YoIUIgMHO]
agyonrodAy ayonsadAy

Azg1Z oung

syony

Azg[z oung

ayony

Azp|z ouing

Azpz ouips

agonsadAy ayontadAy
1 Iuesoyedo ¢ lueaosedo m 1 1ugaoyedo ¢ lueaosedo £
- 939J1AZ oypueAouodxd (] - 230J1AZ oypuesouodxd (] = - 230J1A% oypueAouodxa (] - 939J14Z otjpuesouodxd (] =
o o
JRunq YoRLIB[Iof JRunq YoIuIg[nIog
arzejdiodAy arzediadAy
RuUnq YOI} JRuUnq YoIUILHO]
agonod Ay ajontadAy
Azpiz ouing Azpiz owipg
syony ayony
Aze[z yuing Azg[z oung
agyonsadAy ayonsadAy
1 1ueaoyedo ¢ lueaoyedo m 1 1uesoyedo ¢ lueaosedo m
4 i,
- 919J1AZ OYIU[ONUOY (] - 939J1AZ oyrujonuoy (] S - 939J1AZ oypueAouodxa (] - 91011Az oypuesouodxe a1 |3
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Tabulka 8

itéria

Dalsi histopatologicka kr

Patolog:

Chemickd l4tka:

Datum:

unnp yojuIEmyio)
1SE[qO [UISUdUIZ

J2unq ypruIEINYTo)
TISB[QO JUISUIUIZ

unnp yojuIEnyioy

JRunq yopuIEmyIo)

1IS[qO JUISIQAZ TISB[qO JUISIRAZ
1 Iuesoyedo 7 lueaoyedo . 1 Iuesoyedo 7 lueaoyedo .
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38 38
UBNp YOIUIBIO} ARUNQ YOIUIBINNIO)
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Unnp yoIuIg[nHlo; ARUNq YRILIE[NHIO]
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1 1uesoyedo ¢ lueaoyedo g 1 Iuesoyedo 7 lueaoyedo g
- 939J1AZ OYIujONuOoY (] - 919J1AZ OyIu[onuoY (] & - 9194147 oypueaouodxs ] - 91018z oypuesouodxo qr | &
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Tabulka 9

Slovni popis histopatologickych nélezi

Datum:

Chemicka latka:

Slovni popis

Patolog:

I Iugaoyedo

- 9RJIAZ oyrujonuoy d]

7 lueaoyedo

- 9RJIAZ oyrujonuoy d]

I Iueaoyedo
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1 1uesoyedo
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Tabulka 10

Sablona souhrnné vykazovaci tabulky za den x (7 nebo 21) zkousky metamorfézy obojzivelniki

Kontrola Daévka 1 Dévka 2 Dévka 3
Ukazatel REP Stied SD (&% Stied SD (&% N ph Stied SD (&% ph Stied SD (&% ph
Délka zadni 1
koncetiny
(mm) 9
3
4
Stied:
Délka téla od 1
tlamy po
kloaku 5
(mm)
3
4
Stied:
Télesnd hmot- 1
nost za vlhka
(mg) 2
3
4
Stied:

910C°¢’L

(5]

arun 9ysdoIag YIuIsA [upain

L9T/¥S 1



Tabulka 11

897/¥S 1

Sablona souhrnné vykazovaci tabulky ddaji o stadiu vyvoje za den x (7 nebo 21) zkousky metamorfézy obojzivelniki

Kontrola Diévka 1 Davka 2 Dédvka 3

REP Medidn | Min | Max | N Medidn | Min | Max | N ph Medidn | Min | Max | N ph Medidn | Min | Max | Medidn ph

(5]

Stadium vy- 1
voje

Stied:

arun 9ysdoIag uIsA [upain

910C°¢’1L
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Dodatek 3

Alternativni analyza hmotnosti a délky v pfipadé pozdnich stadii vyvoje zahrnujicich vice nez
20 % pulct pfi jedné nebo vice koncentracich

Pokud stadium vyvoje vy$si nez stadium 60 vykazuje vyssi pocet pulci (> 20 %) pfi jedné nebo vice nominélnich
koncentracich, pak by méla byt u viech pulci provedena dvoufaktorovd hierarchickd analyza rozptylu (ANOVA), coz
umozni posoudit ristové Gcinky vyvolané expozici chemické latce pti zohlednéni d¢inku pozdniho stadia vyvoje na

o

rust.

Navrhuje se pouzit viechny udaje, aviak zohlednit G¢inek pozdniho stadia vyvoje. Toho lze dosdhnout dvoufak-
torovou hierarchickou analyzou rozptylu ANOVA. Definujte pozdni stadium =,Ano“ pro pulce, je-li jeho stadium
vyvoje 61 nebo vyssi. Jinak definujte pozdni stadium = ,Ne“. Poté Ize provést dvoufaktorovou hierarchickou analyzu
rozptylu ANOVA s koncentrac{ a pozdnim stadiem a jejich interakci, pficemz opakovéni(koncentrace) je tcinek
ndhodného faktoru a pulec(opakovani) je G¢inek jiného ndhodného faktoru. Tim se i nadéle opakovani povazuje za
jednotku analyzy a pfindsi v zdsadé stejné vysledky jako vdZend analyza stfednich hodnot opakovani*pozdni stadium,
kterd se vazi poctem pulcti v kazdé stfedni hodnoté. Pokud tyto ddaje porusuji pozadavky ANOVA na normalitu
rozdéleni nebo homogenitu rozptylu, pak pro odstranéni této ndmitky lze provést transformaci normalizovaného
pofadi.

Kromé béznych ANOVA F-testll pro t¢inky koncentrace, pozdni stadium a jejich interakci je mozné F-test interakce
;rozdélit' na dva doplikové ANOVA F-testy, z nichZ jeden se pouzije na stfedni hodnoty odezvy pfi vSech koncen-
tracich pro pozdni stadium = ,Ne“ a druhy na stfedni hodnoty odezev pii vSech koncentracich pro pozdni stadium =
»Ano“. Dal3i porovndni stfednich hodnot expozic oproti kontrole se provede na kazdé tirovni pozdniho stadia. Pokud
existuji diikazy o nemonoténni zavislosti ddvka-odezva na Grovni proménné ,pozdni stadium’, lze provést analyzu
trendd pomoci vhodnych kontrastt nebo lze provést jednoduchd pdrova srovnani. Bonferroni-Holmova korekce
hodnot p se provede pouze tehdy, jestlize piislusny diléi F-test neni vyznamny. To lze provést v ramci systému
statistické analyzy (SAS) a pravdépodobné i jinych sad statistického softwaru. Komplikace mohou vzniknout, pokud
pii nékterych koncentracich neexistuji zddn{ pulci v pozdnim stadiu, aviak tyto situace lze jednoduchym zptsobem
fesit.
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Dodatek 4

Definice

Chemicka latka: litka nebo smés

ZkouSend chemickd litka: jakdkoli litka nebo smés zkousend touto zkusebni metodou
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C.39. ZKOUSKA TOXICITY PRO REPRODUKCI CHVOSTOSKOKU V PUDE

UvoD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni ¢. 232 (2009). Tato zkusebni metoda je
uréena pro posouzeni G¢inkd chemickych latek na reprodukéni schopnost chvostoskokil v ptidé. Je zalozena na
stavajicich postupech (1)(2). Partenogeneticky Folsomia candida a pohlavné se rozmnozujici Folsomia fimetaria
jsou dva z nejdostupnéjsich druht chvostoskokd, 1ze je kultivovat a jsou komer¢né dostupné. Je-li nutné
posoudit specifickd prostredi, kde se uvedené dva druhy nevyskytuji, Ize tento postup rozsifit i na jiné druhy
chvostoskokd, pokud jsou schopny splnit kritéria platnosti zkousky.

2. Chvostoskoci zijici v ptudé jsou ekologicky dalezité druhy pro ekotoxikologické zkouseni. Chvostoskoci jsou
Sestinohy hmyz s exoskeletem vysoce propustnym pro vzduch a vodu a ptedstavuji druh ¢lenovcii s odlisnou
cestou expozice a odlisnou mirou expozice, nez maji Zizaly a roupice.

3. Hustota populaci chvostoskokd obvykle dosahuje 10° m- 2 ve vrstvach pidy a spadaného listi v mnoha
terestrickych ekosystémech (3)(4). Dospéli jedinci obvykle méff 0,5-5 mm, jejich piispévek k celkové Zivocisné
biomase v pidé a k padni respiraci je nizky, odhaduje se mezi 1 % a 5 % (5). Nejdilezit&jsi dlohu proto mohou
sehrdvat jako potencidlni ¢initelé regulacnich procesii diky tomu, Ze jsou mikrobivorni a likviduji mikrofaunu.
Chvostoskoci slouzi jako kofist mnohym endogeickym a epigeickym bezobratlym, jako jsou rozto¢i, stonozky,

pavouci, stfevlikoviti a drapcici. Pkispivaji k rozkladnym procesim v kyselych ptidach, kde jsou vedle roupic

vvvvvv

4. F. fimetaria je celosvétové rozsiten a bézné se vyskytuje v nékterych typech pidy od pisc¢itych az po hlinité a od
mulovych po humusové pidy. Je to bezoky chvostoskok, bez pigmentu. Zaznamendn byl v zemédélskych
pudach celé Evropy (6). Je omnivorni, Zivi se mimo jiné houbovymi vlakny, bakteriemi, prvoky a zbytky. Pro-
sttednictvim pifjmu potravy interaguje s infekcemi pusobenymi patogennimi plisnémi rostlin (7) a mtze
ovliviiovat mykorhizu, stejné jako je to zndmo o F. candida. Rozmnozuje se jako vétsina druht chvostoskoki
pohlavné, pti¢emz pro oplodnéni vajicek je nezbytna stéld pfitomnost samecka.

5. F. candida je rovnéz celosvétové rozsifen. Ve vét$iné piirodnich ptid neni bézny, ale ¢asto se ve velmi hojnych
poctech vyskytuje na mistech bohatych na humus. Je to bezoky chvostoskok, bez pigmentu. Md dobie
vyvinutou furcu (skdkaci orgdn), je béhavy a je-li vyrusen, rychle skice. Z ekologického hlediska plni druh F.
candida podobnou dlohu jako F. fimetaria, ale obyva organicky bohat$i piady. Rozmnozuje se partenogenezi.
Samecci se mohou vyskytovat v poctu mensim nez 1 z tisice.

PODSTATA ZKOUSKY

6.  Synchronizovani dospéli (F. fimetaria) nebo nedospéli (F. candida) chvostoskoci se exponuji riznym
koncentracim zkousené chemické latky smichané s upravenou umélou pidou (8) s 5 % obsahem organickych
latek (nebo alternativni ptidou). Scénat zkousky lze rozdélit do dvou krokii:

— Test pro stanoveni rozmezi{ ddvek, v ptipadé, Ze nejsou dostupné dostate¢né tdaje o toxicité, kde hlavnimi
ukazateli jsou mortalita a reprodukce, které se vyhodnoti po 2 tydnech pro F. fimetaria a po 3 tydnech pro
F. candida.

— Hlavni zkouska toxicity pro reprodukci, pfi niz se posoudi celkovy pocet nedospélych potomka
pochazejicich z dospélych organismt a preziti dospélych organismd. Hlavni zkouska trvd 3 tydny pro F.
fimetaria nebo 4 tydny pro F. candida.

Toxicky ucinek zkouSené chemické litky na mortalitu a schopnost reprodukce dospélych chvostoskoki se
vyjadtuje jako LC, a EC,, pficemzZ udaje se zandseji do vhodného modelu nelinedrni regresi s cilem odhadnout
koncentraci, kterd by zptisobila mortalitu nebo sniZeni reprodukéni schopnosti ve vysi x %, nebo alternativné
jako hodnota NOEC/LOEC (9).
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INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

7. Meély by byt pokud mozno zndmy fyzické vlastnosti, rozpustnost ve vodé¢, log K , rozdélovaci koeficient pada-
voda a tlak par zkousené chemické litky. Zddouc jsou i dal3f informace o osudu zkousené chemické létky
v pudg, jako napf. mira fotolyzy a hydrolyzy a bioticky rozklad. Je tfeba zdokumentovat chemickou identifikaci
zkousené chemické latky podle nomenklatury IUPAC, ¢islo CAS, sadu, Sarzi, strukturni vzorec a €istotu, jsou-li
dostupné.

8.  Tuto zkusebni metodu lze pouZit pro chemické latky rozpustné nebo nerozpustné ve vodé. Zpusob aplikace
zkousené chemické latky se vSak bude odpovidajicim zptisobem lisit. Tuto zkuSebni metodu nelze pouzit pro
tékavé chemické latky, tj. chemické latky, u nichz Henryho konstanta nebo rozdélovaci koeficient vzduch-voda
je vétsi neZ jedna, nebo chemické latky, u nichz tlak par je vy$si nez 0,0133 Pa pii 25 °C.

VALIDITA ZKOUSKY

9.  Aby mohly byt vysledky zkousky uzndny za platné, méla by byt v neexponovanych kontrolnich skupinich
splnéna tato kritéria:

— stfedn{ mortalita dospélych jedincti na konci zkousky by neméla presahovat 20 %;
— stiedni pocet nedospélych jedincti na konci zkousky by mél byt minimélné 100 v kazdé nddobg;
— varia¢ni koeficient vypocteny pro pocet nedospélych jedinct na konci hlavni zkousky by mél byt mensi nez

30 %.

REFERENCNI CHEMICKA LATKA

10. Referenéni chemickd latka by méla byt zkousena pii jeji koncentraci EC, pro zvoleny druh zkusebni ptdy bud
v pravidelnych intervalech, nebo se mize zafadit do kazdého provedeni zkousky, s cilem ovéfit, Ze reakce
pokusnych organismi ve zkusebnim systému jsou v mezich normy. Vhodnou referen¢ni chemickou latkou je
kyselina boritd, kterd by méla sniZit reprodukci o 50 % (10)(11) pti davce pfiblizné 100 mg/kg ptdy v suchém
stavu pro oba druhy.

POPIS ZKOUSKY
ZkuSebni nddoby a zafizeni

11. Jako zkuSebni nddoby je vhodné pouzit nddoby schopné pojmout 30 g vlhké pady. Mély by byt bud’ sklenéné,
nebo z inertniho plastu (netoxického). Pokud se vSak expozice zkouSené chemické litce v dusledku sorpce
snizuje, plastové nddoby by pouziviny byt nemély. ZkuSebni nddoby by mély mit prifezovou plochu
umoziujici dosdhnout v nich skute¢né hloubky ptidy 2-4 cm. Nddoby by mély mit vicka (napf. sklenénd nebo
polyethylenovd), konstruovand tak, aby se sniZilo vypafovani vody a soucasné byla umoznéna vymeéna plyni
mezi pudou a ovzdusim. Nddoba by méla byt alespoii ¢dste¢né prihlednd, aby propoustéla svétlo.

12. Vyzaduje se bézné laboratorni zafizen, a sice:
— susarna,
— stereomikroskop,
— pH-metr, m&fi¢ osvétlent,
— vhodné pfesné vahy,
— odpovidajici zaFzeni pro Fizeni teploty,

— odpovidajici zafizeni pro Fizeni vlhkosti vzduchu (neni nutné, pokud jsou expoziéni nddoby zakryty
vickem),

— inkubétor nebo mald mistnost s ¥zenou teplotou,

— pinzeta nebo odsdvacka s nizkym vykonem.
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Piiprava zkuSebni pady

13. Pouzivd se upravend uméld puda (8) s obsahem organickych latek 5 %. Alternativné lze pouzit piirodni ptdu,
jelikoz uméld pida se nepodobd pfirodnim piddm. Doporucuje se toto slozeni umélé ptdy (na zdkladé
hmotnosti v suchém stavu, slozky vysusené na konstantni hmotnost pfi 105 °C):

— 5 % sfagnové raeliny, vysuSené vzduchem a jemné rozemleté (pfijatelnd je velikost ¢dstic 2 £ 1 mm),
— 20 % kaolinitického jilu (obsah kaolinitu pokud mozno vyssi nez 30 %),

— asi 74 % pramyslového pisku, vysuSeného vzduchem (k dosazeni potfebného mnozstvi CaCO;), pokud
mozno jemného pisku s vice nez 50 % dcastic mezi 50 a 200 mikrony. Pfesné mnoZstvi pisku zdvisi na
mnozstvi CaCO, (viz niZe), celkem by mélo tvofit do 75 %,

— 1,0 % uhlicitanu vdpenatého (CaCO,, praskového, Cistoty p.a.) pro ziskdni pH 6,0 * 0,5; mnoZstvi uhli¢itanu
véapenatého, které se md pridat, mize zdviset pfedevsim na kvalité/povaze raeliny (viz pozndmka 1).

Pozndmka 1: Pozadované mnozstvi CaCO, bude zdviset na slozkich padniho substritu a mélo by byt stanoveno
zméfenim pH dil¢ich vzorka preinkubované vlhké pady bezprostiedné pied zkouskou.

Pozndmka 2: Doporucuje se zméfit pH a volitelné pomér C|N, kationtovou vyménnou kapacitu (CEC) a obsah
organickych latek v ptidé, coz umozni jeji pozdéjsi normalizaci a lepsi interpretaci vysledki.

Pozndmka 3: V piipadé potieby, naptiklad pro specifické zkusebni tcely, mohou jako zkusebni a/nebo kultivaéni
substrat poslouzit pfirodni ptidy z neznecisténych lokalit. Avsak je-li pouzita pfirodni pida, je nutno ji charakte-
rizovat pfinejmensim z hlediska jejtho ptivodu (mista odbéru), pH, ptdni struktury (distribuce velikosti &stic),
CEC (kationtové vyménné kapacity) a obsahu organickych litek a neméla by byt nijak kontaminovand. U
pfirodni piidy se doporu¢uje pied pouzitim pidy v hlavni zkousce prokdzat jeji vhodnost pro tuto zkousku a
pro dosazeni kritérif platnosti zkousky.

14. Suché slozky ptdy se dtkladné promichaji (napt. ve velké laboratorni michacce). V souladu s postupy
popsanymi v dodatku 5 se ur¢i maximalni vodni kapacita (RVK) umélé pudy. Vlhkost zkuSebn{ ptidy by méla
byt optimalizovédna tak, aby se dosdhlo volné pérovité struktury pidy umoznujici vstup chvostoskoktt do péri.
Je to obvykle mezi 40-60 % maximalni RVK.

15. Suchd uméld pida se pfedem zvlhéi pfiddnim dostate¢ného mnozstvi deionizované vody, aby bylo dosazeno
pfiblizné poloviny kone¢ného obsahu vody 2-7 dni pfed zacdtkem zkousky, s cilem vyrovnat/stabilizovat
kyselost. Pro urCeni pH se pouzije smés ptidy a roztoku 1 M chloridu draselného (KCl) nebo 0,01 M chloridu
vapenatého (CaCl,)) v poméru 1:5 (podle dodatku 6). Je-li ptida kyselejsi nez pozadované rozmezi, lze ji upravit
pfiddnim vhodného mnozZstvi CaCO,. Je-li pida prili§ alkalickd, Ize ji upravit pfiddinim anorganické kyseliny
neskodné pro chvostoskoky.

16. Navlhéend ptida se rozdéli na ¢asti odpovidajici poctu zkuSebnich koncentraci (a pfipadné referenéni chemické
latky) a kontrol, které budou pii zkousce pouzity. Pridaji se zkousené chemické latky a obsah vody se reguluje
podle odstavce 24.

Vybér a pfiprava pokusnych organismi

17. Doporucenym druhem je F. candida, jelikoZ pii okruznim testu zkuSebni metody (11) tento druh splnil kritéria
platnosti pro preziti Castéji nez F. fimetaria. Je-li pouzit alternativni druh, mél by spliovat kritéria platnosti
uvedend v odstavci 9. Na zacdtku zkousky by organismy mély byt dobfe vykrmeny a ve véku 23-26 dnt pro F.
fimetaria a 9-12 dna pro F. candida. Do kazdého opakovani by mélo byt zafazeno 10 sameckd a 10 samicek F.
fimetaria, v piipadé F. candida se pouzije 10 samicek (viz dodatek 2 a dodatek 3). Z misek se ndhodné vyjmou
synchronizovani chvostoskoci a u kazdé sady zafazené do jednotlivych opakovani se zkontroluje zdravotni a
fyzicky stav chvostoskoki. Kazdd skupina slozend z 10/20 jedinct se vlozi do ndhodné zvolené zkusebni
nddoby; u F. fimetaria se vyberou velké samicky, aby se zajistilo ndleZité odliSeni od samecka.
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Pfiprava zkuSebnich koncentraci

18. Zkousenou chemickou litku je mozné aplikovat ¢tyfmi zptisoby: 1) smisit zkousenou chemickou latku s pidou,
pfi¢emz nosi¢em bude voda, 2) smisit zkouSenou chemickou litku s ptidou, pficemz nosi¢em bude organické
rozpoustédlo, 3) smisit zkouSenou chemickou litku s padou, pficemz nosi¢em bude pisek, nebo 4) aplikovat
zkou$enou chemickou latku na povrch pidy. Vybér vhodné metody zdvisi na charakteristice chemické latky a
na ucelu zkousky. Obecné se doporucuje smiseni zkouSené chemické latky s pidou. Mohou byt vSak
vyzadovéany aplika¢ni postupy, které odpovidaji praktickému vyuziti zkouSené chemické litky (napf. nastitkdni
latky v kapalném stavu nebo pouziti zvlastnich pesticidnich pfipravkd, napf. v granulich nebo jako motend
semena). Puda se exponuje pfed umisténim chvostoskokd, kromé piipadd, kdy se zkousend chemicka latka
nandsi na povrch pidy a chvostoskoky je tieba vlozit do ptdy jesté predtim.

Zkousend chemickd ldtka rozpustnd ve vodé

19. Pripravi se roztok zkouSené chemické latky v deionizované vodé v mnozstvi dostatecném pro vSechna
opakovani s jednou zkusebni koncentraci. Kazdy roztok zkouSené chemické latky se pfed zavedenim do
zkusebni nddoby peclivé smisi s jednou sadou navlhéené pudy.

Zkousend chemickd ldtka nerozpustnd ve vodé

20. V ptipadé chemickych litek nerozpustnych ve vodé, ale rozpustnych v organickych rozpoustédlech lze
chemickou latku rozpustit v co nejmensim objemu pfislusného rozpoustédla (napf. acetonu), které jesté
zajistuje Fadné smiseni chemické litky s pidou a jeji smiseni s ¢asti pozadovaného kiemenného pisku. Je tfeba
pouzivat pouze t€kavd rozpoustédla. Pouzije-li se organické rozpoustédlo, vSechny zkuSebni koncentrace a
doplitkovd negativni kontrola rozpoustédla by mély obsahovat stejné minimalni mnoZstvi rozpoustédla.
Aplika¢ni nddoby by mély byt ponechdny po urc¢itou dobu neuzavieny, aby se umoznilo vypareni rozpoustédla
pouzitého k aplikaci zkousené chemické latky, a musi se zajistit, aby v této dobé nedoslo k rozptylu toxické
chemické ltky.

Zku3ebni chemickd ldtka Spatné rozpustnd ve vodé a organickych rozpoustédlech

21. V piipadé chemickych ldtek, které jsou Spatné rozpustné ve vodé a organickych rozpoustédlech, se kfemenny
pisek, ktery by mél byt soucdsti celkového pisku pfidaného do pidy, smisi s mnozstvim zkouSené chemické
latky, aby se dosdhlo zddouci zkusebni koncentrace. Tato smés kiemenného pisku a zkouSené chemické latky se
pfidd do navlhéené ptidy a dikladné se promisi s piislusnym mnozstvim deionizované vody, aby bylo dosazeno
pozadované vlhkosti. Kone¢nd smés se rozdéli do zkusebnich nddob. Tento postup se opakuje pro kazdou
zkudebni koncentraci a pfipravi se rovnéz ptislusnd kontrola.

Aplikace zkouené chemické ldtky na povrch piidy

22. Je-li zkouSenou chemickou latkou pesticid, mtize byt vhodné jej aplikovat na povrch pudy nastiikem. Pida se
exponuje poté, co jsou do ni umisténi chvostoskoci. Zkusebni nadoby se nejdiive naplni navlhéenym ptdnim
substratem, vloZi se organismy a zkusebni nadrzky se poté zvazi. Aby se zabranilo pfimé expozici organismi
zkouSené chemické ldtce pifmym kontaktem, aplikuje se zkouSend chemickd litka nejdfive ptl hodiny po
zavedeni chvostoskoktl. ZkouSend chemickd litka by se méla aplikovat na povrch pidy pokud mozno
roviomérné rozprasovacem a za pouZiti laboratornich vah, s cilem simulovat aplikaci postfikem na poli.
Aplikace by méla byt provedena v teplotnim rozmezi + 2 °C a v piipadé vodnich roztokd, emulzi nebo disperzi
s ddvkovanim vody podle doporuceni obsazenych v posouzen rizik. Davkovani je tfeba ovéfit pomoci vhodné
kalibra¢ni techniky. Zvldstni formy jako granule nebo mofend semena lze aplikovat zpiisobem odpovidajicim
jejich pouziti v zemédélstvi. Potrava se poddva po néstiiku.

POSTUP
Zkusebni podminky

23. Stfedni zkuSebni teplota by méla byt 20 £ 1 °C s teplotnim rozmezim 20 % 2 °C. Zkouska se provadi
v Hzenych cyklech svétlo-tma (pokud mozno 12 hodin svétla a 12 hodin tmy) s osvétlenim 400 az 800 luxt
v oblasti zkusebnich nadob.
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24. Aby bylo mozné kontrolovat vlhkost pdy, nddobky se zacatku, uprostfed a na konci zkousky zvazi. Ztrita
hmotnosti > 2 % se nahradi pfiddnim deionizované vody. Je tfeba podotknout, Ze ztrdtu hmotnosti vody lze
snizit udrzovanim vysoké vlhkosti vzduchu (> 80 %) ve zkusebnim inkubdtoru.

25. Na zacatku a na konci zkousky ke stanoveni rozsahu i hlavni zkousky je tfeba zméfit pH. Méfeni se provede
také v jednom dodate¢ném kontrolnim vzorku a jednom dodate¢ném vzorku s upravenou ptdou (pro kazdou
koncentraci), pfipravenych a uchovavanych stejnym zptsobem jako zkusebni kultury, avSak bez p¥{tomnosti
chvostoskokdi.

ZkuSebni postup a méfeni

26. Pro kazdou koncentraci se do zku$ebni nddoby vlozi mnozstvi zkuSebni ptidy odpovidajici 30 g Cerstvé
hmotnosti. Pfipravi se rovnéz kontrolni vzorky bez zkouSené chemické latky. Aplikuje-li se zkousend chemickd
litka pomoci vehikula, je tfeba kromé zkuSebnich sérif provést také jednu fadu kontrol pouze s vehikulem.
Koncentrace rozpoustédla nebo dispergdtoru ma byt stejnd jako jejich koncentrace pouzitd ve zkuSebnich
nddobdch se zkouSenou chemickou litkou.

27. Jednotlivi chvostoskoci se peclivé pfemisti do kazdé zkuSebni nddoby (do zkuSebnich nddob se pridéli
ndhodnym vybérem) a umisti se na povrch pudy. Pro G¢inné premisténi organismd lze pouzit odsdvacku
s nizkym vykonem. Pocet opakovédni pro zkuSebni koncentrace a kontroly zdvisi na pouzitém uspofddani
zkousky. ZkuSebni nddoby se do zkusebniho inkubdtoru umisti ndhodné a jejich poloha se kazdy tyden
ndhodné méni.

28. Pro zkousku s F. fimetaria by mélo byt pouzito 20 dospélych jedincti, 10 sameckd a 10 samicek ve véku 23-26
dnti v kazdé zkuSebni nddobé. V den 21 se chvostoskoci vyjmou z pidy a spocitaji se. U F. fimetaria se pohlavi
rozlisi podle velikosti v synchronizované sadé chvostoskokd, ktera je ve zkousce pouzita. Samicky jsou vyrazné
vEtsi nez samecci (viz dodatek 3).

29. Pro zkousku s F. candida by mélo byt pouzito 10 nedospélych jedinct ve véku 9-12 dnii v kazdé zkusebni
nddobg. V den 28 se chvostoskoci vyjmou z pudy a spocitaji se.

30. Jako vhodny zdroj potravy se na zacitku zkousky a poté po piiblizné dvou tydnech do kazdé nddoby piidd
dostatené mnozstvi, napf. 2-10 mg, granulovanych susenych pekatskych kvasnic, komeréné dostupnych pro
pouziti v domdcnostech.

31. Na konci zkousky se vyhodnoti mortalita a reprodukce. Chvostoskoci se po 3 tydnech (F. fimetaria) nebo po 4
tydnech (F. candida) vyjmou ze zkusebni pidy (viz dodatek 4) a spocitaji se (12). Nejsou-li v extraktu nalezeni
chvostoskoci, povazuji se za mrtvé. Metodu extrakce a pocitdni je tieba validovat. Validaci se ovéfuje ticinnost
extrakce nedospélych jedinct vétsi nez 95 %, napf. vloZenim jejich zndmého poctu do pidy.

32. Praktické shrnuti a ¢asovy rozvrh zkusebniho postupu jsou popsiny v dodatku 2.

Uspofadani zkousky

Zkouska pro stanoveni rozmezi ddvek

33. Je-li to nezbytné, provede se zkouska pro stanoveni rozmezi ddvek napiiklad s péti koncentracemi zkousené
chemické latky ve vysi 0,1, 1,0, 10, 100 a 1 000 mg/kg suché hmotnosti pidy a s dvéma opakovanimi kazdé
expozice a kontroly. Pfi rozhodovani o rozmezi koncentraci, které ve zkousce ke stanoveni rozsahu maji byt
pouzity, mohou byt uzite¢né i dalsi informace o mortalit¢ nebo reprodukci chvostoskokd, ziskané pfi
zkouskéach s obdobnymi chemickymi latkami nebo z literatury.

34. Zkouska pro stanoveni rozmezi ddvek trva pro F. fimetaria 2 tydny a pro F. candida 3 tydny, aby bylo zajisténo
vylihnuti jedné generace nedospélych jedincti. Na konci zkousky se vyhodnoti mortalita a reprodukce
chvostoskokd. Pocet dospélych a vyskyt nedospélych jedincti je tfeba zaznamenat.
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Hlavni zkouska

35. K urceni EC_ (napf. EC,, ECy) by mélo byt zkouseno dvandct koncentraci. Doporucuji se alesponn dvé
opakovani expozice kazdé zkuSebni koncentraci a Sest opakovani kontroly. Faktor odstupiiovani koncentraci
muze byt rizny v zdvislosti na vztahu mezi ddvkou a odezvou.

36. K urceni NOEC/LOEC je tieba zkouset alesponn pét koncentraci v geometrické fadé. Doporucuji se Ctyti
opakovani expozice v kazdé zkuSebni koncentraci a osm kontrolnich skupin. Koncentrace by mély byt
odstupiiovany podle faktoru, ktery nebude vyssi nez 1,8.

37. K uréeni NOEC/LOEC i EC, se dospéje kombinovanou metodou. Pfi této kombinované metodé je tfeba pouzit
osm expozinich koncentraci v geometrické fadé. Doporucuji se Ctyfi opakovdni kazdé expozice a osm
kontrolnich skupin. Koncentrace by mély byt odstupiiovany podle faktoru, ktery nebude vy3si nez 1,8.

38. Nejsou-li pfi zkousce ke stanoveni rozsahu zaznamendny zddné Gcinky pfi nejvyssi koncentraci (tj. 1 000 mg/
kg), je mozné zkousku toxicity pro reprodukci provést jako limitni zkousku s pouzitim zkusebni koncentrace
1 000 mg/kg a kontroly. Limitni zkouska umozni prokazat, ze pii limitni koncentraci neexistuje Zzddny
statisticky vyznamny tc¢inek. Mélo by se provést osm opakovani s exponovanou ptidou a osm s kontrolou.

UDAJE A JEJICH PREDKLADANI
Zpracovini vysledkd

39. Hlavnim ukazatelem je reprodukéni schopnost (napf. pocet nedospélych jedincd vylithnutych v jedné zkuSebni
nadobce). Pii statistické analyze, provedené napf. pomoci postupl analyzy rozptylu (ANOVA), se expozice
porovnaji Studentovym t-testem, Dunnettovym testem nebo Williamsovym testem. Pro stfedni hodnoty
jednotlivych koncentraci se vypoctou 95 % intervaly spolehlivosti.

40. Pocet piezivsich dospélych jedincti v neexponovanych kontrolnich skupindch je délezitym kritériem platnosti
zkousky a je tfeba jej zdokumentovat. Stejné jako pii zkousce pro stanoveni rozsahu ddvek je tieba také
v zdvérecné zpravé uvést i viechny ostatni skodlivé pfiznaky.

LC, a EC,

41. Hodnoty EC, véetné s nimi souvisejicich nizich a vyssich hladin 95 % intervalu spolehlivosti tohoto parametru
se vypocitaji vhodnou statistickou metodou (napf. pomoci logistické neboli Weibullovy funkce, zkrdcenou
Spearman-Karberovou metodou nebo prostou interpolaci). EC_ ziskdme tak, Ze se do pfislusné rovnice vlozi
hodnoty odpovidajici x % stfedni hodnoty kontrolni skupiny. Pro vypocet ECy, nebo kterékoli jiné hodnoty EC,
se dplny soubor tdaja podrobi regresni analyze. LC,, se obvykle odhadne pomoci probitové analyzy nebo
obdobné analyzy, kterd zohledni binomicky rozdélené tidaje o mortalité.

NOEC/LOEC

42. Ma-i statistickd analyza urcit NOEC/LOEC, jsou k tomu nezbytné statistické tidaje o kazdé nddobé (jednotlivé
nddoby se povazuji za opakovéni). Mély by byt pouzity vhodné statistické metody podle dokumentu OECD
¢. 54 o soucasnych pfistupech ke statistické analyze dat tykajicich se ekotoxicity: pokyny pro aplikaci (9).
Nepiiznivé acéinky zkouSené chemické litky v porovndni s kontrolou se zpravidla zkoumaji jednostrannym
testovanim hypotéz pfi p < 0,05.

43. Normalitu rozdéleni a homogenitu rozptylu lze provéfit vhodnym statistickym testem, napf. Shapiro-Wilkovym
testem, pifpadné Leveneovym testem (p < 0,05). Je moZné provést jednocestnou analyzu rozptylu (ANOVA) a
nésledné mnohondsobné srovndvaci testy. Pro vypocet, zda existuji vyznamné rozdily (p < 0,05) mezi
kontrolnimi skupinami a riznymi koncentracemi zkousené chemické latky, je mozné pouzit mnohondsobné
srovndvani (napf. Dunnettv test) nebo testy sestupného trendu (napf. Williamstv test) (vybér doporuceného
testu se provede podle dokumentu OECD ¢&. 54 (9)). Nebo lze k uréeni NOEC a LOEC pouzZit neparametrické
metody (napf. Bonferroniho U-test podle Holma nebo zkouska trendu Jonckheere-Terpstra).
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Limitni zkouska

44. Byla-li provedena limitni zkouska (porovndni kontrolni skupiny a pouze jedné exponované skupiny) a jsou-li
splnény podminky pro parametrické zkusebni postupy (normalita rozdéleni, homogenita rozptylu), je mozné
hodnotit spojité proménné pomoci Studentova testu (t-testu). Pokud tyto pozadavky splnény nejsou, lze pouzit
t-test nestejnych rozptylt (Welchiv t-test) nebo neparametricky test, napt. Manntiv-Whitneytiv U-test.

45. Pro ureni vyznamnych rozdilt mezi kontrolnimi skupinami (kontrolni a kontrolni s rozpoustédlem) je mozné
kazdou kontrolni skupinu podrobit opakovanym zkouskdm, jak bylo popsdno u limitni zkousky. Pokud tyto
zkousky neodhali vyznamné rozdily, Gdaje ze vSech opakovini s kontrolou a kontrolou s rozpoustédlem je
mozné sloucit. V opaéném piipadé by vSechny expozice mély byt porovndny s kontrolou s rozpoustédlem.
Zavéretna zpriva

46. Zavérecnd zprava by méla obsahovat minimdlné tyto Gdaje:

Zkousend litka

— identifikace zkousené chemické latky, sada, Sarze a &islo CAS, Cistota,

— fyzikalné-chemické vlastnosti zkousené chemické litky (napf. log K, rozpustnost ve vodé, tlak par,
Henryho konstanta (H) a pokud mozno informace o osudu zkouSené chemické litky v padé), jsou-li
dostupné,

— sloZeni zkousené chemické latky, a pokud se nejednd o ¢istou chemickou latku, je tfeba uvést piimési.

Pokusné organismy

— identifikace druhti a dodavatele pokusnych organismd, popis podminek chovu a vékové rozpéti pokusnych
organisml.

Zkugebni podminky
— popis uspotadani zkousky a jejich postupi,

— podrobnosti o piipravé zkusebni ptidy; byla-li pouzita piirodni plida, jeji podrobnd specifikace (piivod,
historie, distribuce velikosti ¢astic, pH, obsah organickych ltek),

— reten¢ni vodni kapacita pidy,

— popis techniky pouzité pii aplikaci zkousené chemické latky na piidu,

— zkusebni podminky: intenzita osvétleni, doba trvani cykld svétlo-tma, teplota,

— popis rezimu krmeni, typ a mnozstvi krmiva pouzitého pii zkousce, data krment,

— pH pidy a obsah vody v piidé na zacdtku a na konci zkousky (pro kontrolni skupinu a kazdou expozici),
— podrobny popis metody extrakce a ticinnost extrakce.

Vysledky zkousek

— pocet nedospélych jedinct zjisténych v kazdé zkusebni nddobé na konci zkousky,

— pocet dospélych jedinct a jejich mortalita (v %) v kazdé zkusebni nddobé na konci zkousky,

— popis zjevnych fyziologickych nebo patologickych symptomt nebo vyraznych zmén v chovéni,

— vysledky dosazené s referen¢ni zkousenou chemickou latkou,

— hodnoty NOEL/LOEC, LC, pro mortalitu a EC, pro reprodukci (hlavné LC,,, LC,,, EC;, a EC,) spolu s 95 %

intervaly spolehlivosti, graf prolozeného modelu pouzitého pro vypocet, jeho funkéni rovnice a jeho
parametry (viz (9)),
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— veskeré informace a pozorovani uzite¢né pro interpretaci vysledkd,

— sila statistického testu, provadi-li se testovani hypotéz (9),

— odchylky od postupt popsanych v této zkusebni metodé a jakékoli neobvyklé uddlosti béhem zkousky,
— validita zkousky,

— minimdln{ zjistitelny rozdil NOEC, byla-li hodnota NOEC odhadnuta.
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Dodatek 1

Definice

Pro tuto zkuSebni metodu jsou pouzitelné nasledujici definice (v této zkousce se vSechny koncentrace vyvoldvajici
ucinek vyjadii v hmotnosti zkousené chemické latky vztaZzené na jednotku suché hmotnosti zkusebni ptdy).

Chemickd latka: litka nebo smés.

NOEC (No Observed Effect Concentration) je zkratkou pro koncentraci bez pozorovanych déinkd, coz je
koncentrace zkousené chemické latky, pfi niZ neni pozorovdn zddny acinek. V této zkousce koncentrace odpovidajici
hodnot¢ NOEC nemd pro danou expozi¢ni dobu zddny statisticky vyznamny G¢inek (na hladiné spolehlivosti p
< 0,05) ve srovndni s kontrolami.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) je zkratkou pro nejniz3{ koncentraci s pozorovanymi tcinky, coz
je nejnizsi koncentrace zkousené chemické latky, kterd ma pro danou expoziéni dobu statisticky vyznamny ucinek
(na hladiné spolehlivosti p < 0,05) ve srovndni s kontrolami.

EC, (Effect Concentration for x % effect) je koncentrace, kterd pro danou expozi¢ni dobu vyvoldvd x % tc¢inek na
zkusebni organismy ve srovndni s kontrolami. Napiiklad EC,, je koncentrace odhadnutd pro vyvoldni G¢inku na
zkouseny ukazatel u 50 % exponované populace za stanovenou expozi¢ni dobu.

Zkou$end chemicka latka: jakdkoli litka nebo smés zkousend touto zkusebni metodou.
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Dodatek 2

Hlavni dkony a ¢asovy harmonogram pro provedeni zkousky s chvostoskoky

Kroky zkousky Ize shrnout takto:

Cas (dny) Ukon
-23az-126 Pripravit synchronizovanou kulturu F. fimetaria
- 14 Pfipravit umélou ptidu (smichdnim suchych slozek)

Zkontrolovat pH umélé ptidy a odpovidajicim zptisobem upravit

Zméfit maximdlni vodni kapacitu ptdy

-9az-12 PFipravit synchronizovanou kulturu F. candida
-2az-7- Navlh¢it padu
-1 Rozdélit nedospélé jedince do sad

Pfipravit zdsobni roztoky a smisit je se zkouSenou chemickou latkou, je-li pozadovan roztok

0 Pripravit zdsobni roztoky a smisit je se zkouSenou chemickou latkou, je-li poZzadovana aplikace
pevné chemické latky rozpustné ve vodé nebo povrchovd aplikace

Zméfit pH pidy a zvazit nadrzky
Dodat potravu. Vlozit chvostoskoky.

14 Zkouska ke stanoveni rozsahu pro F. fimetaria: ukoncit zkousku, vyjmout chvostoskoky, zméfit pH
pudy a ztrdtu vody (zvdZenim)

Hlavni zkousky: zméfit vlhkost, doplnit vodu a pfidat 2-10 mg kvasnic

21 Hlavni zkouska s F. fimetaria: ukoncit zkousku, vyjmout chvostoskoky, zméfit pH pidy a ztrdtu
vody (zvaZenim)

Zkouska ke stanoveni rozsahu pro F. candida: ukon¢it zkousku, vyjmout chvostoskoky, zméfit pH
ptdy a ztrdtu vody (zvdZenim)

28 Hlavni zkouska s F. candida: ukoncit zkousku, vyjmout chvostoskoky, zméfit pH ptdy a ztrtu vody
(zvaZenim)
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Dodatek 3

Pokyny pro odchov a synchronizaci F. fimetaria a F. candida

Casy a doby trvani uvedené v téchto pokynech je tieba pro kazdy konkrétni kmen chvostoskokii ovéfit, aby se
zajistilo, Ze nacasovani umozni ziskat dostate¢né synchronizované nedospélé jedince. Vyskyt kladeni vajicek poté, co
byly dospélé organismy pfemistény do Cerstvého substritu, a vylihnuti z vaji¢ek v zdsadé urcuji vhodny den pro
odbér vaji¢ek a odbér synchronizovanych nedospélych chvostoskokil.

Doporucuje se mit neustdle k dispozici kmenovou kulturu sestdvajici napf. z 50 nddrzek | Petriho misek. Tuto
kmenovou kulturu je tfeba udrzovat v dobrych Zivotnich podminkach s poddvanim potravy, vody a odstranovanim
zbyvajicich ¢asti mrtvych tél jednou tydné. Piili§ maly pocet chvostoskokli v substritu mbzZe vést k inhibici
v dusledku vétsiho rtistu plisni. Je-li kmenova kultura pouzivana k produkei vajicek pfili§ ¢asto, miiZe se vycerpat.
Pfiznaky vyCerpani jsou mrtvi dospéli jedinci a plisefi na substratu. Zbyld vajicka pochazejici ze synchronizovanych
chvostoskokd je mozné pouzit na omlazeni kultury.

V synchronizované kultufe F. fimetaria se samecci odliSuji od samicek pfedeviim velikosti. Sameéci jsou jasné mensi a
pohybuji se rychleji nez samicky. Spravny vybér pohlavi nevyzaduje velkou praxi a je mozné ho potvrdit mikrosko-
pickym ohleddnim oblasti genitalif (13).

1.  Odchov
1.a. Pfiprava kultivacniho substrdtu

Kultivaénim substrdtem je pdlend sddra (siran vdpenaty) s aktivovanym aktivnim uhlim. To poskytuje vlhky
substrdt, pficemz funkci aktivniho uhlf je absorbovat odpadni plyny a exkreta (14)(15). K usnadnéni pozorovani
chvostoskokd 1ze pouzit rtizné formy aktivniho uhli. Napf. v pipadé F. candida a F. fimetaria se pouZivd
praskové aktivni uhli (¢imZ se ziskd pélend sddra Cerné/Sedé barvy):

Slozky substratu:

— 20 ml aktivovaného aktivniho uhli

— 200 ml destilované vody

— 200 ml pdlené sadry

nebo

— 50 g aktivovaného aktivniho uhli v prasku
— 260-300 ml destilované vody

— 400 g pélené sadry

Smés substritu se pied pouzitim nechd usadit.

1.b. Chov

Chvostoskoci jsou drzeni v nddrzkdch, napt. v Petriho miskich (90 mm x 13 mm) s dnem pokrytym 0,5 cm
vrstvou substratu sloZeného ze sddry a aktivniho uhli. Kultivuji se pfi teploté 20 + 1 °C a cyklu 12 hodin svétla
a 12 hodin tmy (s osvétlenim 400-800 luxt). Nadrzky se udrzuji vzdy vlhké, aby se zajistila 100 % relativni
vlhkost vzduchu v nddrzkdch. To lze zarucit piitomnosti volné vody v porézni sidrfe, je vSak tieba se vyvarovat
vytvofeni vodni vrstvy na povrchu sddry. Ztrdté vody lze predejit zajiténim vlhkého okolniho vzduchu.
Z néadrzek je nutné odstranit v§echny mrtvé jedince, a stejné tak veskerou potravu napadenou plisni. Aby se
stimulovala produkce vajicek, je nezbytné premistit dospélé chvostoskoky do Petriho misek s nové pfipravenym
substratem z palené sddry a aktivniho uhli.
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1.c. Zdroj potravy

Jako jediné krmivo pro F. candida a F. fimetaria se pouzivaji suSené pekaiské kvasnice v granulich. Cerstvé
krmivo se poddva jednou nebo dvakrdt tydné, aby nedochdzelo k plesnivéni. Klade se v malé hromddce pfimo
na pélenou sddru. Hmotnost pfidanych pekafskych kvasnic je tieba upravit podle velikosti populace
chvostoskokd, ale zpravidla postaci 2-15 mg.

2. Synchronizace

Zkouska by se méla provadét se synchronizovanymi chvostoskoky, aby se dosdhlo homogennich zkusebnich
organismi stejného instaru a stejné velikosti. Synchronizace ddle umoziuje rozliSovat mezi samecky a
samickami F. fimetaria ve véku od 3 tydnt vySe na zdkladé pohlavniho dimorfismu, tj. rozdilné velikosti. Nize je
uveden doporuceny postup, jak ziskat synchronizované jedince (praktické kroky jsou volitelné):

2.a. Synchronizace

— Pfipravte nddrzky s 0,5 cm vrstvou substratu sloZeného z palené sadry a aktivniho uhli.

— Pro kladeni vajicek pfemistéte 150-200 dospélych F. fimetaria a 50-100 F. candida z nejlepsich 15-20
nddrzek s kmenovou kulturou se substrdtem starym 4-8 tydnt do nddrzek a podejte jim krmivo — 15 mg
pekatskych kvasnic. Dbejte na to, aby se nedospéli jedinci nesmichali s dospélymi, nebot pfitomnost
nedospélych chvostoskokti mtize inhibovat produkci vajicek.

— Pii kultivaci udrzujte teplotu 20 + 1 °C (sttedni hodnota by méla byt 20 °C), cyklus 12 hodin svétla a 12
hodin tmy (s osvétlenim 400-800 luxd). Zabezpedte piisun Cerstvé potravy a nasycenost vzduchu vodou.
Nedostatek potravy muze vést k tomu, Ze chvostoskoci budou defekovat na vajicka s ndslednym ristem
plisni na vajickich, nebo F. candida mohou pojidat svd vlastni vajicka. Po 10 dnech se vajicka peclivé
odeberou jehlou a stérkou a premisti na ,vajickovy papir’ (malé kousky filtratniho papiru namocené do
suspenze pélené sadry | aktivniho uhli), ktery se vlozi do nddriky s Cerstvym substritem ze sidry a
aktivniho uhli. Do substratu se piidd nékolik zrnek kvasnic, aby upoutaly pozornost nedospélych
chvostoskokd a pfimély je filtratni papir opustit. Je dtlezité, aby filtra¢ni papir i substrat byly vlhké, jinak
vajicka vyschnou. Alternativné mohou byt dospéli jedinci po nakladeni vajicek na 2 nebo 3 dny ze synchro-
nizovanych kultiva¢nich schranek vyjmuti.

— Po 3 dnech se z vétsiny vajicek na filtra¢nim papiru vylthnou mlddata a pod filtra¢nim papirem bude mozné
nalézt nékolik nedospélych jedinct.

— Abychom ziskali stejné staré nedospélé chvostoskoky, filtracni papir s nevylthnutymi vajicky se z Petriho
misky pinzetou odstrani. Nedospéli chvostoskoci, nyni ve véku 0-3 dnd, v misce zlstanou a nakrmi se
pekafskymi kvasnicemi. Nevylihnutd vejce se vyfadi.

— Vajicka a vylthnuti nedospéli jedinci se kultivuji stejnym zptisobem jako dospéli. Zejména pro F. fimetaria je
tieba pfijmout tato opatfeni: zabezpedi se dostatek Cerstvé potravy, stard plesnivéjici potrava se odstrani a po
1 tydnu se nedospéli jedinci, pokud je jejich hustota vyssi nez 200, rozdéli do novych Petriho misek.

2.b. Manipulace s chvostoskoky na zacdtku zkousky

— F. candida ve v€ku 9-12 dnt nebo F. fimetaria ve véku 23-26 dni se odeberou, napt. odsatim, a vypusti do
malé nddrzky s vlhkym substritem slozenym ze sddry a aktivniho uhli a jejich fyzicky stav se ovéfi pod
binokuldrnim mikroskopem (zranéni a poskozeni jedinci se vyfadi). Pfi vech krocich je tfeba udrzovat
chvostoskoky ve vlhkém prostfedi, napf. pomoci navlhéenych povrcht apod., aby se zabrdnilo stresu ze
sucha.

— Otocte nddrzku dnem vzhiru a poklepejte na ni, aby se chvostoskoci pfemistili do pudy. Je tfeba neutra-
lizovat statickou elektfinu, jinak by chvostoskoci mohli pouze vyletét do vzduchu nebo se pfitisknout ke
sténé zkuSebni nadrzky a vyschnout. Pro neutralizaci je mozné pouzit ionizdtor nebo podloZit nadrzku
kusem vlhké latky.

— Potravu je tieba rozprostiit po celém povrchu pidy a nepoddvat ji pouze v jedné hrudce.
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— Pii prepravé a v dobé zkousky by se nemélo klepat na zkuebni nddrzky nebo s nimi jinak rusivé
manipulovat, protoze to miZze zvysit kompaktnost pidy a narusit interakci mezi chvostoskoky.

3. Alternativni druhy chvostoskoki

Pro zkouseni podle této zkuSebni metody je mozné zvolit i jiné druhy chvostoskokti, napf. Proisotoma minuta,
Isotoma viridis, Isotoma anglicana, Orchesella cincta, Sinella curviseta, Paronychiurus kimi, Orthonychiurus folsomi,
Mesaphorura macrochaeta. Pied pouzZitim alternativnich druht by mély byt splnény ur¢ité podminky:

— druhy by mély byt jednoznacné identifikovany,
— vybér daného druhu by mél byt odivodnén,

— mélo by se zajistit, aby do zku$ebni fize byla zahrnuta reprodukéni biologie, takze bude potencidlnim cilem
béhem expozice,

— mély by byt zndmy informace o vyvoji: vék pii dosazeni zralosti, doba trvani vyvoje vajicek a instary
podléhajici expozici,

— zkuSebni substrt a poddvani potravy by mély zajistit optimalni podminky pro rist a rozmnoZovani,

— variabilita by méla byt dostate¢né nizka pro dosazeni precizniho a pfesného odhadu toxicity.
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Dodatek 4

Extrakce a pocitini chvostoskoki

1. Lze pouzit dvé metody extrakce.

l.a. Prvni metoda: je mozné pouzit fizeny extraktor s teplotnim gradientem, zaloZeny za zdsadich stanovenych
MacFadyenem (1). Teplo pfichdzi z topného ¢lanku v horni &asti extrakéni nddrze (regulované pomoci
termistoru umisténého na povrchu ptidniho vzorku). Teplota ochlazené kapaliny obklopujici sbérnou nadobu se
reguluje pomoci termistoru, ktery se nachdzi na povrchu sbérné schranky (umisténé pod ptidnim vzorkem).
Termistory jsou pfipojeny k programovatelné fidici jednotce, kterd zvySuje teplotu podle pfedem naprogramo-
vaného rozvrhu. Chvostoskoci se odeberou do chlazené sbérné schranky (o teploté 2 °C), na jejimz dné je vrstva
palené sadry | aktivniho uhli. Extrakce za¢ind pii 25 °C, pticemz teplota se kazdych 12 hodin automaticky

zvySuje o 5 °C, a trvd celkem 48 hodin. Extrakce se ukonéi po 12 hodindch pii teploté 40 °C.

1.b. Druhd metoda: Po pokusné inkubac¢ni dobé se pocet nedospélych chvostoskokti odhadne pomoci flotace. Pro
tento Ucel se zkouska provadi v nddobach o objemu piiblizné 250 ml. Na konci zkousky se pfidd asi 200 ml
destilované vody. Ptida se jemné zkypii jemnym $téteckem, aby se chvostoskokiim umoznilo vyplavat na vodni
povrch. Do vody je mozné pfidat malé mnozstvi, asi 0,5 ml, ¢erné fotografické barvy znacky Kentmere, aby se
usnadnilo po¢itani diky zvysSeni kontrastu mezi vodou a bilymi chvostoskoky. Tato barva neni pro chvostoskoky
toxickd.

2. Poéitani:

Urceni poctu je mozné provést vizudlné nebo pod svételnym mikroskopem pomoci sitky umisténé pod flotaéni
nddobou nebo tak, Ze se povrch kazdé nadoby vyfotografuje a chvostoskoci se poté spocitaji na zvétSenych
fotografiich nebo promitanych diapozitivech. Pocty 1ze rovnéz stanovit pomoci technik digitilniho zpracovani
obrazu (12). Viechny techniky by mély byt validovany.
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Dodatek 5

Urceni maximdlni vodni kapacity pudy

Bylo zjisténo, Ze pro uréeni maximdln{ vodni kapacity (RVK) piidy je vhodnd ndsledujici metoda. Je popsdna v piiloze
C normy ISO DIS 11268-2 (Soil Quality — Effects of pollutants on earthworms (Eisenia fetida) (Kvalita ptidy — Ucinky
zneciStujicich ldtek na 7izaly. Cdst 2: Stanoveni G¢ink® na reprodukci Eisenia fetida|Eisenia andrei).

Odeberte stanovené mnozstvi (napt. 5 g) zkuSebniho ptidniho substritu pomoci vhodného zafizeni pro odbér
vzorku (spirdlové trubice apod.). Dno trubice prekryjte kouskem navlhéeného filtratniho papiru a poté ji polozte na
podlozku do vodni ldzné. Trubici je tieba postupné ponofovat, dokud hladina vody nepfevysi vrchni ¢ast pady. Poté
by méla byt ponechdna asi na tii hodiny ve vodg. Jelikoz ne v§echna voda absorbovand piidnimi kapildrami maze byt
zadrzena, vzorek ptidy by se mél nechat schnout po dobu dvou hodin tak, Ze se trubice poloZi na loZe velmi vlhkého
jemné rozemletého kiemenného pisku umisténého v zakryté niddobé (aby se zabranilo vysychdni). Vzorek, vysuseny
na konstantn{ hmotnost pii teploté 105 °C, je poté tieba zvazit. Reten¢ni vodni kapacita (RVK) se vypocitd takto:

RVK ( v % suché hmotnosti) = % x 100
kde:
S = hmotnost substrdtu nasyceného vodou + hmotnost trubice + hmotnost filtra¢niho papiru
T = hmotnost obalu (hmotnost trubice + hmotnost filtra¢niho papiru)

such4d hmotnost substrdtu

)
I
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Dodatek 6

Ur€eni pH pudy

Nésledujici metoda pro uréeni pH ptdy je zaloZzena na popisu uvedeném v CSN ISO 10390: Kvalita pidy —
Stanoveni pH.

Stanovené mnozstvi ptdy se susi pii pokojové teploté alespoi 12 hodin. Suspenze ptdy (obsahujici alesponi 5 gramt
ptdy) se poté smichd s pétindsobkem svého objemu 1 M roztoku chloridu draselného (KCl) ¢istoty p. a. nebo 0,01 M
roztoku chloridu vapenatého (CaCl,) ¢istoty p. a. Suspenze se poté po dobu 5 minut diikladné protfepe a nasledné se
nechd alesponi 2 hodiny, aviak ne déle nez 24 hodin, usadit. Poté se zméf{ pH kapalné fize pH-metrem, ktery byl
pfed kazdym méfenim kalibrovan pomoci vhodné série pufrovanych roztokd (napf. pH 4,0 a 7,0).



1.3.2016 Utedn véstnik Evropské unie L 54/287

C.40. ZKOUSKA TOXICITY BIVE!-IEI\,/I 2IVOTNfHQ CYKLU CHIRONOMIDAE V SYSTEMU SEDIMENT-
VODA ZA POUZITI OBOHACENE VODY NEBO OBOHACENEHO SEDIMENTU

UvoD

1. Tato zkuSebni metoda odpovidd Pokynu OECD pro zkouseni ¢. 233 (2010). Je uréena k posouzeni Ginkd
celozivotni expozice sladkovodnich pakomaérd Celedi Chironomus chemickym latkdm, pficemz plné pokryva
prvni generaci (generaci P) a ranou fdzi druhé generace (generace F1). Navazuje na stavajici zkuSebni metodu
C.28 (1) pouzivajici scéndf expozice obohacené vodé nebo metodu C.27 (15) pouzivajici scéndf
s obohacenym sedimentem. Zohledfiuje stavajici metody zkouseni toxicity pro druhy Chironomus riparius a
Chironomus dilutus (dfive nazyvany C. tentans (2)), které byly vyvinuty v Evropé a Severni Americe (3)(4)(5)(6)
(7)(8)(9) a ndsledné ovéfovany v mezilaboratornich porovnavacich zkouskdch (1)(7)(10)(11)(12). Lze uzit
rovnéZz dalsi dobfe zdokumentované druhy pakomard, jako napt. Chironomus yoshimatsui (13)(14). Celkova
délka trvani expozice je pfiblizné 44 dnt pro C. riparius a C. yoshimatsui a pfiblizné 100 dnd pro C. dilutus.

2. V této zkusebni metodé jsou popsdny scéndre expozice vodé i sedimentu. Vybér vhodného scéndfe expozice
zdvisi na zamysleném pouziti zkousky. Ucelem scéndte expozice vodé, tj. metoda obohaceni vodniho sloupce,
je simulovat rozpraSeni pesticidnitho postiiku a zahrnuje pocate¢ni maximdlni koncentraci v povrchovych
vodéch. Obohaceni vody je uzite¢né také pro jiné druhy expozic (véetné tinikd chemikalii), ale nikoli procest
akumulace v sedimentu, jejichz délka presahuje trvani zku$ebniho obdobi. V takovém piipadé a také tehdy,
kdyz se pesticidy dostivaji do vodniho utvaru ptedeviim odplavenim, muaze byt vhodnéjsi uspofddani
s obohacenym sedimentem. Jsou-li pfedmétem zdjmu jiné scéndfe expozice, uspofadani zkousky lze snadno
upravit. Napiiklad pokud neni podstatnd distribuce zkouSené chemické latky mezi vodni fizi a vrstvou
sedimentu a adsorpce do sedimentu musi byt minimalizovdna, lze zvdzit pouziti ndhradnitho umélého
sedimentu (napf. kiemenného pisku).

3. Chemické latky, které je tfeba testovat na organismech Zijicich v sedimentu, mohou v sedimentu pfetrvdvat po
dlouhd obdobi. Expozici organismi Zzijicich v sedimentu lze zajistit celou fadou moznych cest. Relativni
vyznam jednotlivych cest, jimiz dochdzi k expozici, a doba nezbytnd k tomu, aby kazdd z nich pfispéla
k celkovému toxickému dcinku, jsou zdvislé na fyzikdlné-chemickych vlastnostech chemické latky. V ptipadé
silné adsorbujicich chemickych litek nebo chemickych latek s kovalentni vazbou na sediment mfize byt
vyznamnou cestou expozice poziti kontaminované potravy. Aby nedoslo k podcenéni toxicity vysoce
lipofilnich chemickych latek, 1ze zvazit uziti potravy pfidané do sedimentu pted aplikaci zkousené chemické
latky (viz odstavec 31). Je tedy mozné zohlednit vSechny zpiisoby expozice a vSechna Zivotni stadia.

4. Méfenymi ukazateli jsou celkovy pocet plné vylihlych, Zivych dospélct (v prvni a druhé generaci), rychlost
vyvoje (v prvni a druhé generaci), pomér pohlavi u plné vylihlych, Zivych dospélcti (v prvni a druhé generaci),

xy o ¥y o

pocet $nur vajicek na jednu samicku (pouze v prvni generaci) a fertilita $iidr vaji¢ek (pouze v prvni generaci).

5. Durazné se doporucuje pouzivat piipraveny sediment. Pfipraveny sediment mé oproti pfirodnim sedimentiim
nékolik vyhod:

— jeho experimentdlni variabilita je sniZena, nebot tvoii reprodukovatelnou ,standardizovanou matrici, a
odpada potieba hledat zdroje nekontaminovaného ¢istého sedimentu,

— zkousky lze zahdjit kdykoli, aniz by bylo nutno potykat se se sezonnimi vykyvy zkusebniho sedimentu, a
sediment nenf tieba pfedem upravovat, aby se z néj odstranili ptivodni Zivocichové,

— oproti terénnimu shromazdovani dostatecného mnozstvi sedimentu pro rutinni testovani se snizi naklady,
— pfipraveny sediment umozZiiuje porovnani toxicity v riznych studiich a odpovidajici fazeni latek (3).

6. Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 1.
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10.

PODSTATA ZKOUSKY

Larvy pakomdrli v prvnim instaru jsou vystaveny koncentranimu rozmezi zkouené chemické latky
v systému sediment-voda. Zkouska za¢ind tim, Ze se larvy prvniho instaru (prvni generace) umisti do
zkusebnich kddinek obsahujicich obohaceny sediment, nebo se zkousend chemicka litka po umistén{ larev
vmichd do vody. Posuzuje se pocet vylihnuti, ¢as do vylthnuti a pomér pohlavi plné vylihlych, Zivych
pakomart. Vylihli dospélci se premisti do chovnych kleci, aby se usnadnilo rojeni, pafeni a kladeni vajicek.
Posuzuje se pocet nakladenych sndr vajicek a jejich fertilita. Z téchto $iidr vajicek se ziskaji larvy prvniho
instaru druhé generace. Tyto larvy se vlozi do Cerstvé pfipravenych zkusebnich kddinek (postup expozice je
stejny jako pro prvni generaci), aby bylo mozné ur¢it Zivotaschopnost druhé generace pakomart posouzenim
jejich vylihnuti, casu do vylthnuti a poméru pohlavi plné vylihlych, Zivych pakomadra (schematicky piehled
zkousky toxicity béhem Zivotniho cyklu je uveden v dodatku 5). VSechny udaje se analyzuji bud pomoci
regresniho modelu s cilem odhadnout koncentraci, kterd by zpusobila x % sniZeni pfislusnych ukazateld,
nebo s vyuzitim testovani hypotéz pro stanoveni koncentrace bez pozorovatelnych ucinkt (NOEC). Posledné
uvedend metoda vyZaduje srovndni odezvy exponovanych skupin s odpovidajicimi odezvami kontrolnich
skupin pomoci statistickych testd. Je tieba poznamenat, Ze pfi scéndfi s obohacenou vodou by v piipadé
kukly) vystavit vyrazné nizs${ mensi Grovni koncentrace ve vodé nad sedimentem, nez tomu bylo v piipadé
larev v prvnim instaru. Pokud je to problém a je nutnd srovnatelnd uroveri expozice pro viechna Zivotni
stadia, je moZné zvazit tyto zmény ve zkuSebni metodé:

— soubéznd provedeni s obohacenim v riiznych Zivotnich fazich nebo

— opakované obohaceni zkusebniho systému (nebo obnoveni vody nad sedimentem) béhem obou fdzi
zkousky (prvni a druhd generace), pfi¢emz intervaly obohaceni (obnoveni) by mély byt upraveny podle
charakteristik rozpadu zkousené chemické latky.

Takové zmény jsou proveditelné pouze pii scénéfi s obohacenou vodou, nikoli vSak pfi scénéfi s obohacenym
sedimentem.

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

Meéla by byt zndma rozpustnost zkousené chemické litky ve vodg, jeji tlak par a log K ,, naméfend nebo
vypoctend distribuce v sedimentu a stabilita ve vodé a v sedimentu. Méla by byt k dispozici spolehlivd
analytickd metoda pro stanoveni mnoZstvi zkousené chemické litky ve vodé nad sedimentem, kapilarni vodé
a v sedimentu, a to se zndmou a doloZenou pfesnosti a mez{ stanovitelnosti. K uzitecnym informacim patii
strukturni vzorec a Cistota zkouSené chemické latky. UZite¢ny je rovnéz chemicky osud zkousené chemické
latky (napf. zdnik, abioticky a bioticky rozklad atd.). Dalsi pokyny pro zkouseni latek s fyzikdlné-chemickymi
vlastnostmi, které ¢ini jejich zkouseni obtiZnym, jsou uvedeny v seznamu literatury (16).

REFERENCNI CHEMICKE LATKY

Referen¢ni chemické latky mohou byt pravidelné testovany pro ovéfeni toho, Ze citlivost laboratorni populace
se nezménila. Stejné jako u dafnii je dostacujici provést 48hodinovou zkousku akutni toxicity (podle (17).
Dokud vs$ak neni k dispozici platnd metoda OECD pro zkousky akutni toxicity, 1ze zvazit provedeni zkousky
chronické toxicity podle kapitoly C.28 této piilohy. Piikladem referencnich toxickych latek Gspé$né pouzitych
v mezilaboratornich zkouskich a valida¢nich studiich jsou: lindan, trifluralin, pentachlorfenol, chlorid
kademnaty a chlorid draselny (1)(3)(6)(7)(18).

VALIDITA ZKOUSKY

Aby byla zkouska platnd, musi byt splnény tyto podminky:

— stiedni hodnota vylithnuti v kontrolni zkousce by pro obé generace na konci zkusebniho obdobi méla byt
alesponi 70 % (1)(7),

— pro C. riparius a C. yoshimatsui by k lihnuti 85 % celkového poctu vylihlych dospélych jedincti z kontrolni
zkousky v obou generacich mélo dojit mezi 12. a 23. dnem po zavedeni larev prvniho instaru do nddob;
pro C. dilutus je pfijatelnd doba 20-65 dnd,
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— stiedni hodnota poméru pohlavi plné vylihlych, zivych dospélct (vyjadiend podilem samicek/sameck)
v kontrolni zkousce v obou generacich by méla byt nejméné 0,4, ale ne vétsi nez 0,6,

— v kontroldch prvni generace by pocet sitir vajicek v kazdé chovné kleci mél byt nejméné 0,6 na jednu
samicku nasazenou do chovné klece,

— podil plodnych $nar vajicek v kazdé chovné kleci s kontrolou prvni generace by mél byt nejméné 0,6,

— na konci obdobi expozice obou generaci se v kazdé nddobé zméf pH a koncentrace rozpusténého
kysliku. Koncentrace rozpusténého kysliku by méla ¢init alespont 60 % hodnoty nasyceni vzduchem
(ASV (') a pH vody nad sedimentem by se ve vSech zkusebnich nddobdch mélo pohybovat mezi 6 a 9,

— teplota vody by se neméla lisit o vice nez * 1,0 °C.

POPIS METODY
Zkusebni nddoby a chovné klece

11.  Larvy jsou vystaveny expozici ve sklenénych 600ml kddinkdch o priméru piiblizné 8,5 cm (viz dodatek 5).
Vhodné jsou i jiné nddoby, ale mély by zarucovat odpovidajici vysku vody nad sedimentem a hloubku
sedimentu. Plocha sedimentu by méla byt dostate¢nd, aby poskytovala 2 az 3 cm? na larvu. Pomér hloubky
sedimentu k vySce vody nad sedimentem by mél byt pfiblizné 1:4. Mély by byt pouzity chovné klece
(minimdlné 30 cm ve viech tfech rozmérech) s gdzou (velikost ok pfiblizné 1 mm) pokryvajici vrchni ¢dst
klece a nejméné jednu sténu klece (viz dodatek 5). Do kazdé klece se umisti dvoulitrova krystaliza¢ni miska
obsahujici zkuSebni vodu a sediment na kladeni vajicek. Také v krystalizacni misce by pomér hloubky
sedimentu k vy3ce vody nad sedimentem mél byt pfiblizné 1:4. Poté, co jsou z krystaliza¢ni misky odebrany
$ndry vajicek, umisti se na mikrotitracni desticky s 12 jamkami (na jednu $ntru v kazdé jamce pfipadd
nejméné 2,5 ml obohacené vody z krystalizacni misky) a poté se desticky uzaviou vickem, aby se zabranilo
vyznamnému odpafovdni. Je mozné pouzit i jiné nddoby vhodné pro uchovavdni sitir vajicek. S vyjimkou
mikrotitracnich desti¢ek by vSechny zkusebni nddoby a dalsi aparatura, kterd pfichazi do styku se zkuSebnim
systémem, mély byt celé zhotoveny ze skla nebo z jiného chemicky inertniho materidlu (napf. z teflonu).

Vybér druhi

12.  Pfi zkouSce md byt pfednostné uzito druhu Chironomus riparius. Lze uZit rovnéZ druh C. yoshimatsui. Vhodny
je i druh C. dilutus, av§ak hife se s nim manipuluje a vyzaduje i deldi trvani zkousky. Podrobnosti o
kultiva¢nich metodéch pro druh C. riparius jsou uvedeny v dodatku 2. Informace o kultiva¢nich podminkach
jsou k dispozici také pro druhy C. dilutus (5) a C. yoshimatsui (14). Identifikace druhu by méla byt pred
zkouskou potvrzena, ale neni vyZzadovdna pfed kazdou zkouskou, pokud organismy pochazeji z domdci
kultury.

Sediment

13.  Doporucuje se pfednostné uzivat piipraveny sediment (nazyvany rovnéz rekonstituovany, umély nebo
synteticky sediment). Pokud se vSak pouzije pfirodni sediment, je potfeba ho charakterizovat (alesponn pH a
obsah organického uhliku a doporucuje se i stanoveni dalich parametrt, jako je pomér C/N a zrnitost) a mél
by byt prost veskerého znecisténi a dalsich organismd, které mohou larvdim pakomér konkurovat nebo je
konzumovat. Doporucuje se také sedimenty pfed zkouskou po dobu sedmi dnii kondicionovat za zkusebnich
podminek. Doporucuje se ndsledujici pfipraveny sediment (1)(20)(21), popsany v seznamu literatury (1):

a. 4-5 % (susiny) raeliny s pH co nejblize 5,5 az 6,0; je dilezité, aby byla ve formé prasku, jemné namletd
(velikost ¢astic < 1 mm) a suSend vyhradné na vzduchu;

b. 20 % (susiny) kaolinitického jilu (pokud mozno s vice nez 30 % kaolinitu);

() Piiteploté 20 °C za standardniho atmosférického tlaku se ASV sladké vody rovnd 9,1 mg/1 (60 % se rovna 5,46 mg|l).
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c. 75-76 % (susiny) kiemenného pisku (mél by pfevaZovat jemny pisek s vice nez 50 % ¢astic velikosti 50 az
200 pm);

d. pfidé se deionizovand voda s cilem dosdhnout 30-50 % vlhkosti v kone¢né smési;

e. pfidd se chemicky ¢isty uhli¢itan vapenaty (CaCO,) pro tpravu pH kone¢né smési sedimentu na pH
7,0 £0,5;

f. obsah organického uhliku v konecné smési by mél byt 2 % (+ 0,5 %) a je tieba jej upravit pouzitim
vhodného mnoZstvi raeliny a pisku v souladu s pism. a) a c).

14.  Raelina, kaoliniticky jil a pisek by mély pochazet ze zndmého zdroje. Jednotlivé slozky sedimentu by mély
byt kontrolovany z hlediska nepfitomnosti chemické kontaminace (napt. tézké kovy, chlorované organické
slouceniny, organofosforové slouceniny). Piiklad pfipravy umélého sedimentu je popsin v dodatku 3.
Prijatelné je i michdni suchych slozek, pokud se prokdze, Ze po pfiddni vody nad sedimentem nedochdzi
k separaci slozek sedimentu (napf. vyplavovani &astic raSeliny) a Ze raSelina nebo sediment jsou dostatecné
kondicionovény.

Voda

15.  Pro tuto zkousku je vhodnd jakdkoli voda, kterd vyhovuje chemickym charakteristikdim ptipustné Fedici vody
uvedenym v dodatcich 2 a 4. Jakdkoli vhodnd voda, pfirodni voda (povrchovd nebo podzemni), rekonsti-
tuovand voda (viz dodatek 2) nebo odchlorovand vodovodni voda je pfijatelnd jako kultiva¢ni a zkuSebni
voda, pokud v ni pakomafi preziji po dobu kultivace a zkouseni bez zndmek stresu. Na zacdtku zkousky by
se hodnota pH zkuSebni vody méla pohybovat mezi 6 a 9 a jeji celkovd tvrdost by neméla byt vyssi nez
400 mg(l CaCO,. V piipadé, Ze je podezieni na interakci mezi ionty zptisobujicimi tvrdost vody a zkousenou
chemickou ldtkou, méla by byt pouzita voda nizsi tvrdosti (proto neni vhodné v této situaci pouzivat
Elendtovo médium M4). V pribéhu celé studie by mél byt uzivan stejny typ vody. Charakteristiky jakosti vody
uvedené v dodatku 4 by mély byt méfeny nejméné dvakrdt rocné, nebo pokud existuje podezfeni, Ze mohlo
dojit k podstatné zméné téchto vlastnosti.

Zisobni roztoky — obohacend voda

16. a. Zkusebni koncentrace se vypoctou na zdkladé koncentraci ve vodnim sloupci, tj. vodé nad sedimentem.
ZkuSebn{ roztoky zvolené koncentrace jsou obvykle pfipravoviny fedénim zdsobniho roztoku. Zasobni
roztoky by mély byt pfipraveny rozpusténim zkousené chemické latky v fedici vodé. V nékterych piipadech
miZe byt pro vytvofeni zdsobniho roztoku o vhodné koncentraci nezbytné pouziti rozpoustédel nebo
dispergdtorti. Mezi vhodnd rozpoustédla patii aceton, ethylenglykol-monoethylether, ethylenglykol-dimethy-
lether, dimethylformamid a triethylenglykol. Jako dispergator mohou byt pouZity Cremophor RH40, Tween
80, 0,01 % methylcelulosa a HCO-40. Koncentrace solubiliza¢niho ¢inidla v kone¢ném zkuSebnim médiu by
méla byt minimalni (tj. < 0,1 ml/l) a méla by byt u vech expozic stejnd. Pouzije-li se solubiliza¢ni ¢inidlo,
nemélo by mit vyznamné Gc¢inky na pfeZiti, coz musi byt prokdzdno na kontrolni skupiné vystavené
rozpoustédlu ve srovndni s negativni kontrolni skupinou (vystavenou pouze vod€). Méla by viak byt
vynaloZena maximdlni snaha takové chemické latky nepouzivat.

Zasobni roztoky — obohacené sedimenty

16. b. Obohacené sedimenty zvolené koncentrace se obvykle pfipravi pfiddnim roztoku zkousSené chemické latky
pfimo do sedimentu. Zdsobni roztok zkousené chemické latky rozpusténé v deionizované vodé se smisi
s piipravenym sedimentem pomoci krouZivé michacky, michacky krmiv nebo rué¢nim smichdnim. Je-li
zkousend chemickd ldtka $patné rozpustnd ve vod¢, miZe byt rozpusténa v co nejmensim objemu vhodného
organického rozpoustédla (napf. hexanu, acetonu nebo chloroformu). Tento roztok se pak smisi s 10 g
jemného kfemicitého pisku na jednu zkusebni nadobu. Rozpoustédlo se nechd odpafit a mélo by byt z pisku
zcela odstranéno; pisek se pak smisi s vhodnym mnoZstvim sedimentu. K rozpusténi, dispergaci nebo
emulgaci zkousené chemické litky mohou byt pouzita pouze ¢inidla, kterd snadno vytékaji. Je tfeba mit na



1.3.2016 Utedn véstnik Evropské unie L 54/291

paméti, Ze pii piipravé sedimentu musi byt brdn v potaz pisek ze zkousené chemické latky a smési pisku (tzn.
pfi piipravé sedimentu by se mélo pouZit mensi mnozstvi pisku). Je tfeba dbét na to, aby zkousend chemicka
latka ptidand do sedimentu byla v sedimentu dikladné a rovnomérné rozlozena. Pokud je to nutné, lze za
tcelem stanoveni stupné homogenity analyzovat dil¢i vzorky.

USPORADANI ZKOUSKY

17. Uspofdddnim zkousky se rozumi vybér poctu zkusebnich koncentraci a jejich odstupriovdni, pocet
zkusebnich nadob pro kazdou koncentraci, pocet larev v nddobé, pocet krystalizacnich misek a chovnych
kleci. Uspotadani pro EC,, NOEC a limitni zkousku jsou popsdna nize.

Uspofidani pro regresni analyzu

18.  Zkouska by méla pokryvat Gi¢innou koncentraci (EC,) a rozsah koncentraci, pfi nichz dochdzi k ucinku
zkousené chemické latky, ktery je pfedmétem zdjmu, tak aby kone¢ny ukazatel nebyl extrapolovin mimo
hranice ziskanych adaji. Je tfeba se vyhnout extrapolaci hluboko pod nejnizsi koncentraci nebo piesahujici
nejvyssi koncentraci. Pro vybér vhodného rozsahu zkuSebnich koncentraci maze byt uzitend piedbézna
zkouska ke stanovenf rozsahu koncentraci podle zkuSebni metody C.27 nebo C.28.

19.  Pro stanoveni EC, je poZadovdno nejméné pét koncentraci a osm opakovani pro kazdou koncentraci. Pro
kazdou koncentraci by mély byt pouzity dvé chovné klece (A a B). Osm opakovini se rozdéli do dvou skupin
po Ctyfech opakovdnich pro kazdou chovnou klec. Toto slouceni opakovéni je nezbytné vzhledem k poctu
pakomarti, ktery je v kleci potfebny pro fddné posouzeni reprodukce. Druhd generace vSak md opét osm
opakovdni, jez pochdzeji z exponovanych populaci v chovnych klecich. Faktor mezi koncentracemi nesmi byt
vétsi nez 2 (vyjimku lze ucinit v pfipadech, kdy md kiivka zdvislosti odezvy na ddvce maly sklon). Pocet
opakovéni pii kazdé expozici lze sniZit na Sest (po tfech pro kazdou chovnou klec), pokud se zvysi pocet
zkuSebnich koncentraci s riznymi odezvami. ZvySeni poctu opakovdni nebo ztZeni rozsahu zku3ebnich
koncentraci obvykle vede k ziizeni intervalu spolehlivosti hodnoty EC..

Uspofidani odhadu NOEC

20.  Pro stanoveni NOEC se pouzije pét zkuSebnich koncentraci s nejméné osmi opakovanimi (po ¢tyfech pro
kazdou chovnou klec, A a B) a faktor mezi koncentracemi by nemél byt vyssi nez 2. Pocet opakovani by mél
byt dostatecny, aby zajistil odpovidajici statistickou vyznamnost, s jakou ma byt rozeznan 20 % rozdil oproti
kontrolnimu vzorku na 5 % hladiné vyznamnosti (@ = 0,05). Pro rychlost vyvoje, reprodukéni schopnost a
fertilitu je zpravidla vhodné pouzit analyzu rozptylu (ANOVA) s ndslednym Dunnettovym nebo
Williamsovym testem (22)(23)(24)(25). Pro procento vylihlych jedinci a pomér jejich pohlavi mize byt
vhodny Cochrantiv-Armitagetiv test, Fishertiv exaktni test (s Bonferroniho korekci) nebo Manteliiv-Haenszelav
test.

Limitni zkouska

21.  Muze byt provedena limitni zkouska (jedna zkuSebni koncentrace a kontrola (kontroly)), pokud nebyly
zjistény zddné Gcinky az po maximdlni koncentraci pfi volitelné pfedbézné zkousce ke stanoveni rozsahu
koncentraci. U¢elem limitni zkousky je urcit, Ze jakékoli toxické tcinky zkousené chemické latky se vyskytuji
pfi trovnich vyssich nez zkouseny koncentra¢ni limit. Pro zkousku s vodou se doporucuje 100 mg/l a pro
zkousku se sedimentem 1 000 mg/kg (susiny). Obvykle je pro expozici i kontrolu zapotiebi alespoi osmi
opakovéni. Pocet opakovani by mél byt dostatecny, aby zajistil odpovidajici statistickou vyznamnost, s jakou
mé byt rozezndn 20 % rozdil oproti kontrolnimu vzorku na 5 % hladiné vyznamnosti (a = 0,05). V ptipadé
spojité proménné (napf. rychlost vyvoje) je t-test vhodnou statistickou metodou, pokud udaje spliuji
pozadavky tohoto testu (normalita rozdéleni, homogenni rozptyly). Pokud tyto pozadavky splnény nejsou, 1ze
pouzit t-test nestejnych rozptylt nebo neparametricky test, jako je napiiklad Wilcoxontv-Manntiv-Whitneytiv
test. Pro procento vylihlych jedinct je vhodny Fisherv exaktni test.
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POSTUP

Podminky expozice

Pfiprava systému voda-sediment (obohaceni vody)

22.a. Do kazdé zkuSebni nddoby a krystaliza¢ni misky se pfidd pfipraveny sediment (viz odstavce 13-14 a
dodatek 3) tak, aby tvofil vrstvu o hloubce nejméné 1,5 cm (v krystalizaéni misce miiZze byt ponékud niZsi),
aviak nejvySe 3 cm. Pfidd se voda (viz odstavec 15) tak, aby pomér hloubky vrstvy sedimentu a vysky vody
nepfekrocil 1:4. Po piipravé zkuSebnich nddob se systém sediment-voda pted pfiddnim larev zkuSebnich
organismil v prvnim instaru prvni nebo druhé generace po dobu sedmi dnti mirné provzdusnuje (viz
odstavec 14 a dodatek 3). Systém sediment-voda v krystaliza¢nich miskich se béhem zkousky
neprovzdusiuje, nebot nemusi podporovat preziti larev ($ndry vajicek se odeberou jiz pfed vylthnutim). Aby
se zabranilo oddéleni slozek sedimentu a resuspenzi jemného materidlu v prabéhu ptidavani zkusebni vody
ve vodnim sloupci, 1ze sediment piikryt plastovym diskem, na ktery se voda nalije. Bezprostiedné poté se disk
vyjme. Mohou byt vhodnd i jind zafizeni.

Pfiprava systému voda-sediment (obohaceny sediment)

22.b. Obohacené sedimenty pfipravené podle odstavce 16.b se umisti do nddob a krystaliza¢ni misky a ptida se
voda nad sediment tak, aby vznikl objemovy pomér sedimentu a vody 1:4. Hloubka vrstvy sedimentu by se
méla pohybovat v rozmezi od 1,5 do 3 cm (v krystaliza¢ni misce maze byt ponékud nizsi). Aby se zabranilo
oddéleni slozek sedimentu a resuspenzi jemného materidlu v pribéhu pfiddvani zkusebni vody ve vodnim
sloupci, lze sediment pfikryt plastovym diskem, na ktery se voda nalije, a disk se bezprostiedné poté vyjme.
Mohou byt vhodnd i jind zaf{zeni. Jakmile je obohaceny sediment s vodou nad sedimentem pfipraven, je
zddouci umoznit prinik zkousené chemické latky ze sedimentu do vodné faze (4)(5)(7)(18). To by se mélo
provadét pokud mozno za stejnych podminek z hlediska teploty a provzdusiovani, jaké maji byt pouzity pti
zkousce. Vhodnd doba k dosazeni rovnovahy je specifickd pro konkrétni sediment a chemickou latku a maze
se pohybovat v fddu hodin az dni, ziidka az pét tydnd. Vzhledem k tomu, Ze takovd doba by umoznila
rozklad mnoha chemickych ldtek, necekd se na dosazeni rovnovéhy, ale doporucuje se vyrovnavaci doba
v trvdni 48 hodin. Je-li viak zndmo, Ze dand chemickd ldtka md dlouhy polocas rozkladu v sedimentu (viz
odstavec 8), lze dobu pro ustaveni rovnovdhy prodlouZit. Na konci této prodlouzené doby pro ustaveni
rovnovihy by se méla zméfit koncentrace zkousené chemické latky ve vodé nad sedimentem, v kapildrni vodé
a v sedimentu, a to alespon pfi nejvyssi koncentraci a pii jedné nizsi koncentraci (viz odstavec 38). Tato
analytickd stanoveni zkouSené chemické latky umoziiuji vypocitat hmotnostni bilanci a vyjadrit vysledky na
zdkladé naméfenych koncentraci.

23.  ZkuSebni nddoby se pfikryji (napiiklad sklenénymi destickami). Pokud je to nutné, v pribéhu studie se
hladina vody dopliiuje na ptivodni objem s cilem kompenzovat odpaiovani vody. K tomuto G¢elu by méla byt
pouzita destilovand nebo deionizovand voda, aby se zabranilo hromadéni soli. Krystaliza¢ni misky v chovnych
klecich se nezakryvaji a mohou, ale nemusi byt dopliiovany, aby se nahradila ztrita vody béhem zku$ebni
doby, nebot $ndry vajicek jsou ve styku s vodou pouze pfiblizné jeden den a misky se pouZivaji pouze béhem
kratké faze zkousky.

Pfiddni zkusebnich organismii

24.  Ctyfi az pét dnti pied ptiddnim larev v prvnim instaru prvni generace by mély byt z kultury odebrany shluky
vajicek a mély by byt umistény do malych nddob do kultivaéniho média. Lze pouZit star§i médium ze zdsobni
kultury nebo Cerstvé pripravené médium. V kazdém piipadé by mélo byt do kultivatniho média pfiddno malé
mnozstvi potravy, napf. nékolik kapek filtratu z jemné mleté suspenze vlo¢kového krmiva pro ryby (viz
dodatek 2). Mély by se pouzit pouze Cerstvé nakladené shluky vajiek. Za béznych okolnosti se larvy zacinaji
lihnout nékolik dni po nakladeni vaji¢ek (2 az 3 dny u C. riparius pfi 20 °C a 1 az 4 dny u C. dilutus pfi 23 °C
a C. yoshimatsui pti 25 °C) a béhem larvdlniho vyvoje se vysttidaji ¢tyfi instary, z nichz kazdy trvd 4-8 dni.
Pii zkousce se pouziji larvy prvniho instaru (nejvySe 48 h po vylihnuti). Stadium instaru pakomadrt lze
piipadné zkontrolovat pomoci 3ifky hlavové kapsuly (7).
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25.  Dvacet larev v prvnim instaru prvni generace se pomoci pipety bez $picky ndhodné rozdéli do jednotlivych
zkuSebnich nddob obsahujicich systém sediment-voda. Provzdusnovdni vody se pfi pfidavani larev do
zkusebnich nddob ukonéi a znovu by se mélo zahdjit nejdfive po uplynuti 24 hodin od pfidani larev (viz
odstavec 32). Podle zvoleného usporddani zkousky (viz odstavce 19 a 20) je pocet larev uzity na jednu
koncentraci minimdlné 120 pro stanoveni EC, (6 opakovdni pro kazdou koncentraci) a 160 pro stanoveni
NOEC (8 opakovédni pro kazdou koncentraci). V uspofdddni s obohacenym sedimentem expozice zacind
pfiddnim larev.

Obohaceni vody nad sedimentem

26.  Po 24 hodindch od pfiddni larev v prvnim instaru prvni generace se zkouSend chemickd litka vmisi do
sloupce vody nad sedimentem a znovu se zavede mirné provzdusiiovani (ohledné moznych zmén
v uspofadani zkousky viz odstavec 7). Pod hladinou vody se pomoci pipety aplikuji malé objemy roztokd
zkousené chemické latky. Voda nad sedimentem se poté opatrné promichd, aby se sediment nerozrusil. Pfi
uspofadani s obohacenou vodou expozice za¢ind obohacenim vody (tj. jeden den po pfidani larev).

Sbér wylihlyjch dospélcii

27.  Vylihli pakomadfi prvni generace se nejméné jednou, lépe vSak dvakrdt denné (viz odstavec 36) odebiraji ze
zkudebnich nddob pomoci odsavace, exhaustoru nebo obdobného zafizeni (viz dodatek 5). Zvlasté je tieba
dbét na to, aby se dospélci neposkodili. Odebrani pakomati ze ¢tyf zkusebnich nddob v ramci jedné expozice
se vypusti do chovné klece, ke které byli pfedtim pfidéleni. V den prvniho vylthnut{ (samecka) se do krystali-
zaCnich misek pod hladinu vody pipetou pfidd malé mnoZstvi zkouSené chemické latky (usporadani
s obohacenou vodou). Voda nad sedimentem se poté opatrné promichd, aby se sediment nerozrusil.
Koncentrace zkou$ené chemické latky v krystaliza¢ni misce je stejnd jako v expozi¢nich nddobdach, které jsou
piidéleny k dané konkrétni chovné kleci. P¥ uspofddidni s obohacenym sedimentem se krystaliza¢ni misky
piipravi pfiblizné v den 11 po zahdjeni expozice (tj. po zavedeni larev prvni generace) tak, aby mohly byt
béhem asi 48 hodin pfed vloZenim prvnich $ndr vajicek uvedeny do rovnovahy.

28. Sty vajicek se odeberou z krystaliza¢ni misky v chovné kleci pomoci pinzety nebo pipety bez $picky. Kazda
$nura vajicek se z krystalizaéni misky, z niz byla odebrdna, pfemisti do nddoby s kultivaénim médiem (napf.
do jamky mikrotitra¢ni desticky s 12 jamkami spolu s nejméné 2,5 ml média). Nadoby se $iitirami vajicek se
prikryji vicky, aby se zabrénilo vyznamnému odpafovéni. Siitiry vajicek se po dobu nejméné Sesti dnii od
jejich nakladeni ponechaji za G¢elem pozorovani, aby mohly byt vyhodnoceny jako plodné nebo neplodné.

Pro zahdjeni zkousky s druhou generaci se z kazdé chovné klece vyberou nejméné tfi, lépe vsak Sest plodnych
$nar vajicek a spolu s ur¢itym mnozZstvim potravy se nechaji vylihnout. Tyto sfitiry s vajicky by mély byt
nakladeny ve vrcholné cdsti kladeni vajicek, k cemuz obvykle dochdzi kolem zkuSebntho dne 19
v kontrolnich skupinich. V idedlnim piipadé zatne zkouska s druhou generaci ve vSech expozicich ve stejny
den, ale v dusledku t¢inkd té ¢ oné chemické litky na vyvoj larev to nemusi byt vidy mozné. V takovém
piipadé muze k vyvoji pfi vyssich koncentracich dojit pozdgji nez k niz$im expozicim a kontroldm (s rozpou-
stédlem).

29.a. Pfi uspofdddni s obohacenou vodou se systém sediment-voda pro druhou generaci pfipravi tak, Ze se
zkousend chemicka latka pfimisi do vodniho sloupce nad sedimentem pfiblizné 1 hodinu pted vloZenim larev
prvniho instaru do zkuSebnich nddob. Pod hladinou vody se pomoci pipety aplikuji malé objemy roztoku
zkousené chemické latky. Voda nad sedimentem se poté opatrné promichd, aby se sediment nerozrusil. Po
obohaceni se provede mirné provzdusnéni.

29.b. Pfi uspofadani s obohacenym sedimentem se expozi¢ni nddoby obsahujici systém sediment-voda pro druhou
generaci pfipravi stejnym zptsobem jako pro prvni generaci.

30. 20 larev v prvnim instaru (nejvySe 48 h po vylihnuti) druhé generace se pomoci pipety bez $picky ndhodné
rozdéli do jednotlivych zkuSebnich nddob obsahujicich systém obohaceny sediment-voda. Provzdusnovani
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vody by mélo byt pfi pfiddni larev prvniho instaru do zkusSebnich nddob ukonéeno a mélo by byt znovu
zahdjeno nejdiive po uplynuti dalsich 24 hodin od pfiddni larev. Podle zvoleného uspofddani zkousky (viz
odstavce 19 a 20) je pocet larev pouzity na jednu koncentraci minimdlné 120 pro stanoveni EC, (6 opakovani
pro kazdou koncentraci) a 160 pro stanoveni NOEC (8 opakovani pro kazdou koncentraci).

Potrava

31.  Larvy ve zkuSebnich nddobdch je tfeba krmit optimalné denné nebo nejméné tiikrdt tydné. Jako dostatetnd
dévka pro mladé larvy po dobu prvnich 10 dn jejich vyvoje se jevi krmivo pro ryby (suspenze ve vodé nebo
jemné rozmélnéné krmivo, napt. Tetra-Min nebo Tetra-Phyll, viz podrobnosti v dodatku 2) v mnozstvi 0,25
az 0,5 mg (0,35 az 0,5 mg pro C. yoshimatsui) na larvu za den. Starsi larvy mohou potfebovat o néco vétsi
mnozstvi potravy: po zbyvajici dobu zkousky by mélo dostacovat 0,5-1,0 mg na larvu denné. Pokud
v kontrolnich skupindch dojde k ristu plisni nebo je u nich zjisténa mortalita, je nutné pfisun potravy u
vSech expozic sniZit a kontrolovat. Pokud neni mozné riist plisni zastavit, je tieba zkousku opakovat.

Toxikologicky vyznam expozice pozitim je obecné vyssi v pifpadé chemickych latek s vysokou afinitou
k organickému uhliku nebo chemickych litek s kovalentni vazbou na sediment. Pfi zkouSeni latek
s takovymito vlastnostmi proto lze v zédvislosti na pozadavcich regula¢nich organt davku potravy nezbytnou
pro zajistén{ preziti a pfirozeného ristu larev pfidat do pfipraveného sedimentu pfed fizi stabilizace. Aby se
zabranilo zhor3eni kvality vody, je nutno misto krmiva pro ryby pouzit rostlinny material, napiiklad pfidavek
0,5 % (susiny) jemné mletych listd kopfivy dvoudomé (Urtica dioica), morusovniku bilého (Morus alba), jetele
plazivého (Trifolium repens), $pendtu setého (Spinacia oleracea) nebo jiného rostlinného materidlu (Cerophylu
nebo alfa-celulézy). Piddni celé dévky zdroje organické potravy do sedimentu pfed obohacenim neni
s ohledem na kvalitu vody a biologickou t¢innost béznou praxi (21) a nejednd se ani o standardizovanou
metodu, aviak z neddvnych studif vyplyvd, Ze tato metoda funguje (19)(26). Dospéli pakomdri v chovné kleci
obvykle krmeni nepotiebuji, aviak reprodukéni schopnost a fertilita se posili, pokud se vylthlym dospélcim
jako zdroj potravy nabidne vata namocend do nasyceného roztoku sacharézy (34).

Inkubacni podminky

32.  Voda nad sedimentem ve zku$ebnich niddobéach se 24 hodin po pfidani larev prvniho instaru obou generaci
mirné provzdusiiuje a v provzdusiovani se pokracuje po celou dobu zkousky (je tieba dbdt na to, aby
koncentrace rozpusténého kysliku neklesla pod 60 procent ASV). Provzdu$iovani se provadi pomoci
sklenéné Pasteurovy pipety, jejiz vystupni otvor je upevnén 2-3 cm nad vrstvou sedimentu a kterd davkuje
nékolik bublin/s. Pfi zkouSeni tékavych chemickych litek by se mélo zvdzit neprovzdusnovini systému
sediment-voda, pfiemz je vSak tieba splnit kritérium nejméné 60 % ASV (odstavec 10). Dalsi pokyny jsou
uvedeny v (16).

33.  Zkouska s C. riparius se provadi pfi konstantni teploté 20 °C (£ 2 °C). Doporucend teplota pro C. dilutus je
23 °C a pro C. yoshimatui 25 °C (x 2 °C). Fotoperioda je 16 hodin a intenzita osvétleni by méla byt 500 az
1 000 luxti. Pro chovné klece je mozné zaradit jednohodinovou fdzi Gsvitu a Sera.

Trvdni expozice

34.  Uspofdddni s obohacenou vodou: Doba expozice prvni generace zacind v okamziku vmiseni zkouSené
chemické latky do vody nad sedimentem ve zku$ebnich nddobach (t. jeden den po vloZeni larev — pro mozné
zmény v uspofdddni expozice viz odstavec 7). Expozice druhé generace larev zacind okamzité, nebot se
vklddaji do systému sediment-voda, ktery jiz byl obohacen. Maximalni délka trvani expozice pro C. riparius a
C. yoshimatsui je u prvni generace 27 dnt a u druhé generace 28 dnt (tj. larvy prvni generace stravi
v nddobach jeden den bez expozice). Vzhledem k piekryvani ¢ini celkovd délka trvani zkousky pfiblizné 44
dnti. Pro C. dilutus je maximalni délka trvani expozice u prvni generace 64 dnil a u druhé generace 65 dnt.
Celkova délka trvani je pfiblizné 100 dna.

Uspofddani s obohacenym sedimentem: expozice za¢ind pfiddnim larev a trvd maximdlné 28 dnd pro obé
generace C. riparius a C. yoshimatsui a maximalné 65 dnd pro obé generace C. dilutus.
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Pozndmky
Lihnuti

35.  Urd se ¢as potiebny pro vyvoj a celkovy pocet plné vylihlych, Zivych sameckd a samicek pakomdrti pro obé

generace. Samecky lze snadno rozlisit podle véjitovitych tykadel a stthlého trupu.

36.  Zkusebni nddoby pro obé generace se kontroluji alespon tiikrat tydné s cilem vizudlné posoudit jakékoli
neobvyklé chovdni larev (napf. opousténi sedimentu, neobvyklé plavéni) ve srovnani s kontrolnimi nddobami.
Béhem obdobi lihnuti, které za¢ind asi 12 dnt po vloZeni larev u C. riparius a C. yoshimatsui (a po 20 dnech u
C. dilutus), se vylihli pakomdfi pocitaji a rozliSuji podle pohlavi alesponi jednou, lépe vSak dvakrat denné (brzy
rano a pozdé odpoledne). Po identifikaci se pakomadfi prvni generace z naddob opatrné odstrani a pfemisti do
chovné klece. Pakomati druhé generace se po identifikaci odstrani a usmrti. Veskeré sniiry vajicek vlozené do
zkusebnich nadob prvni generace by mély byt jednotlivé odebrdny a pfeneseny s alespoit 2,5 ml ptvodni
vody na mikrotitracni desticky s 12 jamkami (nebo do jinych vhodnych nddob), které se piikryji vickem
s cilem zamezit vyznamnému odpafovani. Je tfeba rovnéZ zaznamenat pocet mrtvych larev a viditelnych
kukel, které se dosud nevylihly. Piiklady chovné klece, zkusebni nddoby a exhaustoru jsou uvedeny
v dodatku 5.

Reprodukce

37.  Ucinky na reprodukci se posoudi podle poctu $iitir vajicek nakladenych prvni generaci pakomdrd a podle
fertility téchto $ndr vajicek. Jednou denné se $ndry vajicek odeberou z krystaliza¢ni misky, kterd je umisténa
v kazdé chovné kleci. Sttiry vajicek by se mély odebrat a prenést s alespon 2,5 ml ptivodni vody na mikroti-
tracni desticku s 12 jamkami (po jedné $iife vajicek do kazdé jamky) nebo do jiné vhodné nddoby, kterd se
piikryje vickem s cilem zamezit silnému odpafovani. U kazdé $ntry vajicek se zdokumentuji tyto charakteris-
tiky: den nakladent, velikost (normdlni, ¢j. 1,0 + 0,3 cm, nebo mald, obvykle < 0,5 cm), struktura (normalni =
ve tvaru bandnku se spirdlovité zatocenou niti vajicek, nebo nenormdlni, napf. s niti vajicek, kterd neni
spirdlovité zatocend) a fertilita (plodnd nebo neplodnd). Po uplynuti 6 dni od nakladeni $niry vajicek se
posoudf jeji fertilita. Shiira vajicek se povazuje za plodnou, pokud se vylihne alespon jedna tietina vajicek.
Celkovy pocet samicek pfidanych do chovné klece se pouzije k vypoctu poctu $idr vaji¢ek na jednu samicku
a poctu plodnych $idr vajicek na jednu samicku. Je-li to nutné, Ize pocet vajicek ve $nafe vajicek odhadnout,
aniz by doslo k jejich poskozeni, metodou poctu prstenci (ta je podrobné popsina v (32)(33)).

Analytickd méfeni
Koncentrace zkousené chemické ldtky

38.  Je tieba analyzovat alespon vzorky vody nad sedimentem, kapildrni vody a sedimentu na pocatku expozice
(v pfipadé obohaceni vody nejlépe hodinu po aplikaci zkousené chemické latky) a na konci zkousky pii
nejvyssi koncentraci a jedné nizsi koncentraci. To plati o nddobéch pro obé generace. Z krystaliza¢nich misek
v chovné kleci se analyzuje pouze voda nad sedimentem, protozZe pravé s ni pfisly siitiry vajicek do styku (pfi
uspordddni s obohacenym sedimentem lze zvazit analytické potvrzeni koncentrace v sedimentu). Dal$i méfeni
sedimentu, kapildrni vody nebo vody nad sedimentem lze provddét béhem zkousky, je-li to povazovidno za
nezbytné. Tato stanoveni koncentrace zkouSené chemické latky poskytuji informace o chovdni/distribuci
zkouSené chemické litky v systému voda-sediment. Odbér vzorkd sedimentu a kapildrni vody na pocatku
zkousky a v jejim pribéhu (viz odstavec 39) vyzaduje dalsi zkusebni nddoby k provedeni analytickych uréeni.
Méfeni v sedimentu pfi uspordddni s obohacenou vodou nemusi byt nutnd, pokud distribuce zkousené
chemické litky mezi vodou a sedimentem byla jasné stanovena studii vodafsediment za srovnatelnych
podminek (napf. pomér sedimentu k vodé, typ aplikace, obsah organického uhliku v sedimentu), nebo pokud
se prokdze, Ze naméfené koncentrace ve vodé nad sedimentem ziistavaji v rozmezi 80 az 120 % nominalnich
nebo naméfenych pocatecnich koncentraci.

39.  Pii provadéni pribéZnych méfeni (napf. v den 7 a/nebo den 14) a v piipadé, Ze jsou pro analyzu zapotiebi
rozsahlé vzorky, které nelze ze zkusebnich niddob odebrat bez dopadu na zkusebni systém, je potfeba provést
analytickd stanoveni na vzorcich z dalich zkuSebnich nddob, s nimiz bylo zachdzeno stejnym zptisobem
(v¢etné ptitomnosti zkuSebnich organismd), ale nebyly pouzity pro biologickd pozorovani.
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40.  Doporucenym postupem izolace intersticidlni (= kapildrni) vody je odstfedovdni napf. pfi odstredivé sile
10 000 g a pfi 4 °C po dobu 30 minut. Pokud vSak filtry zkouSenou chemickou latku prokazatelné
neadsorbuji, je pfijatelnd i filtrace. V nékterych piipadech mize byt nemozné analyzu koncentraci v kapildrni
vodé provést kvili tomu, Ze vzorek je piili§ maly.

Fyzikdlné-chemické parametry

41.  Hodnotu pH, rozpustény kyslik ve zkusebni vodé a teplotu vody ve zkusebnich nddobach a krystaliza¢nich
miskdch je nutno méfit vhodnym zptsobem (viz odstavec 10). Tvrdost a obsah amoniaku by mély byt

méfeny v kontrolnich nddobach a v jedné zkuSebni nddobé a krystaliza¢ni misce pfi nejvyssi koncentraci na
pocatku zkousky a na jejim konci.

UDAJE A JEJICH PREDKLADANI

Zpracovani vysledkd

42.  Ucelem této zkousky toxicity béhem Zivotniho cyklu je stanovit dcinek zkousené chemické litky na
reprodukci a na rychlost vyvoje a celkovy pocet plné vylihlych, Zivych sameckd a samicek pakomdrt po dobu
dvou generaci. Pro ziskdni (daji o procentu vylihlych jedincti by tGdaje o samedcich a samickdch mély byt
slouceny. Pokud neexistuji statisticky vyznamné rozdily v citlivosti z hlediska rychlosti vyvoje jednotlivych
pohlavi, lze vysledky pro samecky a pro samicky sloucit pro tcely statistické analyzy.

43, Koncentrace s pozorovanymi ucinky vyjddiené jako koncentrace ve vodé nad sedimentem (v piipadé
obohacené vody) nebo v sedimentu (v piipadé obohaceného sedimentu) se obvykle vypocitaji na zakladé
koncentraci naméfenych na pocitku expozice (viz odstavec 38). V pifpadé obohacené vody se proto pro
kazdou expozici stanovi primérnd hodnota koncentraci naméfenych obvykle na pocatku expozice ve vodé
nad sedimentem v nddobiach pro obé& generace a koncentraci naméfenych v krystaliza¢nich miskach.
V piipadé obohaceného sedimentu se pro kazdou expozici stanovi primérnd hodnota koncentraci
naméfenych obvykle na pocitku expozice v nddobach pro obé generace (a volitelné koncentraci naméfenych
v krystaliza¢nich miskach).

44.  Pro vypocet bodového odhadu, tj. EC,, lze jako skutené opakovani pouzit statistiku na jednu nadobu a na
jednu chovnou klec. Pfi vypoctu intervalu spolehlivosti pro kazdou hodnotu EC_ je nutno zohlednit
variabilitu mezi jednotlivymi nddobami, ptipadné prokézat, Ze tato variabilita je tak nizkd, Ze ji lze ignorovat.
Je-li u modelu uzita metoda nejmensich ¢tvercd, je nutné u statistik jednotlivych nddob uplatnit transformaci
za Ucelem homogenity rozptylu. Hodnoty EC, je v3ak tfeba vypocitat aZ poté, co byla reakce pfevedena zpét
na ptvodni hodnotu (31).

45.  Pokud je cilem statistické analyzy stanoveni hodnoty NOEC testovanim hypotéz, je nutné vzit v avahu
variabilitu mezi nddobami, coZ zaru¢i uZiti metod analyzy rozptylu ANOVA (napf. postupy Williamsova a
Dunnettova testu). Williamstv test je vhodny, kdyz se teoreticky piedpoklddd monoténni zdvislost dévka-
odezva, a Dunnettv test je vhodny, pokud hypotéza monoténnosti neplati. Pi{padné mohou byt vhodnéjsi
robustnéj3 testy (27), jsou-li poruSeny predpoklady obvykle uzité pti analyze ANOVA (31).

Procento vylihlych jedincii

46.  Procenta vylihlych jedinct jsou kvantifikovatelné ddaje a Ize je analyzovat za pouZiti postupné klesajiciho
Cochranova-Armitageova testu, pokud se pfedpoklddd monoténni zdvislost ddvka-odezva a tdaje jsou s timto
ocekdvanim v souladu. V opacném pi{padé lze pouzit Fisherdv exaktni test nebo Manteliiv-Haenszelv test
s Bonferroniho-Holmovou korekci hodnot p. Pokud existuji dikazy o véts{ variabilité mezi opakovanimi ve
stejné koncentraci, pak by binomické rozdéleni (¢asto uvadéné jako ,extra-binomickd’ variabilita) nasvédcovalo
tomu, Ze je nutno pouzit robustni Cochrantv-Armitagetv test nebo Fishertv exaktni test, jak je navrhovano

v poloZce seznamu literatury (27).
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Urdi se soucet Zivych pakomart (sameckd plus samicek) vylihlych v jedné nddobg, n, a ten se vydéli poctem
vlozenych larev, n;:

S |2
S s

kde:

ER = procento vylihlych jedinct,
n, = pocet Zivych pakomari vylihlych v nddobg,

n, = pocet larev nasazenych do nddoby (obvykle 20).

Pokud je n, vét$f nez n, (tj. pokud bylo netimyslné nasazeno vice nez ptedpoklddany pocet larev), n, se upravi
na hodnotu rovnou n,.

47.  Nejvhodnéj$im alternativnim pistupem pro rozsdhlé vzorky s extra-binomickou variabilitou je zachdzet
s procentem vylihlych jedinct jako s kontinudlni proménnou a pouzit postupy, které jsou konzistentni
s témito udaji ER. Rozsahly vzorek je zde definovén jako situace, pfi niZ jak pocet vylihlych jedincd, tak pocet
nevylihlych jedincti pfesdhnou v jednom opakovéni (nddobé) hodnotu pét.

48.  Pfi pouziti metody ANOVA je nutno hodnoty ER nejprve transformovat druhou odmocninou funkce arcsin
nebo transformaci podle Tukeyho-Freemana s cilem ziskat pfiblizné normalni rozdéleni daji a vyrovnat
odchylky. P¥ pouziti absolutnich frekvenci lze pouZit Cochrantv-Armitagetv test, Fishertiv exaktni test
(s Bonferroniho korekci) nebo Manteltiv-Haenszeltv test. Transformace funkci Varcsin se vypocte pomoci
pfevrdcené hodnoty sinu (sin"!) z odmocniny ER.

49.  Pro ziskdni procenta vylihlych jedincd se hodnoty EC, vypoctou pomoci regresni analyzy (napf. pomoci
modelu probit, logit nebo Weibullova modelu (28)). V ptipadé selhdni regresni analyzy (napf. v ptipadé méné
nez dvou koncentraci s parcidlnimi odezvami) se pouziji dalsi neparametrické metody, jako je napiiklad
klouzavy pramér nebo prosté interpolace.

Rychlost vyvoje

50.  Stfedni doba vyvoje predstavuje stfedni ¢asové rozpéti mezi nasazenim larev (den 0 zkousky) a vylthnutim
experimentdlni kohorty pakomdrii (pro vypocet skute¢né doby vyvoje by mélo byt zohlednéno stdif larev
v okamziku zavedeni). Rychlost vyvoje (jednotka: 1/den) je pfevracenou hodnotou doby vyvoje a pfedstavuje
tu ¢dst larvalntho vyvoje, kterd se odehraje za den. Rychlost vyvoje je z hlediska hodnoceni téchto studii
toxicity sedimentti upfednostiiovdna pred dobou vyvoje vzhledem ke své nizsi variabilit€, vy$si homogenité a
vys$si blizkosti normdlnimu rozdéleni. Mohou byt tudiz pouzity silngsi parametrické zkusebni postupy pro
rychlost vyvoje nez pro dobu vyvoje. Pro rychlost vyvoje jako kontinudlni odezvu lze hodnoty EC, stanovit
odhadem pomoci regresni analyzy (napf. (29)(30)). Hodnotu NOEC pro stfedni rychlost vyvoje lze stanovit
metodami analyzy ANOVA, napf. Williamsovym nebo Dunnettovym testem. JelikoZ se samecci lthnou dfive
nez samicky, tj. maji vy3si rychlost vyvoje, md smysl kromé celkové rychlosti vyvoje pakomdra vypocitat i
rychlost vyvoje pro kazdé pohlavi zvlast.

51.  Pro ucely statistickych testd se md za to, Ze pocet pakomdr pozorovanych v den pozorovdni x se vylihl
uprostied ¢asového intervalu mezi dnem x a dnem x — 1 (I = délka intervalu mezi pozorovinimi, obvykle 1
den). Stfedni rychlost vyvoje v nddobé (X ) se vypocte podle vzorce:

i1 e
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kde:

=I

sttedni rychlost vyvoje v nddobg,

i index intervalu mezi pozorovanimi,

m: pocet vSech intervaldt mezi pozorovanimi,

f:  pocet vylihlych jedinct béhem daného intervalu i mezi pozorovanimi,
n; pocet vylihlych jedinct celkem na konci pokusu (Zf)

x; rychlost vyvoje pakomdri vylihlych v intervalu i;

—

x; =1/ day, - 5
kde:
day; den pozorovéni (ve dnech od zavedeni larev),
I délka intervalu i mezi pozorovanimi (ve dnech, obvykle 1 den).

Pomér pohlavi

52.  Poméry pohlavi jsou kvantitativni proménné, a mély by proto byt hodnoceny pomoci Fisherova exaktniho
testu nebo jinych vhodnych metod. Pomér pohlavi u C. riparius v ptirodé ¢ini jedna, tj. samedci a samicky se
vyskytuji ve stejnych poctech. U obou generaci by s ddaji o poméru pohlavi mélo byt zachdzeno stejnym
zpusobem. Jelikoz maximalni pocet pakomar v nddobé (tj. 20) je piili§ nizky pro smysluplnou statistickou
analyzu, slou¢i se celkovy pocet plné vylihlych, Zivych pakomarti kazdého pohlavi ze vSech nddob pfi jedné
expozici. Tyto netransformované tdaje se podrobi testu oproti kontrole (s rozpoustédlem) nebo oproti
slou¢enym kontrolnim tdajim v kontingenéni tabulce 2 x 2.

Reprodukce

53.  Reprodukce, vyjadtend jako reprodukéni schopnost, se vypocitd jako pocet $ndr vajicek na jednu samicku.
Konkrétnéji se celkovy pocet $ndr vajicek nakladenych v chovné kleci vydéli celkovym pocétem Zivych a
neposkozenych samicek nasazenych do této klece. Hodnotu NOEC pro reprodukéni schopnost lze stanovit
metodami analyzy ANOVA, napt. Williamsovym nebo Dunnettovym testem.

vy o vy o

54.  Fertility $ntr vajicek se uzivd ke kvantifikaci poctu plodnych $ndr vajicek na jednu samicku. Konkrétnéji se
celkovy pocet plodnych sidr vajicek nakladenych v chovné kleci vydéli celkovym poctem Zivych a neposko-
zenych samicek nasazenych do této klece. Hodnotu NOEC pro fertilitu lze stanovit metodami analyzy
ANOVA, napf. Williamsovym nebo Dunnettovym testem.

Zavérecna zprava
55.  Zavére¢nd zprava by méla obsahovat tyto udaje:
Zkousend chemickd ldtka:

— fyzikdlni povahu a fyzikdlné-chemické vlastnosti (rozpustnost ve vodé, tlak par, log K , rozdélovaci

oW’
koeficient v ptidé (pfipadné v sedimentuy), stabilita ve vodé a v sedimentu atd.),

— chemické identifika¢ni tidaje (obecny ndzev, chemicky ndzev, strukturni vzorec, ¢islo CAS atd.) véetné
Cistoty a analytické metody pro kvantitativni stanoveni zkousené chemické latky.

Testovany druh:
— uzité zkudebn{ organismy: druh, védecky ndzev, zdroj organismi a podminky mnozZen,

— informace, jak bylo nakldddno se shluky vajicek a s larvami,
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— informace o nakldddni s vylihlymi dospélci prvni generace pomoci exhaustoru atd. (viz dodatek 5),
— stafi zku$ebnich organismt v dobé nasazeni prvni a druhé generace do zkusebnich nddob.
Zkugebni podminky:

— pouzity sediment, tj. piirodni nebo pfipraveny (umély) sediment,

— u pirodniho sedimentu: lokalita a popis mista odbéru sedimentu, pokud mozZno vcetné dFivéjsi
kontaminace; charakteristika sedimentu: pH, obsah organického uhliku, pomér C/N a zrnitost (je-li to
vhodné),

— u pfipraveného sedimentu: ptiprava, slozky a charakteristiky (obsah organického uhliku, pH, vlhkost atd.,
méfeno na zacdtku zkousky),

— piiprava zkuSebni vody (pokud se pouzivd rekonstituovand voda) a jeji charakteristiky (koncentrace
kysliku, pH, tvrdost atd. na za¢atku zkousky),

— hloubka sedimentu a vyska vody nad sedimentem ve zku$ebnich nddobach a v krystaliza¢nich miskdch,

— objem vody nad sedimentem a kapildrni vody a hmotnost vlhkého sedimentu s kapildrni vodou a bez ni
ve zkusebnich nddobach a v krystaliza¢nich miskéch,

— zkusebni nddoby (materidl a rozméry),
— krystaliza¢ni misky (materidl a rozméry),
— chovné klece (materidl a rozméry),

— metoda piipravy zdsobnich roztokt a zkuSebnich koncentraci ve zkusebnich nddobach a v krystaliza¢nich
miskdch,

— aplikace zkousené chemické latky do zkuSebnich nddob a krystaliza¢nich misek: zkuebni koncentrace,
pocet opakovani a rozpoustédla, jsou-li nutna,

— inkuba¢ni podminky ve zkuSebnich nddobdch: teplota, cyklus a intenzita osvétleni, provzdusiovani
(bublin za sekundu),

— inkubaéni podminky v chovnych klecich a v krystaliza¢nich miskdch: teplota, cyklus a intenzita osvétlent,

— inkubaéni podminky pro 3ntiry vajicek v mikrotitracnich destickdch (nebo v jinych nddobéch): teplota,
cyklus a intenzita osvétlen,

— podrobné informace o krmeni véetné typu krmiva, piipravy, mnozstvi a rezimu krmeni.
Vysledky:

— nominaln{ zkuSebn{ koncentrace, naméfené zkusebni koncentrace a vysledky viech analyz pro stanoveni
koncentrace zkousené chemické latky ve zkusebnich nddobach a v krystaliza¢nich miskach,

— kvalita vody ve zkuSebnich nddobdch a v krystaliza¢nich miskdch, tj. pH, teplota, rozpustény kyslik,
tvrdost a obsah amoniaku,

— ptipadné nahrazovani odpafené zkusebni vody ve zkuSebnich nddobéch,

— pocet vylihlych same¢kl a samicek pakomdrti v prvni a druhé generaci na nddobu za den,
— pomér pohlavi plné vylihlych, Zivych pakomart v prvni a druhé generaci pfi kazdé expozici,
— pocet larev prvni a druhé generace, z nichz se nevylihli pakomdfi, na nddobu,

— procento vylihlych jedinct na opakovini a zkusebni koncentraci (slouceny pocet sameckii a samicek
pakomadrtl) v prvni a druhé generaci,

— stiedn{ rychlost vyvoje plné vylihlych, Zivych pakomadrti na opakovéni a aplikované mnozstvi (zvldst pro
kazdé pohlavi a také slouceny pocet sameckl a samicek pakomdril) v prvni a druhé generaci,
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— pocet 3niir vajicek vlozenych do krystaliza¢nich misek na chovnou klec za den,
— charakteristika kazdé siitiry vajicek (velikost, tvar a fertilita);

— reprodukéni schopnost — celkovy pocet $iidr vajicek na celkovy pocet samicek nasazenych do chovné
klece,

— fertilita — celkovy pocet plodnych iitir vaji¢ek na celkovy pocet samicek nasazenych do chovné klece,

— odhady ukazatelt toxicity, napf. EC_ (a souvisejici intervaly spolehlivosti), NOEC a statistické metody
pouzité k jejimu stanoveni,

— diskuse o vysledcich veetné piipadného ovlivnéni vysledku zkousky v disledku odchylek od této zkusebni
metody.
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Dodatek 1

Definice

Pro tcely této zkuSebni metody se pouziji tyto definice:
Chemicka latka: litka nebo smés.

Pfipraveny sediment nebo rekonstituovany, umély nebo synteticky sediment je smés materidlt uzitd k napodobeni
fyzickych slozek pfirodniho sedimentu.

Voda nad sedimentem je voda nachdzejici se nad sedimentem ve zkusebni nddobé.
Intersticidlni voda nebo kapildrni voda je voda zaujimajici prostor mezi sedimentem a Casticemi pudy.
Obohacend voda je zkusebni voda, do niZ byla pfiddna zkousSend chemicka ldtka.

Zkousend chemickd ldtka: jakdkoli ldtka nebo smés zkousend touto zkuSebni metodou.
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Dodatek 2

Doporuceni pro kultivaci kultury Chironomus riparius

1.  Larvy rodu Chironomus lze chovat v krystaliza¢nich miskdch nebo ve vétsich nddobdch. Jemny kfemicity pisek se
rozprostfe po dné nddoby v tenké vrstvé silné 5 az 10 mm. Bylo prokdzédno, Ze substritem vhodnym jako
podklad je také kiemelina (napt. Merck, ¢l. 8117; dostacujici je tenci vrstva silnd jen nékolik mdlo mm).
Nasledné se pfidd nékolikacentimetrovd vrstva vhodné vody. Objem vody by se mél podle potieby dopliiovat
s cilem nahradit ztrdty vzniklé odpafovanim a zabrdnit vysychdni. Vodu lze v pfipadé potieby vyménit. Je tieba
zajistit mirné provzdusiiovani. Nadoby, v nichz jsou larvy chovdny, by mély byt umistény ve vhodné kleci, kterd
zabrani Gniku lihnoucich se dospélct. Tato klec by méla byt dostate¢né velkd, aby umoziovala rojeni vylihlych
dospélct, jinak by nemuselo dojit k pafeni (minimdln{ rozméry jsou pfiblizné 30 x 30 x 30 cm).

2. Klece by mély byt umistény pii pokojové teploté nebo v mistnosti s konstantni teplotou 20 + 2 °C
s fotoperiodou 16 hodin svétlo (intenzita osvétleni pfiblizné 1 000 luxd) a 8 hodin tma. Bylo zjisténo, Ze
vzdu$nd vlhkost nizsi nezZ 60 % RH mizZe branit rozmnoZovani.

Redici voda

3. Lze pouzit jakoukoli vhodnou pfirodni nebo syntetickou vodu. Zpravidla se pouZivd studni¢ni voda,
odchlorovana vodovodni voda a uméld média (napf. Elendtovo médium ,M4‘ nebo M7, viz nize). Vodu je tieba
pfed pouzitim provzdusnit. Je-li to nutné, lze kultivaéni vodu obnovit opatrnym odlitim nebo odéerpanim
pouzité vody z kultiva¢nich nadob tak, aby nedoslo k poskozeni schranek larev.

Krmeni larev

4. Larvy rodu Chironomus by se mély krmit vlockovym krmivem pro ryby (TetraMin®, Tetra Phyll® nebo jind
podobnd znacka patentovaného krmiva pro ryby) v mnozstvi pfiblizné 250 mg na nddobu a den. Potravu lze
aplikovat v podobé suchého mletého prasku nebo v podobé suspenze ve vodé: 1,0 g vlo¢kového krmiva se
pfidd do 20 ml fedici vody a vytvoii se homogenni smés. Tento pfipravek lze poddvat v mnozstvi pfiblizné
5 ml na nddobu a den (pted pouzitim protiepat). Star§im larvam lze ptidat vice krmiva.

5. Krmeni se upravi podle kvality vody. V ptipadé, zZe se kultivaéni médium ,zakalf, je tfeba krmnou dévku snizit.
Priddvani potravy je nutno peclivé sledovat. Pfli§ malé mnozstvi krmiva zptsobi, Ze larvy opoustéji sediment a
vznaseji se ve vodnim sloupci, a naopak pfili§ mnoho krmiva zpiisobi zvy$enou mikrobidlni ¢innost a pokles
koncentrace kysliku. Oboji mtiZe zptsobit zpomalenf ristu.

6. Do novych kultiva¢nich nddob mohou byt pfiddny i buriky zelenych fas (napt. Scenedesmus subspicatus, Chlorella
vulgaris).

Krmeni vylihlych dospélci

7. Neéktef{ experimentdtofi navrhuji, Ze jako potrava vylihlych dospélcd muize slouzit vata namocend do
nasyceného roztoku sacharézy.

Lihnuti

8.  Dospélci se za¢nou v chovnych nadobéch lihnout pfi teploté 20 + 2 °C piiblizné po 13-15 dnech. Samecky lze
snadno odlisit podle véjitovitych tykadel a $tihlého trupu.

Shluky vaji¢ek

9.  Jakmile se v chovné kleci nachdzeji dospélci, je téeba tfikrdt tydné kontrolovat vechny reprodukéni nddoby, zda
se v nich nenachdzeji shluky vajicek spojené rosolovitou hmotou. Pokud se zde shluky vajicek nachdzeji, je
nutno je opatrné odstranit a premistit do malé misky obsahujici vzorek chovného vodniho prostredi. Shluky
vajicek se pouziji pro zaloZeni nové kultiva¢ni nddoby (napt. 2—4 shluky vajicek na nddobu) nebo pro zkousky
toxicity.

10. Larvy prvniho instaru by se mély vylihnout za 2-3 dny.
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Zaklddani novych kultivacnich nddob

11. Jakmile jsou kultury zaloZeny, mélo by byt mozné s kulturami larev jednou tydné nebo méné Casto v zavislosti
na zku$ebnich pozadavcich zaklddat nové nddoby a odstrafiovat star§i nddoby po vylthnuti dospélc. Pomoci
tohoto systému se zajisti pravidelné dodavky dospélct s minimalni potfebou dohledu.

Pfiprava zkuSebnich roztokd ,M4‘ a M7*

12. Médium M4 popsal Elendt (1990). Médium M7 se pfipravi obdobné jako médium M4‘ s vyjimkou latek
uvedenych v tabulce 1, u nichz jsou koncentrace u M7‘ ¢tyfikrat nizsi nez u M4'. Podle Elendta a Biase (1990)
by se zkuSebni roztok nemél pfipravovat, protoZe pro koncentrace NaSiO, - 5H,0, NaNO,, KH,PO, a K,HPO,
nejsou pro piipravu zdsobnich roztokt vhodné.

Pfiprava média M7

13. Kazdy zdsobni roztok (I) se pfipravi samostatné a z téchto zasobnich roztokd (I) se pak pfipravi kombinovany
zdsobni roztok (Il) (viz tabulka 1). Médium M7* se pfipravi pfiddnim 50 ml kombinovaného zdsobniho roztoku
(I) a mnozstvi zdsobniho roztoku jednotlivich makrozZivin, které jsou uvedeny v tabulce 2, do 1 litru
deionizované vody. Vitaminovy zdsobni roztok se pfipravi pfiddnim ti{ vitamint do deionizované vody, jak je
uvedeno v tabulce 3, a 0,1 ml kombinovaného vitaminového zdsobniho roztoku se pfidd do vysledného média
M7 krétce pfed pouzitim. Vitaminovy zdsobni roztok se uskladiiuje zmrazeny v malych stejnomérnych dilech.
Médium se provzdusni a stabilizuje.

Tabulka 1
Zasobni roztoky stopovych prvki pro médium M4 a M7
Kombinovany zdsobni roztok (II) se
Mnozstvi (mg) pripravi smlchafum n}asledu;lacoh Konecné koncentrace ve zkuebnim
- mnozstvi (v ml) zdsobnich roztok (I)
. . doplnéné na 1 L ORI : roztoku (mg/l)
Zéasobni roztoky (1) . . . | adoplnénim na 1 litr deionizované
litr deionizované
vody
vody

M4 M7 M4 M7

H,BO, (') 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715

MnCl, - 4H,0 () 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090

LiCl () 6120 1,0 0,25 0,306 0,077

RbCI (1) 1 420 1,0 0,25 0,071 0,018

SrCl, - 6H,0 (1) 3 040 1,0 0,25 0,152 0,038

NaBr () 320 1,0 0,25 0,016 0,004

Na,MoO, - 2H,0 () 1260 1,0 0,25 0,063 0,016

CudCl, - 2H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
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Kombinovany zdsobni roztok (II) se
Mnoithvf (mg) mrrl)(r)jii, ii?l(sﬁﬁh;g(ﬁrﬁiﬂii?;ggg 0 Koneéné koncentrace ve zkusebnim
Zasobni roztoky (I) .doplr.len'e nal o, doplnénim na 1 litr deionizované roztoku (mgfl)
litr deionizované g
vody voy
M4 M7 M4 M7
Zn(l, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO, 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO, 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2H,0 (1) (% 5 000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7H,0 (') (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(') Tyto chemické ltky se u M4 a M7 ligi, jak je uvedeno vyse.
(3 Tyto roztoky se pfipravuji samostatné, spoji se a ihned se zpracuji v autokldvu.

Tabulka 2

Zisobni roztoky makroZivin pro médium M4 a M7

. - . Mnozstvi zdsobnich roztoki .
Mnozstvi doplnéné na 1 litr Krogivin pidané za G Konecné koncentrace ve zku-
- . makrozivin pfidané za tcelem 1
deionizované vody » ‘dia M4 Sebnim roztoku M4 a M7
(mg) piipravy média M4 a M7 (mg/)
(mlf)

CaCl, - 2H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7H,0 246 600 0,5 123,3
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO, 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO, 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1 430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
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Vsechny ti vitaminové roztoky se smisi do jediného vitaminového zdsobniho roztoku.

Tabulka 3

Vitaminovy zdsobni roztok pro médium M4 a M7

Mnozstvi doplnéné na 1 litr
deionizované vody

Mnozstvi vitaminového za-
sobniho roztoku pfidané za
Gcelem piipravy média M4 a

Konecné koncentrace ve zku-
Sebnim roztoku M4 a M7

(mg) M7 (mg/)
(ml/l)
Thiaminhydrochlorid 750 0,1 0,075
Kyanokobalamin (B12) 10 0,1 0,0010
Biotin 7,5 0,1 0,00075
ODKAZY

BBA (1995), Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system,
Edited by M. Streloke and H. Kopp. Berlin.

Elendt, B.P. (1990) Selenium deficiency in Crustacea, Protoplasma, 154: pp. 25-33.

Elendt, B. P. and Bias, W.-R. (1990) Trace nutrient deficiency in Daphnia magna cultured in standard medium for
toxicity testing, Effects on the optimisation of culture conditions on life history parameters of D. magna, Water
Research, 24: pp. 1157-1167.
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Dodatek 3

Pfiprava umélého sedimentu

SLOZENI SEDIMENTU

Slozeni pfipraveného sedimentu by mélo byt nésledujict:

Slozka Charakteristika % susiny sedimentu
Ragelina raSelinikovd (Sphagnum) raelina s pH co nejblize 5,5 az 4-5
6,0, bez viditelnych zbytkd rostlin a jemné mletd (vel-
ikost ¢astic < 1 mm) a vysuSend na vzduchu
Kremicity pisek velikost zrn: > 50 % castic musi byt v rozpéti 50-200 75-76
pm
Kaoliniticky jil obsah kaolinitu > 30 % 20
Organicky uhlik upraven piiddnim raseliny a pisku 2(x0,5)
Uhli¢itan vapenaty CaCO,, praskovy, chemicky ¢isty 0,05-0,1
Voda vodivost < 10 pS/cm 30-50
PRIPRAVA

Raselina se ususi na vzduchu a rozemele se na jemny praSek. Pfipravi se suspenze pozadovaného mnoZzstvi
raSelinného prasku v deionizované vodé s pouzitim vysoce vykonného homogeniza¢niho zafizeni. pH této suspenze
se pomoci CaCO, upravi na 5,5 + 0,5. Suspenze se po dobu nejméné dvou dnii za mirného promichdvini pfi
20 + 2 °C kondicionuje za tcelem stabilizace pH a vytvofeni stabilni mikrobidln{ slozky. Poté se opét zméfi pH, které
by se mélo rovnat 6,0 + 0,5. Nasledné se suspenze raseliny smisi s ostatnimi slozkami (pisek a jil) a s deionizovanou
vodou s cilem ziskat homogenni sediment s obsahem vody v rozmezi 30-50 % susiny sedimentu. Znovu se zmé&{
pH kone¢né smési a v piipadé nutnosti se opét upravi pomoci CaCO, na hodnotu 6,5 az 7,5. Odeberou se vzorky
sedimentu pro stanoven{ obsahu suSiny a obsahu organického uhliku. Pfed pouzitim pro zkousku toxicity pro
pakomdry se doporucuje pfipraveny sediment kondicionovat po dobu 7 dni za stejnych podminek, které budou
pfevlddat v ndsledné zkousce.

SKLADOVAN{

Suché slozky pro piipravu umélého sedimentu lze skladovat na suchém a chladném misté p¥i pokojové teploté.
Pripraveny (vlhky) sediment by pfed pouzitim ve zkousce nemél byt skladovdn. Mé&l by se pouzit ihned po uplynuti
7denniho obdobi kondicionovani, kterym kondi jeho pfiprava.

ODKAZY

OECD (1984), Earthworm, Acute Toxicity Test, Test Guideline No. 207, Guidelines for the Testing of Chemicals, OECD,
Paris.

Meller, M., Egeler, P., Roembke, J., Schallnass, H., Nagel, R. and Streit, B. (1998) Short-term toxicity of lindane,
hexachlorobenzene and copper sulfate on tubificid sludgeworms (Oligochaeta) in artificial media, Ecotox. Environ.
Safety, 39: pp. 10-20.
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Dodatek 4

Chemické charakteristiky p¥ipustné fedici vody

SLOZKA KONCENTRACE
Pevné castice <20 mg/l
Celkovy obsah organického uhliku <2 mgfl
Neionizovany amoniak <1 pg/l

Tvrdost vyjidfend jako obsah CaCO,

< 400 mg/l (¥

Zbytkovy chlor <10 pg/l
Celkovy obsah organofosfatovych pesticidi <50 ng/l
Celkovy obsah organochlorovych pesticidii a polychlorovanych bifenylt < 50 ng/l
Celkovy obsah organickych sloucenin chloru <25 ngfl

(*) Je vSak tfeba poznamenat, Ze v piipadech, kdy existuje podezfeni na interakci mezi ionty zptisobujicimi tvrdost vody a zkous-
enou latkou, by méla byt pouzita voda nizsi tvrdosti (v takovéto situaci by tedy nemélo byt pouzito Elendtovo médium M4).
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Dodatek 5

Pokyny pro provedeni zkousky

Ptiklad chovné klece:

A TN
-

»
»

A: gdza pokryvajici vrchni ¢dst a nejméné jednu sténu klece (velikost ok pfiblizné 1 mm)

B: otvor pro vkladani vylihlych dospélctt do chovné klece a odstranovani nakladenych $idr vajicek z krystaliza¢nich
misek (na tomto nakresu nejsou zobrazeny)

C: minimélni velikost chovné klece: délka 30 cm, vyska 30 cm a $itka 30 cm
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Priklad zkusebni nadoby:

: Pasteurova pipeta pro provzdusiovani vody nad sedimentem
sklenéné vicko branici vylihlym pakomdrim v opusténi nddoby

hladina vody

g 0 % >

: zkuSebni nddoba (sklenénd kddinka, minimdlni objem 600 ml)

E: vrstva sedimentu
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Priklad exhaustoru pro odchyt dospélych pakomdrt (Sipky zndzortiuji smér proudu vzduchu)

i

A: sklenénd trubice (vnitini primér piiblizné 5 mm) propojend se samonasavacim cerpadlem

B: zdtka z vulkanizované pryze, jiz prochdzi sklenénd trubice (A). Z vnitini strany je vyUsténi sklenéné trubice (A)
oblozeno urcitym mnozZstvim bavlny a gdzou (velikost ok pfiblizné 1 mm) s cilem zamezit poskozeni pakomari,
kdyz jsou vtahovéani do exhaustoru

C: prahlednd nddrzka (plastova nebo sklenénd, délka piiblizné 15 cm) pro odchycené pakomary

D: zdtka z vulkanizované pryze, jiz prochdzi sklenénd trubice (E). Pro vypusténi do chovné klece se zdtka D vyjme
z nddoby C

E: trubice (plastovd nebo sklenénd, vnitfni pramér piiblizné 8 mm) k odbéru dospélych pakomarii z nddoby
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Schematicky prehled zkousky toxicity béhem Zivotniho cyklu:

F

A: prvni generace — zkusebni nddoby obsahujici systém sediment-voda, osm opakovdni, 20 larev prvniho instaru
v kazdé nddobé

¢tyti zkusebni nadoby pro kazdou chovnou klec, A a B
chovné klece (A a B) pro rojeni, pfeni a kladen{ vajicek

: krystaliza¢ni misky pro odklddani $ndr vajicek

m g N =

mikrotitra¢ni desticky, jedna jamka na kazdou $nitru vajicek

g3

druhd generace — zkusebni nadoby obsahujici systém sediment-voda, osm opakovani, 20 larev prvniho instaru
v kazdé nddobé
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C.41. ZKOUSKA POHLAVNIHO VYVOJE RYB

UvoD

1. Tato zku$ebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni ¢. 234 (2011). Je zaloZena na rozhodnuti
pfijatém v roce 1998 s cilem vyvinout nové nebo aktualizovat stivajici zkusebni metody pro screening a
zkousky potencidlnich endokrinnich disruptort. Zkouska pohlavniho vyvoje ryb (FSDT) byla oznacena za
slibnou zkusebni metodu zahrnujici citlivé Zivotni stadium ryb, kdy reaguji na chemické latky typu estrogent a
androgenti. V letech 2006 az 2013 byly k této zkuSebni metodé provedeny mezilaboratorni validaéni studie, pti
kterych byly validovany zkousky s halan¢ikem japonskym (Oryzias latipes), daniem pruhovanym (Danio rerio) a
koljuskou tfiostnou (Gasterosteus aculeatus) a Caste¢né validovana zkouska s jeleckem velkohlavym (Pimephales
promelas) (41)(42)(43). Tento pokyn zahrnuje halancika japonského, koljusku t¥{ostnou a danio pruhované.
Pokyn v zdsadé navazuje na pokyn OECD TG 210 Zkouska toxicity na ranych Zivotnich stadiich ryb (1),
piicemz expozice pokracuje, dokud nedojde k pohlavni diferenciaci ryb, tj. pifiblizné 60 dni po vylihnuti pro
halanc¢ika japonského, koljusku tfiostnou a dania pruhovaného (u jinych druhti, které budou validovany
v budoucnu, miZe byt doba expozice kratsi), a je doplnén o ukazatele citlivosti endokrinniho systému. Zkouska
FSDT hodnoti t¢inky chemickych latek, které by mohly zplisobovat poruchy endokrinniho systému (napi.
estrogend, androgent a inhibitord steroidogeneze), v raném Zivotnim stadiu a pfipadné nepfiznivé disledky
téchto chemickych latek pro pohlavni vyvoj. Kombinace dvou zdkladnich endokrinnich ukazateldi, koncentrace
vitelogeninu (VTG) a fenotypovy pomér pohlavi, umoziluje pii této zkousce prokdzat mechanismus pisobeni
zkousené chemické latky. V disledku zmény ve fenotypovém poméru pohlavi, kterd je vyznamnd z hlediska
populace, miZe byt zkouska FSDT pouzita k posouzeni nebezpedi a rizik. Nicméné pokud se zkouska pouzije
k posouzeni nebezpedi nebo rizik, neméla by byt provddéna na koljusce, protoze z dosud dostupnych
valida¢nich tdaji vyplyvd, Ze u tohoto druhu nebyly zmény ve fenotypovém poméru pohlavi vyvolané
zkouSenymi chemickymi ldtkami obvykle pozorovany.

2. Metoda je zaloZena na expozici ryb chemickym ldtkdm prostfednictvim vody v pohlavné labilnim obdobi, kdy
lze ocekdvat, ze ryba je vici Gi¢inkim chemickych latek zptsobujicich poruchy endokrinntho systému, které
interferuji s pohlavnim vyvojem, nejcitlivéjsi. Jsou méfeny dva zdkladni ukazatele — indikdtory vyvojovych vad
souvisejicich s endokrinnim systémem, a to koncentrace VTG a poméry pohlavi uréené histologii pohlavnich
7laz. Histopatologie pohlavnich 7ldz (hodnoceni a ureni stadii oocytd a spermatogenetickych bunék) je
volitelnd. Tam, kde je to mozné (napf. u halancika japonského a koljusky ti{ostné) se navic uréi genetické
pohlavi. Pfitomnost markerti genetického pohlavi je zna¢nou vyhodou, nebot zvysuje prikaznost statistickych
tdaji o poméru pohlavi a umoznuje zjistit fenotypovou zménu pohlavi jedincd. Jinymi klicovymi ukazateli,
které by mély byt méfeny, jsou mira vylihnuti, pteziti, délka a télesnd hmotnost. Tuto zkusebni metodu by bylo
mozno pfizptsobit i pro jiné druhy, nez které byly uvedeny vySe, a to za pfedpokladu, Ze tyto jiné druhy
projdou stejnou validaci, jako byla validace provedend pro halanéika japonského, koljusku t¥ostnou a danio
pruhované, kontrolni ryby budou na konci zkousky pohlavné diferencované, arovné VTG budou dostatecné
vysoké, aby bylo mozné zjistit vyznamné zmény souvisejici s chemickou latkou, a citlivost zkusebniho systému
byla stanovena pomoci referen¢nich chemickych latek ovliviiujicich funkci endokrinniho systému ((anti)-
estrogentl, (anti)-androgend, inhibitorti aromatazy atd.). Veskeré valida¢ni zprdvy odkazujici na ddaje zkousky
FSDT s uzitim jinych druhd musi pfezkoumat OECD a vysledek validace musi byt shleddn dostate¢nym.

Vychozi iivahy a omezeni

3. VTG obvykle vznikd v jatrech samicek vejcorodych obratlovct v reakci na endogenni estrogen v krevnim obéhu
(2). Je to prekurzor zloutkovych proteint a poté, co vznikne v jitrech, putuje krevnim Fe¢istém do vajecniku,
kde je spotfebovdvin a modifikovan vyvijejicimi se jikrami. Syntéza VTG je velmi omezend, ale zjistitelnd, u
nedospélych ryb a dospélych rybich sameckd, protoze nemaji dostatek estrogenu v krevnim obéhu. Jatra jsou
vSak schopna syntetizovat a vylucovat VTG jako reakci na exogenni stimulaci estrogenem (3)(4)(5).

4. Meéfeni VTG slouzi k zjisténi chemickych ldtek s estrogennimi, antiestrogennimi a androgennimi G¢inky a
chemickych latek, jez interferuji se steroidogenezi, jako napfiklad s inhibitory aromatdzy. Zjistovani
estrogennich chemickych litek je mozné pomoci méfeni indukce VTG u sameckt ryb a bylo rozsihle
zdokumentovano v recenzované védecké literatufe. Indukce VTG byla rovnéz prokdzdna na zdkladé expozice
aromatizovatelnym androgentim (6)(7). Pokles tirovné estrogenu v krevnim obéhu u samicek, napiiklad pro-
stfednictvim inhibice aromatdzy, kterd endogenni androgen pfeménuje v piirodni estrogen 17-beta-estradiol,
zptisobuje sniZeni koncentrace VTG, coz se pouzivd k zjisténi chemickych latek s vlastnostmi zpiisobujicimi
inhibici aromatdzy, nebo obecnégji inhibitor steroidogeneze (33). Biologicky vyznam odezvy v podobé
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produkce VTG po inhibici estrogenu/aromatdzy byl potvrzen a $iroce zdokumentovéan (8)(9). Je viak mozné, ze
tvorba VTG u samicek muiZe byt ovlivnéna také obecnou toxicitou a toxickymi t¢inky jiného nez endokrinniho
charakteru.

5. Nékolik metod méfeni bylo Gspésné vyvinuto a standardizovdno pro bézné pouziti za tcelem stanoveni hladiny
VTG ve vzorcich krve, jater, celého téla nebo homogendtu hlavy/ocasu. Je tomu tak v piipadé dania
pruhovaného, koljusky tifostné a halanc¢ika japonského a také u cdste¢né validovaného druhu jelecka
velkohlavého; k dispozici jsou metody enzymové imunosorpéni analyzy (ELISA) specifické pro jednotlivé druhy,
které pro stanoveni hladiny VTG vyuZivaji imunochemie (5)(10)(11)(12)(13)(14)(15)(16). U halan¢ika
japonského a dania pruhovaného je dobrd korelace mezi Grovnémi VTG méfenymi z krevni plazmy, jater a
vzorksl homogendtt, ackoli homogendty Casto vykazuji ponékud nizsi hodnoty VTG nez plazma (17)(18)(19).
Doporucené postupy pro odbér vzorkti pro tcely analyzy VTG jsou uvedeny v dodatku 5.

6. Zména ve fenotypovém poméru pohlavi je ukazatel, ktery vyjadfuje zménu pohlavi. Pomér pohlavi vyvijejicich
se ryb mohou v zdsadé ovlivnit estrogeny, antiestrogeny, androgeny, antiandrogeny a chemické latky inhibujici
steroidogenezi (20). Bylo prokdzdno, Ze u dania pruhovaného je tato zména po expozici chemickym latkdm
typu estrogent pohlavi ¢aste¢né zvratnd (21), zatimco zména pohlavi po expozici chemickym latkdm typu
androgenti je zména pohlavi trvald (30). Pohlavi jsou definovana jako samecci, samicky, intersexualové (s oocyty
i spermatogernetickymi buitkami v jedné gonddé) nebo nediferencované a u jednotlivych ryb se urcuji histolo-
gickym vySetfenim gonad. Pokyny jsou obsazeny v dodatku 7 a v pokynu OECD k diagnostice histopatologie
pohlavnich zlaz ryb v souvislosti s endokrinnim systémem (22).

7. Genetické pohlavi se vySetfuje prostfednictvim genetickych markerd, pokud existuji u danych druht ryb. U
halan¢ika japonského lze sami¢i chromozomy XX nebo samdi chromozomy XY zjistit pomoci polymerdzové
fetézové reakce (PCR) nebo lze analyzovat geny vdzané v DM doméné chromozomu Y (DMY) (DMY negativni
nebo pozitivni), jak je popsdno v polozkich seznamu literatury (23)(24). Pro uréeni genetického pohlavi u
koljusky tfiostné existuje ekvivalentni metoda PCR, popsand v dodatku 10. Pokud lze genetické pohlavi
v jednotlivych pipadech spojit s fenotypovym pohlavim, prikaznost zkousky se zvysi, a proto by u druhi se
zdokumentovanymi markery genetického pohlavi mélo byt genetické pohlavi urceno.

8. Dva klicové endokrinni ukazatele, VTG a pomér pohlavi, mohou v kombinaci prokdzat endokrinni G¢inky
chemické latky (tabulka 1). Pomér pohlavi je biologicky marker vyznamny z hlediska populace (25)(26) a u
nékterych dobfe definovanych wGc¢inkG mohou byt vysledky zkousky FSDT, bude-li to regulaéni agentura
povazovat za vhodné, pouzity pro Gcely posouzeni nebezpedi a rizik. Mechanismy G¢inkd jsou v soucasnosti
estrogeny, androgeny a inhibitory steroidogeneze.

Tabulka 1

Reakce endokrinnich ukazatelii na riizné mechanismy ¢inkda chemickych litek

1= vzristajici, |= klesajici, — = nebylo zkoumdino
Mechanismus G¢inku VTG & VTG ¢ Pomér pohlavi Odkazy
Slaby agonista estrogenu 1 1 1 2 nebo 1 nedif (27)(40)
Silny agonista estrogenu 1 1 1 ¢ nebo 1 nedif, (28)(40)
zadny &
Antagonista estrogenu — — 1 2 nebo 1 nedif (29)
Agonista androgenu | nebo — | nebo — 13, zadny 2 (28)(30)
Antagonista androgenu — — 19 (1)
1 intersex.
Inhibitor aromatdzy 1 | 1@ (33)
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9.  Zkouska FSDT nepokryva reprodukéni Zivotni stadium ryb a chemické latky, u nichz existuje podezieni, Ze
ovliviiuji reprodukci pfi nizsich koncentracich, nez pii jakych ovliviiuji pohlavni vyvoj, by mély byt zkoumany
ve zkousce, kterd zahrnuje reprodukci.

10. Definice pro téely této zkudebni metody jsou uvedeny v dodatku 1.

11. Zkouska FSDT in vivo je urCena k zjisténi chemickych latek s androgennimi a estrogennimi vlastnostmi a rovnéz
chemickych latek s antiandrogennimi, antiestrogennimi vlastnostmi a vlastnostmi zptsobujicich inhibici steroi-
dogeneze. Validacni fdze zkousky FSDT (fize 1 a 2) zahrnovala estrogenni, androgenni chemické litky a
inhibitory steroidogeneze. U¢inky antagonistil estrogent a antagonistd androgent ve zkousce FSDT lze dohledat
v tabulce 1, avSak tyto Gcinky jsou v soucasnosti méné zdokumentovany.

PODSTATA ZKOUSKY

12. Pii této zkousce jsou ryby, pocinaje Cerstvé oplodnénymi jikrami az po ryby s ukoncenou diferenciaci pohlavi,
vystaveny nejméné tfem koncentracim zkousené chemické litky rozpusténé ve vodé. Zkusebni podminky by
mély byt pritokové, pokud to neni nemozné z diivodu nedostupnosti nebo povahy (tj. omezené rozpustnosti)
zkouSené chemické latky. Zkouska zacind nasazenim Cerstvé oplodnénych jiker (pfed ryhovdnim blastuly) do
zkugebnich komor. Obsddka komor je pro kazdy druh popsdna v odstavci 27. U validovanych druhd ryb,
halan¢ika japonského, koljusky tfiostné a dania pruhovaného, se zkouska ukonéi 60. den po vylihnuti. Po
ukonceni zkousky se viechny ryby humdnné usmrti. Z kazdé ryby se odebere biologicky vzorek (krevni plazma,
jatra nebo homogendt hlavy/ocasu) pro analyzu VTG a zbytek se fixuje pro histologické hodnoceni pohlavnich
zldz s cilem urcit fenotypové pohlavi; volitelné lze provést histopatologii (napf. urceni stadia gondd, miru
vyskytu intersexudlti). U druht s pFislusnymi markery (dodatky 9 a 10) se odebere biologicky vzorek (fitni nebo
hibetn{ ploutev) pro urceni genetického pohlavi.

13. Pfehled piislusnych zkusebnich podminek specifickych pro validované druhy, halan¢ika japonského, koljusku
tifostnou a danio pruhované, je uveden v dodatku 2.

INFORMACE O ZKOUSENE CHEMICKE LATCE

14. Mély by byt dostupné vysledky zkousky akutni toxicity [napf. zkuSebni metody C.14 (34) a OECD TG 210 (1)],
pfednostné provedené s druhy zvolenymi pro tuto zkousku. To znamend, Ze je zndma rozpustnost zkousené
latky ve vodé a tlak jejich par a je k dispozici spolehlivd analytickd metoda pro stanoveni mnozstvi litky ve
zkuSebnich komorach, a to se zndmou a doloZenou pfesnosti a znamou mezi stanovitelnosti.

15. Dalsimi uZite¢nymi informacemi jsou strukturni vzorec, Cistota chemické latky, jeji stdlost ve vodé a na svétle,
pKa, P a vysledky zkousky snadné biologické rozlozitelnosti (zkusebni metoda C.4) (35).

Kritéria p¥ijatelnosti zkousky

16. Aby byly vysledky zkousky pfijatelné, musi byt splnény tyto podminky:

— koncentrace rozpusténého kysliku by po celou dobu zkousky méla ¢init nejméné 60 % hodnoty nasyceni
vzduchem (ASV),

— teplota vody ve zkus$ebnich komorach by se v kterémkoli ¢ase béhem doby expozice neméla lisit o vice nez
+ 1,5 °C a méla by byt udrzovdna v teplotnich rozmezich stanovenych pro jednotlivé zkuSebni druhy
(dodatek 2),

— méla by byt k dispozici validovand metoda pro analyzu zkousSené chemické litky s mezi stanovitelnosti
vyrazné niz8i, nez je nejniz$i jmenovitd koncentrace, a mély by byt shromdzdény dikazy potvrzujici, ze
koncentrace zkousené chemické latky v roztoku byly uspokojivé udrzovany v rozmezi + 20 % stiednich
naméfenych hodnot,
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— celkovd mira pfeziti oplodnénych jiker v kontrolnich skupindch a piipadné také v kontrolnich skupinich
s rozpoustédlem by méla byt rovna limitim stanovenym v dodatku 2 nebo vyssi,

— kritéria pfijatelnosti tykajici se rGstu a poméru pohlavi pfi ukonéeni zkousky jsou zaloZena na udajich
z kontrolnich skupin (slou¢ené kontrolni skupiny s rozpoustédlem a s vodou; pokud se vyznamné nelisi,
pak pouze kontroly s rozpoustédlem):

H alanéﬂf Danio pruhované | Koljuska tifostnd
japonsky
Rust Zivd hmotnost ryby (po osuseni > 150 mg > 75 mg > 120 mg
do sucha)
Délka (standardni délka) > 20 mm >14 mm >20 mm
Pomér pohlavi (% sameckd nebo samicek) 30-70 % 30-70 % 30-70 %

— pokud je uzito rozpoustédla, nemélo by mit statisticky vyznamny G¢inek na preziti a nemélo by zptisobovat
zddné poruchy endokrinniho systému nebo mit jiné nepfiznivé Gcinky na rand zivotni stadia, coz bylo
potvrzeno kontrolou s rozpoustédlem.

Je-li zjisténo nedodrzeni kritérii piijatelnosti zkousky, mély by byt zvdzeny disledky z hlediska spolehlivosti
zkusebnich dajti a tyto tivahy by mély byt zahrnuty do zprav.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Zkusebni komory

17. Lze pouzit komory ze skla, nerezové oceli nebo z jiného chemicky inertniho materidlu. Rozméry komor by
mély byt dostate¢né velké, aby umoziovaly dodrzeni kritérii obsddky, kterd jsou uvedena nize. Je zidouci, aby
komory byly umistény ve zkuSebnim prostoru ndhodné. Pro zcela ndhodné uspofdddni se upfednostiiuje
ndhodné blokové usporadani, pii kterém je kazda koncentrace ptitomna v kazdém bloku. Zkusebni komory by
mély byt chrinény pfed nezddoucimi rusivymi vlivy.

Vybér druha

18. Doporuéené druhy ryb jsou uvedeny v dodatku 2. Postupy pro zafazeni novych druhdi jsou uvedeny
v odstavci 2.

Chov matecnych ryb

19. Podrobnosti o chovu matecnych ryb za uspokojivych podminek lze nalézt v dokumentu OECD TG 210 (1).
Matec¢né ryby je tfeba krmit jednou nebo dvakrat denné vhodnym krmivem.

Chov embryi a pladkd

20. Embrya a pladky mohou byt uvnitf hlavni nddrze nejprve exponoviny v mensich nidobdch ze skla nebo
nerezové oceli s pletivovymi sténami nebo konci, aby nddobami mohla proudit zkousend chemicka latka.
Nevifivého pritoku nddobami lze dosdhnout jejich zavéSenim do ramen, pomoci nichz lze pohybovat
nddobami nahoru a dold, pfi¢emzZ organismy zistanou stéle ponofeny.

21. Jsou-li k odchovu jiker v hlavni nddrzi pouzity nddoby, mtizky nebo pletiva, mély by byt po vylihnuti plidka
odstranény, pokud ovSem nemaji byt ponechdny k zamezenf dniku ryb. Je-li tfeba pladky pfemistit, nemély by
byt vystaveny vzduchu a k jejich vyjmuti z nddob by se nemély pouzivat sitky. Nacasovani pfemisténi se lisi
podle druhu a pfemisténi nemusi byt vzdy nutné.
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Voda

22. Pro tuto zkousku je vhodnd jakdkoli voda, ve které zkusebni druhy z kontrolnich skupin pfezivaji alespon tak,
jako ve vodé popsané v dodatku 3. Po celou dobu zkousky by méla mit stejnou kvalitu. Aby bylo zajisténo, Ze
voda neovlivni vysledky zkousky (napiiklad reakci se zkousenou chemickou litkou) nebo nebude mit neptiznivy
vliv na stav mate¢nych ryb, mély by byt v pravidelnych intervalech odebirdny vzorky na analyzu. Je-li kvalita
fedici vody relativné stdld, mél by se méfit celkovy obsah organického uhliku, vodivost, pH a suspendované
latky, napiiklad kazdé tfi mésice. Je-li kvalita vody problematickd, mél by byt stanoven obsah tézkych kovil
(napf. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), hlavnich aniontti a kationt (napt. Ca?, Mg?, Na*, K*, ClI, SO,>) a pesticidd.
Podrobnosti o chemické analyze a odbéru vody jsou uvedeny v odstavci 34.

ZkuSebni roztoky

23. Je-li to proveditelné, mél by byt pouzit pritokovy systém. Pro zjisténi fady koncentraci pfi pratokovych
zkouskdch je nezbytny systém, ktery nepfetrzité ddvkuje a fedi zdsobni roztok zkousené chemické latky (napt.
dévkovaci ¢erpadlo, zafizeni pro pomérné fedéni a sytici systém). Pritok zdsobnich roztokd a fedici vody by
mél byt pfi zkousce v urcitych intervalech kontrolovdn a v jejim pribéhu by se nemél ménit o vice nez 10 %.
Jako vhodny byl shleddn pratok odpovidajici vyméné alesponn pétindsobku objemu nddrze za 24 hodin (1).
Mélo by se dbdt na to, aby nebyly pouzity trubky z plastu nebo jiné materidly, z nichz nékteré mohou
obsahovat biologicky aktivni litky nebo mohou zkousenou chemickou latku adsorbovat.

24. Zésobni roztok by mél byt pfipraven pokud mozno bez pouziti rozpoustédel jednoduchym mechanickym
michdnim zkousené chemické latky v fedici vodé nebo jejim protiepdvanim (napf. mechanickym cefenim nebo
pomoci ultrazvuku). Je-li zkousend chemicka latka obtizné rozpustnd ve vodé, mél by se pouZit postup popsany
v pokynu OECD ke zkouskdm toxicity slozitych latek a smési pro vodni organismy (36). Rozpoustédla by se
pouzivat neméla, ale v nékterych ptipadech mohou byt pro vytvoreni zdsobniho roztoku o vhodné koncentraci
nezbytnd. Pfiklady vhodnych rozpoustédel Ize nalézt v seznamu literatury (36).

25. Semistatické zkuSebni podminky by pouziviny byt nemély, pokud pro to nebudou naléhavé divody souvisejici
se zkouSenou chemickou ldtkou (napf. stdlost, omezend dostupnost, vysoké ndklady nebo nebezpecnost). U
semistatickych technik mohou byt pouzity dva rtizné vyménné postupy: bud’ se do &istych nddrzi pfipravi nové
zkusebni roztoky a prezivajici jikry a pladky se do téchto novych nddrzi opatrné pfenesou, nebo se zkusebni
organismy ponechaji ve zkuSebnich nddrzich a denné se vyméni urcity podil (alesponi dvé tietiny) zkusebni
vody.

POSTUP
Podminky expozice
Sbér jiker a délka expozice

26. Aby nedoslo ke geneticky podminénému zkresleni, odeberou se jikry nejméné od tfech chovnych para nebo
skupin, smichaji se a pro zahdjeni zkousky se nidhodné vyberou. V ptipadé koljusky t{ostné je popis umeélého
oplodnéni uveden v dodatku 11. Zkouska se zahdji co nejdfive po oplodnéni jiker, embrya se ponoii do
zkusebnich roztokii nejlépe jesté pred zapocetim ryhovani blastuly nebo co nejdifve po tomto stadiu, avSak
nejpozdéji 12 h po oplodnéni. Zkouska by méla pokracovat az do dokonceni pohlavni diferenciace v kontrolni
skuping (60 dni po vylihnuti u halan¢ika japonského, koljusky tfiostné a dania pruhovaného).

Nasazovdni

27. Pocet oplodnénych jiker na pocitku zkousky by mél byt nejméné 120 pro kazdou koncentraci, rozdélenych
mezi alespont 4 opakovani (pfijatelné je ptidéleni ke kontrolnim skupindm podle druhé odmocniny). Jikry by
mély byt (pomoci statistickych tabulek pro randomizaci) ndhodné rozdéleny mezi varianty expozice. Velikost
ndsady (pro definici viz dodatek 1) by méla byt tak nizkd, aby bez pfimého provzdusnovani nddrzi bylo mozné
udrzet koncentrace rozpusténého kysliku alespori na 60 % hodnoty ASV. U pritokovych zkousek se doporucuje
nasazovani nepfevySujici 0,5 g/l za 24 hodin a v zddném okamziku nepfekracujici 5 g/l roztoku. Nejpozdgji 28
dntt po oplodnéni by pocet ryb v jednotlivych opakovanich mél byt upraven tak, aby kazdé opakovani
obsahovalo pokud mozno stejny pocet ryb. Dojde-li v souvislosti s expozici k thyntim, pocet opakovani by mél
byt vhodné sniZen tak, aby bylo mozné udrzet pokud mozno stejnou hustotu ryb mezi drovnémi expozice.
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Svétlo a teplota

28. Fotoperioda a teplota vody by mély vyhovovat zkuSebnim druhiim (viz zkuSebni podminky pro zkousku FSDT
v dodatku 2).

Krmeni

29. Potrava a krmeni maji zdsadni vyznam a v kazdém stadiu je nezbytné poskytovat vhodnou potravu
v pfiméfenych casovych intervalech a na drovni dostate¢né k podpore normdlniho ristu. Krmit je tfeba ad
libitum, avSak zdroven minimalizovat pfebytek potravy. K zajisténi dostate¢né rychlosti ristu by rybdm méla byt
potrava poddvdna alespon dvakrdt denné (o vikendech je pfijatelné jednou denné), s alespon tithodinovym
intervalem mezi jednotlivymi krmenimi. Zbytky potravy a vykaly se, je-li to nutné, odstrani, aby nedoslo
k hromadéni odpadu. S pfibyvajicimi zkuSenostmi se potrava a rezimy krmeni neustdle zdokonaluji s cilem
zlepsit schopnost preziti a optimalizovat rist. Proto by mélo byt dbdno na to, aby byl navrhovany rezim
schvilen uzndvanymi odborniky. 24 hodin pfed ukoncenim zkousky by krmeni mélo byt ukonceno. Piiklady
vhodné stravy jsou uvedeny v dodatku 2 (viz rovnéz pokyn OECD pro testovani ryb (39).

ZkuSebni koncentrace

30. Zkousené chemické latky by mély byt odstuptiovany tak, jak je popsdno v dodatku 4. Mély by byt uzity
nejméné ti zkuebni koncentrace pfi alespoii ¢tyfech opakovanich. Pfi vybéru rozsahu zkuSebnich koncentraci
by méla byt zohlednéna kiivka zavislosti hodnoty LC,, na délce expozice, dostupnd ve studiich akutni toxicity.
Maji-li byt idaje pouzity pro posouzent rizik, doporucuje se pét zkusebnich koncentraci.

31. Koncentrace latky, které jsou vyssi nez 10 % hodnoty LCy, pro dospélé ryby pii zkousce akutni toxicity nebo
vyssi nez 10 mg/l, podle toho, co je niz§i, nemusi byt zkouseny. Maximalni zkusebni koncentrace u Zivotniho
stadia pltidkt | nedospélych ryb by méla ¢init 10 % hodnoty LCs,,.

Kontrolni skupiny

32. Kromé zkuSebnich koncentraci by méla byt nasazena kontrolni skupina v fedic{ vodé (> 4 opakovani) a podle
potieby kontrolni skupina s rozpoustédlem (> 4 opakovani). Pfi zkousce by méla byt uzita pouze rozpoustédla,
u nichZ bylo Setfenim prokdzédno, Ze nemaji statisticky vyznamny vliv na ukazatele zkousky.

33. Pouzije-li se rozpoustédlo, neméla by jeho koneénd koncentrace byt vétsi nez 0,1 mlfl (36) a ve vSech
zkusebnich nadrzich s vyjimkou kontrolni skupiny s fedici vodou by méla byt stejnd koncentrace. Mélo by vsak
byt vynaloZeno maximdlni sili k tomu, aby se takové rozpoustédlo nepouzivalo, nebo bylo alespoii udrzovano
v co nejniz$i koncentraci.

Cetnost analytickych stanoveni a méfeni

34. Pred zahdjenim zkousky by méla byt provedena chemicka analyza koncentrace zkousené chemické latky, aby se
ovétilo, Ze odpovidd kritériim pHjatelnosti. VSechna opakovani by méla byt analyzovéna jednotlivé na zacatku
zkousky a pii jejim ukonceni. V priabéhu zkousky by mélo byt alesponi jednou tydné analyzovéno jedno
opakovani pro kazdou zkuSebni koncentraci, pficemz opakovéni je tfeba systematicky ménit (1,2,3,4,1,2...).
Skladuji-li se vzorky pro pozdgjsi analyzu, metoda uskladnéni vzorkd by méla byt pfedem validovdna. Vzorky
by mély byt filtroviny (napf. pfes filtr s primérem péra 0,45 pm) nebo odstfedény, aby se zajistilo, ze
stanoveni budou provedena na chemické latce ve skute¢ném roztoku).

35. V prubéhu zkousky se méfi rozpustény kyslik, pH, celkova tvrdost, vodivost, salinita (podle potieby) a teplota.
Rozpustény kyslik, salinita (podle potfeby) a teplota se méfi tydné a pH, vodivost a tvrdost na zacdtku a na
konci zkousky. Teplota se méf{ pokud mozno nepfetrzité alespoit v jedné zkusebni nadrzi.

36. Vysledky by mély byt zaloZeny na naméfenych koncentracich. Udrzela-li se vSak koncentrace zkouSené
chemické latky v roztoku béhem celé zkousky v rozmezi + 20 % nomindlni koncentrace, mohou byt vysledky
zalozeny bud na nomindlnich, nebo na naméfenych hodnotach.
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Pozorovini a méfeni
Stadia vyvoje embrya

37. Expozice by méla byt zahdjena co nejdiive po oplodnéni a pfed zahdjenim ryhovani blastuly, avSak nejpozdéji
12 h po oplodnéni, aby se zajistilo, Ze k expozici dojde béhem raného vyvoje embrya.
Lihnuti a pezivdni

38. Lihnuti a pfezivani se pozoruje alesponl jednou denné a zaznamendvaji se pocty. Uhynuld embrya, plidky a
nedospélé ryby se odstrani ihned po nalezeni, nebot se mohou rychle rozklddat a ¢innosti ostatnich ryb mohou
byt poruseny. P odstraniovani uhynulych jedinct se postupuje s mimofddnou opatrnosti, aby se nenarazilo do
sousednich jiker/plidkii nebo aby se fyzicky neposkodily, nebot jsou mimofddné kiehké a citlivé. Kritéria

uhynuti se v Zivotnich stadiich lisi:

— u jiker: zejména v ranych stadiich zfetelnd ztrata prisvitnosti a zména ve zbarveni vyvoland koagulaci af
nebo vysrazenim bilkovin, které vedou k bilému zakaleni,

— u pladkd a nedospélych ryb: nepohyblivost a/nebo absence dychacich pohybii ajnebo tepu srdce a/nebo bilé
neprusvitné zbarveni centralniho nervového systému a/nebo nereagovani na mechanické podnéty.

Neobvykly vzhled

39. Zaznamendva se pocet plidkd nebo ryb vykazujicich neobvykly télesny vzhled a popiSe se vzhled a povaha
popisované abnormality. Je tfeba si uvédomit, Ze neobvykld embrya a plidky se vyskytuji pfirozené
a u nékterych druhti jich mtiZe byt v kontrolnich skupindch fadové nékolik procent. Neobvykli jedinci by méli
byt ze zkuSebni nddrze odstranéni pouze v piipadé uhynuti. Pokud vSak — v souladu se smérnici Evropského
parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. zdf 2010 o ochrané zvifat pouZivanych pro védecké ucely —
abnormality zptsobuji bolest, utrpeni a strach nebo trvalé poskozeni a je mozno spolehlivé predpovédét smrt,
jedinci by méli byt anestetizovani a usmrceni podle popisu v odstavci 44 a pro tcely analyzy tdaji by s nimi
mélo byt zachdzeno jako s uhynulymi.

Neobvyklé chovdni

40. Abnormality, napf. hyperventilace, nekoordinované plavani, netypickd necinnost a netypické chovani pfi
krmeni, se pii zjisténi zaznamenaji.

Hmotnost

41. Na konci zkousky se vSechny ryby, které pfezily, usmrti (anestetizuji, maji-li byt odebrany krevni vzorky) a
stanovi se zivd hmotnost jedinct (po osuseni do sucha).

Télesnd délka
42. Na konci zkousky se zmé&i{ délka jednotlivych ryb (standardni délka).

43. Tato pozorovan{ poskytnou nékteré nebo viechny nasledujici tidaje, které budou k dispozici pro podani zprév:
— kumulativni mortalitu,
— pocty zdravych ryb na konci zkousky,
— das zacatku lthnutf a konce lthnut,
— délku a hmotnost ryb, které ptezily,
— pocty deformovanych pladka,

— pocty ryb vykazujicich neobvyklé chovéni.



L 54/320 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

Odbér vzorki ryb

44. Pfi ukonceni zkousky se provede odebrani vzorkti ryb. Ryby urcené pro odbér vzorkd se usmrti napf. pomoci
MS-222 (100-500 mg na litr pufrovaného 200 mg NaHCO, na litr) nebo FA-100 (4-allyl-2-methoxyfenol:
eugenol) a jednotlivé zméfi a zvazi za Gcelem stanoveni hmotnosti (po osuSeni do sucha) nebo, méa-li byt
odebran krevni vzorek, anestetizuji (viz odstavec 49).

Odbér vzorki pro analyzu VTG a urleni pohlavi prostfednictvim histologického hodnoceni

45. Ze vSech ryb se odeberou vzorky a pfipravi se na analyzu pohlavi a VTG. V3echny ryby se histologicky
analyzuj{ za Glelem ureni pohlavi. Pro méfeni VTG je pfijatelné pouzit diléi vzorek alespori z 16 ryb
z kazdého opakovdni. UkdZze-li se, Ze vysledky ziskané z dil¢tho vzorku jsou nejasné, je potfeba analyzovat na
VTG vice ryb.

46. Postup odbéru vzorkd na urCeni VTG a pohlavi zdvisi na metodé analyzy VTG:

Metoda homogendtu hlavy/ocasu pro analyzu VTG

47. Ryba se usmrti. Od téla kazdé ryby se skalpelem oddéli hlava a ocas fezem vedenym tésné za prsnimi
ploutvemi a tésné za hibetni ploutvi (viz obrazek 1). Hlava a ocasni ¢ast kazdé ryby se spole¢né zvazi a
jednotlivé ocisluji, zmrazi v tekutém dusiku a uskladni pfi teploté — 70 °C nebo méné pro tdcely analyzy VTG.
Télo ryby se odisluje a fixuje ve vhodném fixa¢nim médiu za tcelem histologického hodnoceni (22). Touto
metodou se provede hodnoceni VTG a histopatologie kazdého jedince a pifipadnou zménu v hladiné VTG tak
lze porovnat s fenotypovym pohlavim ryb nebo (u halancika japonského a koljusky tifostné) s genetickym
pohlavim ryb. Pro dalsi informace viz nidvod k homogenizaci (dodatek 5) a ndvod ke stanoveni hladiny VTG

(dodatek 6).

Metoda homogendtu jater pro analjzu VTG

48. Ryba se usmrti. Jatra se vyfiznou a uskladni pfi teploté — 70 °C nebo niz§i. Doporucené postupy pro vyfiznuti
jater a pfedipravu vzorku lze nalézt v pokynu OECD TG 229 (37) nebo v kapitole C.37 této piilohy (38). Jatra
se poté jednotlivé homogenizuji, jak je popsino v pokynu OECD TG 229 nebo v kapitole C.37 této piilohy.
Odebrany supernatant se pouzije pro méfeni VTG homologa¢ni technikou ELISA (viz dodatek 6 s pifkladem
kvantifikace u dania pruhovaného nebo pokyn OECD TG 229 (37) pro halancika japonského). Pomoci tohoto
pfistupu je rovnéz mozné ziskat tidaje o jednotlivych rybach tykajici se jak VTG, tak histologie pohlavnich zldz.

Metoda krevni plazmy pro analjzu VTG

49. Z anestetizované ryby se odebere krev srde¢ni punkci, z ocasni Zily nebo fezu v ocasu a odstiedi se pii 4 °C pro
odbér plazmy. Plazma se az do pouziti skladuje pfi teploté — 70 °C nebo niz§i. Ryba se usmrti a fixuje za
ticelem histologického zkoumdni. Vzorky plazmy a ryby se jednotlivé oéisluji, aby bylo mozné porovnat
hladiny VTG s pohlavim ryb.

Obrdzek 1

Jak rozfiznout rybu pro zméfeni VIG v homogendtu hlavy/ocasu a histologické hodnoceni stfedni
dasti téla

Rez za hibetn{ ploutvi Rez za prsni ploutvi
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Urceni genetického pohlavi

50. U druhd, které maji piislusné markery, se z jednotlivych ryb odebere biologicky vzorek pro uréeni genetického
pohlavi. U halanc¢ika japonského se odebere fitni ploutev nebo hibetni ploutev. Podrobny popis, véetné odbéru
vzorkd tkdni a uréeni pohlavi metodou PCR, je uveden v dodatku 9. Pro koljusku t¥{ostnou je popis odbéru
tkdni a metody PCR pro ureni pohlavi uveden v dodatku 10.

Méfeni VTG

51. Méfeni VTG by mélo byt zaloZeno na kvantitativni a analyticky validované metodé. Mély by byt k dispozici
tidaje o mezilaboratorni a vnitrolaboratorn{ variabilité metody, kterd se pouzivd v dané laboratofi. Zdroj mezila-
boratorni a vnitrolaboratorn{ variability je (s nejvétsi pravdépodobnosti) zaloZen na riiznych stadiich vyvoje rybi
populace. Pokud jde o variabilitu méfeni VTG, mélo by se s velkou opatrnosti pfistupovat k hodnotdim NOEC
zaloZzenych na tomto ukazateli. Pro hodnoceni produkce VTG u druht ryb posuzovanych v této zkousce jsou
k dispozici rtizné metody. Pomérné citlivou a specifickou technikou méfeni je urCeni koncentrace proteint
pomoci enzymové imunosorpéni analyzy (ELISA). Mély by byt pouzity homologické protildtky (vytvofené proti
VTG téhoZ druhu) a nejdulezitéj$i homologické standardy.

Uréeni pohlavi

52. 'V zavislosti na postupu pfi odbéru vzorki za Gcelem stanoveni VTG se celé ryby nebo zbyld stfedni ¢ast kazdé
ryby vlozi do pfedem oznaenych schrinek pro zpracovani a fixuji se ve vhodném fixaénim médiu pro
histologické uréeni pohlavi (volitelné téZ pro hodnoceni stadia vyvoje gondd). Pokyny ohledné fixace a zaliti do
fixdtoru obsahuje dodatek 7 a pokyn OECD k diagnostice histopatologie pohlavnich zliz ryb v souvislosti
s endokrinnim systémem (22). Po zpracovani se ryby zaliji do parafinovych blokd. Jedinci by do parafinového
bloku méli byt uloZeni podélné. Z kazdého jedince se odebere alesponi Sest podélnych fezii (o tloustce 3—5 pm)
ve frontdln{ roviné véetné gonadalni tkdné z obou gondd. Interval mezi témito fezy by mél byt ptiblizné 50 um
u samicek a 250 pm u sameckd. Kazdy blok bude asto obsahovat samecky i samicky (pokud se do bloku zalije
vice nez jeden jedinec), proto by mél byt interval mezi fezy z téchto blokt pfiblizné 50 pm, dokud se nedocili
alespon $esti fezti gondd z kazdého samecka. Poté lze interval mezi fezy zvysit pfiblizné na 250 pm u samicek.
Rezy se obarvi hematoxylinem a eosinem a zkoumaji se pomoci svételné mikroskopie se zaméfenim na pohlavi
(samecci, samicky, intersexudlové nebo nediferencované pohlavi). Intersexualita je definovdna jako p¥tomnost
vice nez jednoho oocytu ve varleti na $est analyzovanych fezt nebo spermatogenetickych bunék (ano/ne) ve
vaje¢nicich. Histopatologie a ureni stadia vajecnikt a varlat jsou nepovinné, aviak je-li takové vySetfeni
provedeno, vysledky by mély byt podrobeny statistické analyze a uvedeny ve zpravé. Je tfeba poznamenat, Ze
nékteré druhy ryb (napf. halancik japonsky a nékdy danio pruhované) nemaji pfirozené plné vyvinuty pér
gondd a muze byt pfitomna pouze jedna gondda. Veskera takovd zjisténi se zaznamenaji.

53. Urceni genetického pohlavi u jedinct halancika japonského je zaloZeno na pfitomnosti nebo nepfitomnosti
genu DMY, ktery urCuje sam¢i pohlavi halancika a nachdzi se v chromozomu Y. Genotypové pohlavi u
halan¢ika Ize identifikovat sekvenovdnim genu DMY z DNA extrahované napt. z fitni ploutve nebo hibetni
ploutve. Pfitomnost DMY indikuje jedince XY (samecka), a to bez ohledu na fenotyp, zatimco nepfitomnost
DMY indikuje jedince XX (samicku), a to bez ohledu na fenotyp (23). Névod k pfipravé tkdni a metodé PCR
obsahuje dodatek 9. Také u jedincti koljusky tifostné se urceni genetického pohlavi provede metodou PCR, kterd
je popsdna v dodatku 10.

54. Zaznamend se vyskyt intersexu (viz definici v dodatku 1).

Druhotné pohlavni znaky

55. U druht jako halan¢ik japonsky jsou druhotné pohlavni znaky fizeny endokrinni ¢innosti; na konci expozice by
proto mélo byt pokud mozno provedeno pozorovani fyzického vzhledu ryb. U samicek halan¢ika japonského je
papildrni tGtvar v posteriorni ¢sti Fitni ploutve citlivy na androgeny. Kapitola C.37 této prilohy (38) obsahuje
piislusné fotografie saméich druhotnych pohlavnich znakd a samicek vystavenych ptisobeni androgenu.
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UDAJE A JEJICH PREDKLADANI
Zpracoviani vysledka

56. Je dtlezité, aby kone¢ny ukazatel byl potvrzen validnim statistickym testem jako co nejpriikaznéjsi. Experi-
mentalni jednotkou je opakovéni, aviak statistické testovani by mélo zohlednit variabilitu v rdmci opakovani.
Dodatek 8 obsahuje vyvojovy diagram pro rozhodovéni, ktery pomiize pfi volbé nejvhodnéjsiho statistického
testu na zdkladé charakteristik adajd, jez byly pfi zkousce ziskdny. Uroven statistické vyznamnosti pro viechny
ukazatele zahrnuté do zkousky ¢ini 0,05.

Pomér pohlavi a genetické pohlavi

57. Je-li zavislost ddvka-odezva monoténni, mél by byt Jonckheerovym-Terpstrovym testem (trend testem)
analyzovin pomér pohlavi pfi vyznamném dcinku expozice (piistup NOEC/LOEC). Neni-li zjisténa
monoténnost, mél byt pouzit pirovy test. Pokud je mozné dosdhnout normality rozdéleni a homogenity
rozptylu, pouzijte Dunnettiv test. P¥ heterogennim rozptylu pouZzijte TamhaneGv-Dunnettiv test. V ostatnich
pfipadech pouzijte exaktni Manntv-Whitneytv test s Bonferroniho-Holmovou korekci. V dodatku 8 je uveden
vyvojovy diagram popisujici statistiky poméru pohlavi. Pomér pohlavi by mél byt uveden v tabulkéch jako podil
sameckd, samicek, intersexudld a nediferencovanych jedinc + smérodatnd odchylka pro kazdou koncentraci.
Meéla by byt zdiiraznéna statistickd vyznamnost. Piiklady obsahuje valida¢ni zprava pro fazi 2 zkousky FSDT
(42). Genetické pohlavi by mélo byt uvedeno jako procentni podil zmény fenotypového pohlavi u sameckd,
samicek, intersexudlil a nediferencovanych jedinca.

Koncentrace VTG

58. Meély by byt analyzovdny koncentrace VTG pro zjisténi vyznamném tucinku expozice (piistup NOEC/LOEC).
Pfed t-testem s Bonferroniho korekci se upfednostiiuje Dunnettdv test. Je-li pouzita Bonferroniho korekce,
upfednostiiuje se Bonferroniho-Holmova korekce. Mél by byt zohlednén logaritmicky pfevod VTG pro dosazeni
normality rozdéleni a homogenity rozptylu. Odpovida-li reakce pfi jednotlivich koncentracich monoténni
odezvé na ddvku, pak se pfed viemi vySe uvedenymi upfednostiiuje Jonckheertiv-Terpstriiv test. PouZije-li se
Dunnettv test, pro dalsi pokracovani neni tfeba provddét ANOVA F-test vyznamnosti. Pro podrobnosti viz
schéma v dodatku 8. Vysledky by mély byt uvedeny v tabulkdch jako stfedni hodnoty u sameckd, samicek,
intersexudltl a nediferencovanych jedinct oddélené pro kazdou koncentraci. Méla by byt zdtiraznéna statistickd
vyznamnost u fenotypovych samicek a fenotypovych samecki. Piiklady obsahuje valida¢ni zprdva pro fizi 2
zkousky FSDT (42).

ZkouSend chemickd litka: skute¢nd koncentrace

59. Skute¢né koncentrace zkousené chemické litky v nddrzich by mély byt analyzovdny s Cetnosti popsanou
v odstavci 34. Vysledky by mély byt uvedeny v tabulkdch jako stfedni koncentrace + smérodatnd odchylka na
bazi opakovdni a rovnéZ i na bazi koncentraci spolu s informaci o poctu vzorkt a zdirazni se odlehlé hodnoty
od stfedni zku$ebni koncentrace * 20 %. Piiklady obsahuje valida¢ni zpréva pro fdzi 2 zkousky FSDT (42).

Interpretace vysledkii

60. V piipadé, Ze se naméfené koncentrace zkousené chemické litky ve zkusebnich roztocich pohybuji na drovnich
blizkych mezi stanovitelnosti dané analytické metody, by vysledky mély byt interpretovany opatrné.

Zavérecna zprava
61. Zavéretna zprava by méla obsahovat tyto informace:

Zkousend chemickd ldtka

— Prislusné fyzikalné-chemické vlastnosti a chemickd identifikace vcetné ddajii o Cistoté a metodé kvantita-
tivniho stanoveni zkouSené chemické latky.
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Zkusebni podminky

— Pouzity zkuSebni postup (napf. pritokovy, semistaticky | s obnovovanim); uspofddani zkousky vcetné
zkusebnich koncentraci, metoda piipravy zdsobnich roztokt (v piiloze), Cetnost obnovovani (je-li pouzito,
uvede se solubiliza¢ni ¢inidlo a jeho koncentrace),

— nomindlni zku3ebni koncentrace, priaméry naméfenych hodnot v jednotlivych zkuSebnich nddrzich, jejich
smérodatné odchylky a metody jejich stanoveni (pouzitd analytickd metoda by méla byt uvedena v priloze);
dikazy o tom, Ze naméfené hodnoty odpovidaji koncentracim zkouSené chemické litky ve skutecném
roztoku,

— kvalita vody ve zkusebnich nadrzich: pH, tvrdost, teplota a koncentrace rozpusténého kysliku,

— podrobné informace o krmeni (napf. druh krmiva/krmiv, piivod, poddvané mnozZstvi a frekvence krmeni) a
podle potfeby analyzy na pitomnost kontaminujicich latek (napf. polychlorovanych bifenyld, polyaroma-
tickych uhlovodiki a organochlorovych pesticidd).

Vysledky

— Doklady o tom, Ze kontrolni skupiny splnily kritéria validity: tidaje o mife vylihnuti by mély byt uvedeny
v tabulkdch jako procentni podil v kazdém opakovéni a pro kazdou koncentraci. Mély by byt zdiiraznény
odlehlé hodnoty od kritérii pfijatelnosti (v kontrolnich skupindch). Udaje o pfeziti by mély byt uvedeny jako
procentni podil v kazdém opakovéni a pro kazdou koncentraci. Mély by byt zdtraznény odlehlé hodnoty
od kritérii validity (v kontrolnich skupindch),

— jasné uvedeni dosazenych vysledkd v jednotlivych sledovanych ukazatelich: pfeziti embryi a dspé$nost
lihnuti; zevni odchylky; délka a hmotnost; naméfené hodnoty VTG (v ng/g homogendtu, ng/ml plazmy
nebo ng/mg jater); histologie gondd, pomér pohlavi, Gdaje o genetickém pohlavi; vyskyt jakychkoli
neobvyklych reakci ryb a jakékoli viditelné ucinky zptisobené zkousenou chemickou latkou.

62. Vysledky by mély byt uvedeny jako stfedni hodnoty * smérodatnd odchylka (SD) nebo stfedni smérodatnd
chyba (SE). Statistické tidaje by mély byt uvedeny minimalné jako NOEC a LOEC a intervaly spolehlivosti. Mélo
by se postupovat podle vyvojového diagramu pro proveden statistické analyzy (dodatek 8).
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Dodatek 1

Zkratky a definice

7%

Covy ukazatel: zplisobuje tiCinek na tirovni populace

ASV: hodnota nasyceni vzduchem

Biomarker: zptsobuje G¢inek na trovni jedincti

Chemickad ldtka: litka nebo smés

Dph: dnt po vylihnuti

DMY: gen lezici v DM doméné chromozomu Y, ktery je nezbytny pro vyvoj samecka halancika japonského
ELISA: enzymové imunosorp¢ni analyza

Hmotnost ryby: hmotnost ryby po osuseni do sucha

FSDT: zkouska pohlavniho vyvoje ryb

Osa HPG: hypothalamo-hypofyzo-gonadélni osa

Intersexudlni ryba: ryba s vice nez jednim oocytem ve varleti na 6 analyzovanych fez nebo se spermatogene-
tickymi buiikami ve vajecnicich (ano/ne)

Velikost ndsady: zivd hmotnost ryb na jednotku objemu vody

MOA: mechanismus G¢inku

RT-PCR: polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci

ZkousSend chemickd latka: jakdkoli litka nebo smés zkousend pomoci této zkusebni metody
Nediferencovand ryba: ryba s gonddami, které nevykazuj{ zddné rozpoznatelné zdrodecné bunky

VTG: vitelogenin
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Dodatek 2
Experimentilni podminky pro zkousku FSDT (sladkovodni druhy)

1. Doporucené druhy | Halancik japonsky (Oryzias | Danio pruhované (Danio re- | Koljuska tifostnd (Gasterosteus

latipes) rio) aculeatus)

2. Typ zkousky Priitokova nebo semistatickd | Pritokovd nebo semistatickd | Priitokova nebo semistatickd

3. Teplota vody 25+2°C 27 £2°C 20+ 2°C

4. Kvalita osvétleni Fluorescenéni zéfivky (Siro- | Fluorescenéni zdfivky (Siro- | Fluorescenéni zéfivky (Siroko-

kospektralni) kospektralni) spektralni)

5. Intenzita osvétleni | 10-20 pE/m?[s, 540-1 080 | 10-20 pE/m?[s, 540-1 080 | 10-20 pE/m?[s, 540-1 080

luxt nebo 50-100 ft-c luxt nebo 50-100 ft-c luxt nebo 50-100 ft-c
(okolni laboratorni hodnoty) | (okolni laboratorni hodnoty) | (okolni laboratorni hodnoty)

6. Fotoperioda 12-16 h svétlo, 8-12 h tma | 12-16 h svétlo, 8-12 h tma | 16 h svétlo, 8 h tma

7. Minimdlni velikost | Jednotlivé nddrze by mély Jednotlivé nadrze by mély Jednotlivé nddrze by mély po-

nadrze pojmout nejméné 7 1 vody | pojmout nejméné 7 I vody | jmout nejméné 7 I vody

8. Vymény objemu Nejméné 5Skrat denné Nejméné 5krat denné Nejméné Skrat denné

zkusebniho roz-
toku

9. Staif zkusebnich Cerstvé oplodnéné jikry (sta- | Cerstvé oplodnéné jikry (sta- | Cerstvé oplodnéné jikry

organismu na za- | dium rané blastuly) dium rané blastuly)
atku expozice

10. Pocet jiker pro Nejméné 120 Nejméné 120 Nejméné 120
kazdou expozici

11. Pocet expozic Nejméné 3 (plus p¥islusné Nejméné 3 (plus pFislusné Nejméné 3 (plus prislusné

kontrolni skupiny) kontrolni skupiny) kontrolni skupiny)

12. Pocet opakovani | Nejméné 4 (pokud neni pfi- | Nejméné 4 (pokud neni pfi- | Nejméné 4 (pokud neni pridé-
pro kazdou expo- | déleni ke kontrolnim skupi- | déleni ke kontrolnim skupi- | lenf ke kontrolnim skupindm
zici ndm podle druhé odmoc- ndm podle druhé odmoc- podle druhé odmocniny)

niny) niny)

13. Krmny rezim Zivé Artemia, zmrazené do- | Specidlni krmivo pro mladé | Zivé Artemia, zmrazené do-

spélé zédbronozky solné,
vlockové krmivo atd. Dopo-
rutuje se krmit dvakrét
denné

ryby, Zivé Artemia, zmrazené
dospélé zabronozky solné,
vlockové krmivo atd. Dopo-
rucuje se krmit dvakrat
denné

spélé zabronozky solné, vlo¢-
kové krmivo atd. Doporucuje
se krmit dvakrat denné
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14. Provzdusnovani 74dné, dokud koncentrace 74dné, dokud koncentrace 74dné, dokud koncentrace
rozpusténého kysliku ne- rozpusténého kysliku ne- rozpusténého kysliku ne-
klesne pod 60 % nasyceni klesne pod 60 % nasyceni klesne pod 70 % nasyceni
15. Redici voda Cistd povrchovd, studni¢ni Cistd povrchovd, studni¢ni Cistd povrchovd, studni¢ni
nebo rekonstituovand voda | nebo rekonstituovand voda | nebo rekonstituovand voda
16. Trvani expozice | 60 dnt po vylihnuti 60 dnt po vylthnut{ 60 dnt po vylthnut{
zkousené che-
mické latce
17. Biologické ukaza- | Uspésné vylthnuti, preziti Uspésné vylthnuti, pieziti Uspésné vylthnuti, preziti ma-
tele makroskopickd morfologie, | makroskopickd morfologie, | kroskopickd morfologie, VTG
VTG histologie gondd, gene- | VTG histologie gondd, po- | histologie gonadd, pomér po-
tické pohlavi, pomér pohlavi | mér pohlavi hlavi
18. Kritéria pfijatel- | Uspésné vylthnuti > 80 % Uspésné vylthnuti > 80 % Uspésné vylthnuti > 80 %

nosti zkousky
pro sloucend
opakovéni kon-
trolnich skupin

pieziti po vylihnuti > 70 %

pieziti po vylihnuti > 70 %

Preziti po vylihnuti > 70 %

rist (Zivd hmotnost ryby, po
osuseni do sucha) > 150 mg

rist (Zivd hmotnost ryby, po
osudeni do sucha) > 75 mg

rist (Zivd hmotnost ryby, po
osusen{ do sucha) > 120 mg

délka (standardni délka)
> 20 mm

délka (standardni délka)
> 14 mm

délka (standardni délka)
> 20 mm

pomér pohlavi (% samecka
nebo samicek)
30 %-70 %

pomér pohlavi (% sameckt
nebo samicek) 30 %-70 %

pomér pohlavi (% sameckt
nebo samicek) 30 %-70 %
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Dodatek 3

Chemické charakteristiky vhodné fedici vody

SLOZKA KONCENTRACE

Pevné astice <20 mg/l
Celkovy organicky uhlik <2 mg/l
Volny (neiontovy) amoniak <1 pgfl

Zbytkovy chlor <10 pg/l
Celkovy obsah organofosforovych pesticidt <50 ngfl
Celkovy obsah organochlorovych pesticid a polychlorovanych bifenylti <50 ngfl
Celkovy obsah organickych sloucenin chloru <25 ng/l
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Dodatek 4

Ze zkusebni metody C.14/Pokyny tykajici se zkusebnich koncentraci

Sloupec (pocet koncentraci mezi 100 a 10, nebo mezi 10 a 1) (*)

1 2 3 4 5 6 7
100 100 100 100 100 100 100
32 46 56 63 68 72 75
10 22 32 40 46 52 56
3,2 10 18 25 32 37 42
1,0 4,6 10 16 22 27 32

2,2 5,6 10 15 19 24
1,0 3,2 6,3 10 14 18
1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4,6 7,2 10

1,6 3,2 52 7,5

1,0 2,2 3,7 5,6

1,5 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 2,4

1,0 1,8

1,3

1,0

(*) Ze sloupcti muZe byt zvolena fada ti (nebo vice) po sobé jdoucich koncentraci. Mezilehlé body pro koncentrace ve
sloupci (x) jsou uvedeny ve sloupci (2x + 1). Uvedené hodnoty mohou byt koncentracemi vyjidfenymi v objemovych nebo
hmotnostnich procentech (mg/l nebo pgfl). Hodnoty mohou byt podle potfeby ndsobeny nebo déleny jakoukoli mocninou 10.
Sloupec 1 by se mél pouzit, pokud je troven toxicity znaéné neurcitd.
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Dodatek 5

Nivod k homogenizaci hlavy a ocasu z nedospélych danii pruhovanych, jelecka velkohlavého,
koljusky tfiostné a halancika japonského

Ucelem tohoto oddilu je popsat postupy, které je tieba dodrzet pied stanovenim hladiny koncentrace VTG. Lze
pouzit jiné postupy, jez vedou ke srovnatelné kvantifikaci VTG. Namisto uziti homogendtu hlavy/ocasu je
mozné koncentraci VTG urcit z krevni plazmy nebo z jater.

Postup
1. Ryba se anestetizuje a usmrti v souladu s popisem zkousky.

2. Odfizne se hlava a ocas v souladu s popisem zkousky. DiileZité: Veskeré pitevni ndstroje a pracovni stil je
tfeba mezi zpracovanim kazdé jednotlivé ryby fadné omyt a vycistit (napf. 96 % ethanolem), aby se zabranilo
,znecisténi VTG’ pfenosem ze samicek nebo ze sameckt, u kterych byly vyvolany aéinky, na samecky, u kterych
ucinky vyvoldny nebyly.

3. Spole¢nd hmotnost hlavy a ocasu kazdé ryby se stanovi se zaokrouhlenim na mg.

4. Po zvaZeni se &asti vlozi do vhodnych zkumavek (napt. Eppendorfovy zkumavky o objemu 1,5 ml) a zmrazi se
pii teploté —80 °C aZ do homogenizace nebo se pfimo homogenizuji na ledu pomoci dvou plastovych palicek.
(Lze uzit i jinych metod, jsou-li provddény na ledu a je-li vysledkem homogenni hmota.) DiileZité: Zkumavky je
tieba ¥ddné ocislovat, aby bylo mozZné hlavu a ocas z urcité ryby porovnat s p¥islusnym fezem téla, ktery se pouZije pro
histologii gondd.

5. Jakmile se dosdhne homogenni hmoty, pfidd se ledovy homogenizaéni pufr (*) v mnozstvi 4-10krat vétsim
nez hmotnost tkdné (fedéni se zaznamend). V préci s palickami se pokracuje, dokud neni smés homogenni.
Diilezitd pozndmka: Na kazdou rybu se pouziji nové palicky.

6.  Vzorky se poloZi na led az do odstiedovani pii teploté 4 °C po dobu 30 min pfi zrychleni 50 000 g.

7. Pomoci pipety pfeneste Casti o velikosti 20-50 ul (mnoZzstvi zaznamenejte) supernatantu do nejméné dvou
zkumavek tak, Ze $picku pipety ponofite pod tukovou vrstvu na hladiné a opatrné nasajete supernatant bez
frakei tuku nebo sedimentu.

8. Zkumavky se az do pouziti uskladni pfi teploté — 80 °C.

(*) Homogenizacni pufr:

50 mM Tris-HCI pH 7,4; 1 % koktejl inhibitoru protedzy (Sigma): 12 ml Tris-HCl pH 7,4 + 120 pl koktejlu inhibitoru protezy
(nebo rovnocenné koktejly inhibitoru protedzy).

TRIS: TRIS-ULTRA PURE (ICN)
Koktejl inhibitoru protedzy: od vyrobce Sigma (pro tkdné savcty), produktové &islo P 8340.

Pozndmka: Homogenizacn{ pufr by mél byt pouzit ve stejny den, kdy byl vyroben. Béhem pouziti ho uchovavejte na
ledu.
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Dodatek 6

Nivod ke kvantifikaci vitelogeninu z homogendtu hlavy a ocasu dania pruhovaného (Danio
rerio) (upraveno z Holbech a dalsi, 2001). 1ze pouzit jiné postupy za pouZziti homologickych
protilitek a standardit

1. Mikrotitra¢ni desticky (certifikované, Maxisorp F96, Nunc, Roskilde Denmark) pfedem pokryté 5 pg/ml lipovi-
tellinu-IgG se rozmrazi a tiikrat promyji promyvacim pufrem (¥).

2. Ocistény standard (') dania pruhovaného pro stanoveni vitelogeninu se sériové rozredi fedicim pufrem (**) na
0,2,0,5,1, 2,5, 10 a 20 ng/ml, vzorky se zfedi nejméné 1/200 fedicim pufrem (s cilem zabranit matricovému
efektu) a nanesou se na desticky. V opakovani se pouzije vzorek z kontrolni skupiny. Do kazdé jamky se vlozi
150 pl. Standardy se testuji ve dvou opakovéanich a vzorky ve tfech opakovanich. Inkubuji se pfes noc na
tiepacce pii teploté 4 °C.

3. Desticky se pétkrat promyji promyvacim pufrem (¥).

4. Kienova peroxyddza (HRP) sloucend v fetézec dextranu (napf. AMDEX A[S, Denmark) a konjugované protilatky
se rozfedi v promyvacim pufru; skute¢né ziedéni se lisi podle 3arze a stafi. Do kazdé jamky se vlozi 150 pl a
desticky se 1 hodinu inkubuji na tfepacce pfi pokojové teploté.

5. Desticky se pétkrdt promyji promyvacim pufrem (*) a dno jamek se diikladné vycisti ethanolem.

6. Do kazdé jamky se vlozi 150 pl TNB plus (***). Desticku je tfeba chrdnit pfed svétlem pomoci staniolu a
kontrolovat zménu barvy na tfepacce.

7. Jakmile se standardni kfivka plné rozvine, ¢innost enzymu se zastavi pfidanim 150 pl 0,2 M H,SO, do kazdé
jamky.

8.  Absorbance se méif pfi 450 nm (napf. na analyzitoru desticek Molecular Devices Thermomax). Udaje se
analyzuji pomoci pfislusného softwaru (napt. Softmax).

(*)  Promyvaci pufr:

PBS-stock (****) 500,0 ml
BSA 50 g
Tween 20 50 ml

Hodnota pH se upravi na 7,3 a doplni se do 5 1 deionizovanou H,O (Millipore). Skladuje se p¥i 4 °C.

(**)  Redici pufr:

PBS-Stock (***¥) 100,0 ml
BSA 30 g
Tween 20 1,0 ml

Hodnota pH se upravi na 7,3 a doplni se do 1 [ deionizované H,O (Millipore). Skladuje se p¥i 4 °C.

() Battelle AP4.6.04 (1.18 mg/ml (AAA)), ocistény podle: Denslow, N. D., Chow, M. C., Kroll, K. J., Green, L. (1999). Vitellogenin as a
biomarker of exposure for estrogen or estrogen mimics. Ecotoxicology 8: pp. 385-398.
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(**) TMB plus je substrdt k okamZitému pouziti’ vyrdbény spole¢nosti KemEnTec (Ddnsko). Je citlivy na svétlo.
Skladuje se pfi 4 °C.

(****)  PBS-stock

NaCl 1600 ¢
KH,PO, 40 g
Na,HPO, - 2H,0 266 g
KCl 40 g
Hodnota pH se upravi na 6,8 a doplni se do 2 1 deionizované H,0O (Millipore). Skladuje se p¥i pokojové teploté.
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Dodatek 7

Nivod k piipravé tkdnovych fezi pro urceni pohlavi a urceni stadii gondd

Ucelem tohoto oddilu je popsat postupy, ke kterym dochdzi pred hodnocenim histologickych fezii. Mohou byt
pouzity jiné postupy, které vedou k obdobnému urceni pohlavi a urceni stadif gondd.

S nékolika mdlo vyjimkami jsou tyto postupy obdobné pro halan¢ika japonského i danio pruhované.

Usmrceni, pitva a fixace tkdni
Cile:

1. Humdnni usmrceni ryby.

2. Ziskdni potiebnych télesnych hmotnosti a méfeni.
3. Vyhodnoceni druhotnych pohlavnich znakd.

4. Disekce tkani{ pro analyzu VTG.

5. Fixace gondd.

Postupy:

1. Ryba by se méla usmrtit bezprosttedné pied pitvou. Neni-li k dispozici vétsi pocet osob provadéjicich pitvu,
nemeélo by proto byt usmrcovano vice ryb soucasné.

2. Ryba se pomoci malého podbéraku vyjme z experimentilni nadrZze a ptenese se v dopravni nddrzce do pitevniho
prostoru.

3. Vlozi se do usmrcujiciho roztoku. Poté, co se zastavi dychdni a ryba nereaguje na vnéjsi podnéty, z roztoku se

vyjme.

4. Ryba se zvazi
5. Za Gcelem piipravy tkdni pro analyzu VTG lze rybu na korkové podlozce polozit na stolek pitevniho mikroskopu.
a. U dania pruhovaného se odiizne hlava tésné za prsni ploutvi a ocas tésné za hibetni ploutvi.

b. U halancika japonského se opatrné otevie bficho fezem, ktery je veden po stfedni linii od hrudniho pletence
k bodu na kranidlnim okraji fitniho otvoru. Pomoci malé pinzety a malych ntzek se opatrné vyjmou jétra.

6. Vzorek pro analyzu VTG se vlozi do Eppedorfovych zkumavek a okamzité zmrazi v tekutém dusiku.

7. Mrtvé télo véetné gondd se vlozi do etiketou pfedem oznacené plastové kazety na tkdnég, kterd se pfenese do
Davidsonova nebo Bouinova fixa¢niho roztoku. Objem fixa¢niho roztoku by mél byt alesponi desetindsobkem
odhadovaného objemu tkdni. Fixa¢ni nddrz se po dobu 5 sekund jemné protiepe, aby se z kazety odstranily
vzduchové bubliny.

8. a. V Davidsonové fixa¢nim roztoku zistanou vSechny tkdné pfes noc a pfistiho dne se pfemisti do individudlnich
nadrzi s 10 % neutrdlnim pufrovanym formalinem. NédrZe s kazetami se po 5 minut jemné protiepou s cilem
zajistit dostate¢né proniknuti formalinu do kazet.

b. V Bouinové fixaénim roztoku zistanou tkdné po 24 h, poté se pfenesou do 70 % ethanolu.
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Zpracovani tkani
Cile:

1. Dehydratace tkdné pro dostatecné proniknut{ parafinu.

2. Impregnace tkdné parafinem, aby ziistala zachovdna integrita tkdni, a vytvofeni pevného povrchu pro mikrotomii.

Postupy:

3. Tkéanové kazety oznacené etiketou se vyjmou z formalinového/ethylenového uloZeni a vlozi se do kose (kost) ke
zpracovani. Kos se vlozi do tkdnového procesoru.

4. Zvoli se plan zpracovani.

5. Poté, co tkatiovy procesor dokonéi cyklus zpracovani, kos (kose) je mozné ptenést do zalévaciho pfistroje.
Zaliti
Cil:

R4dn4 orientace vzorku ve ztuhlém parafinu pro mikrotomii.

Postupy:

1. Ko§ (kose) s kazetami se vyjme (vyjmou) z procesoru a ponoii se do predni komory termdlni konzoly zalévactho
piistroje naplnéné parafinem nebo se kazety pfenesou do samostatného ohfivace parafinu.

2. Prvni kazeta, kterd ma byt zalita, se vyjme z pfedni komory termdlni konzole nebo z ohfivace parafinu. Vicko
kazety se sejme a odstrani se a zkontroluje se etiketa na kazeté, zda odpovidd zdznamiim o zvifeti, aby se
piipadné nesrovnalosti vyfesily jesté pied zalitim.

3. Vybere se zalévaci forma vhodné velikosti.

4. Formy se podrzi pod vytokovym otvorem ddvkovaci konzoly a naplni se roztavenym parafinem.

5. Z kazety se vyjme vzorek a vlozi se do roztaveného parafinu ve formé. To se opakuje se 4-8 vzorky na kazdou
formu s parafinem. Poloha jednotlivych ryb se vyznadi tak, Ze se ryba ¢. 1 ulozi v dhlu 180 stupnd vidi rybadm
& 2-4/8.

6. Prida se dal3i parafin, aby byl vzorek zakryt.

7. Forma s dnem kazety se vlozi na chladici desku kryokonzole.

8. Po ztuhnuti parafinu se blok (tj. ztuhly parafin s tkinémi a dnem kazety) vyjme z formy.

Mikrotomie
Cil:

Provedeni a uloZeni histologickych Fezl za ticelem zbarveni.

Postupy:

1. Pocate¢ni faze mikrotomie, kterd se nazyva ,odkryti’, se provadi takto:
a) Parafinovy blok se vlozi do svorky mikrotomu.

b) Svorka se posune otdCenim kolecka mikrotomu a z parafinového povrchu bloku se odfezdvaji silné platky,
dokud ntz nedosdhne uloZenych tkani.
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) Tloustka fezli na mikrotomu se nastavi mezi 3-5 mikrony. Svorka se posune a z bloku se nékolika Fezy
odstrani jakékoli artefakty, jez vznikly na odffznutém povrchu tkdni béhem hrubych fezi.

d) Blok je mozné vyjmout ze svorky a poloZit jej licem dolt na led, aby tkdn nabobtnala.

2. Dal§i fdzi mikrotomie je provedeni kone¢nych fezéi a umisténi tkdné na podloZni sklicka. Tyto postupy se
provadgji takto:

a) Pokud byl blok polozZen na led, z ledu se sejme a znovu se vlozi do svorky mikrotomu.

b) Svorka se posunuje otdCenim kolecka mikrotomu, pficemz tloustka fezu je nastavena na 3-5 mikrond.
Z bloku se odfezdvaji fezy, dokud se neziskd ,pdska’ obsahujici alespon jeden pfijatelny fez véetné gondd.
(V ptipadé potfeby je mozné blok béhem provadéni fezti ze svorky vyjmout, poloZit na led, aby tkdn

nabobtnala, a vrétit do svorky.)

¢) Rezy se umisti na hladinu vody ve vodni ldzni. Usiluje se o ziskdni alespon jednoho fezu, ktery nebude
zvrasnény a pod nimz nebudou zachyceny zddné vzduchové bublinky.

d) Podloznim sklickem mikroskopu se podlozi nejlepsi fez, ktery se pomoci sklicka vyjme z vody. Tento postup
se oznacuje jako ,umisténi‘ fezu na podlozni sklicko.

€) Pro soubor ryb se ptipravi tii fezy. Druhy a tfeti fez se provedou v intervalech 50 mikront od prvniho fezu.
Pokud ryba s gonddami nebyla uloZena do stejné drovné provddéni fezd, je tieba provést vice fezt, aby se
zajistilo, Ze z kazdé ryby bude ziskdno alespon Sest fezt obsahujicich gonddy.

f) Tuzkou pro oznacovani sklicek se na sklicko zaznamend ¢islo bloku, z néhoz byl fez pofizen.
g) Sklicko se umisti na barvici stojan.

h) Blok se vyjme ze svorky a ulozi se licem dolt k uskladnéni.

Barveni vzorkd, pfekryti krycim sklickem a oznacovéani
Cile:

— Obarveni fezll pro histopatologické vysetieni.
— Trvalé zapeceténi zbarvenych tkdni.

— Trvald identifikace zbarvenych vzorkd zptsobem, ktery umozni jejich plnou vysledovatelnost.

Postupy:

1. Barveni
a. Vzorky se pfes noc pred barvenim vysusi na vzduchu.
b. Rezy se obarvi hematoxylinem-eosinem.

2. Prekryti krycim sklickem
a. Kryci sklicka lze nasazovat ru¢né nebo automaticky.

b. Vzorek se ponofi do xylenu nebo do ptipravku TissueClear a ptebytek xylenu nebo TissueClear se ze vzorku
jemné sklepne.

c. U konce vzorku opa¢ného, neZ je zmrazeny konec, nebo na kryci sklicko se nanese piiblizné 0,1 ml barviciho
média.

d. Kryci sklicko se nakloni v mirném @hlu a poloZi na vzorek.
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3. Oznacovani
a. Kazda etiketa na vzorku by méla obsahovat tyto informace:
i. Nazev laboratore
ii. Druh zvifete
iii. C. vzorku | ¢ podkladového sklicka
iv. Chemickou latku [ expozi¢ni skupinu

v. Datum
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Schéma - statistické metody pro analyzu vitelogeninu

Kontrolni méfeni s rozpoustédlem i bez rozpoustédla

I_

Porovnat kontrolni skupiny pomoci Wilcoxonova testu nebo t-testu. Lii se kontroln{ skupiny?

Ano —h'__————____ﬂ_hNe

Vypustit kontrolni skupinu s vodou

| | Smisit kontrolni skupiny, ponechat podskupiny |
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Monoténni

|‘_
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Stfedni hodnoty opakovani testovat
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normélni rozdélen{
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Williamsty test Jonckh;eeruv test Py Hierarchickd Hierarchicka
sestupného trendu sestupného trendu ANOVA je ANOVA neni
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I I 1 Normalising
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1 !
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Whitneyav test
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Ano

!

stabilizaci rozptylu?

!
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Stfedni hodnoty
opakovani testovat
Dunnovym testem

Stiedni hodnoty opakovdni
testovat Dunnovym nebo
Mannovym-Whitneyovym
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Vysledky hierarchické ANOVA
testovat Dunnettovym testem

Vysledky hierarchické ANOVA testovat
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Schéma - statistické metody pro analyzu poméru pohlavi

Je pouzito rozpoustédlo?

e i,
el i,
,ﬁf'ﬁ‘r’ww" %”"“'w'v-_‘..m.
v«’ﬂ'"‘“"ﬂ’.‘- . e, e,
P Yy
Ano Ne
¥ ¥
Porovnat kontroln{ skupiny pomoci Odpovidaji tdaje monotdnni odezvé
t-testu. Lisi se kontrolni skupiny? - na dévku?
T o = o,
™ T, i iy,
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skupinu s vodou (*)

Pouzit Jonckheerav—Terpstriiv test (*)
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T

(") Nebo jiny schvaleny vybér kontrolnich skupin

(*) Po transformaci druhou odmocninou funkce arcsin

() PH méné nez 5 experimentdlnich jednotkich pro kazdou
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Dodatek 9

Nivod k odbéru vzorki pro urleni genetického pohlavi a pro urfeni genetického pohlavi
metodou PCR

Odbér, piiprava a uskladnéni vzorki pfed urcenim genetického pohlavi u halancika japonského metodou
PCR (pfipraveno Laboratofi pro vodni organismy spolecnosti Bayer CropScience AG)

1. Z kazdé jednotlivé ryby se jemnymi ndzkami odstiihne fitni ploutev nebo hibetni ploutev a umisti se do
zkumavky obsahujici 100 pl extrakéniho pufru 1 (podrobnosti o pFipravé pufru viz nize). Po kazdé jednotlivé
rybé se nuzky odisti v kddince s destilovanou H,O a osusi se papirovym ubrouskem.

2. Nyni se ploutvové tkdné v mikrozkumavce homogenizuji teflonovou ty¢inkou pro lyzu bunék. Pro kazdou
zkumavku se pouzije novd ty¢inka, aby se zabrdnilo jakékoli kontaminaci. Ty¢inky se pfes noc vlozi do roztoku
0,5 M NaOH, po dobu 5 minut oplachuji destilovanou H,0 a skladuji v etanolu nebo sterilizdtoru po oSetien{
v autokldvu az do pouziti.

3. Je také mozné ploutvové tkdné skladovat bez extrakéntho pufru 1 na suchém ledu a poté v mrazniéce pii
teploté — 80 °C, aby se zabrdnilo jakékoli degeneraci DNA. Extrakce vsak probihd lépe, pokud se soucasné
extrahuje DNA (manipulace viz vy3e; pted pfiddnim pufru do zkumavky by vzorky po skladovani pii teploté —
80 °C mély byt rozmrazeny na ledu).

4. Po homogenizaci se v§echny zkumavky vlozi do vodni ldzné a nechaji po 15 minut vatit pii teploté 100 °C.

5. Poté se do kazdé zkumavky pipetou vlozi 100 ul extrakéniho pufru 2 (podrobnosti o piipravé pufru viz niZe).
Vzorky se ponechaji 15 minut pii pokojové teploté za ob&asného jemného protiepani v ruce.

6. Poté se vSechny zkumavky znovu vloZi do vodni ldzné a nechaji dalsich 15 minut vafit pii teploté 100 °C.
7. A% do dal3f analyzy jsou zkumavky zmrazeny pii teploté — 20 °C.
Pfiprava pufru

Pufr PCR 1:
500 mg N-Lauroylsarcosin (napf. Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
2 ml 5M NaCl
doplnit destilovanou H,0 do objemu 100 ml
— autoklav
Pufr PCR 2:
20 g Chelex (napt. Biorad, Miinchen, Némecko)
nechat nabobtnat ve 100 ml destilované H,0

—s autokldv

Urceni genetického pohlavi (metodou PCR) u halanc¢ika japonského (pfipraveno Laboratofi pro vodni
organismy spolecnosti Bayer CropScience AG a Biocentrem Univerzity ve Wiirzburgu)

Pfipravené a zmrazené zkumavky (jak je popsdno v ptredchozim oddile) se rozmrazi na ledu. Poté se odstiedi
odsttedivkou Eppendorf (30 sekund pfi maximélni rychlosti, pfi pokojové teploté). Pro PCR se pouZije Cisty
supernatant oddéleny od sraZeniny. Je naprosto nezbytné zabranit tomu, aby se do reakce PCR dostaly jakékoli stopy
Chelexu (nachdzejici se ve srazening), protoze by interferoval s ptisobenim tzv. Tag-polymerdzy. Supernatant se
pouzije pifimo nebo ho lze zmrazit (na teplotu — 20 °C) a znovu rozmrazit v nékolika cyklech bez negativniho
dopadu na DNA pro pozdgjsi analyzy.
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Pfiprava ,reakéni smési‘ (25 pl na kazdy vzorek):

Objem Konec¢nd koncentrace
Templdtovd DNA 0,5 pl-2 pl
10x pufr PCR s Mg(Cl, 2,5ul 1x
Nukleotidy (kazdy z dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 4l (5mM) 200 pM
Piimy primer (10 puM) (viz nize 3-5) 0,5 pul 200nM
Reverzni primer (10 pM) (viz niZe 3-5) 0,5 ul 200 nM
DMSO 1,25 ul 5%
Voda (PCR grade) do 25 pl
Tag-E-polymerdza 0,3 ul 1,5U

10x pufr PCR s MgCl,: 670 mM Tris/HCI (pH 8,8 pii 25 °C), 160 mM (NH,),SO,, 25 mM MgCl,, 0,1 % Tween

20

Pro kazdou reakci PCR (viz niZze 3-5) je potieba zvldstni primer jako novd kombinace reakéni smési® a
piislusného potfebného mnozstvi templdtové DNA pro kazdy vzorek (viz vy3e). Piislusné objemy se pipetami
pfenesou do novych zkumavek. Poté se vSechny zkumavky uzaviou, michaji (asi 10 sekund) a odstiedi (10
sekund, pii pokojové teploté). Poté lze zahdjit pFislusné programy PCR. V kazdém programu se kromé toho
pouzije jedna pozitivni kontrola (modelovy vzorek DNA se zndmou aktivitou a jasnymi vysledky) a jedna

negativn{ kontrola (1 pl dest. H,0).

Piiprava agarézového gelu (1 %) — béhem probihajicich programii PCR

— Rozpustte 3 g agardzy v 300 ml 1 x pufru TAE (1 % agardzovy gel).

— Tento roztok by se mél povatit v mikrovinné troubé (asi 2—3 min).

— Horky roztok pifeneste do specidlni odlévaci schranky, kterd je polozena na ledu.

— Priblizné po 20 minutich je agar6zovy gel pfipraven k pouziti.

— Agar6zovy gel skladujte v 1 x pufru TAE az do konce programii PCR.

Program PCR s aktinem

Cilem tohoto programu PCR je prokdzat, Ze DNA ve vzorku neni poskozena.

— Specidlni primer:

Mact1 (horni/ptimy) — TTC AAC AGC CCT GCC ATG TA

Mact2(dolnireverzni) — GCA GCT CAT AGC TCT TCT CCA GGG AG

— Program:
5 min pfi 95 °C
Cyklus (35krat):
Denaturace — 45 s pii 95 °C
Naseddni — 45 s pii 56 °C
Prodlouzeni  — 1 min pfi 68 °C

15 min pfi 68 °C
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4. Program PCR k zjisténi genii X a Y

Pfi tomto programu se vzorky s neposkozenou DNA pouziji k zjisténi gentt X a Y. Sam¢i DNA by se méla
projevit jednim dvojitym prouzkem a sami¢i DNA jednim jednoduchym prouzkem (po obarveni a gelové
elektroforéze). Pro tento program by méla byt zafazena jedna pozitivni kontrola pro samdi vzorek (vzorek XY)
a jedna pro samic{ vzorek (vzorek XX).

— Specidlni primer:
PG 17.5 (horni/pfimy) — CCG GGT GCC CAA GTG CTC CCG CTG
PG 17.6° (dolnifreverzni) — GAT CGT CCC TCC ACA GAG AAG AGA
— Program:
5 min pii 95 °C
Cyklus (40krat):
Denaturace — 45 s pii 95 °C
Nasedan{ — 45 s pii 55 °C
Prodlouzeni  — 1 min 30 s pii 68 °C
15 min pii 68 °C
5. Program PCR k zjisténi genii Y jako ,kontrola‘ pro program PCR k zjisténi genii X a Y:

Tento program PCR ovétuje vysledky ,programu PCR k zji§téni gentt X a Y. ,Sam¢i vzorky* by mély vykdzat
jeden prouzek a sami¢i vzorky' by nemély vykdzat zadny prouzek (po obarveni a gelové elektroforéze).

— Specidlni primer:
,DMTYa (horni/pfimy)' — GGC CGG GTC CCC GGG TG
,DMTYd (dolni/reverzni)* — TTT GGG TGA ACT CAC ATG G
— Program:
5 min pifi 95 °C
Cyklus (40krat):

Denaturace — 45 s pii 95 °C
Naseddni — 45 s pii 56 °C

Prodlouzeni — 1 min pfi 68 °C
15 min pii 68 °C
6.  Barveni vzorkii PCR:

Barvici roztok:
50 % glycerol
100 mM EDTA
1 % SDS
0,25 % bromfenolovd modf
0,25 % xylen kyanol

Pomoci pipety se do kazdé jednotlivé zkumavky pfidd 1 pl barviciho roztoku.

7. Zahdjeni gelové elektroforézy:

— Pripraveny 1 % agar6zovy gel se pfenese do komory pro gelovou elektroforézu naplnéné 1 x pufrem TAE.

— 10-15 pl kazdého obarveného vzorku PCR se pipetou umisti do jamky v agar6zovém gelu.
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— Do samostatné jamky se pipetou nanese také 5-15 pl velikostntho markeru — 1kb Zebtiku (Invitrogen).
— Zahdji se elektroforéza pii 200 V.

— Po 30-45 min se proces ukonéi.

Urceni pruhii:

— Agarézovy gel se omyje v destilované H,0.

— Nasledné se agarézovy gel na 15-30 min umisti do ethidiumbromidu.

— Poté by mél byt pofizen snimek agarézového gelu v UV transilumindtoru.

— Nakonec se vzorky analyzuji porovndnim s pruhem (nebo pruhy) pozitivni kontroly a s markerem
(zebiikem).
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Dodatek 10

Névod k odbéru tkafiovych vzorkd pro uréeni genetického pohlavi u koljusky tfiostné metodou
PCR

Odbér tkdfiovych vzorki a extrakce DNA

DNA lze extrahovat pomoci riznych komeréné dostupnych ¢inidel a ru¢nich i automatizovanych extrakénich
systémtl. NiZe je ve strucnosti popsdn protokol pouZivany v laboratofi CEFAS, Weymouth, popfipadé s doplnénymi
alternativnimi postupy.

1. Z kazdé jednotlivé ryby se jemnymi ntizkami odstiihne maly kousek tkdné (10-20 mg) z dorzalné laterdlni
oblasti (po odstranéni hlavy a ocasu pro analyzu VTG). Tkan se vloZi do zkumavky a ta se bud umisti p¥imo do
kapalného dusiku (pro skladovdni pfi teploté — 80 °C), nebo se naplni 70 % ethanolem (pro pfepravu a
nasledné skladovani pii teploté 4 °C). Niazky se po kazdé jednotlivé rybé ocisti v 70 % ethanolu a poté
v destilované vodé a osusi se hedvdbnym papirem.

2. Ethanol (je-li pfitomen) se odstrani odsitim a tkdn se nechd pfes noc vyluhovat s proteinizou K ve 400 pl
pufru ATL (Qiagen). Pomérny podil (200 pl) vyluhu se pfemisti do S-bloku s 96 jamkami (Qiagen) a DNA se
extrahuje v 96jamkovém formdtu za pomoci biorobota Qiagen Universal BioRobot a soupravy Qlamp
Investigator BioRobot kit. DNA se eluuje v 50 pl vody prosté DNazy a RNézy. Pouziji-li se pro extrakci DNA
tvrdé tkdné (jako je hibetni nebo prsni ploutev), mize byt nezbytné homogenizovat vzorek v Iyzovém pufru za

pomoci homogenizatoru FastPrep® nebo rovnocenného systému pro naruseni tkdni.

Alternativni postup:

a) Tkan se nechd pfes noc vyluhovat s proteinizou K ve 400 pl lyzového pufru G2 (Qiagen) a DNA se
extrahuje z 200 pl vyluhu za pomoci bud soupravy EZ-1 DNA easy tissue kit a biorobota EZ-1, nebo
soupravy DNA easy tissue mini kit. DNA se eluuje v objemu 50 pl.

b) Tkdné se zpracuji pomoci ¢inidla DNAzol. Vzorky tkadni se kratce (10 minut) lyzuji v 1 ml DNAzolu
v mikrocentrifuga¢ni zkumavce o objemu 1,5 ml a poté se odstfedi 5 minut p¥i 13 000 ot/min, aby se
odstranily veskeré pevné &astice. Lyzovany vzorek se poté premisti do nové mikrocentrifuga¢ni zkumavky o
objemu 1,5 ml, kterd obsahuje 500 pl 100 % ethanolu molekuldrni kvality, a 10 minut se odstfedi pfi
13 000 ot/min, aby se vysrdzela DNA. Ethanol se odstrani a nahradi se 400 pl 70 % ethanolu molekuldrn{
kvality, 5 minut se odstfedi pfi 13 000 ot/min a peleta DNA se rozpusti v 50 pl vody s molekulovou
kvalitou, prosté DNazy a RNdzy. Opét, pouziji-li se tvrdé tkdné (prsni ploutev), miiZze byt nezbytné pied
extrakci DNA homogenizovat vzorek v lyzovém pufru za pomoci homogenizdtoru FastPrep® nebo
rovnocenného systému pro naruseni tkdni.

3. DNA se skladuje az do pouziti pfi teploté — 20 °C.

DiileZitd pozndmka: pii téchto postupech se musi pouzivat rukavice.

Analyza pomoci polymerizové fetézové reakce (PCR)

Byly provedeny amplifikace pomoci 2,5 pl extraktu DNA v 50 pl objemu do reakce za pouziti primerd Idh locus
(popsanych v publikaci Peichel et al., 2004. Current Biology 1:1416—1424):

Pfimy primer 5" GGG ACG AGC AAG ATT TAT TGG 3’

Reverzni primer 5" TAT AGT TAG CCA GGA GAT GG 3’

Existuje fada dodavatelt vhodnych ¢inidel pro PCR. NiZe uvedend metoda se v soucasnosti pouzivd v Centru pro
zivotni prostiedi, rybolov a akvakulturu (CEFAS), v laboratofich ve Weymouthu.
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1. Piprava reakéni smési‘ (50 pl na kazdy vzorek):

Pracovni roztok (mastermix) se pfipravi ndsledujicim zptisobem. Lze jej pFipravit pfedem a uskladnit zmrazeny pfi
teploté — 20 °C az do pouziti. Mastermixu se pfipravi dostate¢né mnozstvi i pro negativni kontrolu (pouZije se pouze

voda jakosti pro molekuldrni biologii).

Objem (koncentrace zdsob-
niho roztoku) na vzorek

Konecnd koncentrace

5x reakéni pufr GoTaq®

10 pl

1x

MgCl,

5 ul (25 mM)

2,5 mM

Nukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

0,5 pl (25 mM kazdy)

250 pM kazdy

Pfimy primer 0,5 pl (0,1 nmol/pl) 2,0 pM
Reverzni primer 0,5 pl (0,1 nmol/pul) 2,0 pM
Voda jakosti pro molekuldrni biologii 30,75 pl

GoTaq polymeraza 0,25 pl 1,25U

— 47,5 pl se odpipetuje do tenkosténné zkumavky pro PCR o objemu 0,5 ml, oznacené etiketou.

— Do vhodné oznacené zkumavky se ptidd 2,5 pl purifikované DNA. Opakuje se pro vSechny vzorky a pro

negativni kontrolu.

— Pokryje se 2 kapkami minerdlniho oleje. Alternativné lze pouZit termocykler s nahfdtym vickem.

— Uzavfe se vicky.

— Vzorky se 5 minut denaturuji v termocykleru Peltier PTC-225 pii teploté 94 + 2 °C a ndsleduje 39 cyklt 1
minuta pii teploté¢ 94 + 2 °C, 1 minuta pii teploté¢ 55 £ 2 °C, 1 minuta pfi teploté 72 * 2 °C a kone¢nd extenze

10 minut pfi teploté 72 £ 2 °C.

2. Pfiprava agarézového gelu (2 %):

Produkty PCR se tradicné zpracovavaji v 20 % agar6zovém gelu, ktery obsahuje ethidiumbromid.

Lze rovnéz pouzit systémy kapildrni elektroforézy.

— Odvézi se 2 g agar6zy ve 100 ml 1 x pufru TAE

— Obhfeje se v mikrovinné troubé (asi 2-3 min), aby se agar6za rozpustila.

— Pridaji se 2 kapky ethidiumbromidu v kone¢né koncentraci 0,5 pg/ml.

— Horky roztok se ptenese do zafizeni na odlévani geld.

— Gel se nechd ztuhnout.

3. Gelovd elektroforéza:

— Agardzovy gel se premisti do elektroforézniho zafizeni a ponofi se do 1 x pufru TAE.

— 20 pl z kazdého vzorku se nalozi do samostatnych jamek a do ndhradni jamky se pfidd marker molekulové

hmotnosti (100 bp DNA ladder, Promega).

— Elektroforéza se provadi 30-45 minut pti 120 V.
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4. Vizualizace produktii amplifikace

Pokud byl do agarézového gelu ptidin ethidiumbromid, jak bylo popsano vyse, produkty DNA se vizualizuji pod
zdrojem UV zéfeni. Alternativné se agarézovy gel obarvi ponofenim do zfedéného roztoku ethidiumbromidu (0,5 pg
na ml vody) po dobu 30 minut pfed vizualizaci.
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Dodatek 11

Postup umélého oplodnéni u koljusky tfiostné

Ucelem tohoto oddilu je popsat postup, jak ziskat oplodnéné jikry koljusky tiostné se zietelem k jejich pouziti
ve zkousce FSDT.

Postupy
Ziskdni spermatu od sameckil
1. Dobte vybarveny samecek z pozadované populace se usmrti.

2. Z obou bokd ryby se vyFznou varlata. Varlata jsou obvykle silné pigmentované struktury tycinkovitého tvaru, které jsou
snadno rozeznatelné v laterdlni stedni linii téla. PouZije se nékterd z ndsledujicich metod:

3. Jemnymi ntizkami se vede fez od kloaky v délce 1-1,5 cm jednim stithem pfiblizné pod dhlem 45 stupnd.

4.  Skalpelem se provede maly fez na boku ryby ponékud posteriorné za panvi a pfimo ventrdlné od laterdlnich
desticek.

5. Varlata se jemnou pinzetou vyjmou a umisti se do Petriho misky.
6. Kazdé varle se pokryje 100 pl Cerstvé piipraveného Hankova kone¢ného roztoku (*).

7. Varlata se bfitvou nebo skalpelem nakrdjeji na malé kosticky. Tim se uvolni sperma, které dodd Hankovu
roztoku mléény vzhled.

8.  Tekutina obsahujici sperma se pfidd do zkumavky, pficemz se dbd na to, aby pfi pfenosu pipetou neobsahovala
z4dné kousky tkdné varlat.

9. Do zkumavky se pfidd 800 pl of Hankova kone¢ného roztoku a dobfe se promichd.

10. V piipadé potieby lze samecka uchovévat fixaci ve 100 % ethanolu nebo v jiném pozadovaném fixativu. To je
zvlast dilezité, pokud se pii studii uruje parentdlni ptivod potomkd.

(*) Hankav pufrovany solny roztok (HBSS):

HBSS je potiebny pro zachovani spermatu v dobé, kdy se pfipravuje k oplodnéni.

Dilezitd pozndmka: Veétsinu pozadovanych zdsobnich roztokil lze pfipravit predem, avsak zdsobni roztok 5 a ndsledné
konecny roztok by mély byt Cerstvé pipraveny v den pouZiti.

Zisobni roztok 1

Na(l 8,00 g
Kl 0,40 g
destilovand voda 100 ml

Zasobni roztok 2

Na,HPO, (bezvody) 0,358 g
KH,PO, 0,60 g
destilovand voda 100 ml

Zasobni roztok 3
Ca(l, 0,72 ¢

destilovand voda 50 ml
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Zasobni roztok 4
MgSO, - 7H,0

destilovand voda

1,23 g

50 ml

Zisobni roztok 5 (Cerstvé pfipraveny)

NaHCO,

destilovand voda

035¢g

10 ml

Pozndmka: Je-li nékterd z vyse uvedenych soli jiz k dispozici, aviak s odlisnym obsahem vody (napf. 2H,0, a nikoli

bezvoda), Ize ji ptesto pouzit, ale nejprve je tfeba upravit jeji hmotnost na zdkladé molekulové hmotnosti).

Pro ziskani Hankova kone¢ného roztoku se zkombinuji v tomto pofadi:

zasobni roztok 1 1,0 ml
zasobni roztok 2 0,1 ml
zasobni roztok 3 0,1 ml
destilovand voda 8,6 ml
zdsobni roztok 4 0,1 ml
zdsobni roztok 5 0,1 ml

Pred pouzitim se dobfe promichd.

Oplodnéni

Z pozadované populace se vyberou velké, gravidni samicky; samicky jsou pfipraveny k tfeni teprve tehdy, kdyz
jsou vidét jikry vy¢nivajici z kloaky. Pripravené samicky zaujimaji typickou polohu hlavou nahoru'.

Prstem se jemné pfejede po boku ryby smérem k ocasu, aby se napomohlo vytlaceni vaku s jikrami do nové
Petriho misky. Totéz se opakuje na druhém boku a ryba se vrati do nadrze.

Jikry lze pomoci jemného Stétecku rozptylit (vytvofit monovrstvu). Je dtlezité dbdt na to, aby spermatu bylo
vystaveno co nejvice jiker, takZe je uZitecné, aby pokryvaly co nejvétsi plochu. Dtlezitd poznidmka: Jikry se
udrzuji vlhké tim, Ze se obali navlhéenym hedvibnym papirem (je duilezité, aby se jikry ptimo nedotykaly vody,
nebot to mizZe zpusobit predcasné ztuhnuti chorionu a zabrdnit oplodnéni). Pocet jiker, které mize kazda
samicka produkovat, se velmi lisi, ale v priméru by se z jedné gravidni samic¢ky mélo snadno ziskat pfiblizné
150 jiker.

25 pl spermatu ve smési s Hankovym roztokem se §téteckem rovnomérné nanese na cely povrch jiker. Po
zaCatku oplodnéni jikry rychle (béhem minuty) ztuhnou a zméni barvu. Je-li odhadovany pocet jiker vétsi nez
150, postup se opakuje. Obdobné pokud jikry béhem minuty neztuhnou, pfidd se o néco vice spermatu.
Dilezitd pozndmka: Pfiddn{ vétstho mnoZstvi spermatu nemusi nutné zvysit miru oplodnéni.

Jikry a roztok se spermatem by mély byt ponechdny pro ,interakci’ nejméné 15 minut a do 1,5 hodiny po
oplodnéni by oplodnéné jikry mély byt umistény do expozi¢nich akvarii.

Postup se opakuje s dalsi samickou, dokud se neodebere pozadovany pocet jiker.

Neékolik jiker z posledni sady se d4 stranou a zafixuji se v 10 % kyseliné octové.
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Pocitani jiker a jejich distribuce do zkuSebnich akvirii

1. Jikry by mély byt rovnomérné distribuoviny mezi vSechny trovné expozice, aby nedoslo ke genetickému
zkresleni. Kazdd sada oplodnénych jiker by pomoci tupého néstroje (tj. entomologickou pinzetou se Sirokym
bfitem nebo pomoci ockovaci klicky) méla byt rozdélena do stejné velikych skupin (tolika, kolik je drovni
expozice). Maji-li byt ¢tyfi opakovani pro kazdou expozici, kazdé s 20 jikrami, pak se do kazdého expozi¢niho
akvdria musi distribuovat 80 jiker. Dilezitd poznamka: Pokud neni jisté, Ze bude dosazeno 100 % miry
oplodnéni, mtze byt uzitecné ptidat 20 % navic (tj. 96 jiker na kazdou Groven expozice).

2. Vné sité chranéné otcem jsou jikry koljusky velmi nachylné k plisnovym infekcim. V této souvislosti je velice
dalezité, aby byly vSechny jikry béhem prvnich 5 dnti zkousky oSetfeny methylenovou modfi. Zasobni roztok
methylenové modii se pfipravi s koncentraci 1 mg/ml a pfidd se do expozi¢nich akvérii, aby se ziskala
maximdlni konecnd koncentrace 2,125 mg/l. Dulezitd pozndmka: Po vylthnuti by koljusky jiz nemély byt
methylenové modii vystaveny, systém by proto ode dne 6 zkousky nemél methylenovou modt jiz obsahovat.

3. Jikry se denné kontroluji a veskeré uhynulé nebo neoplodnéné jikry se jako takové zaznamenaji. Dilezitd
pozndmka: Jikry by aZ do vylthnuti nikdy nemély opustit vodu, a to ani na sebekratsi dobu.
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C.42 BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST V MORSKE VODE

VSEOBECNY UVOD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni ¢. 306 (1992). Kdyz byly vyvijeny ptvodni
zkuSebni metody, nebylo zndmo, do jaké miry lze vysledky screeningovych zkousek tykajicich se snadné
biologické rozlozitelnosti za pouziti sladké vody, splaskovych vod nebo aktivovaného odpadu jako inokula
uplatnit na mofské prostiedi. K této otdzce byly uvddény rtizné vysledky (napt. (1)).

2. Mnohé pramyslové odpadni vody, obsahujici fadu chemickych litek, se dostanou do mofe bud pHmym
vypusténim, nebo prostiednictvim vytokd a dsti fek, v nichZ je doba zdrzeni kratkd v porovnani s obdobim
potfebnym pro dplné biologické rozlozeni mnoha chemickych latek, které jsou zde pf{tomny. Vzhledem
k rostoucimu povédomi o tom, Ze je tieba chranit moiské prostiedi proti rostouci zatézi, jiz chemické latky
zpusobuji, a odhadnout pravdépodobnou koncentraci chemickych latek v mofi, byly vyvinuty zkuebni metody
pro zkousky biologické rozlozitelnosti v mofské vodé.

3. Metody zde popsané vyuZivaji prirodni moiské vody jako vodni fize i jako zdroje mikroorganismi. Ve snaze
splnit pozadavky metod pro snadnou biologickou rozlozZitelnost ve sladké vodé bylo zkoumdno pouziti vysoce
filtrované a odstfedéné moiské vody a rovnéz uziti mofskych sedimentt jako inokula. Tato $etfeni nebyla
uspésnd. Zkusebnim médiem je proto pfirodni motskd voda upravend tak, aby se odstranily hrubé ¢astice.

4. Aby bylo mozné posoudit kone¢nou biologickou rozloZitelnost metodou téepaci lahve, musi se pouZit pomérné
vysoké koncentrace zkousSené latky vzhledem k nizké citlivosti analytické metody rozpusténého organického
uhliku (DOC). To na druhé strané vyZaduje, aby byly do mofské vody pfidiny minerdlni Ziviny (N a P), jejichZ
nizké koncentrace by jinak odstraiovani DOC omezily. Tyto Ziviny je z divodu koncentrace pfidané zkousené
latky nezbytné pfidat také pfi pouziti metody uzavienych lahvicek.

5. Tyto metody tudiz nejsou zkouskami snadné biologické rozlozitelnosti, jelikoz se nepfidavd zddné inokulum
kromé mikroorganismi, které jsou v moiské vodé jiz piitomny. Tyto zkousky rovnéZ nesimuluji motské
prostiedi, protoze se pfiddvaji ziviny a koncentrace zkouSenych litek je mnohem vy3si, nez v jaké by byly
piitomny v mofi. Z téchto divodu se tyto metody navrhuji v ramci nového pododdilu ,Biologickd rozlozitelnost
v motské vod&".

UPLATNEN{

6.  Vysledky zkousek aplikované s ohledem na zptsob pouziti a likvidace piislusné latky, u niz se ukdze, Ze se
dostdvd do mote, ddvaji prvni pfedstavu o biologické rozlozitelnosti v moiské vodg. Je-li vysledek pozitivni
(odstranéni DOC > 70 %; teoretickd spotieba kysliku (TSK) > 60 %), lze ucinit zavér, Ze existuje potencial pro
biologickou rozlozitelnost v mofském prostiedi. Ani negativni vysledek takovy potencidl nevylucuje, naznacuje

e

viak, Ze je nezbytné dals{ studium, napf. s pouzitim co nejnizsi koncentrace zkousené latky.

7.V kazdém piipadé plati, Ze pozaduje-li se stanoveni miry nebo stupné biologického rozkladu v motské vodé
v té ¢i oné lokalité v konkrétnéjsich hodnotich, budou ziejmé muset byt pouzity jiné, slozitéjsi a propraco-
vangj$i, a tudiz i ndkladngjsi metody. Napiiklad by bylo mozné provést simulaéni zkousku s koncentraci
zkousené latky, kterd se vice pfiblizuje pravdépodobné koncentraci v Zivotnim prostiedi. Bylo by rovnéz mozné
pouzit neobohacenou, neupravenou moiskou vodu ze zdjmové lokality a na primdrni biologicky rozklad by
mohla navdzat specifickd chemickd analyza. Pro tplnou biologickou rozlozZitelnost by byly zapotiebi latky
znacené “C, aby bylo mozné méfit miry vymizeni rozpustného organického '“C a produkce *CO, v koncen-

tracich redlnych v Zivotnim prostiedi.

VOLBA METOD

8. Vybér metody, kterd md byt pouzita, zdvisi na fadé faktord; jako pomtcka pii vybéru poslouzi ndsledujici
tabulka. Ltky s rozpustnosti ve vodé niZsi, nez je ekvivalent pfiblizné 5 mg C/l, neni mozné zkouset metodou
tfepaci lahve, avSak $patné rozpustné litky v zdsadé lze testovat metodou uzavienych lahvicek.
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Tabulka

Vyhody a nevyhody zkousky s tfepaci lahvi a zkousky v uzavienych lahvickich

METODA VYHODY NEVYHODY
TREPACI LAHEV — jednoduchd aparatura s vyjimkou | — vyZzaduje analyzitor C
analyzdtoru C — pouzivd se 5-40 mg DOC/l, mize
— doba trvani 60 d neni problémem byt inhibujici
— Zddny vliv nitrifikace — stanoven{ DOC je obtiZné pfi nizkych
— lze piizptisobit pro tekavé latky koncentracich v mofské vodé (vliv
chlorid)

— DOC v mofské vodé je nékdy vysoky

UZVAVIV(ENI/E LAH- — jednoduchd aparatura — muiZe byt obtizné zachovat vzducho-
VICKY — jednoduché konecné stanoveni tésnost lahvicek
— uzivd se nizkych koncentraci zku- | — réist bakterii na sténdch mdze vést
Sebnich litek (2 mgfl), tudiz mensi k nesprdvnym hodnotdm
pravdépodobnost inhibice — hodnoty pfjmu O, v slepych zkous-
— lIze snadno pfizpusobit pro tékavé kich mohou byt vysoké, zejména po
latky 28 dnech; to lze vyfesit odstdtim

mofiské vody
— mozny vliv pijmu O, v disledku ni-
trifikace

METODA TREPACI LAHVE
UvoD

1. Tato metoda je variantou modifikované screeningové zkousky OECD, kterd je popsdna v kapitole C.4-B této
piilohy (2), provddénou v moiské vodé. Byla dokoncena jako vysledek mezilaboratorni porovnavaci zkousky,
kterou pro Evropskou komisi (EK) zorganizoval dédnsky Institut pro kvalitu vody (3).

2. Podobné jako u doprovodné metody uzavienych lahvicek pro moiské prostredi nelze vysledky této zkousky
povazovat za indikdtory snadné biologické rozlozitelnosti, nybrz maji byt vyuziviny vyluéné pro ziskani
informaci o biologické rozlozitelnosti latek v motském prosttedi.

PODSTATA METODY

3. Predem urCené mnozstvi zkousené litky se rozpusti ve zkuSebnim médiu tak, aby se ziskala koncentrace 5-
40 mg rozpusténého organického uhliku (DOC)/l. Zlepsi-li se meze citlivosti analyz organického uhliku, mtze
byt vyhodné pouziti nizsich koncentraci zkousené litky, zejména v ptipadé inhibujicich litek. Roztok zkousené
latky ve zku$ebnim médiu se za protfepavani inkubuje v temnu nebo v rozptyleném svétle v aerobnich
podminkéch pii stdlé teploté (udrzované v toleranci + 2 °C), kterd se obvykle bude pohybovat v rozmezi 15—
20 °C. V piipadech, kdy je cilem studie simulovat situace v Zivotnim prostfedi, mohou byt provddény i zkousky
mimo toto obvyklé teplotni rozmezi. Doporuc¢ené maximdlni trvani zkousky je pfiblizné 60 dnd. Rozklad se
sleduje pomoci méfeni DOC (iplny rozklad) a v nékterych piipadech pomoci specifické analyzy (primdrni
rozklad).

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

4. Aby bylo mozné poznat, zda lze zkousku aplikovat na konkrétni ldtku, musi byt zndmy nékteré jeji vlastnosti.
Musi byt stanoven obsah organického uhliku v ldtce, jeji t€kavost musi byt takovd, aby v pribéhu zkousky
nedochdzelo k vyznamnym ztrdtim, a jeji rozpustnost ve vodé by méla byt vétsi nez ekvivalent 25-40 mg C/L.
Zkousend latka by rovnéz neméla vyznamné adsorbovat na povrchu skla. Pro interpretaci ziskanych vysledkd,
zejména pokud se tyto vysledky pohybuji kolem jesté vyhovujicich® hodnot, jsou vyZadoviny informace o
Cistoté nebo relativnich podilech hlavnich slozek zkousené latky.
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5. Pro volbu vhodnych zkuSebnich koncentraci mohou byt uZitecné informace o toxicité zkouSené litky pro
bakterie, napfiklad o toxicité naméfené pii kritkodobych testech rychlosti dychdni (4); tyto informace mohou
byt dilezité pro spravnou interpretaci nizkych hodnot biologického rozkladu. Takové informace viak nemusi

byt vidy dostate¢né pro interpretaci vysledkd ziskanych ve zkousce biologické rozloZitelnosti a vhodnéjsi je
postup popsany v odstavci 18.

REFERENCNI LATKY

6.  Musi byt pouzity vhodné referen¢ni latky, aby se provéfila mikrobidlni aktivita daného vzorku moiské vody. Za
timto Ucelem lze pouzit litky jako napf. benzoan sodny, octan sodny nebo anilin. Referencni litky se musi
rozlozit v pfiméfené kritkém casovém intervalu, jinak se doporucuje zkousku opakovat s pouzitim jiného
vzorku moiské vody.

7.V mezilaboratorni porovndvaci zkousce EK, kdy byly vzorky moiské vody odebrany v riznych lokalitich a
v riznych ro¢nich obdobich (3), ¢inila u benzoanu sodného féze iniciace (t) 1 aZ 4 dny a doba potiebnd
k dosazeni 50 % rozkladu (ts,) ¢inila bez fdze iniciace 1 az 7 dnt. U anilinu se t, pohybovala od 0 do 10 dnii a
ts, od 1 do 10 dndl.

REPRODUKOVATELNOST A CITLIVOST METODY

8.  Reprodukovatelnost této metody byla stanovena mezilaboratorni porovndvaci zkouskou (3). Nejnizsi
koncentrace zkousené latky, pfi niZ muize byt tato metoda pii analyze DOC poufZita, je zna¢né zdvisld na mezi
stanovitelnosti analyzy organického uhliku (v soucasnosti priblizné 0,5 mg C/l) a na koncentraci rozpusténého
organického uhliku v uzité motské vodé (obvykle v fadu 3-5 mg/l pro vodu z otevieného mote). Koncentrace
DOC v pozadi by neméla byt vétsi nez piiblizné 20 % celkové koncentrace DOC po pfidani zkousené latky.
Neni-li to mozné, mtize byt koncentrace DOC v pozadi nékdy snizena odstitim moiské vody pfed zkousenim.
Je-li tato metoda pouzita pouze pii specifické chemické analyze (pfi které se méf primdrni rozklad), musi
experimentator s uvedenim dopliiujicich informaci zdokumentovat, zda lze o¢ekdvat tiplnou rozlozitelnost. Tyto
dopliujici informace mohou sestdvat z vysledkt jinych zkousek snadné biologické rozlozitelnosti nebo vlastni
biologické rozlozitelnosti.

POPIS METODY
Piistroje a pomiicky

9.  Bézné laboratorni vybaveni a déle:

a. tfepacka upravend pro umisténi Erlenmeyerovych banék o objemu 0,5-2 litrt, bud’ s automatickou regulaci
teploty, nebo pouzivand v prostoru s konstantni teplotou 15-20 °C udrzovanou s toleranci + 2 °C;

b. Erlenmeyerovy batiky o objemu 0,5-2 litrti s tizkym hrdlem;
¢. membrdnovy filtraéni pfistroj nebo odstfedivka;

d. membrénové filtry, velikost pérti 0,2-0,45 pm;

e. analyzdtor uhliku;

f. vybaveni pro specifickou analyzu (volitelné).

Mofiskd voda

10. Do dukladné vycisténého zdsobniku se odebere vzorek mofské vody a dopravi se do laboratofe, pokud mozno
béhem jednoho nebo dvou dnit po odbéru. Béhem dopravy nesmi dojit k tomu, aby teplota vzorku byla
vyrazné vyssi nez teplota, kterd bude pouzita pti zkousce. Pfesné se identifikuje lokalita odbéru vzorkt a popise
se jeji stav znelisténi a Zivin. Zejména u pobfeznich vod se v této charakteristice uvede také pocet kolonii
heterotrofnich mikroorganismt a stanoveni koncentraci rozpusténych dusi¢nanti, amoniaku a fosfatd.
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11. O samotném vzorku moiské vody se uvedou tyto informace:

— datum odbéru,

— hloubka odbéru,

— vzhled vzorku — zakaleny atd.,

— teplota v dobé odbéru,

— salinita,

— DOC,

— zpozdéni mezi odbérem a pouzitim ve zkousce.

12. Zjisti-li se, Ze obsah DOC ve vzorku moiské vody je piilis vysoky (odstavec 8), doporucuje se nechat mofskou
vodu piiblizné jeden tyden pfed pouzitim odstit. To se déje za umisténi v aerobnich podminkdch pfi zkusebni
teploté, v temnu nebo v rozptyleném svétle. Je-li to nezbytné, aerobni podminky se udrzuji jemnym provzdus-
fovanim. Béhem odstti se snizi obsah snadno rozloZitelného organického materidlu. P¥ mezilaboratorni
porovnavaci zkousce (3) nebyl zjistén zddny rozdil mezi potencidlem rozkladu vzorkd odstité motské vody a
nové odebrané moiské vody. Pfed pouZitim se motskd voda upravi tak, aby se odstranily hrubé ¢astice, napf.

filtraci pfes nylonovy filtr nebo pifes hruby papirovy filtr (nikoli membrinovy nebo GF/C filtr), pfipadné
sedimentaci a dekantaci. UZity postup musi byt zaznamendn. Pfipadnd pfediprava se provede po odstati.

Zisobni roztoky pro minerdlni Zivné médium

13. Za pouziti reakénich ¢inidel Cistoty p.a. se pFipravi tyto zdsobni roztoky:

a)  Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO, 8,50 g
Hydrogenfosforecnan didraselny, K,HPO, 21,75 ¢
Dihydrét hydrogenfosfore¢nanu sodného, Na,HPO, - 2H,0 33,30 g
Chlorid amonny, NH,Cl 0,50 g

Rozpusti se a doplni na 1 litr destilovanou vodou.

b)  Chlorid vépenaty, CaCl, 27,50 g
Rozpusti se a doplni na 1 litr destilovanou vodou.

¢)  Heptahydrat siranu hofe¢natého, MgSO,7H,0 2250 ¢g
Rozpusti se a doplni na 1 litr destilovanou vodou.

d)  Hexahydrat chloridu Zelezitého, FeCl, - 6H,0 025¢

Rozpusti se a doplni na 1 litr destilovanou vodou.

SrdZeni v roztoku d) lze pfedejit pfidanim jedné kapky koncentrované kyseliny chlorovodikové nebo 0,4 g
disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) na 1 litr. Vytvofi-li se v zdsobnim roztoku sraZenina,
nahrad'te ho nové pfipravenym roztokem.

Pfiprava zkuSebniho média

14. Na litr pfedupravené moiské vody se pfidd 1 ml kazdého z vyse uvedenych zdsobnich roztokd.

Inokulum

15. Kromé mikroorganismd, které jsou v moiské vodé jiz pfitomny, se zddné specifické inokulum nep#iddvd. Urcete
(volitelné) pocet heterotrofnich organismil tvoficich kolonie ve zkusebnim médiu s mofskou vodou (a pokud
mozno také v pivodnich vzorcich mofské vody), napf. uréenim poctd na misce pomoci moiského agaru. To je
zvlast zadouci u vzorkt z pobfeznich nebo znecisténych lokalit. Zkontroluje se aktivita heterotrofnich mikroor-
ganismt v mofské vodé provedenim testu s referen¢ni litkou.
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Piiprava banék

16. Zajistéte, aby veskeré sklo bylo pfed pouzitim absolutné €isté, ne nutné sterilni (napf. pomoci alkoholového

vvvvvv

zkousek. Baniky se pfed prvnim pouZitim musi také vy<istit.

17. Zkousené latky se hodnoti ve dvou stejnych batikdch soucasné, spolu s jednou bankou pro zkousku s referenéni
latkou. Provede se slepa zkouska ve dvou opakovdnich bez zkouSené a bez referen¢ni litky s cilem stanovit
analytické tidaje slepych zkousek. Zkousené latky se rozpusti ve zkusebnim médiu — mohou byt snadno ptidany
prostiednictvim koncentrovaného zdsobniho roztoku — aby se dosdhlo Zddoucich vychozich koncentraci,
obvykle 5-40 mg DOC/L. Referencni ldtka se testuje obvykle pfi vychozi koncentraci odpovidajici 20 mg DOC/
1. Jsou-li pouzity zdsobni roztoky zkouSené a/nebo referencni latky, zajisti se, aby se u média s motskou vodou
vyrazné nezménila salinita.

18. Pokud lze predpoklddat toxické ucinky nebo je nelze vyloucit, lze doporucit zafazeni zkousky na inhibici, ve
dvou opakovdnich, do zkusebniho uspofddani. ZkousSend a referencni litka se pfidaji do téZe nddoby, pFicemz
koncentrace referen¢ni latky je obvykle stejnd jako pfi kontrolni zkousce (tj. 20 mg DOC/]), aby se umoznilo
srovnani.

19. Pfiméfené mnoZstvi zkuSebnich roztokd se nalije do Erlenmeyerovych banék (vhodné mnozstvi je piiblizné do
poloviny objemu barky) a kazdd banka se poté opatii volnym uzdvérem (napf. hlinikovou f6lii), ktery umozni
vyménu plynii mezi bafkou a okolnim ovzdusim. (Zitky z vaty nejsou vhodné, provadi-li se analyza DOC).
Nédoby se umisti do tiepacky a protfepdvaji nepfetrzité mirnym tempem (napf. 100 rpm) po celou dobu
zkousky. Teplota je Fzena (v rozmezi 15-20 °C, s toleranci + 2 °C) a nddoby se chrini pied svétlem, aby se
zamezilo ristu fas. Je nutno zajistit, aby vzduch neobsahoval toxické materialy.

Fyzikalné-chemickd kontrolni zkouska (volitelnd)

20. Existuje-li podezieni na abioticky rozklad nebo jiné ztritové mechanismy, jako je hydrolyza (problém, ktery
vznikd pouze pii specifické analyze), tékani nebo adsorpce, lze doporucit provedeni fyzikdlné-chemického
kontrolniho experimentu. Ten lze provést tak, Ze do nddob se zkouSenou litkou se pfidd chlorid rtutnaty
(HgCl,) () (v koncentraci 50-100 mg(l) k zastaveni mikrobidlni aktivity. Vyznamné snizeni DOC nebo
koncentrace konkrétni litky pifi fyzikdlné-chemické zkousce nasvéd¢uje mechanismiim abiotického
odstrafiovani. (Je-li uZito chloridu rtutnatého, je téeba pfi analyze DOC vénovat pozornost tomu, aby nedoslo
k interferencim nebo otravé katalyzatoru.)

Pocet nasazenych banék

21. V typické zkousce se pouZiji tyto bariky:

Banka 1a2 - obsahujici zkousenou latku (zkusebni suspenze);

Bantka 3a 4  — obsahujici pouze moftskou vodu (slepd zkouska);

Batika 5 — obsahujici referen¢ni latku (kontrolni zkouska postupu);

Batika 6 — obsahujici zkousenou a referen¢ni ltku (kontrola toxicity) — volitelnd;

Barika 7 — obsahujici zkouSenou latku a steriliza¢ni ¢inidlo (abiotickd sterilni kontrola) — volitelnd.
Analyza DOC

22. V pribéhu zkousky se ve vhodnych intervalech odeberou vzorky pro analyzu DOC (dodatek 1). Vzorky je tieba
vzdy odebrat na pocitku zkousky (den 0) a v den 60. Pro popis pribéhu rozkladu v ¢ase se pozaduje
minimalné pét vzorkd. Pro odbér vzorkd nelze stanovit zddny casovy harmonogram, protoZe rychlost
biologického rozkladu se v jednotlivych piipadech lisi. Stanoveni DOC se provede ve dvou opakovanich na
kazdém vzorku.

(") Chlorid rtutnaty (HgCl,) je velmi toxickd latka, s niz je tfeba zachdzet s nédleZitou obezietnosti. Vodné odpady obsahujici tuto chemickou
latku by mély byt likvidovany vhodnym zptisobem; nemély by se vypoustét do systému odpadnich vod.
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Odbér vzorki

23. Pozadovany objem vzorkil zdvisi na analytické metodé (specifickd analyza), na pouZitém analyzatoru uhliku a
na postupu (membrdnovd filtrace nebo odstiedéni) zvoleném pro zpracovini vzorku pfed stanovenim uhliku
(odstavce 25 a 26). Pred odbérem vzorkl se zajisti, aby zkuSebni médium bylo dobfe promichano a aby veskery
materidl ulpivajici na sténé banky byl rozpustén nebo suspendovin.

24. Membranova filtrace nebo odstfedéni se provede ihned po odbéru vzorkd. Je-li to nezbytné, filtrované nebo
odstfedéné vzorky se skladuji pfi teploté 2—-4 °C pro dobu do 48 hodin nebo pfi teploté nizsi nez — 18 °C pro
del3i obdobi (je-li zndmo, Ze nedojde k ovlivnéni latky, pfed skladovanim se okyseli na pH 2).

25. Membranové filtry (velikost pért 0,2-0,45 pm) jsou vhodné, je-li zajisténo, ze pii kroku filtrace neuvoliiuji
uhlik ani neadsorbuji latku, napf. polykarbondtové membranové filtry. Nékteré membranové filtry jsou
impregnovany povrchové aktivnimi latkami za déelem jejich hydrofilizace a mohou uvoliiovat zna¢né mnozstvi
rozpusténého uhliku. Takové filtry se pfipravi tak, Ze se tfikrdt po sobé vyvaii jednu hodinu v deionizované
vodé. Po vyvateni se filtry skladuji v deionizované vod¢. Prvnich 20 ml filtratu se vylije.

26. Alternativné lze k membrdnové filtraci zvolit odstfedéni vzorki. Odstfeduje se rychlosti 40 000 m.s~ 2
(~ 4 000 g) po dobu 15 minut, pfednostné v chlazené odstfedivce.

Pozndmka: Rozlieni celkového mnozZstvi organického uhliku (TOC) od DOC (TOC/DOC) pomoci odstiedéni pti
velmi nizkych koncentracich, jak se zdd, neni mozné, protoze bud nelze odstranit viechny bakterie, nebo se
zpétné rozpousti uhlik, ktery je soucdsti bakteridlni plazmy. P¥i vy$sich zkuSebnich koncentracich (> 10 mg C
na litr) je chyba pfi odstfedéni zfejmé pomérné mala.

Cetnost odbéru vzorki

27. Provadgji-li se analyzy ihned po odbéru vzorkd, doba piisttho odbéru vzorkd se posoudi podle zvdZzeni
vysledku analytického stanoveni.

28. Pokud se vzorky uchovdvaji pro pozdgjsi analyzu (odstavec 24), odebere se vice vzorkd, neZ je pozadovany
minimdlni pocet péti vzorkd. Nejprve se analyzuji nejnovéjsi vzorky a postupnym vybérem vhodnych vzorkd
pro analyzu ,v opaéném pofadi‘ Ize s pomérné malym poctem analytickych stanoveni ziskat dobry popis kfivky
biologického rozkladu. Pokud do ukonceni zkousky nedojde k zddnému rozkladu, nemuseji se zddné dalsi
vzorky analyzovat a vybér vzorkti ,v opacném pofadi’ mizZe za této situace uspofit zna¢né néklady na analyzu.

29. Je-li plat6 na kfivce rozkladu zaznamendno pfed 60. dnem zkousky, zkouska se ukonéi. Pokud k 60. dni
rozklad zjevné zacal, ale platd nebylo jesté dosazeno, experiment se prodlouZi o dalsi obdobi.

UDAJE A JEJICH PREDKLADANI
Zpracovani vysledkd

30. Vysledky analyz se zaznamenaji do pfiloZzeného pfehledu dat (dodatek 2) a vypocitaji se hodnoty biologického
rozkladu pro zkousené a referen¢ni litky podle této rovnice:

G -C
D = |1- —"%| x 100

Co = Cyqo)
kde:
D, = rozklad v procentech odstranéni DOC nebo konkrétni latky v case t,
C, = vyychozi koncentrace DOC nebo konkrétni latky ve zkugebnim médiu,
C, = koncentrace DOC nebo konkrétni latky ve zkuSebnim médiu v Case t,
Cyo = vychozi koncentrace DOC nebo konkrétni litky pfi slepé zkousce,

koncentrace DOC nebo konkrétni litky pfi slepé zkousce v Case t.
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31. Rozklad se uvede jako procento odstranéni DOC (konecny rozklad) nebo odstranéni konkrétni latky (primdrni
degradace) v ¢ase t. Koncentrace DOC se vypocitaji s pfesnosti na 0,1 mg/l a stfedni hodnoty D, se zaokrouhli
na celd procenta.

32. Prubéh rozkladu se graficky zndzorni pomoci diagramu, jak je uvedeno na obrdzku v oddile ,Platnost a
interpretace vysledkd'. Je-li tidaji dostatek, z kfivky se vypocitd fize iniciace (t;) a doba potiebnd k dosazeni
50 % odstranéni po ukonceni faze iniciace (ts).

Zavéretna zpriva

33. Zavére¢nd zprava musi obsahovat tyto informace:
Zkousend ldtka:
— fyzikalni povaha a, je-li to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti,
— identifika¢ni ddaje.
Zkusebni podminky:

— lokalita a popis mista odbéru vzorku; stav zneCisténi a Zivin (pocet kolonii, dusi¢nany, amoniak, ptipadné
fosfaty),

— charakteristiky vzorku (datum odbéru, hloubka, vzhled, teplota, salinita, DOC (volitelné), zpozdéni mezi
odbérem a pouzitim ve zkousce,

— metoda pouzitd pro pfipadné odstati moiské vody,

— metoda pouzitd pro predipravu (filtraci/sedimentaci) moiské vody,
— metoda pouzitd pro stanoveni DOC,

— metoda pouZitd pro specifickou analyzu (volitelné),

— metoda pouzitd pro uréeni poctu heterotrofnich organismd v mofské vodé (metoda urceni poctii na misce
nebo alternativni postup) (volitelné),

— jiné metody (volitelné) pouzité k urceni charakteristik motské vody (méfeni obsahu ATP atd.).

Vysledky:

— analytické tdaje uvedené v prehledu dat (dodatek 2),

— postup rozkladu se graficky zndzorn{ pomoci diagramu s vyznacenim féze iniciace (t,), smérnice a doby (od
ukonéeni fize iniciace) do dosazeni 50 % odstranéni (ty,). Fdzi iniciace lze odhadnout graficky, jak je
uvedeno na obrdzku v oddile ,Platnost a interpretace vysledkd’, nebo snadno zaznamenat jako dobu
nezbytnou pro dosazeni 10 % rozkladu,

— stupeni rozkladu vyjadfeny v procentech, dosaZzeny po 60 dnech nebo na konci zkousky.

Rozbor vysledki.

Platnost a interpretace vysledki

34. Vysledky ziskané s referen¢nimi latkami, napf. benzoanem sodnym, octanem sodnym nebo anilinem, by mély
byt srovnatelné s vysledky ziskanymi pfi mezilaboratorni porovndvaci zkousce (3) (viz oddil ,Referen¢ni latky’,
odstavec 7). Pokud jsou vysledky ziskané s referen¢ni litkou atypické, zkouska by méla byt opakovdna s jinym
vzorkem moiské vody. I pfesto, ze vysledky zkouSek inhibice nemusi vidy byt snadné interpretovat kvuli
piispévku DOC ze zkuSebni ldtky, vyznamné snizeni rychlosti celkového odstraovani DOC v porovndni
s rychlosti celkového odstranéni DOC u kontrolniho vzorku je pfiznakem toxickych tcinkd.
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35. Vzhledem k pomérné vysokym zkuebnim koncentracim pouzitym v porovndni s vétsinou ptirodnich systéma
(a ndsledné nepfiznivému poméru mezi koncentracemi zkousenych latek a jinych zdroji uhliku) je tfeba tuto
metodu povazovat za predbéznou zkousku, kterou lze pouzit k indikaci toho, zda urcitd latka je, ¢i neni snadno
biologicky rozlozitelnd. Nizkd hodnota vysledku tudiZ nutné neznamend, Ze zkousend ldtka neni biologicky
rozlozitelnd v moiském prostiedi, aviak naznacuje, Ze ke stanoveni biologické rozlozitelnosti bude zapotiebi
dalsf prace.

Na obrdzku nize je uveden piiklad teoretického experimentu rozkladu, ktery ukazuje proveditelny zptsob
odhadu hodnot t, (délka ,fize iniciace’) a t,, (Casovy interval zacinajici v bodé t;, nezbytny pro dosazeni 50 %
odstranén).
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METODA UZAVRENYCH LAHVICEK
UVOD

1. Tato metoda je variantou zkousky v uzavienych lahvickich (5), provddénou s mofskou vodou, a byla
dokoncena jako vysledek mezilaboratorni porovnavaci zkousky, kterou pro Evropskou komisi zorganizoval
dénsky Institut pro kvalitu vody (3).

2. Stejné jako u doprovodné metody tfepaci lahve pro moftské prostiedi nelze vysledky této zkousky povazovat za
indikaci snadné biologické rozlozitelnosti, nybrz maji byt vyuziviny vylu¢éné pro ziskdni informaci o biologické
rozlozitelnosti latek v mofském prostiedi.

PODSTATA METODY

3. Predem ur¢ené mnozstvi zkousené litky se rozpusti ve zkuebnim médiu v koncentraci obvykle 2-10 mg
zkousené ltky na litr (Ize pouzit jednu nebo vice koncentraci). Roztok se uchovdva v zaplnéné a uzaviené lahvi
v temnu v ldzni nebo obalu s konstantni teplotou udrzovanou v rozmezi 15-20 °C s toleranci + 1 °C.
V piipadech, kdy je cilem studie simulovat situace v Zivotnim prostfedi, mohou byt provddény zkousky
pfesahujici toto obvyklé teplotni rozmezi za ptedpokladu, Ze budou provedeny vhodné udpravy v regulaci
teploty. Rozlozitelnost se zkoumd pomoci analyz kysliku po dobu 28 dnd.

4. Z mezilaboratorni porovndvaci zkousky vyplynulo, Ze pfi prodlouzeni zkousky na vice nez 28 dnii nebylo ve
vétsiné piipada kviali silnym interferencim mozné ziskat Zzddné uzitecné informace. Hodnoty biologické
spotieby kysliku (BSK) pii slepych zkouskdch byly nadmérné vysoké, snad v disledku rastu fas na sténdch
vyvolaného nedostatecnym protiepavanim a v dasledku nitrifikace. Doporucend doba trvani je tedy 28 dndg,
avSak pokud hodnota BSK pii slepé zkousce neptekro¢i hranici 30 % (odstavec 15 a 40), zkousku lze
prodlouzit.
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INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

5. Aby bylo mozné poznat, zda Ize zkousku aplikovat na konkrétni ltku, musi byt zndmy nékteré jeji vlastnosti.
K tomu, aby bylo mozné vypocitat teoretickou spotiebu kysliku (TSK) (viz dodatek 3), je zapottebi empiricky
vzorec; jinak musi byt stanovena chemickd spotieba kysliku (CHSK) dané latky, kterd pak bude slouzit jako
referen¢ni hodnota. Pouziti CHSK je méné uspokojivé, protoze nékteré latky nejsou pii zkousce CHSK plné
zoxidovény.

6. Rozpustnost litky by méla byt alespon 2 mg/l, i kdyZz v zdsadé lze testovat i méné rozpustné litky (napf.
pomoci ultrazvuku), a stejné tak i tékavé latky. Pro interpretaci ziskanych vysledkii, zejména pokud se tyto
vysledky pohybuji okolo ,jesté vyhovujicich’ hodnot, jsou vyzadovany informace o Cistoté nebo relativnich
podilech hlavnich slozek zkousené latky.

7. Pro volbu vhodnych zkusSebnich koncentraci mohou byt velmi uZite¢né informace o toxicité¢ dané litky pro
bakterie, napfiklad o toxicité naméfené pii krdtkodobych testech rychlosti dychdni (4); tyto informace mohou
byt ddlezité pro sprdvnou interpretaci nizkych hodnot biologického rozkladu. Takové informace vsak pro

vz

interpretaci vysledkil ziskanych ve zkousce biologické rozlozitelnosti ne vidy postacuji a vhodnéjsi je postup
popsany v odstavci 27.

REFERENCNI LATKY

8. Musi byt pouzity vhodné referencni latky, aby se provéfila mikrobidlni aktivita daného vzorku motské vody. Za
timto tcelem lze pouzit (napfiklad) anilin, octan sodny nebo benzoan sodny. V pfiméfené kratké dobé musi
dojit k rozkladu téchto latek alespon v rozsahu 60 % (jejich TSK); v opa¢ném piipadé se doporucuje zkousku
zopakovat s jinym vzorkem motské vody.

9.V mezilaboratorni porovndvaci zkousce EK, kdy byly vzorky motské vody odebrany v rdznych lokalitich a
v ruznych ro¢nich obdobich, pii pouziti benzoanu sodného ¢inila faze iniciace (t;) 0 az 2 dny a doba nezbytna
pro dosazeni 50 % rozkladu (t;,) ¢inila bez fdze iniciace 1 aZz 4 dny. Pfi pouziti anilinu byla hodnota t, 0 az 7
dnti a hodnota t, ¢inila 2 az 12 dnd.

REPRODUKOVATELNOST

10. Reprodukovatelnost metod byla stanovena mezilaboratorni porovnévaci zkouskou EK (3).

POPIS METODY
Pfistroje a pomticky

11. Bézné laboratorni vybaveni a déle:

a) lahve pro analyzu BSK o objemu 250-300 ml se sklenénymi zdtkami, nebo lze pouzit lahve s tizkym
hrdlem o objemu 250 ml se sklenénymi zatkami;

b) nékolik lahvi o objemu 2, 3 a 4 litry s oznacenim litrt pro pfipravu experimentu a pro naplnéni lahvicek
pro analyzu BSK;

¢) vodni ldzen nebo prostor s konstantni teplotou pro udrzovini lahvicek pfi konstantni teploté (tolerance
+1°C) v temnu;

d) vybaveni pro analyzu rozpusténého kysliku;
e) membranové filtry, velikost péri 0,2-0,45 pm (volitelné);

f) vybaveni pro specifickou analyzu (volitelné).
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Moiské voda

12. Vzorek moiské vody se odebere do dikladné vy¢isténého zdsobniku a dopravi se do laboratofe, pokud mozno
béhem jednoho nebo dvou dnit po odbéru. Béhem dopravy nesmi dojit k tomu, aby teplota vzorku byla zna¢né
vys$i nez teplota, kterd bude pouzita pfi zkousce.

13. Presné se identifikuje lokalita odbéru vzorkii a popise se stav zneciténi a Zivin. Zejména u pobfeznich vod
nebo znecisténych vod se v této charakteristice uvede také pocet kolonif heterotrofnich mikroorganismi a
stanoveni koncentraci rozpusténych dusi¢nant, amoniaku a fosfata.

14. O samotném vzorku moiské vody se uvedou tyto informace:
— datum odbéru,
— hloubka odbéru,
— vzhled vzorku — zakaleny atd.,
— teplota v dobé odbéru,
— salinita,
— rozpustény organicky uhlik (DOC),
— zpozdéni mezi odbérem a pouzitim ve zkousce.

15. Zjisti-li se, Ze obsah DOC ve vzorku je vyssi, nebo existuje-li domnénka, Ze obsah BSK pii slepé zkousce po 28
dnech bude vyssi nez 30 % obsahu BSK v referen¢nich ldtkdch, doporucuje se pfed pouzitim motské vody ve
zkousce nechat vodu pifiblizné jeden tyden odstdt.

16. Vzorek se nechd odstdt umistény v aerobnich podminkdch p#i zkusSebni teploté, v temnu nebo v rozptyleném
svétle. Je-li to nezbytné, aerobni podminky se udrzuji jemnym provzdusiiovinim. Béhem odstati se snizi obsah
snadno rozlozitelného organického materidlu. Pfi mezilaboratorni porovnavaci zkousce (3) nebyl zjistén zadny
rozdil mezi potencidlem rozkladu vzorkd odstité moiské vody a nové odebrané moiské vody.

17. Pred pouzitim se moiskd voda upravi tak, aby se odstranily hrubé ¢astice, napt. filtraci pfes nylonovy filtr nebo
pfes hruby papirovy filtr (nikoli pfes membranovy nebo GF|C filtr), pfipadné sedimentaci a dekantaci. Pouzity
postup se zaznamend. Pfipadna piediprava se provede po odstati.

Zasobni roztoky pro minerdlni Zivné médium

18. Za pouziti reakénich ¢inidel Cistoty p.a. se piipravi tyto zdsobni roztoky:

a)  dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO, 8,50 ¢
Hydrogenfosfore¢nan didraselny, K,HPO, 21,75 ¢
Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, Na,HPO, - 2H,0 33,30 g
Chlorid amonny, NH,Cl 0,50 g

Rozpusti se a doplni na 1 litr destilovanou vodou.
b)  Chlorid vépenaty, CaCl, 27,50 g

Rozpusti se a doplni na 1 litr destilovanou vodou.
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¢)  Heptahydrat siranu hofecnatého, MgSO, - 7H,0 2250 ¢g
Rozpusti se a doplni na 1 litr destilovanou vodou.
d)  Hexahydrat chloridu Zelezitého, FeCl, - 6H,0 025¢

Rozpusti se a doplni na 1 litr destilovanou vodou.

Srdzeni v roztoku d) lze pfedejit pfidinim jedné kapky koncentrované kyseliny chlorovodikové nebo 0,4 g
disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) na 1 litr. Vytvofi-li se v zdsobnim roztoku sraZenina,
nahradi se nové pfipravenym roztokem.

Piiprava zkuSebniho média

19. Na litr upravené moiské vody se piidd 1 ml kazdého z vyse uvedenych zdsobnich roztokd. Zkusebni médium
se pii zkuSebni teploté nasyti vzduchem provzdu$nénim distym, stla¢enym vzduchem po dobu piiblizné 20
minut. Stanovi se koncentrace rozpusténého kysliku pro ucely kontroly. Koncentraci rozpusténého kysliku
v nasyceném stavu jako funkci salinity a teploty lze zjistit z nomogramu, ktery je uveden v pfiloze k této
zkuSebni metodé (dodatek 4).

Inokulum

20. Kromé mikroorganism, které jsou v mofiské vodé jiz piitomny, se Zddné specifické inokulum nepfiddva. Urci
se (volitelng) pocet heterotrofnich organismii tvoficich kolonie ve zkusebnim médiu s mofskou vodou (a pokud
mozno také v ptivodnim vzorku mofské vody), napf. urenim poctd na misce za pouziti motského agaru. To je
zvla§t zadouci u vzorkd z pobfeznich nebo znecisténych lokalit. Zkontroluje se aktivita heterotrofnich mikroor-
ganismt v mofské vodé provedenim testu s referen¢ni litkou.

Pfiprava zkuSebnich lahvicek

21. Provedou se viechny nezbytné manipulace véetné odstti a ptedipravy moiské vody za zvolené zkuSebni
teploty mezi 15 az 20 °C, pfiemz se zajist{ Cistota, avSak nikoli sterilita veskerého skla.

22. Piipravi se skupiny lahvicek pro analyzu BSK pro stanoveni BSK zkousené latky a referenc¢ni litky v soubéznych
sériich experimentd. VSechny analyzy se provadgji v duplicitnich lahvickdch (pro slepé zkousky, s referencni a se
zkousenou latkou), tj. pro kazdé stanoveni se pfipravi dvé lahvicky. Analyzy se provedou alespon v den 0, 5, 15
a 28 (Ctyfi stanoveni). Pro analyzy kysliku jsou pro ¢tyfi stanoveni zapotfebi celkem 3 x 2 x 4 = 24 lahvicky
(pro slepé zkousky, s referencni a se zkousenou litkou), a tudiz pfibliZzné osm litrt zkuSebniho média (pro
jednu koncentraci zkusebni latky).

23. Do velkych lahvi o dostate¢ném objemu (odstavec 11) se oddélené pfipravi roztoky zkousené a referencni litky
tak, Ze nejprve se do Cdste¢né zaplnénych velkych lahvi pfidd zkouSend nebo referen¢ni litka bud’ pi{mo, nebo
pomoci koncentrovaného zdsobniho roztoku. Pfidd se daldi zkuSebni médium, aby se dosdhlo kone¢nych
pozadovanych koncentraci. Jsou-li pouzity zdsobni roztoky zkousené a/nebo referen¢ni latky, je tieba zajistit,
aby se u média s mofskou vodou vyrazné nezménila salinita.

24. Koncentrace zkousené a referen¢ni latky se zvoli s ohledem na:

a) rozpustnost rozpusténého kysliku v moiské vodé pii prevladajici zkusebni teploté a salinité (viz pFipojeny
nomogram — dodatek 4);

b) BSK mofiské vody pii slepé zkousce a
¢) pfedpoklddanou biologickou rozlozitelnost zkousené latky.

25. Rozpustnost rozpusténého kysliku pfi teploté 15 °C a salinit¢ 32 promile (ocednskd voda) ¢ini pfiblizné
8,1 mg/l a pii teploté 20 °C a salinité 32 promile ¢ini pfiblizné 7,4 mg/l. Nebyla-li mofskd voda ponechdna
k odstati, mtize spotieba kysliku samotné moiské vody (respirace pii slepé zkousce) dosdhnout 2 mg O,/1 i vice.
Aby se zajistilo, Ze po oxidaci zkousSené latky zistane dostate¢nd koncentrace kysliku, pouzije se proto u latek,
u nichZz se pfedpoklddd, Ze se v podminkdch zkousky zcela rozlozi (jako jsou referencni latky), vychozi
koncentrace zkousené latky pfiblizné 2-3 mg/l (v zdvislosti na TSK). Latky s mensi rozlozZitelnosti se testuji pti
vyssich koncentracich az do pfiblizné 10 mg/l, za podminky, Ze nenastanou toxické t¢inky. Mtize byt vyhodné
provadét soubézné zkousky s nizkou (pfiblizné 2 mg/l) a vysokou (pfiblizné 10 mgfl) koncentraci zkousené
latky.



L 54/362 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

26. Soubé&zné musi byt obsah kysliku stanoven ve slepé zkousce, v lahvickdch, které neobsahuji ani zkousenou, ani
referencni latku.

27. Maji-li byt stanoveny inhibi¢ni G¢inky, do jednotlivych velkych lahvi (odstavec 13) se zvldst pfipravi tato série
roztok:

a) snadno rozlozitelné latky, napt. kterékoli z uvedenych referen¢nich latek, v koncentraci 2 mg/l;
b) zkousené latky v koncentraci x mg/l (x se obvykle rovna 2);

¢) snadno rozlozitelné latky v koncentraci 2 mg/l plus zkousené latky v koncentraci x mg/l.

Fyzikalné-chemicka kontrolni zkouska (volitelnd)

28. Je-li vyuzito mozZnosti provedeni specifickych analyz, maze se provést fyzikdlné-chemickd zkouska k ovéfeni
toho, zda zkuSebni litka nebyla odstranéna abiotickymi mechanismy, jako je hydrolyza nebo adsorpce.
Fyzikdlné-chemickou kontrolni zkousku Ize provést tak, ze do duplicitnich lahvicek se zkusebni latkou se pridd
chlorid rtutnaty (HgCl,) () (v koncentraci 50-100 mg/l) k zastaveni mikrobidlni aktivity. Vyznamné sniZen{
koncentrace konkrétni litky béhem zkousky nasvédcuje mechanismtm abiotického odstraniovani.

Pocet lahvicek pro analyzu BSK v typické zkousce

29. V typické zkousce se pouziji tyto lahvicky:
— nejméné 8 lahvicek se zkousenou litkou,
— nejméné 8 lahvicek pouze s Zivinami obohacenou mofskou vodou,
— nejméné 8 lahvicek s referencni latkou, a

— je-li to nezbytné, 6 lahvicek se zkousenou a referen¢ni litkou (kontrola toxicity).

POSTUP

30. Thned po pfipravé se kazdy roztok odsaje ze spodni ¢tvrtiny (nikoli ode dna) pfisluiné velké lahve a naplni se
jim pFislusnd skupina lahvicek pro analyzu BSK. Thned (v ¢ase nula) se provede stanoveni obsahu rozpusténého
kysliku (odstavec 33) v kontrolnich vzorcich, nebo se uchovaji pro pozdéjsi chemickou analyzu srdZenim
s MnCl, (chloridem manganatym) a NaOH (hydroxidem sodnym).

31. Zbylé lahvicky pro soubéznou analyzu BSK se inkubuji pfi zkusebni teploté (15-20 °C), uchovavaji v temnu a
ve vhodnych ¢asovych intervalech (naptiklad minimdlné po 5, 15 a 28 dnech) se z inkuba¢niho prostoru
odstrani a analyzuje se obsah rozpusténého kysliku v nich (odstavec 33).

32. Pro (volitelnou) specifickou analyzu se vzorky filtruji pomoci membranového filtru (velikost pérti 0,2-0,45 pm)
nebo se odstfedi po dobu 15 minut. Pokud nejsou analyzovdny ihned, skladuji se do 48 hodin pii teploté
2-4 °C nebo na del3i obdobi pii teploté — 18 °C (je-li zndmo, Ze nedojde k ovlivnéni zkousené latky, zkousend
latka se pfed uskladnénim okysel na pH 2).

M X 2

Stanoveni rozpusténého kysliku

33. Koncentrace rozpusténého kysliku se stanovi vnitrostitné nebo mezindrodné uzndvanou chemickou nebo
elektrochemickou metodou.

UDAJE A JEJICH PREDKLADANI
Zpracovani vysledka

34. Vysledky analyz se zaznamenaji do pfilozenych ptehledt dat (dodatek 5).

(") Chlorid rtutnaty (HgCl,) je velmi toxickd latka, s niz je tfeba zachdzet s nédleZitou obezietnosti. Vodné odpady obsahujici tuto chemickou
latku by mély byt likvidovany vhodnym zptsobem; nemély by se pfimo vypoustét do systému odpadnich vod.
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35. Vypocitd se BSK jako rozdil v tibytku kysliku mezi slepou zkouskou a roztokem zkousené litky za podminek
zkousky. Cisty dbytek kysliku se vydéli koncentraci objemové hmotnosti latky, aby bylo mozno vyjadfit BSK
jako mg BSK na mg zkousené latky. Rozklad je definovdn jako pomér mezi biochemickou spottebou kysliku a,
pfednostng, teoretickou spotfebou kysliku (TSK), anebo chemickou spotiebou kysliku (CHSK), vyjadieny
v procentech (viz odstavec 36).

36. Hodnoty biologického rozkladu zkousené litky a referen¢ni latky pro kazdy cas odbéru vzorku se vypocitaji za
pomoci jedné z téchto dvou rovnic:

mg O, /mg zkousené ldtky
mg TSK /mg zkousené ldtky

% biol. rozkladu = x 100

mg O, /mg zkousené ldtky

% biol. rozkladu = 100

mg CHSK /mg zkousené ldtky

kde:
TSK = teoretickd spotieba kysliku (vypocet viz dodatek 3),
CHSK = chemickd spotieba kysliku, stanovend experimentdlné.

Pozndmka: Uvedené dva zptsoby vypoctu (procentni podil TSK nebo procentni podil CHSK) nékdy nevedou ke
stejnym vysledkiim; pfednostné se pouzije TSK, protoze u nékterych litek ve zkousce CHSK nedochdzi k tplné
oxidaci.

37. Prabéh rozkladu se graficky zndzorni pomoci diagramu (viz piiklad v oddile ,Platnost a interpretace vysledkd).

Je-li adajii dostatek, z kiivky biologického rozkladu se vypocitd fze iniciace (t) a doba (ty) potiebnd
k dosazen{ 50 % odstranéni po ukonceni faze iniciace.

38. Pokud se provadi specifickd analyza (volitelnd), uvede se procento primdrniho rozkladu jako procento
odstranéni konkrétni latky za dobu zkousky (korigované o analytické tidaje slepych zkousek).

Zavérecna zprava
39. Zavére¢nd zprdva musi obsahovat tyto informace:
Zkousend ldtka:
— fyzikalni povaha a, je-li to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti,
— identifika¢ni ddaje.
Zkusebni podminky:

— lokalita a popis mista odbéru vzorku: stav znecisténi a Zivin (pocet kolonii, dusi¢nany, amoniak, pfipadné
fosfaty),

— charakteristiky vzorku (datum odbéru, hloubka odbéru, vzhled, teplota, salinita, DOC (volitelné), zpozdéni
mezi odbérem a pouZitim ve zkousce),

— metoda pouzZitd pro odstiti moiské vody (bylo-li pouzito),

— metoda pouzitd pro pfedipravu (filtraci/sedimentaci) moiské vody,

— metoda pouzitd pro stanoveni CHSK (bylo-li provedeno),

— metoda pouzitd pro méfeni kysliku,

— postup rozptyleni u latek, které jsou za zkuebnich podminek $patné rozpustné,

— metoda pouzitd pro uréeni poctu heterotrofnich organismt v mofské vodé (metoda urceni poctii na misce
nebo alternativni postup),
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— metoda pouZzitd pro stanoveni DOC v moiské vodé (volitelné),

— metoda pouzitd pro specifickou analyzu (volitelné),

— jiné volitelné metody pouzité k uréeni charakteristik mofské vody (méfen{ obsahu ATP atd.).
Vysledky:

— analytické daje uvedené v pfehledu dat (viz piiloha, dodatek 5),

— postup rozkladu se graficky zndzorni pomoci diagramu s vyznacenim faze iniciace (t;), smérnice a ¢asu (od
ukonceni faze iniciace) do dosazeni 50 % celkové spotieby kysliku vyvolané oxidaci zkousené latky (t,,). Fazi
iniciace lze odhadnout graficky, jak je uvedeno na pfipojeném obrazku, nebo snadno zaznamenat jako dobu
nezbytnou pro dosazeni 10 % rozkladu,

— procento rozkladu naméfené po 28 dnech.

Rozbor vysledkii.

Platnost a interpretace vysledki

40. Respirace pii slepé zkousce by neméla ptesahovat 30 % spotieby kysliku ve zkuSebni lahvi¢ce. Neni-li mozné
toto kritérium splnit pomoci Cerstvé odebrané moiské vody, musi se mofskd voda pred pouZzitim nechat odstat
(stabilizovat).

41. Je tieba zvazit moznost, Ze latky obsahujici dusik mohou ovlivnit vysledky.

42. Vysledky ziskané s referenénimi litkami benzoanem sodnym a anilinem by mély byt srovnatelné s vysledky
ziskanymi v mezilaboratorni porovndvaci zkousce (3) (odstavec 9). Pokud jsou vysledky ziskané s referen¢nimi
latkami atypické, zkouska by méla byt opakovana s jinym vzorkem motské vody.

43. Zkusebni ldtku lze povazovat za inhibiéni pro bakterie (pfi pouzité koncentraci), je-li hodnota BSK smési
referencni a zkuSebni ldtky nizsi nez soucet hodnot BSK samostatnych roztokd téchto dvou latek.

44. Vzhledem k pomérné vysokym zkuSebnim koncentracim v porovndni s vétSinou pfirodnich systéma a
nésledkem toho k nepfiznivému poméru mezi koncentracemi zkousené ltky a jinych zdroji uhliku je tieba
tuto metodu povazovat za predbéznou zkousku, kterou lze pouzit k indikaci toho, zda urcitd ldtka je, ¢i neni
snadno biologicky rozlozZitelnd. Nizkd hodnota vysledku tudiz nutné neznamend, Ze zkousend latka neni
biologicky rozlozitelnd v mofském prostiedi, aviak naznacuje, Ze pro stanoveni biologické rozlozZitelnosti bude
zapotiebi dal3{ prace.

Na obrdzku niZe je uveden piiklad teoretického experimentu s rozkladem, ktery ukazuje proveditelny zptsob
odhadu hodnot t, (délka ,fize iniciace’) a ty, Casového intervalu (zacinajictho v bodé t) potiebného pro
dosazeni 50 % celkové spotieby kysliku vyvolané oxidaci zkusebni latky:

oxygen consumption

[}
100- % of final

80

60

207

28  days

0 5 110 15 20 2

o o m — — e —— am m—— — e — — - ——— —

”log phase”
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Dodatek 1

Stanoveni organického uhliku v mofské vodé

METODA TREPACI LAHVE

Pro stanoven{ organického uhliku ze vzorku vody se organické slozky ve vzorku nechaji zoxidovat na oxid uhli¢ity,
zpravidla za pouziti jedné z téchto ti{ technik:

— mokrd oxidace persiranem s UV zdfenim,
— mokra oxidace persiranem za zvy$ené teploty (116-130 °C ),
— spalovéni.

Uvolnény CO, se kvantifikuje pomoci infracervené spektrometrie nebo titra¢ni metodou. Alternativné se CO,
redukuje na metan, ktery se kvantifikuje pomoci plamenoioniza¢niho detektoru (FID).

Metoda persiranu s UV zdfenim se bézné uZivd pro analyzu (isté' vody s nizkym obsahem pevnych &istic. Dalsi dvé
metody lze pouZit na vétsinu druhii vodnich vzorkd, pficemz oxidace persiranem za zvySené teploty je nejvhodnéjsi
pro vzorky s nizkym obsahem a technika spalovdni je pouzitelnd na vzorky s obsahem netékavého organického
uhliku (NVOC) zna¢né prevySujicim 1 mg C/L.

Interference

Vsechny tfi metody jsou zévislé na eliminaci nebo kompenzaci anorganického uhliku (IC), ktery je pfitomen ve
vzorku. Nejcastéji pouZivanou metodou eliminace IC je vymyvani CO, z okyseleného vzorku, ackoli to soucasné vede
ke ztrité t€kavych organickych slozek (1). U kazdé vzorkovaci matice musi byt zaruCena tplnd eliminace nebo
kompenzace IC a kromé NVOC musi byt, v zdvislosti na typu vzorku, stanoven i obsah té€kavého organického uhliku

(VOO

Vysoké koncentrace chloridi vedou ke sniZené t¢innosti oxidace pomoci metody persiranu s UV zdfenim (2). Tuto
interferenci vSak muZze odstranit pouziti oxida¢niho ¢inidla upraveného pfidinim dusi¢nanu rtufnatého. Pro
vyhodnoceni kazdého typu vzorki obsahujiciho chloridy se doporucuje pouzit maximdlni tolerovany objem vzorku.
Vysoké koncentrace soli ve vzorku analyzovaném metodou spalovani mohou zptsobit usazeni soli na katalyzdtoru a
nadmérnou korozi spalovaci trubice. Méla by byt pfijata preventivni opatfeni podle pfirucky vyrobce.

U vysoce zakalenych vzorkd a u vzorkd obsahujicich pevné &dstice nemusi pii pouziti metody persiranu s UV
zdfenim dojit k tplné oxidaci.

Pfiklad vhodné metody

Netékavy organicky uhlik se stanovi oxidaci s persiranem a UV zdfenim a ndslednou kvantifikaci uvolnéného CO,
pomoci nedisperzni infraCervené spektrometrie.

Oxida¢ni ¢inidlo se upravi v souladu s doporucenimi uvedenymi v polozce seznamu literatury (2) a podle toho, jak
uvadi pirucka vyrobce:

a) 8,2 g HgCl, a 9,6 g Hg(NO,), - H,0 se rozpusti v n€kolika stech mililitrech reagen¢ni vody s nizkou koncentraci
uhliku;

b) 20 g K,S,0; se rozpusti v roztoku obsahujicim rtutnaté soli;
¢) do smési se ptidd 5 ml HNO, (koncentrované);

d) cinidlo se ziedi na 1 000 ml.
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Interference zpiisobené chloridy se odstrani pouzitim 40 pl objemu vzorku na 10 % chloridi a 200 pl objemu
vzorku na 1,9 % chloridti. Vzorky s vysokymi koncentracemi chloridi ajnebo vzorky o vétsim objemu lze podle této
metody analyzovat za podminky, Ze se zabrdni hromadéni chloridi v oxida¢ni nddobé. Nésledné lze u piislusnych
typt vzorka podle potteby provddét stanoveni tékavého organického uhliku.
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Zajimava je rovnéZz (podévé popis automatizovaného analytického systému):

3)  Schreurs, W. (1978) An automated colorimetric method for the determination of dissolved organic carbon in
seawater by UV destruction. Hydrobiological Bulletin 12, pp. 137-142.



L 54/368

Utedni véstnik Evropské unie

1.3.2016

Dodatek 2

Biologické rozlozZitelnost v moiské vodé

METODA TREPACI LAHVE

PREHLED DAT

LABORATOR:

DATUM POCATKU ZKOUSKY:

ZKOUSENA LATKA:

Nézev:

Koncentrace chemické latky v zdsobnim roztoku:

Pocate¢ni koncentrace chemické litky v médiu v case t,;:

MORSKA VODA:

Zdroj:

Datum odbéru:

Hloubka odbéru:

Vzhled v dobé odbéru (napt. zakaleni atd.):

Salinita pfi odbéru: %o

Teplota pfi odbéru: °C

DOC x‘ hodin po odbéru:  mg/l

mg/l
mg/l

v mg DOC/l

Uprava pied zkouskou (napf. filtrace, sedimentace, odstat{ atd.):

Pocet kolonii mikroorganismit — piivodni vzorek:

kolonii na ml

— na poditku zkousky: kolonii na ml

Ostatni charakteristiky:
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5.  STANOVENI UHLIKU:

Analyzator uhliku:
DOC po n dnech (mg/l)
Banika ¢.
0 n, n, n, n,
Zkouska:  Zivinami 1 a
obohacend moftska
voda se zkousenou a
latkou 2
stfedn{ hodnota, C,
(1)
2 b,
b,
sttedni hodnota, C,
(®)
Slepd zkouska: Zivi- 1 o
nami obohacend
moiskd voda bez c
zkousené latky 2
sttedni hodnota, C,
@
2 d,
d,
stfedn{ hodnota, C,
(t)
stiedni
Cy +C
hodnota, Cyy = M
6. VYHODNOCENI NAMERENYCH DAT:
Rozklad v % po n dnech
Barika ¢. Vypocet vysledkii
0 n, n, n, n,
1 C,n—-C 0
D,=1-—" "0 100
Co=Cuyo
2 Cop—C 0
D,=1-—="~"Y 100
Co=Cu
Stiedni D _D,+D, 0
hodnota T 2
*

(*) Hodnoty D, a D, by nemély byt primérovany, pokud je mezi nimi vyznamny rozdil.

Pozndmka: Podobné formulafe Ize pouzit, kdyZz po rozkladu nédsleduje specifickd analyza, a pro referen¢ni latku
a kontrolu toxicity.
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7. ABIOTICKY ROZKLAD (volitelné)

Cas (dny)

DOC (mg/l) ve sterilni kontrole Cio) s

Cy0) — G
% abioticky rozklad = % x 100
s(0)



1.3.2016 Utedn véstnik Evropské unie L 54/371

Dodatek 3

Vypocet teoretické biochemické spotfeby kysliku

METODA UZAVRENYCH LAHVICEK

TSK litky C H,CI,N,Na,O_P S o molekulové hmotnosti MW se vypocitd podle vzorce:

na =~ o

16(2c+ (h-c-3n)+3s+>+— -0
2 2P ana

TSKyys = MW

Z tohoto vypoctu vyplyva, Ze C se mineralizuje naCO,, H na H,0, P na P,O, a Na na Na,O. Halogeny se eliminuji
jako halogenovodiky a dusik jako amoniak.

Napiiklad:
glukéza C,H,,0,, MW = 180

16(2x6+1x12—6>
2

TSK =
180

= 1,07 mg O,/mg glukdzy

Molekulové hmotnosti jinych soli nez soli alkalickych kovii se vypocitaji s tim, Ze se predpoklddd, Ze doslo
k hydrolyze téchto soli.

Predpokldda se, Ze sira oxiduje do stavu + 6.
Napiiklad:
dodecylbenzensulfonan sodny C,,H,,SO,Na, MW = 348

16<36+§+3+1—3>
2

2

TSK = =2,34mg 0,/mg ldtky

348

V ptipadé latek, jez obsahuji dusik, mize byt dusik eliminovan jako amoniak, dusitany nebo dusi¢nany, coz odpovida
riazné teoretické biochemické spotiebé kysliku.

16[2c+1(h—d)+3s+3ﬂ+5+L—o}
TSK o, — 2 2 2p 2

MW

16[26+1(h—d)+35+5ﬂ+1+Lﬂ—o}
TSKNC);: 2 2 2 2

MW

V pfipadé sekunddrnich amint se pfedpoklddd, Ze analyzou byla zjisténa dplnd tvorba dusi¢nant:

(C,,H,5), NH, MW = 353

16(48+ﬂ+5>
2 2

TSKN03 = 3 5 3

= 3,44mg 0,/mg ldtky
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Dodatek 5

Biologicka rozloZzitelnost v mo¥ské vodé

METODA UZAVRENYCH LAHVICEK
PREHLED DAT

LABORATOR:

DATUM POCATKU ZKOUSKY:

ZKOUSENA LATKA:

Nézev:

Koncentrace zdsobniho roztoku: mg/l

Pocate¢ni koncentrace v médiu s mofskou vodou: mg/l

TSK nebo CHSK: mg O, na mg zkousené latky
MORSKA VODA:

Zdroj:

Datum odbéru:
Hloubka odbéru:
Vzhled v dobé odbéru (napt. zakaleny, atd.):

Salinita pfi odbéru: %o
Teplota pfi odbéru: °C
DOC x‘ hodin po odbéru: mg/l

Uprava pred zkouskou (napt. filtrace, sedimentace, odstdti atd.):
Pocet kolonii mikroorganismu: — ptivodni vzorek: kolonii na ml

— na pocatku zkousky: kolonii na ml

Ostatni charakteristiky:

ZKUSEBNI MEDIUM:
Teplota po provzdus$néni: °C
Koncentrace O, po provzdu$néni: Stav pied pocitkem zkousky: mg O, na litr

STANOVENI ROZPUSTENEHO KYSLIKU:

Metoda: Winklerova metoda/oximetr

mg O, na litr po n dnech

Barika ¢.
0 5 15 28
Zkouska: zivinami obohacend 1 a
mofskd voda se zkousenou lat-
kou 2 a,

Stiedni hod- | =~ _ a1+
nota pfi ' 2
zkousce
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mg O, na litr po n dnech
Banka ¢.
0 5 15 28
Slepé zkouska: Zivinami oboha- 1 c
cend mofska voda, aviak bez
zkousené latky 2 <
Stfedni hod- _a+ta
nota pii slepé 2
zkousce

Pozndmka: Podobny formuldf lze pouzit i pro referencni latku a pro kontroly toxicity.

UBYTEK ROZPUSTENEHO KYSLIKU: ROZKLAD V PROCENTECH ( %D):

Ubytek rozpusténého kysliku po n dnech

5 15

28

(my, —m,) (1)

_ (my-m,) ()
~ zkousend ldtka (mg /1) x TSK

%D

x 100

(1) Predpoklddd se, ze my,, = m,, kde

m,, = hodnota pfi slepé zkousce v den 0,

m = hodnota ve zkouSené ldtce

t(0)

Jestlize my, se nerovnd m,,, pouzije se (m,, -
= hodnota pfi slepé zkousce v den x,

my

(%)

m = hodnota ve zkousené latce

t(x)

v den 0.

v den x.

ml(x)) - (mb(o) - mb(x))' kde
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C.43. ANAEROBN[ BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST ORGANICKYCH LATEK VE VYHNILEM KALU
MERENIM PRODUKCE PLYNU

UvoD

1. Tato zkusebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouSeni ¢. 311 (2006). Existuje fada screeningovych
zkousek pro posuzovéni aerobni biologické rozlozitelnosti organickych latek (zkusebni metody C.4, C.9, C.10, a
C.11 (1) a OECD TG 302C (2)) a vysledky jejich aplikace jsou ispé$né vyuzivany pro pfedpoviddni osudu latek
v aerobnim prostiedi, zejména v aerobnich fazich ¢isténi odpadnich vod. Aerobné se odstranuji i rizné podily
latek, které jsou ve vodé nerozpustné, a také latek, které adsorbuji do odpadnich pevnych litek, nebot jsou
pfitomny v usazeném kalu. V&tsi frakce téchto latek jsou vSak vdzdny na primdrné usazeny kal, ktery se
oddéluje od nevycisténych odpadnich vod v usazovacich nadrzich ptedtim, nez se usazend odpadni voda nebo
supernatant Cisti acrobné. Kal, ktery obsahuje nékteré rozpustné latky v intersticidlni tekuting, poté postupuje
do vyhfivanych vyhnivacich nddrzi k anaerobnimu ¢&isténi. V této sérii dosud neexistuji Zddné zkousky pro
posuzovani anaerobni biologické rozlozitelnosti v anaerobnich vyhnivacich nddrzich a tato zkouska md slouzit
k vyplnéni této mezery; nemusi byt pouzitelnd pro jiné anoxické slozky Zivotniho prostfedi.

2. Pro posuzovéni anaerobni biologické rozlozitelnosti byly Gspésné vyuzivany respirometrické metody, které méfi
mnozstvi plynu, hlavné metanu (CH,) a oxidu uhli¢itého (CO,) vzniklého za anaerobnich podminek. Birch a

evs

vvvvvv

norem (9)(10), nefesila problémy spojené s rozdilnou rozpustnosti CO, a CH, ve zkuSebnim médiu a
s vypoctem teoretické produkce plyni vyprodukovanych zkousenou litkou. Zprava ECETOX (3) doporucila
dalsi méfeni obsahu rozpusténého anorganického uhliku (DIC) v supernatantu, coZ zvysilo pouzitelnost této
metody. Metoda ECETOX byla podrobena mezindrodni kalibraéni zkousce (mezilaboratorni porovndvaci
zkousce) a stala se normou ISO — ISO 11734 (11).

3. Tato zkuSebni metoda, kterd je zaloZena na normé ISO 11734 (11), popisuje screeningovou metodu pro
hodnoceni potencidlni anaerobni biologické rozloZitelnosti organickych litek za specifickych podminek
(tj. v anaerobni vyhnivaci nddrzi v daném case a v daném rozmezi koncentrace mikroorganismd). JelikoZ se
pouzivd zfedény kal s pomérné vysokou koncentraci zkousené litky a trvni zkousky je typicky delsi nez doba
zdrzen{ kalu v anaerobnich vyhnivacich nddrzich, nemusi podminky zkousky nutné odpovidat podminkim
v anaerobnich vyhnivacich nddrzich a nejsou pouzitelné ani pro posuzovini biologické rozlozitelnosti
organickych latek za odlisnych environmentdlnich podminek. Kal se exponuje zkousené litce az 60 dni, tj. déle,
nez je doba zdrzeni bézného kalu v anaerobnich vyhnivacich nddrzich (25-30 dna), ackoli v primyslovych
lokalitich mtize doba zdrzeni kalu byt mnohem del$i. Predpovédi zalozené na vysledcich této zkousky
nemohou byt tak presvédcivé jako v piipadé acrobni biologické rozlozitelnosti, jelikoz dikazy shromdzdéné na
zékladé chovani zkou$enych latek v hotovych® aerobnich zkouskach a v simula¢nich zkouskach a v aerobnim
prostiedi jsou dostate¢né, abychom si mohli byt jisti, Ze zde existuje souvislost, zatimco pro anaerobni prostedi
existuje podobnych diikazi malo. Lze pfedpokladat, Ze k plnému anaerobnimu biologickému rozkladu dojde
tehdy, je-li dosazeno 75-80 % teoretické produkce plynu. Vysoky pomér mezi litkou a biomasou pouzity
v téchto zkouskdch znamend, Ze latka, kterd je zkousena, se v anaerobni vyhnivaci nddrzi rozlozi s vétsi pravdé-
podobnosti. Navic latky, které se pii zkousce nepfeméni na plyn, nemusi nutné ptetrvavat pii pomérech mezi
latkou a biomasou, které jsou v Zivotnim prostiedi redlnéjsi. Dochdzi také k jinym anaerobnim reakcim, pfi
kterych se latky mohou alesponi Cdste¢né rozkladat, napf. k dechloraci, aviak tato zkouska takové reakce
nezjistuje. PH pouziti specifickych analytickych metod ke stanoveni zkousené latky maize byt nicméné sledovan
jeji tbytek (viz odstavce 6, 30, 44 a 53).

PODSTATA ZKOUSKY

4. Promyty vyhnily kal ('), ktery obsahuje nizké (< 10 mg/l) koncentrace anorganického uhliku (IC), se rozfedi asi
desetindsobné na celkovou koncentraci pevnych litek 1 g/l az 3 g/l a inkubuje pii teploté 35 °C + 2 °C

(") Vyhnily kal je smés usazenych fizi odpadnich vod a aktivovaného kalu, kterd byla inkubovéna v anaerobni vyhnivaci nddrzi pfi teploté
kolem 35 °C, aby se sniZil obsah biomasy a problém zdpachu a aby se zlepsila odvodnitelnost kalu. Obsahuje soubor anaerobnich
fermenta¢nich a metanogennich bakterii, které produkuji oxid uhlicity a metan (11).
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v uzavienych nddobdch se zkouSenou litkou v koncentraci 20 az 100 mg C/l po dobu az 60 dnd. Méfeni
aktivity kalu se zohledni provedenim soubé&zné slepé zkousky s inokulem kalu v médiu, ale bez zkousené latky.

5. MEH se zvyseni tlaku ve volném prostoru pod vikem nddob, ktery je vysledkem produkce oxidu uhli¢itého a
metanu. Zna¢nd ¢ast vyprodukovaného CO, se za podminek zkousky rozpusti v kapalné fizi nebo se pfeméni
na uhli¢itany nebo hydrogenuhli¢itany. Tento anorganicky uhlik se méfi na konci zkousky.

6. Mnozstvi uhliku (anorganického a v metanu) vzniklého biologickym rozkladem zkousené litky se vypocitd
z Cisté produkce plynu a ¢isté tvorby IC v kapalné fizi po odeteni hodnot slepych zkousek. Rozsah
biologického rozkladu se vypocitd z celkového vyprodukovaného IC a C v metanu jako procentni podil
naméfeného nebo vypocitaného mnozstvi pfidaného uhliku ve zkousené ldtce. Priibéh biologického rozkladu
Ize sledovat pouze priibéznym méfenim produkce plynu. Pomoci specifickych analyz na pocitku a na konci
zkousky lze rovnéz stanovit primarni biologicky rozklad.

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

7. Pro sprdvnou interpretaci vysledkii by méla byt zndma cistota zkousené latky, jeji rozpustnost ve vodg, tékavost
a adsorpéni vlastnosti. Musi byt zndm obsah organického uhliku (v % hmot.) ve zkousené ldtce, a to bud na
zakladé jeji chemické struktury, nebo na zdkladé méfeni. U tékavych zkousenych latek je pro rozhodnuti, zda je
tato zkouska pouzitelnd, vhodné pouZit zméfenou nebo vypocitanou Henryho konstantu. Informace o toxicité
zkousené ldtky pro anaerobni bakterie jsou uZzite¢né pii vybéru vhodné zkuSebni koncentrace a pii interpretaci
vysledkd, které ukazuji na Spatnou biologickou rozloZitelnost. Doporucuje se zafadit kontrolu inhibice
s vyjimkou piipadd, kdy je zndmo, Ze zkouSend litka neptsobi inhibi¢né na aktivity anaerobnich mikroor-
ganismil (viz odstavec 21 a norma ISO 13641-1 (12)).

POUZITELNOST ZKUSEBNI METODY

8. Tuto zkuSebni metodu lze pouzit na litky rozpustné ve vod¢; lze ji rovnéz pouZit na $patné rozpustné a
nerozpustné litky za pfedpokladu pouZiti metody pfesného dévkovani, viz napf. norma ISO 10634 (13).
V piipadé té€kavych latek je obecné nutné rozhodovat v jednotlivych pfipadech. Mohou byt nezbytné zvlastni
kroky, napfiklad neuvolfiovani plynu béhem zkousky.

REFERENCNI LATKY

9.  Pro ovéfeni postupu se v rdmci zkousky soubéZné ve vhodnych nddobach testuje referencni litka. Vhodny je
napiiklad fenol, benzoan sodny nebo polyethylenglykol 400 a Ize ocekédvat, Ze se pfi vice nez 60 % teoretické
produkce plynu (tj. metanu a anorganického uhliku) rozlozi do 60 dnti (3)(14).

REPRODUKOVATELNOST VYSLEDKU ZKOUSKY

10. Pfi mezindrodni mezilaboratorni porovnévaci zkousce (14) bylo dobfe reprodukovatelné méfeni tlaku plynu ve
tfech nadobdch. Relativni smérodatnd odchylka (varia¢ni koeficient, CV) byla pfevdzné nizsi nez 20 %, aviak za
pitomnosti toxickych latek nebo ke konci 60denni inkubacni doby tato hodnota ¢asto vzrostla nad 20 %. Vyssi
odchylky byly zjistény také v nddobdch o objemu niz$im nez 150 ml. Kone¢né hodnoty pH zkusebniho média
byly v rozmezi 6,5-7,0.
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11. Pfi mezilaboratorni porovnavaci zkousce byly ziskdny tyto vysledky:
Stfedni hod- | Relativni sméro- Stfedni hodnota | Relativni sméro- | Gg(i;lje .
Zkougena Celkové | nota rozkladu | datnd odchylka rozkladu datnd odchylka Klad o roz-
lqltllzena udaje (z celkovych (z celkovych n, (z ovéfenych (z ovéfenych adu v Eve—
atka n, Gidajty) Gidajty) fidajt Gidajtt Jkouskich
(v %) (v %) (v %) (v %) n,
Kyselina pa- 36 68,7 + 30,7 45 27 72,2 + 18,8 26 19=70
Imitové % (*)
Polyethy- 38 79,8 + 28,0 35 29 77,7 + 17,8 23 24 =283
lenglykol % (*)
400

(*) Podil n,

12. Varia¢ni koeficient stfednich hodnot vypoctenych ze viech ziskanych hodnot ¢inil u kyseliny palmitové celych

13.

45 % (n = 36) a u polyethylenglykolu 400 ¢inil 35 % (n = 38). Po vylouceni hodnot < 40 % a > 100 % (prvni
z nich byly zfejmé disledkem horsich zkusebnich podminek, druhé vznikly z nezndmych divodi) se CV snizil
u kyseliny palmitové na 26 % a u ethylenglykolu 400 na 23 %. Podil ,platnych‘ hodnot, kdy bylo dosazeno
nejméné 60 % rozkladu, ¢inil u kyseliny palmitové 70 % a u polyethylenglykolu 400 dosahl 83 %. Podily
biologické rozlozitelnosti v % odvozené z méfeni rozpusténého IC byly pomérné malé, avsak kolisaly. U
kyseliny palmitové ¢inilo rozmezi 0-35 % a stfedni hodnota 12 % pfi CV 92 % a u polyethylenglykolu 400
bylo rozmezi 0-40 % a stfedni hodnota 24 % pii CV 54 %.

POPIS ZKUSEBN{ METODY

Pfistroje a pomiticky

Potfebné je obvyklé laboratorni vybaveni a ddle:
a) inkubdtor — jiskrové bezpeny, umoznujici udrzovat teplotu 35 °C 2 °C,

b) sklenéné zkusebni nddoby odolné viici tlaku o vhodné jmenovité velikosti ('), kazdd vybavend plynotésnym
septem schopnym odolat tlaku pfiblizné 2 bar. Objem volného prostoru pod vikem by mél ¢init pfiblizné
10 % az 30 % celkového objemu. Uvoliuje-li se bioplyn pravidelné, je vhodny objem prostoru pod vikem
pfiblizné 10 %, avSak dojde-li k uvolnéni plynu az na konci zkousky, je vhodny objem prostoru pod vikem
30 %. Sklenéné lahvicky na sérum o jmenovitém objemu 125 ml, celkovém objemu kolem 160 ml,
uzaviené sérovymi septy (3, a dochdzi-li k uvoliovéani tlaku pfi kazdém odbéru vzorku, doporucuji se
tvarované hlinikové uzévéry,

¢) méfidlo tlaku (}) upravené tak, aby umoziovalo méfeni a odvod vyprodukovaného plynu, napiiklad ru¢ni
pfesny tlakomér pfipojeny ke vhodné injekéni jehle; tiicestny plynotésny ventil usnadiiuje uvolnéni
piebytecného tlaku (dodatek 1). Vnitini objem trubky ¢idla tlaku a ventilu je nezbytné udrzovat co nejmens,
tak aby chyby v disledku zanedbéni objemu tohoto vybaveni nebyly vyznamné.

(") Doporucend velikost je 0,1 litru az 1 litr.

() Doporucuje se pouzit plynotésnd silikonova septa. Déle se doporucuje pfezkouset plynotésnost uzavéri, zejména sept z butylové pryze,
protoze nékterd komer¢né dostupnd septa nejsou dostatecné plynotésnd vic¢i metanu a nékterd septa netésni, kdyz jsou propichnuta
jehlou za podminek zkousky.
() Piistroj by mél byt pouzivdn a v pravidelnych intervalech kalibrovan podle pokynt vyrobce. Je-li pouzit tlakomér predepsané kvality, tj.
se zapouzdfenou pruzinou a ocelovou membranou, neni kalibrace v laboratofi nutnd. Presnost kalibrace Ize ovéfit v laboratofi
jednobodovym méfenim pfi tlaku 1 x 10 Pa oproti tlakoméru s mechanickym displejem. Kdyz se tento bod zméi spravné, nezméni se
ani linearita. Jsou-li pouzita jind méfidla (bez kalibrace certifikované vyrobcem), doporucuje se v pravidelnych intervalech provadét
kalibraci v celém rozpéti.
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Pozndmka — odecty tlaku se pouziji pfimo pro vypocet mnozstvi uhliku vyprodukovaného ve volném
prostoru pod vikem (odstavce 42 az 44). Alternativné lze tidaje o tlaku pomoci ptevodniho grafu pievést na
objemy (pfi teploté 35 °C, atmosférickém tlaku) vyprodukovaného plynu. Tento graf se sestavi na zakladé
tdaju ziskanych vstitknutim zndmych objema plynného dusiku do série zkuSebnich nddob (napf. lahvicek
na sérum) pii teploté 35 °C +/— 2 °C a zaznamendni vyslednych stabilizovanych odectd tlaku (viz dodatek
2). Vypocet je uveden v pozndmce v odstavci 44.

Upozornéni — je tieba dbdt na to, aby pfi pouziti mikrostitkac¢ek nedoslo k poranéni jehlou,

d) analyzdtor uhliku, vhodny pro pfimé stanoveni anorganického uhliku v rozmezi koncentraci 1 mg/l az
200 mg/l,

e) injekéni stitkacky s vysokou piesnosti pro plynné a vodné vzorky,
f) magnetické michacky a dotykové hroty (volitelné),

@) suchd sk¥in (doporuceno).
Cinidla
14. Je nutno pouzivat pouze chemikdlie zarucené analytické jakosti.

Voda

15. Destilovand nebo deionizovand voda (odkysli¢end probubldvinim plynného dusiku a s obsahem méné nez 5 pl
kysliku na litr vody), obsahujici méné nez 2 mg rozpusténého organického uhliku na litr vody.

ZkuSebni médium

16. Redici médium se musi pfipravit tak, aby obsahovalo nasledujici slozky v uvedenych mnozstvich:

Bezvody dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,) 027¢g
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na,HPO,-12H,0) 1,12 g
Chlorid amonny (NH,Cl) 053¢
Dihydrét chloridu vdpenatého (CaCl, - 2H,0) 0,075 g
Hexahydrat chloridu hofe¢natého (MgCl, - 6H,0) 0,10 ¢
Tetrahydrat chloridu Zeleznatého (FeCl, - 4H,0) 0,02 ¢
Resazurin (indikdtor kysliku) 0,001 g
Nonahydrét sulfidu sodného (Na,S - 9H,0) 0,10 ¢
Zasobni roztok stopovych prvki (volitelné, viz odstavec 18) 10 ml
Doplni se odkyslicenou vodou (odstavec 15) na 1 litr

Pozndmka: Sulfid sodny by se mél pouzit erstvé dodany nebo by se mél pfed pouzitim promyt a vysusit, aby se
zajistila dostatecnd redukéni schopnost. Zkousku Ize provést bez pouziti suché skiiné (viz odstavec 26). V tom
pfipadé by kone¢nd koncentrace sulfidu sodného méla byt zvysena na 0,20 g Na,S - 9H,O na litr. Sulfid sodny
Ize také dodat z vhodného anaerobniho zdsobniho roztoku pfes septum uzavienych zkusebnich nddob, jelikoz
tento postup sniZzi riziko oxidace. Sulfid sodny Ize nahradit citronanem titanitym, ktery se dodd pfes septum
uzavienych zkuSebnich nddob do konecné koncentrace 0,8 az 1,0 mmol/l. Citronan titanity je vysoce ucinny
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redukéni Cinitel s nizkou toxicitou, ktery se pfipravi takto: 2,94 g dihydritu citronanu sodného se rozpusti
v 50 ml odkysli¢ené vody (takZe vznikne roztok o koncentraci 200 mmol/l) a pfidd se 5 ml 15 % (m/V)
roztoku chloridu titanitého. Neutralizuje se minerdlnimi alkdliemi na pH 7 = 0,2 a pod proudem dusiku se
odpipetuje do vhodné nddoby. Koncentrace citronanu titanitého v tomto zdsobnim roztoku ¢ini 164 mmol/l.

17. Slozky zkuSebniho média kromé redukéniho cinitele (sulfidu sodného | citronanu titanitého) se smichaji a
roztok se bezprostfedné pied uzitim po dobu asi 20 minut nechd probubldvat plynnym dusikem, aby se
odstranil kyslik. Poté se tésné pted pouzitim pfidd pFislusny objem Cerstvé pfipraveného roztoku redukéniho
Cinitele (ptipraveného v odkyslicené vodé). Hodnota pH média se, je-li to nezbytné, upravi roziedénou mineralni
kyselinou nebo alkélii na hodnotu 7 + 0,2.

Zasobni roztok stopovych prvki (volitelné)

18. Doporucuje se, aby pro zlepSeni procesti anaerobniho rozkladu zkusebni médium obsahovalo ndsledujici
stopové prvky, zejména pokud se pouziji nizké koncentrace inokula (napt. 1 gfl) (11):

Tetrahydrat chloridu manganatého (MnCl, - 4H,0) 50 mg
Kyselina boritd (H,BO,). 5 mg
Chlorid zine¢naty (ZnCl,) 5 mg
Chlorid médnaty (CuCl,) 3 mg
Dihydrat molybdenanu sodného (Na,MoO, - 2H,0) 1 mg
Hexahydrat chloridu kobaltnatého (CoCl, - 6H,0) 100 mg
Hexahydrat chloridu nikelnatého (NiCl, - 6H,0) 10 mg
Selenicitan sodny (Na,SeO,) 5 mg
Doplni se odkysli¢enou vodou (odstavec 15) na 1 litr

ZkouSend litka

19. PFidd se zkousend litka ve formé roztoku, suspenze, emulze nebo piimo jako pevnd litka ¢ kapalina nebo
adsorbovand na filtru ze sklenénych vldken, aby se ziskala koncentrace organického uhliku nejvyse 100 mgl.
Pouziji-li se zdsobni roztoky, pfipravi se pfislusny roztok s vodou (odstavec 15) (pfedtim odkyslicenou
probubldvanim plynného dusiku) v takové koncentraci, aby pfidany objem byl mensi nez 5 % celkového
objemu reakéni smési. Hodnota pH zdsobniho roztoku se, je-li to nutné, upravi na hodnotu 7 £ 0,2. V ptipadé
zkousenych latek, které jsou nedostate¢né rozpustné ve vodé, Ize postupovat viz norma ISO 10634 (13). Je-li
uzito rozpoustédlo, piipravi se dalsi kontrolni vzorek, ve kterém se do média s inokulem pfidd pouze
rozpoustédlo. Neméla by se pouzivat organickd rozpoustédla, o nichz je zndmo, Ze inhibuji produkci metanu,
jako napf. chloroform a chlorid uhli¢ity.

Upozornéni — s toxickymi zkusebnimi latkami se musi zachazet opatrné, stejné jako s ldtkami, jejichZ vlastnosti
nejsou znamy.

Referenéni litky

20. K ovéfeni postupu byly tspésné pouzity referencni ltky jako napf. benzoan sodny, fenoly a polyethylenglykol
400, které se béhem 60 dnt biologicky rozloZily z vice nez 60 %. Zdsobni roztok zvolené referen¢ni latky
(v odkyslicené vodé) se pfipravi stejné jako v piipadé zkousené litky, a je-li to nezbytné, upravi se pH na
hodnotu 7 £ 0,2.

Kontrola inhibice (podminéné)

21. Pro ziskdni informaci o toxicité zkouSené latky pro anaerobni mikroorganismy a pro nalezeni nejvhodnégjsi
zkusebni koncentrace se zkouSend litka a referencni litka pfidaji do nddoby se zkuSebnim médiem (viz
odstavec 16), kazdd ve stejné koncentraci (viz odstavec 19 a 20 a viz také normu ISO 13641-1 (12)).
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Vyhnily kal

22. Odeberte vyhnily kal z vyhnivaci nadrze v €istirné odpadnich vod, kde jsou ¢istény prevazné domovni odpadni
vody. Kal by mél byt plné charakterizovan a zdkladn{ informace o ném by mély byt uvedeny ve zpravé (viz
odstavec 54). Mé-li se pouzit upravené inokulum, lze zvdzit odbér vyhnilého kalu z distirny pramyslovych
odpadnich vod. Pro odbér vyhnilého kalu se pouziji lahve se Sirokym hrdlem vyrobené z polyethylenu
s vysokou hustotou nebo z podobného materidlu, které mohou zvétSovat sviij objem. Lahve se naplni kalem do
vyse asi 1 cm od horniho okraje a pevné se uzaviou, nejlépe vikem s bezpecnostnim ventilem. Po dopravé do
laboratofe miiZe byt odebrany kal pouzit bud p#imo, nebo muze byt umistén do laboratorni vyhnivaci nddrze.
Opatrnym otevienim lahvi s kalem se uvolni pfebyte¢ny bioplyn. Alternativné lze jako zdroj inokula pouzit
laboratorné ziskany anaerobni kal, mohlo v3ak dojit k naruseni spektra jeho aktivity.

Upozornéni — vyhnily kal produkuje hoflavé plyny, které pfedstavuji riziko pozdru a vybuchu; obsahuje rovnéz
potencidlné patogenni organismy, takZe pifi manipulaci je tfeba pfijmout pfislusnd preventivni opatfeni.
Z divodi bezpecnosti nepouzivejte pro odbér kalu sklenéné nadoby.

23. Pro omezeni zdkladni produkce plynu a pro sniZeni vlivu slepych zkousek lze zvdzit pfedbézné vyhniti kalu. Je-
li nutné predbézné vyhniti, kal by se mél nechat vyhnit az 7 dndi pfi teploté 35 °C £ 2 °C, a to bez piidan{
jakychkoli Zivin nebo substratd. Bylo zjisténo, Ze ptedbézné vyhniti kalu pfiblizné po dobu 5 dnti obvykle vede
k optimélnimu sniZeni produkce plynu ve slepé zkousce, aniz by doslo k nepfijatelnému nértistu ve fézi iniciace
nebo v inkuba¢ni dobé.

24. U zkouenych latek, které jsou (nebo se pfedpoklddd, Ze jsou) Spatné biologicky rozloZitelné, je tieba zvazit
pfedbéZnou expozici kalu zkousené latce pro ziskdni inokula, které je 1épe pfizptisobené. V takovém piipadé se
do vyhnilého kalu pfidd zkousend ldtka pfi koncentraci organického uhliku 5 mg/l az 20 mg/l a inkubuje se az
2 tydny. Pfedexponovany kal se pfed pouzitim peclivé promyje (viz odstavec 25) a v zdvéretné zpravé se
uvedou podminky pfedbéZné expozice.

Inokulum

25. Kal se tésné pied pouzitim promyje (viz odstavce 22 aZ 24) pro sniZeni koncentrace IC v konecné zkusebni
suspenzi na méné nez 10 mg/l. Kal v uzavienych zkumavkach se odstedi (napf. pfi 3 000 g po dobu 5 min) a
supernatant se odstrani. Vyslednd peleta se suspenduje v odkysli¢eném médiu (odstavec 16 a 17), suspenze se
znovu odstfedi a supernatant se odstrani. Pokud nedojde k dostate¢nému sniZeni obsahu IC, Ize postup promyti
kalu nejvyse dvakrat opakovat. To by nemélo nepfiznivé ovlivnit mikroorganismy. Nakonec se peleta suspenduje
v potiebném objemu zkuebniho média a stanovi se koncentrace celkového obsahu pevnych litek (napf. podle
normy ISO 11923 (15)). Kone¢nd koncentrace celkového obsahu pevnych latek ve zkuSebnich nidobach by
méla byt v rozmez{ od 1 g/l do 3 g/l (nebo asi 10 % celkového obsahu pevnych latek v nezfedéném vyhnilém
kalu). Vy3e uvedené postupy musi byt provedeny tak, aby se kal v co nejmensi mite dostal do styku s kyslikem
(napt. za pouziti dusikové atmosféry).

POSTUP ZKOUSKY

26. Nasledujici dvodni postupy provadéjte pomoci takovych technik, aby byl kontakt vyhnilého kalu s kyslikem na
co moznd nejniz$i mife, napitklad mize byt nezbytné pracovat v suché skiini v dusikové atmosféfe a/nebo
vyplachovat lahve dusikem (4).

Piiprava zkousky a zkousky s kontrolnimi vzorky

27. Piipravi se zkuSebni nddoby nejméné ve tfech opakovinich (viz odstavec 13b) pro zkouSenou ldtku, slepé
zkousky, referen¢ni ldtku, kontroly inhibice (podminéné) a komory pro kontrolu tlaku (volitelny postup) (viz
odstavec 7, 19 az 21). Pfipravit lze také dal$i nddoby za G¢elem hodnoceni primdrniho biologického rozkladu
specifickymi analyzami zkousené latky. Stejny soubor slepych zkousek lze pouzit pro nékolik zkousenych latek
v rdmci téZe zkousky, jsou-li objemy volného prostoru pod vikem shodné.
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28. Piipravi se nafedéné inokulum a vloZi se do nddob, napf. pomoci Siroké pipety. Piidaji se pomérné podily dobte
promichaného inokula (odstavec 25) tak, aby koncentrace celkového obsahu pevnych latek byla ve vsech
nddobdch stejnd (mezi 1 g/l a 3 g/l). PFidaji se zdsobni roztoky zkousené a referencni litky, poté co jejich pH
bylo v ptipadé potieby upraveno na hodnotu 7 + 0,2. Zkousend litka a referen¢ni litka by mély byt pfiddny
nejvhodnéj$im zptisobem (odstavec 19).

29. Zkusebni koncentrace organického uhliku by se obvykle mély pohybovat mezi 20 a 100 mg/l (odstavec 4). Je-li
zkousend latka toxickd, méla by se zkusebni koncentrace sniZit na 20 mg C/l nebo i na niz§i hodnotu, ma-li se
méfit pouze primdrni biologicky rozklad pomoci specifickych analyz. Je tieba poznamenat, Ze pfi nizsich
zkudebnich koncentracich se zvysuje variabilita vysledka zkousky.

30. Ve slepych zkouskach se namisto zdsobniho roztoku, suspenze nebo emulze zkousené latky ptidd odpovidajici
mnozZstvi nosie pouzivaného pro dévkovani zkousené latky. Byla-li zkousend litka poddna za pouziti filtrti ze
sklenénych vldken nebo organickych rozpoustédel, zatadi se do slepych zkousek filtr nebo odpovidajici objem
rozpoustédla, které se vypaii. Pro méfeni hodnoty pH se pfipravi jedno dalsi opakovani se zkousenou latkou.
Hodnota pH se, je-li to nezbytné, pomoci malych mnozstvi zfedéné mineralni kyseliny nebo alkilie upravi na
hodnotu 7 * 0,2. Do vSech zkusebnich nddob by se méla pfidat stejnd mnoZstvi neutralizacnich ¢initeld. Tyto
latky by se v optimédlnim pi{padé ptidavat nemusely, jelikoz hodnota pH zdsobnich roztokti zkousené latky a
referen¢ni latky jiz byla upravena (viz odstavec 19 a 20). Ma-li se méfit primdrni biologicky rozklad, mél by se
z nddoby pro kontrolu pH nebo z dalsi zkusebni nddoby odebrat vhodny vzorek a koncentrace zkousené latky
by méla byt zméfena pomoci specifickych analyz. Maji-li se reakéni smési michat, lze do v§ech naddob umistit
kryté magnety (volitelné).

31. Je tieba zajistit, aby celkovy objem kapaliny V, a objem volného prostoru pod vikem V, byly ve viech nidobéch
stejné; hodnoty V, a V, se zaznamenaji a uvedou v protokolu. Kazdd niddoba by méla byt uzaviena plynovym
septem a pienesena ze suché skiiné (viz odstavec 26) do inkubdtoru (viz odstavec 13-a).

Nerozpustné zkousené litky

32. Odvazené mnozstvi latek, které jsou $patné rozpustné ve vodé, se pfidd piimo do pfipravenych naddob. Musi-li
se pouzit rozpoustédlo (viz odstavec 19), roztok nebo suspenze zkousené litky se pfemisti do prazdnych
nddob. Tam, kde je to mozné, se rozpoustédlo odpaif proplichnutim nddob plynnym dusikem a poté se pfidaji
ostatn{ slozky, a sice nafedény kal (odstavec 25) a odkysli¢end voda podle potieby. Méla by se pfipravit také
dalsi kontrola s rozpoustédlem (viz odstavec 19). Pro daldi metody pfiddvani nerozpustnych ldtek viz norma
ISO 10634 (13). Kapalné zkousené latky lze davkovat stiikackou do zcela pfipravenych uzavienych nadob,
pokud lze ocekdvat, Ze pocitecni pH nepfekroc¢i hodnotu 7 + 1, jinak se davkuje tak, jak uvedeno vyse (viz
odstavec 19).

Inkubace a méfeni tlaku plynd

33. Pripravené nddoby se pfiblizné 1 hodinu inkubuji pfi teploté 35 °C % 2 °C, aby se umoznilo ustaveni rovnovéhy
a uvolnéni ptebytku plynu do ovzdusi, napiiklad tak, Ze kazdd nddoba se postupné protiepe, jehlou tlakoméru
(odstavec 13-c) se propichne uzdvér a otevie se ventil, dokud tlakomér nevykdze nulovou hodnotu. Je-li v této
fazi nebo pii provadéni pribéznych méfeni tlak ve volném prostoru pod vikem niZsi nez atmosféricky tlak, mél
by byt zaveden plynny dusik pro opétovné nastoleni atmosférického tlaku. Ventil se uzavie (viz odstavec 13-c) a
pokracuje inkubace v temnu, pfiCemz se zajisti, aby vSechny ¢asti nddob byly udrzovéany pii teploté rozkladu.
Po inkubaci v trvdni 24 az 48 hodin se nddoby vizudlné zkontroluji. Pokud se supernatant zfetelné zbarvil do
riZova, tj. pokud Resazurin (viz odstavec 16) zménil barvu a ukdzal na p¥tomnost kysliku (viz odstavec 50),
tyto nddoby se ze zkousky vyfadi. Mald mnozstvi kysliku muzZe systém tolerovat, aviak vyssi koncentrace
mohou pribéh anaerobniho biologického rozkladu vyrazné ztlumit. Vyjimeéné vyfazeni jedné nddoby ze
souboru ti opakovini lze akceptovat, aviak vyskyt vice takovych selhdni musi vést k proSetfeni experimen-
télnich postupt a k opakovani zkousky.
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34. Obsah kazdé nadoby se opatrné smisi michdnim nebo protfepanim po dobu nékolika minut nejméné dvakrat
nebo tikrdt tydné a kritce pfed kazdym méfenim tlaku. Protfepdni opétovné suspenduje inokulum a zajist
plynovou rovnovadhu. Veskerd méfeni tlaku by méla byt provadéna rychle, jelikoz ve zkusebnich nddobach by
mohlo dojit ke sniZeni teploty, coz vede k faleSnym ddajom. Pfi méfeni tlaku by celd zkusebni nddoba vcetné
volného prostoru pod vikem méla byt udrzovdna pii teploté rozkladu. Zméfi se tlak plynu, naptiklad
propichnutim septa injek¢ni jehlou (odstavec 13-c) napojenou na tlakomér. Mélo by se dbdt na to, aby se do
jehly nedostala voda; pokud k tomu dojde, mokré ¢dsti by mély byt vysuSeny a méla by se pouzit novd jehla.
Tlak by mél byt méfen v milibarech (viz odstavec 42). Tlak plynu v nddobé¢ lze méfit periodicky, napf. tydné, a
piebytek plynu volitelné vypoustét do ovzdusi. Alternativné se tlak méfi pouze na konci zkousky, aby se
stanovilo mnozstvi vyprodukovaného bioplynu.

35. Odecty tlaku plynu se doporucuje provadét pruibézng, protoze ndrtist tlaku poskytuje voditko ohledné toho,
kdy lze zkousku ukoncit, a umoziuje sledovat kinetiku (viz odstavec 6).

36. Zkouska se obvykle ukonéi po uplynuti inkuba¢ni doby 60 dnti, pokud kiivka biologického rozkladu ziskand
z méfeni nedosédhne dfive fize platd; to je faze, kdy bylo dosazeno maximaélniho rozkladu a kiivka biologického
rozkladu se vyrovnd. Je-li hodnota platé niz$i nez 60 %, interpretace je problematickd, protoZe to naznacuje, Ze
se mineralizovala pouze ¢ast molekuly nebo Ze doslo k chybé. Pokud byl na konci obvyklé inkubaéni doby
vyprodukovan plyn, avSak zjevné nebylo dosazeno faze platd, mélo by se zvézit prodlouZeni zkousky, aby se
ovétilo, zda platd (> 60 %) bude dosazeno.

Meéfeni anorganického uhliku

37. Na konci zkousky, po poslednim méfeni tlaku plynu, se kal nechd usadit. Viechny nddoby se postupné oteviou
a ihned se odebere vzorek pro stanoveni koncentrace (mgfl) anorganického uhliku (IC) v supernatantu.
Supernatant by se nemél odstfedovat ani filtrovat, protoze by doslo k nepfijatelné ztrdté rozpusténého oxidu
uhli¢itého. NemtiZe-li byt kapalina analyzovdna pii odbéru vzorkd, skladuje se v uzaviené zkumavce bez
volného prostoru nad kapalinou, ochlazend pfiblizné na 4 °C aZz po dobu 2 dn@. Po zméfeni IC se zméif
hodnota pH a zaznamend se.

38. Alternativné lze IC v supernatantu stanovit nepfimo pomoci uvolnéni rozpusténého IC jako oxidu uhli¢itého,
ktery lze zméfit ve volném prostoru pod vikem. Po poslednim méfeni tlaku plynu se tlak ve vSech zkusebnich
nddobéch upravi na atmosféricky tlak. Obsah kazdé nddoby se okyseli piiblizné na pH 1 pfiddnim koncen-
trované minerdln{ kyseliny (napf. H,SO,) pfes septum uzavienych nddob. Protfepané nddoby se asi 24 hodin
inkubuiji pfi teploté 35 °C £ 2 °C a pomoci tlakoméru se zméf tlak plynu vznikly v disledku uvolovani oxidu
uhli¢itého.

39. Podobné odecty se provedou u odpovidajici slepé zkousky, referencni latky a u nddob pro kontrolu inhibice,
byla-li zafazena (viz odstavec 21).

40. V nékterych ptipadech, zejména jsou-li tytéZz kontrolni nadoby pouzity pro nékolik zkouSenych litek, by
pfipadné méla byt zvdZena méfeni priibéznych koncentraci IC ve zkuSebnich a kontrolnich nddobéch.
V takovém piipadé by mél byt piipraven dostate¢ny pocet nddob pro vSechna priibéznd méfeni. Tento postup
se upfednostriuje pfed odbérem vsech vzorkd pouze z jedné nddoby. Odbér viech vzorkd z jedné nddoby lze
provadét pouze tehdy, neni-li pozadovany objem pro analyzu rozpusténého IC povazovan za prfili§ vysoky.
Méfeni rozpusténého IC by se mélo provddét po zméfeni tlaku plynu bez uvolnéni prebytku plynu, jak je
popséano niZe:

— pomoci injekéni jehly se pfes septum bez otevieni nddob odebere co moznd nejmensi objem vzorkd
supernatantu a stanovi se obsah IC ve vzorku,

— po odebrani vzorku se uvolni nebo neuvolni pfebytek plynu,
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— mélo by se vzit v Gvahu, Ze i maly pokles objemu supernatantu (napf. kolem 1 %) mtize vést ke znaénému
néristu objemu plynu v prostoru pod vikem (V,),

— rovnice (viz odstavec 44) se zkoriguji zvy$enim hodnoty V, v rovnici 3 podle potieby.
Specifické analyzy

41. Ma-i byt stanovovédn primérni anaerobni rozklad (viz odstavec 30), z nddob se zkousenou litkou se na pocitku
a na konci zkousky odeberou vzorky v pfiméfeném objemu pro specifické analyzy. Je-li to provedeno, je tieba
si uvédomit, Ze objemy volného prostoru pod vikem (V,) a objemy kapaliny (V}) se zméni, a vzit to v Gvahu pii

vypoctu vysledkt produkce plynu. Alternativné lze vzorky pro specifické analyzy odebrat z dalsich smési, které
byly pro tento acel dfive pfipraveny (odstavec 30).

UDAJE A JEJICH PREDKLADANI
Zpracovani vysledkd

42. Z praktickych divodi se tlak plynu méfi v milibarech (1 mbar = 1h Pa = 102 Pa; 1 Pa = 1 N/m?), objem v
litrech a teplota ve stupnich Celsia.

Uhlik ve volném prostoru pod vikem

43. Jelikoz 1 mol metanu a 1 mol oxidu uhli¢itého obsahuji shodné 12 g uhliku, 1ze hmotnost uhliku v daném
objemu uvolnéného plynu vyjadiit jako:

m=12x103xn rovnice [1]
kde:
m = hmotnost uhliku (v mg) v daném objemu uvolnéného plynu,
12 = relativni atomovd hmotnost uhliku,
n = pocet moll plynu v daném objemu.

Vyprodukuje-li se jiny plyn nez metan nebo oxid uhli¢ity (napt. N,0) ve vyznamnych mnoZstvich, vzorec [1]
by mél byt doplnén tak, aby popisoval moznost tcinkt vyvolanych vyprodukovanymi plyny.

44. Podle zdkont o plynu lze n vyjadit jako:

pV

n= T rovnice [2]
kde:
p = tlak plynu (v pascalech),
V = objem plynu (v m3),
R = molarni plynové konstanta [8,314 J/(mol K)],
T = inkubacni teplota (v kelvinech).

Kombinaci rovnic [1] a [2] a racionalizaci se ziskd produkce plynu ve slepé zkousce:

12000 x 0,1(Ap- V)

m, = T rovnice [3]
kde:
m, = hmotnost ¢istého uhliku vyprodukovaného jako plyn ve volném prostoru pod vikem (v mg),
Ap = stfedni hodnota rozdilu mezi pocdtecnim a kone¢nym tlakem ve zkusebnich nddobdch po odecteni
odpovidajici stfedni hodnoty ve slepych zkouskach (v milibarech),
V, = objem volného prostoru pod vikem nadoby (v 1),
0,1 = faktor pro pfepocet z newtonii/m? na milibary a z m? na litry.



L 54/384 Utedn véstnik Evropské unie 1.3.2016

Rovnice [4] by méla byt pouzita pro béznou inkubacni teplotu 35 °C (308 K):
m, = 0,468(Ap - V,) rovnice [4]

Pozndmka: Alternativni vypocet objemu: Udaje tlakoméru se piepoctou na ml vyprodukovaného plynu pomoci
standardni kfivky, kterd se vytvoii vynesenim vstitknutého objemu (v ml) v zdvislosti na ddajich méfice
(dodatek 2). Pocet molt (n) plynu v prostoru pod vikem kazdé nddoby se vypocitd vydélenim kumulativni
produkce plynu (v ml) hodnotou 25 286 ml/mol, coz je objem, ktery zaujimd jeden mol plynu pfi teploté 35 °
C a standardnim atmosférickém tlaku. Jelikoz 1 mol CH, a 1 mol CO, shodné obsahuji 12 g uhliku, mnozstvi
uhliku (v mg) ve volném prostoru pod vikem (m,) je ddno rovnici [5]:

m, =12 x10% xn rovnice [5]

Racionalizace umoznujici ziskat produkci plynu ve slepé zkousce:

_ 12000 XAV _ ¢ 475ay

h= rovnice [6]

25286
kde:
m, = hmotnost ¢istého uhliku vyprodukovaného jako plyn ve volném prostoru pod vikem (v mg),
AV = stfedni hodnota rozdilu mezi objemem plynu vyprodukovaného ve volném prostoru pod vikem
zkusebnich nddob a nddob pro slepou zkousku,
25 286 = objem, ktery zaujima 1 mol plynu pii teploté 35 °C a tlaku 1 atmosféry.

45. Pribéh biologického rozkladu lze ptipadné sledovat vynesenim kumulovaného piirtstku tlaku Ap (v milibarech)
v zavislosti na case. Z této kiivky se zjist{ fize iniciace (ve dnech) a zaznamend se. Fize iniciace je doba od
pocitku zkousky do zacdtku vyznamného rozkladu (viz napiiklad dodatek 3). Pokud byly odebiriny a
analyzovany prabézné vzorky supernatantu (viz odstavec 40, 46 a 47), lze vynést celkovy vyprodukovany C
(v plynu plus v kapaling), a nikoli pouze kumulovany tlak.

Uhlik v kapaliné

46. Mnozstvi metanu v kapaliné se zanedbd, jelikoz je zndmo, Ze jeho rozpustnost ve vodé je velmi nizkd.
Hmotnost anorganického uhliku v kapaliné ve zkuSebnich nadobdch se vypocitd pomoci rovnice [7]:

m;=C, *V, rovnice [7]
kde:
m, = hmotnost anorganického uhliku v kapaliné (v mg),
C,. = koncentrace anorganického uhliku ve zkusebnich nddobich po odecteni anorganického uhliku
v kontrolnich nddobach na konci zkousky (v mg/l),
A = objem kapaliny v nddobé (v I).

Celkové mnozstvi zplynovaného uhliku

47. Celkovd hmotnost zplynovaného uhliku v nddobé se vypocitd pomoci rovnice [8]:

m,=m, +m rovnice [8]

kde:
m, = celkovd hmotnost zplynovaného uhliku (v mg),

m,, a m,, jak jsou definovédny vyse.
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Uhlik ze zkousené litky

48. Hmotnost uhliku ve zkusebnich nddobdch ziskaného z ptidané zkousené latky se vypocitd pomoci rovnice [9]:

m,=C xV, rovnice [9]
kde:
m, = hmotnost uhliku ze zkousené latky (v mg),
C. = koncentrace uhliku ze zkousené litky ve zkusebni nddobé (v mg/l),
V, = objem kapaliny ve zkuSebni nddobé (v ).

Rozsah biologického rozkladu

49. Biologicky rozklad v procentech se vypocitd z plynu pod vikem pomoci rovnice [10] a celkovy biologicky
rozklad v procentech se vypocitd pomoci rovnice [11]:

D, = (m,/m) x 100 rovnice [10]
D, = (m/m) x 100 rovnice [11]

kde:

D, = biologicky rozklad vypocteny z plynu v prostoru pod vikem (v %),
D, = celkovy biologicky rozklad (v %),

m,, m, a m, jak jsou definovany vyse.

Stupent primdrniho biologického rozkladu se vypocitd z (volitelnych) méfeni koncentrace zkousené latky na
pocatku a na konci inkubace pomoci rovnice [12]:

D,=(1-S§]s) = 100 rovnice [12]

kde:

D, = primdrn{ rozklad zkousené latky (v %),

S, = poditecni koncentrace zkousené latky (v mg/l),
S. = koncentrace zkousené latky na konci (v mg/l).

Pokud jsou na zdkladé analytické metody stanoveny vyznamné koncentrace zkouSené litky v neexponovaném
inokulu anaerobniho kalu, pouZije se rovnice [13]:

Dt =[1-(S,—Su)[(S;—S)] x 100 rovnice [13]

kde:

D,' = korigovany primdrni rozklad zkousené litky (v %),

S, = pocate¢ni ,zjevnd' koncentrace zkousené latky ve slepych zkouskach (v mg/l),
S, = .zjevnd' koncentrace zkousené latky ve slepych zkouskdch na konci (v mgll).
Platnost vysledka

50. Udaje o tlaku by mély byt pouZity pouze z nddob, které nevykazuji riiZové zbarveni (viz odstavec 33).
Kontaminace kyslikem se minimalizuje pouZitim vhodnych anaerobnich manipula¢nich postupa.

51. Je tfeba mit na paméti, Ze zkouska je platnd, pokud referen¢ni latka dosdhne platé, které pfedstavuje vice nez
60 % biologického rozkladu ().

52. Prekroc¢i-li pH na konci zkousky rozmezi 7 + 1 a doslo k nedostatecnému biologickému rozkladu, zkouska se
opakuje se zvySenou pufra¢ni kapacitou média.

(") Je tieba pfehodnotit, pokud jsou zafazeny adsorpéni a nerozpustné referenéni chemické latky.
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53.

54.

Inhibice rozkladu

Produkce plynu v nddobdch obsahujicich jak zkousenou, tak referen¢ni litku by méla byt pfinejmensim stejnd
jako produkce plynu v nddobach pouze s referenéni latkou; v opa¢ném piipadé je indikovana inhibice produkce
plynu. V nékterych ptipadech bude produkce plynu v nddobach obsahujicich zkousenou latku bez referen¢ni
latky nizsi nez produkce plynu ve slepych zkouskach, coz naznacuje, Ze zkousend litka ptsobi inhibi¢né.
Zavéretnd zpriva

Zéavére¢na zprava musi obsahovat tyto ddaje:

Zkousend ldtka:

— obecny ndzev, chemicky ndzev, ¢islo CAS, strukturni vzorec a relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti,

— distota (necistoty) zkouSené chemické latky.

Zkusebni podminky:

— objem nafedéné smési ve vyhnivaci nddrzi (V}) a objem volného prostoru pod vikem (V,) nddoby,

— popis zku$ebnich nadob, hlavni charakteristiky méfeni bioplynu (napf. druh tlakoméru) a analyzatoru IC,

— aplikace zkousené latky a referen¢ni litky do zkusebniho systému: pouzitd zkusebni koncentrace a jakékoli
pouziti rozpoustédel,

— podrobnosti o pouzitém inokulu: ndzev ¢istirny odpadnich vod, popis zdroje ¢isténé odpadni vody (napf.
provozni teplota, doba zdrzeni kalu, zda je pfevazné domovni apod.), koncentrace, veskeré informace
potiebné k odivodnéni vybéru a informace o jakékoli predipravé inokula (napf. pfedbézné vyhniti,
predbéznd expozice);

— inkuba¢ni teplota,

— pocet opakovani.

Vysledky:

— hodnoty pH a IC na konci zkousky,

— bylo-li provedeno méfeni pro specifické analyzy, koncentrace zkousené latky na pocdtku a na konci
zkousky,

— veskeré naméfené udaje ziskané z nddob pouzivanych béhem zkousky a slepé zkousky, z nddob s referen¢ni
ldtkou a ptipadné z nadob pro kontrolu inhibice (napt. tlak v milibarech, koncentrace anorganického uhliku
(v mg(l)) ve formé tabulky (naméfené tidaje o volném prostoru pod vikem a o kapaliné by mély byt uvedeny
zvlast),

— statistické zpracovani tdaji, doba trvani zkousky a diagram biologického rozkladu zkousené latky,
referen¢ni latky a kontroly inhibice,

— procento biologického rozkladu zkousené latky a referencni latky,
— odavodnéni piipadného odmitnutf vysledki zkousky,

— diskuze vysledkd.
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Dodatek 1

Pfiklad zafizeni k méfeni produkce bioplynu pomoci tlaku plynu

SOSNNN,

Vysvetlivky:

1 - Tlakomér

2 — Tricestny plynotésny ventil

3 - Injekéni jehla

4 - Plynotésny uzavér (tvarovany uzavér a septum)
5 - Volny prostor pod vikem (V)

6 — Inokulum vyhnilého kalu (V)

Zkusebni nadoby v prostiedi o teploté 35 °C + 2 °C
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Dodatek 2

Pfevod ddaji tlakoméru

Udaje tlakoméru lze pievést na objemy plynu pomoci standardnf kiivky ziskané ndstiikem zndmych objemd vzduchu
o teploté 35 °C * 2 °C do lahvic¢ek na sérum, které obsahuji vodu ve stejném objemu, jako je objem reakéni smési,
Vi

— do péti lahvicek na sérum se rozdéli pomérné ¢asti vody odpovidajici objemu V;, v ml, udrzované o teploté 35 *
2 °C. Lahvicky se uzavfou a vloZi se na 1 hodinu do vodni lazné o teploté 35 °C pro dosazeni rovnovahy,

— zapne se tlakomér, nechd se ustdlit a vynuluje se,

— injeként jehlou se propichne vicko jedné z lahvicek, otevie se ventil, dokud tlakomér neukdze nulovou hodnotu, a
ventil se uzavfe,

— tento postup se opakuje s ostatnimi lahvickami,

— do kazdé lahvicky se nastfikne 1 ml vzduchu o teploté¢ 35 °C + 2 °C. Jehlou (napojenou na tlakomér) se
propichne vicko jedné z lahvicek a adaj o tlaku se nechd stabilizovat. Tlak se zaznamend, otevie se ventil, dokud
tlak nevykdze nulovou hodnotu, a poté se ventil uzavie,

— tento postup se opakuje s ostatnimi lahvickami,

— vySe uvedeny postup se opakuje s 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml, 8 ml, 10 ml, 12 ml, 16 ml, 20 ml a 50 ml
vzduchu,

— vynese se pievodni kiivka tlaku (Pa) v zavislosti na objemu vstitknutého plynu Vb (v ml). V rozmezi 0 Pa az
70 000 Pa a v rozmez{ 0 ml azZ 50 ml produkce plynu je odezva pfistroje linedrni.
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Dodatek 3
Pfiklad kfivky rozkladu (pfiristek kumulovaného ¢istého tlaku)
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Dodatek 4

Priklad pfehledu dat pro zkousku anaerobniho biologického rozkladu — Piehled dat o zkousené ltce

LabDOTator: ...ooiiiiiiiii i ZkouSend ldtka: .........ocoooooiiiii ZKOUSKA C.o oo
Zkuebn{ teplota: (PC) ....cveriiriiiiiiiieet e Objem volného prostoru pod vikem (V): ............. () Objem kapaliny (V)): ..ooveviriiiiiiiiiieeeeee 0
Mnozstvi uhliku ve zkousené ldtce C,: ...coooovriiiiiiiiiiiis (M) M, (1) e (mg)
v g v g
.| p (isté mnoz- o
p (zkouska) ) ) ) p (slepd stvi) Ap (cisté m, D,
P P P codni | PeGlepd | ps(slepd | pg(slepd | zkouska) 1 o T mnozstvi) - o
Den (zkouska) (zkouska) (zkouska) strednt zkougka) zkouska) zkouska) stfedni Zxouska minis |- mulo- pod vi- 101081CKy
hodnota slepd zkouska 3 kem (2) rozklad ()
(v mbar) (v mbar) (v mbar) (v mbar) (v mbar) (v mbar) hodnota o vané
(v mbar) (v mbar) stfedni hod- (v mbar) (v mg) v %)
nota (v mbar)
CIC, 1 CIC, 2 CIC, 3 CIC CIC, 4 CIC, 5 CIC, 6 CIC CIC, net ml mt Dl
zkouska zkouska zkouska zkouska, slepd slepad slepad slepd zkouska minus | C v kapa- | Celkovy Biologicky
(v mg) (v mg) (v mg) stfedn{ zkouska zkouska zkouska zkouska, slepd zkouska | liné (4) C() rozklad (6)
hodnota (v mg) (v mg) (v mg) stiedni stfedn{ hod- | (v mg) (v mg) v %)
(v mg) hodnota nota
(v mg) (v mg)
IC (na
konci)
pH (na
konci)
(") Mnozstvi uhliku ve zkusebni nadob¢, m, (v mg): m, = C., x V,
() Mnozstvi uhliku ve volném prostoru pod vikem, m, (v mg) pfi béZné inkubacni teploté (35 °C): m, = 0,468 Ap x V,
(}) Biologicky rozpad vypocteny z plynu ve volném prostoru pod vikem, D, (v %): D, = (m, x 100) | m,
(*) Mnozstvi uhliku v kapaling, m, (v mg): m; = G, ¥ V,
(%) Celkové mnozstvi zplynovaného uhliku, m, (v mg): m, =m, +m
(®) Celkovy biologicky rozklad, D, (v %): D, = (m, x 100) | m,

910C°¢’L
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LabOTator: ......c.oooiiiiiiie e Referencni ldtka: .............occoooioiiiiieee ZKOUSKA C.i oo
ZkuSebn{i teplota: ("C) ....oveieriiiiieiei e Objem volného prostoru pod vikem (V,) (v 1): ........... Objem kapaliny (V) (v1): oo
Mnozstvi uhliku v referencni litce C_,, ..., (mgfl) M, (1) (VM) oo
p (refe- p (kontrola Ir) eggrffﬂ- Ap (refe- m D
p, (refe- p, (refe- p, (refe- ren¢ni) | p, (kontrola | p; (kontrola | p, (kontrola | inhibice) £ mi rencni) 5 . ol "
Den rencni) rencni) rencni) stredni inhibice) inhibice) inhibice) stredni rel. minus kumulo- C pod vi- Biologicky
slepd . kem (3 rozklad (3)
(v mbar) (v mbar) (v mbar) hodnota (v mbar) (v mbar) (v mbar) hodnota skouska vany
(v mg) (v %
(v mbar) (v mbar) (v mbar)
(v mbar)
CIC, 1 CIC, 2 CIC, 3 CIC CIC, 4 CIC, 5 CIC, 6 CIC CIC, net ml ml Dl
referencni | referen¢éni | referenéni | referen¢ni, | kontrola in- | kontrola in- | kontrola in- | kontrola in- | referen¢ni | C v kapa- Celkovy Biologicky
(v mg) (v mg) (v mg) stfedni hibice hibice hibice hibice, minus kon- | ling (¥ C () rozklad (6)
hodnota (v mg) (v mg) (v mg) stfedn{ trola inhi- | (v mg) (v mg) v %)
(v mg) hodnota bice
(v mg) (v mg)
IC (na konci)
pH (na
konci)

1

S

SRS
ool

Mnozstvi uhliku ve zkusebni nddobé, m, (v mg): m, = C., x V,
Mnozstvi uhliku ve volném prostoru pod vikem, m, (v mg) pii béZné inkubacni teploté (35 °C): m, = 0,468 Ap x V,
Biologicky rozpad vypocteny z plynu ve volném prostoru pod vikem, D, (v %): D, = (m, x 100) | m,
Mnozstvi uhliku v kapaling, m, (v mg): m; = Cce * V
Celkové mnozstvi zplynovaného uhliku, m, (v mg): m, = m, +m,
Celkovy biologicky rozklad, D, (v %): D, = (m, x 100) | m,

T6€/¥S 1
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C.44. VYPLAVOVANI V PUDNICH SLOUPCICH
UvoD

1. Tato zkusebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouSeni ¢. 312 (2004). Chemické latky vznikajici
v dasledku lidské cinnosti se mohou dostat do pidy bud piimo dGmyslnou aplikaci (napf. chemické latky
pouzivané v zemédélstvi), nebo nepfimymi cestami (napf. prostiednictvim odpadnich vod do distirenskych kald
a z nich skrze mokré/suché depozice do pidy nebo vzduchu). Aby bylo mozné posoudit rizika spojend s témito
chemickymi ldtkami, je dalezité odhadnout jejich potencidl pro transformaci v pidé a pro pohyb (vyplavovani)
do hlubsich pidnich vrstev a nésledné do podzemnich vod.

2. Pro zméfeni potencidlu vyplavovdni chemickych litek v pidé za fizenych laboratornich podminek existuje
nékolik metod, a to chromatografie na tenké vrstvé ptdy, chromatografie na silné vrstvé pudy, kolonovd
chromatografie piid a méfeni adsorpce/desorpce (1)(2). U nedisociovanych chemickych litek umoziiuje
pfedbézny odhad jejich adsorpce a potencidlu vyplavovéni rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (P,) (3)(4)(5).

3. Postup popsany v této zkuSebni metodé je zaloZen na kolonové chromatografii pad v porusené padé (viz
definice v dodatku 1). Provaddéji se dva druhy experimentti za tcelem zjisténi i) potencidlu vyplavovani zkousené
chemické latky a ii) potencidlu vyplavovani transformacnich produktt (studie vyplavovani tzv. vyzrélych rezidui)
v pudéch za fizenych laboratornich podminek ('). Tato zkuSebni metoda je zaloZena na stdvajicich postupech

(6)(7)(8)(9)(10)(11).

4. Na semindfi OECD o vybéru pud[sedimentl, ktery se konal v roce 1995 v italském Belgiratu (12), bylo
dosazeno shody na poctu a druzich ptd, které maji byt v této zkusebni metodé pouzivany. Vzesla odtud rovnéz
doporuceni ohledné odbéru pidnich vzorkd, manipulace s nimi a jejich skladovdni pro experimenty
s vyplavovanim.

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

5. Kolony vyrobené z vhodného inertniho materidlu (napf. skla, nerezové oceli, hliniku, teflonu, PVC apod.) se
naplni ptdou, kterd se poté nasyti a uvede do rovnovahy roztokem ,umélého desté’ (viz definici v dodatku 1) a
ten se nechd odtéct. Povrch kazdého pidniho sloupce se exponuje zkousené chemické ltce a/nebo vyzrilym
reziduim zkouSené chemické litky. Na padni sloupce se poté aplikuje umély dést a odebere se vyluh. Po
ukonceni vyplachovactho procesu se ptida vyjme z kolon a rozdéli na vhodny pocet segmentt v zédvislosti
informacich, které maji byt vysledkem studie. Kazdy pidni segment a kazdy vyluh se poté analyzuje na
zkousenou chemickou ldtku a pfipadné na transformacni produkty nebo na jiné relevantni chemické latky.

POUZITELNOST ZKUSEBNI METODY

6. Tato zkusebni metoda je pouzitelnd na zkousené chemické latky (radioizotopové neznacené nebo znacené, napt.
14C), pro které je k dispozici analytickd metoda s dostatenou presnosti a citlivosti. Neméla by se pouzivat na
chemické latky, které z pidy a z vody tékaji, neziistavaji tedy v ptidé a/nebo ve vyluhu za experimentdlnich
podminek této zkuSebni metody.

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

7. Pro méfeni chovani litek z hlediska vyplavovéni v ptdnich sloupcich Ize pouzit radioizotopové neznacené nebo
znacené zkou$ené chemické latky. Pro studium vyplavovani transformacnich produkti (vyzralych rezidui
zkousené chemické latky) a pro stanoveni hmotnostni bilance je nezbytnd radioizotopové znacend latka.
Doporucuje se radioizotopové znaceni '“C, vhodné vSak mize byt pouziti i jinjch izotopt jako *C, N, °H ¢&i
32P. Znaceni by se mélo pokud mozno nachdzet v nejstabilngjsi ¢asti molekuly. Cistota zkousené chemické latky
by méla byt alesponn 95 %.

8.  VétSina chemickych latek by méla byt pouZita jako samostatné latky. V piipadé acinnych latek v ptipravcich na
ochranu rostlin viak lze pro studium vyplavovani vychozi zkousené litky pouzit vyrobky ve smési, aviak jejich
zkouseni je nezbytné zejména tehdy, je-li pravdépodobné, ze smés ovlivni rychlost uvoliiovan{ (napf. latky ve
formé granull nebo latky s fizenym uvoliovanim). Pokud jde o poZadavky na uspofddani zkousky specifické
pro danou smés, miZe byt uZiteCné je pfed provedenim zkousky konzultovat s regulaénim orgdnem. Ve
studiich vyplavovani vyzralych reziduf by méla byt pouzita ¢istd vychozi zkousend latka.

(") Studie vyplavovéni na kolondch s piipravky na ochranu plodin mohou poskytnout informace o pohybu zkousené chemické latky a jejich
transformacnich produkt a mohou doplnit studie sorpce pii ddvkové metodeé.
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9. Pied provadénim zkousek vyplavovdni v ptdnich sloupcich by mély byt o zkousené chemické litce zndmy
pokud mozno tyto informace:

1) rozpustnost ve vodé (zkuSebni metoda A.6) (13);

2) rozpustnost v organickych rozpoustédlech;

3) tlak par (zkuSebni metoda A.4) (13) a Henryho konstanta;

4) rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (zkusebni metody A.8 a A.24) (13);

5) adsorpéni koeficient (K, K; nebo K)) (zkuSebni metody C.18 a/nebo C.19) (13);
6) hydrolyza (zkusebni metoda C.7) (13);

7) disocia¢ni konstanta (pK ) (OECD TG 112) (25);

8) aerobni a anaerobni transformace v piadé (zkusebni metoda C.23) (13).

Pozndmka: Teplota, pfi niZ byla tato méfeni provddéna, by méla byt uvedena v piislusnych zdvére¢nych
zpravach.

10. Mnoizstvi zkousené chemické latky aplikované na piadni sloupce by mélo byt dostate¢né, aby umoznilo zjisténi
alespon 0,5 % aplikované davky v kazdém jednotlivém segmentu. V piipadé dcinnych chemickych latek
v piipravcich na ochranu rostlin maZze aplikované mnozstvi zkousené chemické latky odpovidat maximdlni
doporucené davce (pfi jedné aplikaci).

11. K dispozici musi byt vhodnd analytickd metoda o zndmé spravnosti, pfesnosti a citlivosti pro stanoven{ obsahu
zkousené chemické latky a pfipadné jejich transformacnich produkti v piidé a ve vyluhu. Mély by byt také
zndmy meze detekce zkouSené chemické latky a jejich vyznamnych transformacnich produkti (obvykle alespon
viech transformacnich produktd v mnoZstvi > 10 % aplikované ddvky zjisténych ve studiich zpisobu
transformace, ale nejlépe viech piislusnych transformac¢nich produktd) (viz odstavec 17).

REFERENCNI CHEMICKE LATKY

12. Pro hodnoceni relativni mobility zkouSené chemické latky v pidé by mély byt pouzity referenéni chemické
latky se zndmym chovanim z hlediska vyplavovani, napf. atrazin nebo monuron, které lze povazovat za latky
s mirnym vyplavovanim z pady (1)(8)(11). Pro potvrzeni hydrodynamickych vlastnosti ptdniho sloupce muze
byt rovnéz uZite¢nd nesorbujici a nerozlozZitelnd poldrni referen¢ni chemickd latka (napf. tritium, bromidy,
fluorescein, eosin), jez umozni sledovdni pohybu vody v koloné.

13. Uzitetné mohou byt i standardni analytické chemikalie pro charakteristiku a/nebo identifikaci transforma¢nich
produktl zjisténych v segmentech ptdy a ve vyluzich pomoci chromatografickych, spektroskopickych nebo
jinych piislusnych metod.

DEFINICE A JEDNOTKY

14. Viz dodatek 1.

KRITERIA JAKOSTI
Vytéznost

15. Vytéznost experimentu s vyplavovdnim se ziskd souctem procent zkouSené chemické latky zjisténych
v segmentech pidy a ve vyluhu z kolony po vyplavovani. Vytéznost by se méla pohybovat v rozmezi 90 % aZ
110 % u znacenych chemickych latek (11) a v rozmezi 70 % aZ 110 % u neznacenych chemickych latek (8).

Opakovatelnost a citlivost analytic