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(Akty prijaté na zdkladé Smlouvy o ES a Smlouvy o Euratomu, jejichZ uvefejnéni je povinné)

NARIZENI

NARIZENI KOMISE (ES) &. 761/2009

ze dne 23. Cervence 2009,

kterym se pfizpiisobuje 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 omezovani chemickych latek

(Text s vyznamem pro EHP)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢.1907/2006 ze dne 18. prosince 2006 o registraci, hodnocent,
povolovani a omezovani chemickych latek, o zfizeni Evropské
agentury pro chemické latky, o zméné smérnice 1999/45/ES
a o zrudeni nafizeni Rady (EHS) ¢. 793/93, natizeni 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 (1), a zejména
na ¢l. 13 odst. 3 uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto dtvodim:

Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008 (2) obsahuje zku$ebni
metody pro urlovéani fyzikdlné-chemickych vlastnosti
latek, jejich toxicity a ekotoxicity, které se maji pouzivat
pro ucely nafizeni (ES) ¢. 1907/2006.

Je tfeba aktualizovat nafizeni (ES) ¢. 440/2008 tak, aby se
zohlednily zmény nékterych zkusebnich metod a nové za-
hrnuly nékteré nové zkusebni metody pfijaté OECD.
Zucastnéné strany byly ohledné tohoto navrhu konzul-
tovany. Zmény slouzi pfizptsobeni pfedmétnych metod
védecko-technickému pokroku.

(1) Uf. vést. L 396, 30.12.2006, s. 1.
() Ui vést. L 142, 31.5.2008, s. 1.

6)

Je tfeba zrevidovat ustanoveni o tlaku par tak, aby se za-
hrnula nova efuzni metoda.

Je tieba vlozit novou metodu méfeni délkové vizeného
geometrického priméru vlaken.

Je tieba aktualizovat nafizeni (ES) ¢. 440/2008 tak, aby se
prednostné zahrnula nové zkusebni metoda in vitro u drdz-
déni kaze, s cilem sniZit pocet zvifat pouzivanych k pokus-
nym Gcelim v souladu se smérnici Rady 86/609/EHS ze
dne 24. listopadu 1986 o sblizovani pravnich a spravnich
predpisti ¢lenskych stath tykajicich se ochrany zvitat po-
uzivanych pro pokusné a jiné védecké ucely (3). Prestoze
ptedloha zkusebni metody in vitro u drazdéni kize je jesté
pfedmétem rozpravy v OECD, je tieba v tomto vyjimec-
ném piipadé zahrnout metodu B 46 do tohoto nafizeni.
Metoda B 46 by se méla co mozna nejdiive aktualizovat,
tj. jakmile dojde v rdmci OECD k dohodé nebo jakmile bu-
dou k dispozici dalsi informace svéd¢ici ve prospéch této
revize.

Je tieba zrevidovat ustanoveni o zku$ebni metodé inhibice
ristu fas tak, aby se zahrnuly dalsi druhy a dodrzely poza-
davky na posouzeni rizika a klasifikaci chemickych latek.

Je tieba vlozit novou metodu simula¢ni zkousky biologic-
ké rozlozitelnosti k méfeni aerobni mineralizace v povr-
chovych vodach a novou zkusebni metodu inhibice ristu
k posuzovani toxicity pro druh Lemna.

() Ui vést. L 358, 18.12.1986, s. 1.


http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2006:396:0001:0001:CS:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0001:CS:PDF
http://eur-lex.europa.eu/Result.do?aaaa=1986&mm=12&jj=18&type=L&nnn=358&pppp=0001&RechType=RECH_reference_pub&Submit=Search
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(8)  Nafizeni (ES) ¢. 440/2008 by proto mélo byt od-
povidajicim zpiisobem zménéno.

(9 Opatieni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se sta-
noviskem vyboru ziizeného ¢lankem 133 nafizeni (ES)
¢ 1907/2006,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1
Priloha nafizeni (ES) ¢. 440/2008 se méni takto:
1) Cést A se ménf takto:

a) kapitola A.4 se nahrazuje znénim kapitoly A.4 uvede-
nym v piiloze I tohoto nafizeni;

b) dopliuje se novd kapitola A 22 uvedend v piiloze II to-
hoto nafizeni.

2) Cést B se méni takto:

Doplriuje se nové kapitola B.46 uvedend v piiloze III tohoto
naffzeni.

3)  Cést C se méni takto:

a) kapitola C.3 se nahrazuje znénim kapitoly C.3 uvede-
nym v pifloze IV tohoto nafizent;

b) dopliuji se nové kapitoly C.25 a C.26 uvedené v piilo-
hach V a VI tohoto nafizeni.

Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost tfetim dnem po vyhldSeni
v Ufednim véstniku Evropské unie.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a ptimo pouzitelné ve vech ¢lenskych statech.

V Bruselu dne 23. Cervence 2009.

Za Komisi
Stavros DIMAS
clen Komise
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PRILOHA 1

A4 TLAK PAR

METODA

Tato metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni 104 (2004).

UvoD

Tato pfepracovand verze metody A.4 (1) zahrnuje jednu doplitkovou metodu, a to metodu efusni: isotermdlni ter-
mogravimetrii uréenou pro ldtky s velmi nizkymi tlaky (az 107'° Pa). Vzhledem k tomu, Ze je zapotfebi postupi,
zejména v souvislosti se stanovenim tlaku par u ldtek s nizkou tenz{ par, dalsi postupy se prehodnocujici v rdmci
této metody s ohledem na dal$i rozmezi pouzitelnosti.

Pfi termodynamické rovnovdze je tlak par ¢isté litky pouze funkcf teploty. Zakladni principy jsou popsdny v lite-
ratufe (2, 3).

Neexistuje zadny postup vhodny pro cely rozsah tlaku par od méné nez 107'° do 10° Pa. Do této metody spadd
osm metod méfeni tlaku par, které 1ze pouzivat v riznych rozmezich tlaku par. Jednotlivé metody jsou srovnany
z hlediska pouziti a rozsahu méfeni v tabulce 1. Tyto metody lze pouZit pouze u sloucenin, které se za podminek
zkousky nerozkladaji. V ptipadé, kdy nelze experimentdlni metody z technickych divodi pouzit, Ize tlak par rov-
néz odhadnout, pficemz doporucend metoda odhadu je uvedena v dodatku.

DEFINICE A JEDNOTKY
Tlak par latky je definovan jako tlak nasycené pary nad pevnou nebo kapalnou latkou.

Meéla by byt pouzivdna jednotka tlaku v soustavé SI, tj. pascal (Pa). Déle jsou uvedeny nékteré difve pouZivané jed-
notky s odpovidajicimi pfepocitdvacimi faktory:

1 torr = 1 mm Hg = 1,333 x 10% Pa
1,013 x 10° Pa
10° Pa

1l

1 fyzikdlni atmosféra (atm)

1 bar

Jednotkou termodynamické teploty v soustavé SI je kelvin (K). Pfevod stupnt Celsia na kelviny se provadi podle
vzorce:

T=t+27315

kde T je teplota v kelvinech, neboli termodynamicka teplota, a t je teplota ve stupnich Celsia.

Tabulka 1
Latky
Metoda méfeni Odhad . Odhad . | Doporucena oblast
pevné kapalné opakovatelnosti | reprodukovatelnosti
Dynamickd metoda s nizkym ano do 25 % do 25 % 10 Pa
bodem tan{ laz5% laz5% az 2 x 10° Pa
2x10%Pa
az 10° Pa
Statickd metoda ano ano 5a210% 5az210% 10 Pa az 10° Pa
107% Pa
az 10° Pa (1)
Metoda za pouziti ano ano 5az210 % 5az10% 10% Pa az 10° Pa
isoteniskopu
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1.5.1.1

Latky
Metoda méfeni Odhad . Odhad . | Doporucend oblast
pevné kapalné opakovatelnosti | reprodukovatelnosti
Efusni metoda: vahy ano ano 5az20% do 50 % 107> Paaz 1 Pa
pro méfent tlaku par
Efusni metoda: ano ano 10 az 30 % — 107'°Paaz 1 Pa
Knudsenova
komirka
Efusni metoda: ano ano 5az30% do 50 % 107" Pa az 1 Pa
isotermalni
termogravimetrie
Metoda syceni plynu ano ano 10 az 30 % do 50 % 107" Pa az
10° Pa

Metoda rotujicitho ano ano 10 az 20 % — 107* Pa az 0,5 Pa

téliska

(") PH pouziti kapacitniho manometru.

PODSTATA ZKOUSKY

Obecné se tlak par stanovuje pfi riznych teplotich. V omezeném rozsahu teplot je logaritmus tlaku par ¢isté latky
nepifmo imérny termodynamické teploté podle zjednodusené Clapeyronovy-Clausiovy rovnice:

I AHy b

ogp = + konst

&P 2,3RT

kde:

p = tlak par v pascalech,

AHv = vyparné teplo v ] mol™?,

R = univerzaln{ moldrn{ plynové konstanta (8,314 ] mol™* K™),
T = termodynamickd teplota v K.

REFERENCNI LATKY

Referen¢ni litky nenf nutné vzdy pouzivat. Slouzi v prvni fadé k obcasné kontrole provedeni metody a ke vzdjem-

nému porovnavani vysledka ziskanych jinymi metodami.

POPIS METODY

Dynamickd metoda (Cottrellova metoda)

Podstata

Pro stanovenf tlaku par latky se méfi jeji teplota varu pii réiznych specifikovanych tlacich mezi asi 10> a 10° Pa.
Tato metoda se rovnéz doporucuje pro stanoveni bodu varu. K tomuto tGcelu je metoda vhodnd az do teplo-
ty 600 K. Teploty varu kapalin jsou v hloubce 3 az 4 cm piiblizné 0 0,1 °C vyssi nez na povrchu, a to kvali hyd-
rostatickému tlaku sloupce kapaliny. Pfi Cottrellové metodé (4) je teplomér umistén do pary nad povrch kapaliny
a vrouci kapalina se nepfetrZité Cerpa okolo bariky teploméru. Bariku teploméru pokryvé tenkd vrstva kapaliny,
kterd je v rovnovaze s parou pii atmosférickém tlaku. Teplomér tak odecitd skute¢nou teplotu varu bez chyb zpti-
sobenych prehidtim nebo hydrostatickym tlakem. Vyvéva piivodné pouzivand Cottrellem je zachycena na obraz-
ku 1. Vrouci kapalina se nachdzi ve zkumavce A. Platinovy drdtek B zataveny do dna usnadriuje jednotny pribéh
vieni. Bo¢ni trubicka C vede do kondenzdtoru a pouzdro D brani styku studeného kondenzétu a teploméru E. Kdyz
kapalina v A vie, bubliny a kapalina zachycend ndlevkou se pielévd pfes banku teploméru prostiednictvim dvou

ramen vyvévy F.
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Obrdzek 1 Obrdzek 2

Zdroj N2

Cottrellova vyvéva (4)

A: Termoclanek

B:  Vyrovndvaci prostor vakua
C: Manometr

D: Vakuum

E:  Méfici bod

F: Topny cldnek asi 150 W

Aparatura

Velmi presnd aparatura vyuZivajici Cottrellav princip je zachycena na obrazku 2. Sestavd se z trubice s varnou asti
ve spodni ¢dsti, chladice ve stfedni ¢4sti a vypusti a piiruby v horni ¢ésti. Cottrellova vyvéva je umisténa ve varné
¢asti, kterd je ohfivdna elektrickou topnou vlozkou. Teplota se méfi pldstovym termoclinkem nebo odporovym
teplomérem zasunutym pres piirubu v horni ¢dsti. Vypust je piipojena na systém regulace tlaku. Systém pro re-
gulaci tlaku se skldda z vyvévy, vyrovndvaciho objemu vakua, manostatu pro pfipousténi dusiku k ovlddani tlaku
a manometru.

Postup méfeni

Létka se umisti do varné ¢dsti. Pii plnéni pevnych latek, které nejsou ve formé prasku, mize dojit k problémiim,
kterym se v3ak Ize nékdy vyhnout zahtdtim chladictho plsté. Aparatura se uzavie pfirubou a ldtka se odplyni. Tou-
to metodou nelze méfit latky, které péni.

Poté se nastavi nejnizsi pozadovany tlak a zapne se ohfev. Soucasné se teplotni ¢idlo pfipoji k zapisovaci.

Rovnoviéhy je dosazeno, je-li pfi konstantnim tlaku zaznamendna konstantni teplota varu. Je tfeba vénovat zvlast-
ni pozornost tomu, aby se zabranilo prudkému uvolfiovani par béhem varu. Navic musi dojit k Gplné kondenzaci
v chladici. PFi stanovovani tlaku par u nizkotajicich pevnych latek je tieba dbdt na to, aby nedoslo k ucpani chladice.

Po zaznamendni naméfeného rovnovazného teplotniho bodu se nastavi vyssi tlak. Takto se pokracuje, dokud se
nedosdhne tlaku 10° Pa (celkem asi 5 az 10 bod{ méfeni). Pro kontrolu se musi stanoveni rovnovaznych bodf opa-
kovat pii klesajicich hodnotdch tlaku.
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Statickd metoda

Podstata

Statickou metodou (5) se méii tlak par, ktery se ustavi pii termodynamické rovnovaze pii dané teploté. Tato me-
toda je vhodn4 pro ldtky a viceslozkové kapaliny a pevné ldtky v rozsahu od 107" do 10° Pa a pfi potiebné pec-
livosti 1ze tuto metodu pouzit také pro oblast od 1 do 10 Pa.

Aparatura

Zafizeni se sklddd z lazné o konstantni teploté (preciznost 0,2 K), zasobniku vzorku pfipojenému k podtlako-
vému potrubi, manometru a soustavy k regulaci tlaku. Banika na vzorek (obrdzek 3a) je pfipojena k podtlakovému
potrubi pres ventil a diferencidlni manometr (U-trubice obsahujici vhodnou manometrickou kapalinu), ktery slou-
7i jako ukazatel nuly. V zdvislosti na rozsahu tlakd a v zdvislosti na chemickém chovéni zkousené latky jsou k pou-
zit{ v diferencidlnim manometru vhodné rtut, silikonové oleje a ftalaty. Avsak s ohledem na Zivotni prostiedi je
tieba se vyvarovat pouZiti rtuti, bude-li to mozné. Zkousend ldtka se nesmi znatelné rozpoustét ani nesmi reagovat
s kapalinou v U-trubici. Namisto U-trubice lze pouzit manometr (obrazek 3b). V rozsahu od normdlniho tlaku
do 107 Palze v manometru pouZivat rtut, zatimco silikonové oleje a ftalaty je vhodné pouzivat pro tlaky pod 10* Pa
az do 10 Pa. Existuji téZ jind méfidla tlaku, kterd lze pouZit pro tlak nizsi nez 102 Pa, a ohffvatelné membranové
kapacitni manometry lze dokonce pouZivat pro tlak nizsi nez 107" Pa. Teplota se mé&if na vné&jsi sténé baiiky se
vzorkem nebo v baiice samotné.

Postup méfeni

Pfi pouziti aparatury popsané na obrdzku 3a se U-trubice naplni zvolenou kapalinou, kterd musi byt pied pou-
zitim odplynéna za zvySené teploty. Zkousend litka se vlozi do aparatury a odplyni se za snizené teploty. V pii-
padé viceslozkového vzorku musi byt teplota dostatecné nizkd, aby se zajistilo, Ze se sloZeni materidlu nezméni.
Rovnovihy lze rychleji dosédhnout michdnim. Vzorek mize byt podchlazen kapalnym dusikem nebo suchym le-
dem, je ale nutno zabranit kondenzaci vzduchu nebo kapaliny z vyvévy. Pfi otevieném ventilu nddoby se vzorkem
se piipoji na nékolik minut odsavéni, aby se odstranil vzduch. Je-li to nutné, odplynovaci postup se nékolikrat
opakuje.

Obrdzek 3a Obrdzek 3b

: Zkousena latka

: Plynna faze

. Vysokovakuovy kohout

: U-trubice (pomocny
manometr)

: Ukazatel tlaku

. Lazen termostatu

: Méfidlo teploty

: K vyvévé

: Odvzdusnéni/dusik

: Zkousena latka

: Plynna faze

: Vysokovakuovy kohout
: Manometr

: Ukazatel tlaku

: Lazen termostatu

: Méfidlo teploty
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Pfi zahfivani vzorku za uzavieného ventilu roste tlak par. To méni rovnovahu kapaliny v U-trubici. Aby se zména
kompenzovala, pfipousti se ventilem dusik nebo vzduch do té doby, dokud neni indikdtor rozdilu tlaku opét na
nule. Tlak potfebny k ustaveni nulové hodnoty mtiZe byt odecten piesnym manometrem nebo piistrojem o vyssi
preciznosti. Tento tlak odpovida tenzi par latky pfi teploté méFeni. Pfi pouziti aparatury popsané na obrazku 3b se
tlak pdry odecitd ptimo.

Tlak par se stanovi ve vhodnych krétkych intervalech teplot (celkem asi 5 az 10 bodt méfeni) az do pozadovaného
teplotniho maxima.

Odecty pfi nizkych teplotich se musi pro kontrolu opakovat. Nelezi-li hodnoty zji§téné z opakovanych odeétd na
kiivee zjisténé pro zvysujici se teplotu, miZe to byt zptsobeno jednou z téchto pficin:

i)  vzorek stdle obsahuje vzduch (napf. u vysoce viskoznich materidlti) nebo obsahuje latky s nizkym bodem varu,
které jsou pii zahfdti uvoliovény,

ii) v latce probihd ve vySetfovaném teplotni rozsahu chemicka reakce (napf. rozklad, polymerace).

Metoda za poufZiti isoteniskopu

Podstata

Isoteniskop (6) vychdzi z podstaty statické metody. Metoda spoc¢iva v ulozeni vzorku do baiky udrzované pfi kon-
stantni teploté a pfipojené k manometru a vyvévé. Odplynénim za snizeného tlaku se odstrani necistoty tékavejsi
neZ vySetfovand latka. Tlak par vzorku pii zvolenych teplotdch je vyrovndvin zndmym tlakem interniho plynu. Iso-
teniskop byl vyvinut k méfen{ tlaku par uréitych kapalnych uhlovodikd, ale hodi se rovnéz k vySetfovani pevnych
latek. Metoda obvykle neni vhodnd pro viceslozkové systémy. U vzorkii obsahujicich netékavé necistoty jsou vy-
sledky zatizeny pouze mirnymi chybami. Doporuceny rozsah je od 10? do 10° Pa.

Aparatura

Piiklad méficiho zafizenf je zachycen na obrazku 4. Uplny popis Ize nalézt v ASTM D 2879-86 (6).

Postup méfeni

V piipadé kapalin slouzi ldtka samotnd jako indika¢ni sloupec v diferencidlnim manometru. Do isoteniskopu se
odméif mnozstvi kapaliny postacujici k naplnéni baiiky a krétkého ramene manometru. Isoteniskop se pfipoji k va-
kuovému systému, evakuuje se a poté se naplni dusikem. Evakuace a vyplach systému se opakuje dvakrdt, aby se
odstranil veskery zbytkovy kyslik. Naplnény isoteniskop se umisti do horizontdlni polohy, aby se vzorek rozpro-
stiel v tenké vrstvé v barice se vzorkem a v manometru. Tlak v systému se snizi na 133 Pa a vzorek se opatrné za-
hieje pravé k varu (odstranéni rozpusténych plynt). Poté se isoteniskop vrati do ptvodni polohy tak, aby se vzorek
vratil do bariky a krétkého ramene manometru. Tlak se udrzuje na 133 Pa. Spicka baiiky se vzorkem se ohffv4 ma-
lym plamenem, dokud uvolnénd para vzorku neexpanduje natolik, Ze pretlaci ¢ast vzorku z horni ¢ésti bariky a ra-
mene manometru do manometru, pficemz se vytvoii prostor bez dusiku naplnény vyhradné parami. Isoteniskop
se poté vlozi do ldzné se stdlou teplotou a tlak dusiku se upravi tak, aby se rovnal tlaku vzorku. V rovnovize se
rovnd tlak dusiku tenzi par latky.
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Obrdzek 4

A: Kontrola tlaku

B: Trubice s vn&jSim prumérem 8 mm
C: Suchy dusik v tlakovém systému
D: Pary vzorku

E: Spicka baiiky

F: Kapalny vzorek

(Rozméry v mm)

U pevnych latek se v zdvislosti na oblasti tlaku a teploty pouzivaji manometrické kapaliny, jako jsou napiiklad si-
likonové kapaliny nebo ftaldty. Odplynénd manometrickd kapalina se naplni do rozsifené ¢dsti dlouhého ramene
isoteniskopu. Poté se vysetfovand ldtka naplni do bariky a odplyni se pfi zvysené teploté. Isoteniskop se poté na-
kloni, aby manometrickd kapalina natekla do U-trubice.

Efusni metoda: vihy pro méfeni tlaku par (7)
Podstata

Vzorek zkousené latky se ohfeje v malé picce a umisti se pod evakuovany sklenény zvon. Picka se zakryje vikem,
které md malé otvory o zndmém priiméru. Para latky unikajici jednim z otvort: je vedena na misku vysoce citlivych
vah, kterd je rovnéz umisténa pod evakuovanym sklenénym zvonem. U nékterych konstrukei je miska vah uza-
viena v chladicim bloku, ktery zajistuje rozptyl tepla do vnéjsitho okoli vedenim tepla, a je ochlazovdna vyzatova-
nim tak, aby unikajici para na ni kondenzovala. Hybnost proudu par piisobi jako sila proti misce vah. Tlak par lze
odvodit dvéma zptsoby: piimo ze sily ptsobici na misku vah a rovnéz z rychlosti vypafovani s vyuzitim Hertzovy-

Knudsenovy rovnice (2):
3
2nRT x 10
=G _
P M

kde:

G = rychlost vypafovani (kg s™' m™3),

M = moldrni hmotnost (g mol ™),

T = termodynamickd teplota (K),

R = univerzdlni moldrn{ plynov4 konstanta, (J mol™' K™),
p = tlak pdry (Pa).

Doporuéeny rozsah je od 107> do 1 Pa.
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1.5.4.2

1.5.5.1

1.5.5.2

Aparatura

Obecny princip aparatury je zndzornén na obrazku 5.

Zakladni deska
Pristroj s pohyblivou civkou
Sklenény zvon

Miska vah se stupnici

MmO n® >

Zafizeni pro méfeni vakua

Obrdzek 5

m

—

Efusni metoda: Knudsenova komiirka

Podstata

Chladici blok a chladici ty¢
Odpatovaci picka

Dewarova nddoba s kapalnym dusikem
Meéfeni teploty vzorku

Zkou3ena latka

Metoda je zaloZena na odhadu hmotnosti par zkousené latky unikajici za jednotku ¢asu z Knudsenovy komdir-
ky (8) mikrodyzou za podminek vysokého vakua. Hmotnost difundujicich par mtize byt zjisténa bud stanovenim
ubytku hmotnosti komurky nebo kondenzaci par pfi nizké teploté a stanovenim jejich mnozstvi chromatografic-
kou analyzou. Tlak par se vypocte za pouziti Hertzovy-Knudsenovy rovnice (viz bod 1.5.4.1) pomoci korekénich
faktord, které zdvisi na parametrech piistroje (9). Doporuceny rozsah je od 107'%do 1 Pa (10, 11,12, 13, 14).

Aparatura

Obecny princip aparatury je zndzornén na obrazku 6.
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Obrdzek 6

AR A A+ W, W W W W Y

1: Pipojka k vakuu 7: Sroubovaci viko
2: Otvory pro platinovy odporovy teplomér nebo 8: Kiidlové matice
pro systém méfeni a kontroly teploty
3: Viko vakuového bloku 9: Srouby
4: O-krouzek 10: Efusni komtirky z korozivzdorné oceli
5: Hlinikovy vakuovy blok 11: Topné téleso
6: Zafizeni pro zasouvani a vytahovéni efusnich

komtirek

1.5.6  Efusni metoda: isotermdlni termogravimetrie

1.5.6.1 Podstata

Metoda je zaloZena na stanoveni zvysenych rychlosti vypafovani zkousené latky pfi zvySenych teplotich a tlaku
okoli s vyuzitim termogravimetrie (10, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Rychlosti vypafovani v jsou vysledkem vystaveni
zvolené slouceniny ptsobeni pomalu protékajiciho inertniho plynu, pficemz se sleduje tibytek hmotnosti pfi de-
finovanych isotermélnich teplotich T v kelvinech béhem piislusnych ¢asovych obdobi. Tlaky par p; se vypocitaji
z hodnot vy s vyuzitim linedrni zévislosti mezi logaritmem tlaku par a logaritmem rychlosti vypafovéni. V ptipadé
potieby lze provést extrapolaci na teploty 20 °C a 25 °C regresni analyzou log p; versus 1/T. Tato metoda je vhod-
né pro ldtky s tlakem pary na tirovni 107'° Pa (107'? mbar) pii Cistoté co nejvice se blizici 100 %, aby se zabrénilo
chybné interpretaci naméfenych hmotnostnich tbytka.
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1.5.6.2

1.5.6.3

Aparatura

Obecny princip méfici soustavy je zachycen na obrdzku 7.

Obrdzek 7
| _— Mikrovahy
Plynny N2 pfi
tlaku okoli I }
: 11
Plynny 41l
dusik |
Regula&ni Rotametr | | Picka
ventil
I
Desticka nesouci
Sorpéni jednotka | vzorek
!
| 1 I
== |
Regulacni \
Rotametr konstantniho pritoku se systémem N R ESGiISpeco
vicenasobné svételné bariéry Registratnl zapisovat

Desticka nesouci vzorek, zavésend na mikrovahdch v komtrce s kontrolovanou teplotou, je vle¢ena proudem su-
chého plynného dusiku, ktery unasi molekuly par zkousené ltky. Po prichodu komirkou se proud plynu ¢isti
v sorpéni jednotce.

Postup méfeni

Zkousend latka se nanese na povrch zdrsnéné sklenéné desticky jako homogenni vrstva. U pevnych latek se de-
sticka rovnomérné navlh¢i roztokem latky ve vhodném rozpoustédle a vysusi se v inertni atmosféfe. Pro méfeni se
pokrytd desticka zavési na termogravimetricky analyzdtor a ndsledné se pribéziné méfi tbytek hmotnosti jako
funkce casu.

Rychlost vypafovani vy pii urcité teploté se vypocitd ze ztraty hmotnosti Am desticky se vzorkem pomoci rovnice

kde F je plocha povrchu pokrytého zkousenou litkou, obvykle je to povrchové plocha desticky se vzorkem, a t je
¢as, béhem néhoz dojde k ubytku hmotnosti Am.

Tlak par pr se vypocitd jako funkce rychlosti vypafovani vy

Log pr-= C + D log vy

kde C a D jsou konstanty specifické pro pouzité experimentaln{ uspofddani v zavislosti na priméru méfici komar-
ky a rychlosti toku plynu. Tyto konstanty se musi jednordzové stanovit méfenim mnoziny sloucenin se znimym
tlakem par a ur¢it pomoci linedrni regrese ze zavislosti log p; na log vy (11, 21, 22).
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1.5.7.1

1.5.7.2

Vztah mezi tlakem par pr a teplotou T v kelvinech popisuje rovnice

Logpr=A+B 1T

kde A a B jsou konstanty ziskané linedrni regresi ze zavislosti log py na 1/T. Pomoci této rovnice lze vypocitat tlak
par extrapolaci pro jakoukoliv teplotu.

Metoda nasyceni plynu (23)

Podstata

Inertni plyn se vede pii pokojové teploté a zndmém pritoku pies vzorek zkousené litky nebo nad nim, a to do-
state¢né pomalu, aby bylo zajisténo nasyceni. Dosazeni nasyceni v plynné fézi je zdsadné diilezité. Transportovand
latka se zachyti, obvykle za pouziti sorbentu, a stanovi se jeji mnozstvi. Jako alternativni metody zachyceni pary
a ndsledné analyzy mohou byt ke stanoveni mnozstvi hmoty transportovaného materidlu pouzity pratokové ana-
lytické techniky, jako je plynovd chromatografie. Tlak par se vypocitd s tim, Ze se pfedpoklddd platnost zdkona
o idedlnim plynu a Ze celkovy tlak smési plynt je roven souctu tlakd plynnych slozek. Diléi tlak zkousené ltky, tj.
tlak par, se vypocitd ze zndmého celkového objemu plynu z hmotnosti transportovaného materialu.

Metoda nasycenf plynu je pouzitelnd u pevnych nebo kapalnych létek. Lze ji pouZit pro tlaky par do 107'° Pa (10,
11, 12, 13, 14). Metoda je nejspolehlivéjsi pro tlaky par niz$i nez 10 Pa. Pfi tlaku nad 10° Pa jsou tlaky par vie-
obecné nadsazené, pravdépodobné kvili tvorbé aerosolu. Protoze se méfeni tlaku par provadi pii pokojové teplo-
t¢, neni nezbytné extrapolovat tdaje ziskané za vysokych teplot a extrapolace vysokych teplot, kterd casto
zpusobuje zdvazné chyby, se neprovadi.

Aparatura

Proces vyzaduje pouZiti bloku s konstantni teplotou. Ndkres na obrdzku 8 ukazuje blok obsahujici ti drzéky pev-
nych vzorkt a tii drzdky kapalnych vzorkd, které umoznuji trojitou analyzu bud pevného, nebo kapalného vzor-
ku. Teplota je regulovéna s preciznosti £0,5 °C nebo lepsi.

Obrdzek 8
Izolovany blok
y Elektricka zarovka
pe— Qdvod N, do
\?_F Ventilator \Uﬂﬂl” prutokoméru
Pfivod Ny — ——— ]’l"‘I/ I’|"‘l ——
=1 =1
i i
00 F -
Drzak pevného vzorku
a sorbentu
TR mj "
TR U]] 7
& ooy, —
Drzak kapalného _)u]j
| ® Ll vzorku a sorbentu L
Vyménik tepla s médénou ]
spiralou
—®——= =
Presny méfici [L_000 ]
ventil

Trojcestny ventil . Qdvod N,
-

Obecné se jako inertni nosny plyn pouzivé dusik, ale nékdy mize byt nutno pouzit jiny plyn (24). Nosny plyn musi
byt suchy. Proud plynu se rozdéli do 6 proudii ovlddanych jehlovymi ventily (otvor pfiblizné 0,79 mm) a protéka
do bloku médénou trubkou o vnitinim praméru 3,8 mm. Po vyrovnani teplot plyn protékd okolo vzorku a sor-
bentovym lapacem a vychdzi z bloku.
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1.5.7.3

Pevné vzorky se umisti do trubice o vnitfnim primeéru 5 mm mezi zdtky ze skelné vaty (viz obrazek 9). Obrazek 10
ukazuje drzdk kapalného vzorku a systém se sorbentem. Metoda pro méfeni tlaku par kapalin s nejvyssi reprodu-
kovatelnosti spo¢ivd v nanesen{ kapaliny na sklenéné kulicky nebo na inertni sorbent, napiiklad na oxid kfemicity,
a obalenf drzdku témito kulickami. Druhou moZnosti je nechat prochdzet nosny plyn hrubou fritou a probubldvat
sloupcem s kapalnou zkousenou ldtkou.

Obrdzek 9 Obrdzek 10
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E vata pramér) aEEs
f - EREBR
Eﬁ . EEEDN
. L
Pevné latky |8 H R
E a5 v
: )y EEEERY cena
E vata
<« Kapalinovy
T lapag

Pivod N,

Systém se sorbentem obsahuje pfedni a zadni Cast se sorbentem. Pfi velmi nizkych tlacich pdry se na sorbentu za-
chyti pouze mald mnozstvi a adsorpce na skelné vaté a ve sklenéném potrubi mezi vzorkem a sorbentem muze
piedstavovat zdvazny problém.

Lapace chlazené pevnym CO, jsou dalsim t¢innym zplisobem pro zachytdvani materidlu v podobé par. Nevyvo-
lavaji zadny protitlak v sytici koloné a rovnéz lze snadno kvantitativné odstranit zachyceny materidl.

Postup méfeni

Pratok vytékajictho nosného plynu se méfi pii pokojové teploté. Pritok se béhem experimentu Casto kontroluje,
aby se zajistilo, Ze je presné zjisténa hodnota celkového objemu nosného plynu. Dava se pfednost nepfetrzitému
sledovani hmotnostnim pritokomérem. Nasyceni plynné fize mize vyzadovat zna¢nou kontaktni dobu, a tim i do-
sti nizké pratoky plynu (25).

Po skonceni experimentu se samostatné analyzuji jak pedn, tak zadni ¢dst se sorbentem. Sloucenina v kazdé ¢asti
se desorbuje pridinim rozpoustédla. Vysledné roztoky se analyzuji kvantitativné, aby se stanovila hmotnost desor-
bovand z kazdé ¢asti. Volba analytické metody (rovnéz volba sorbentu a desorbéniho rozpoustédla) je urcovina
povahou zkouseného materidlu. Ucinnost desorpce je stanovena vstitknutim znimého mnozstvi vzorku do sor-
bentu, jeho desorpci a analyzou zpétné ziskaného mnozstvi. Je dtlezité kontrolovat G¢innost desorpce pii kon-

centraci vzorku za podminek zkouseni nebo v jeji blizkosti.

Aby bylo zajisténo nasyceni nosného plynu zkousenou ldtkou, pouzivaji se tii odlisné pritoky plynu. Jestlize vy-
pocitany tlak par nevykazuje zdvislost na prutoku, pfedpokldda se nasyceni plynu.
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1.5.8.1

1.5.8.2

2.1

Tlak par se vypocitd pomoci rovnice:

kde:

p = tlak pary (Pa),

W = hmotnost odpafené zkousené latky (g),

V = objem nasyceného plynu (m?),

R = univerzdlni moldrni plynové konstanta 8,314 (J mol ' K1),
T = termodynamickd teplota (K),

M = moldrni hmotnost zkougené litky (g mol ™).

Naméfené objemy musi byt korigovany v dasledku rozdilt tlakd a teplot mezi pritokomérem a sytici kolonou.
Metoda rotujiciho téliska
Podstata

Tato metoda vyuzivd méfice viskozity s rotujicim téliskem, kde je méficim prvkem mald ocelova kulicka zavésend
v magnetickém poli, kterd je uvddéna do rotacniho pohybu rotujicimi magnetickymi poli (26, 27, 28). Zvedaci civ-
ky umoziuji méfeni rotacni rychlosti. Kdyz kulicka dosahne stanovené rota¢ni rychlosti, obvykle pfiblizné¢ 400
otécek za sekundu, zastavi se dalsi napdjeni a zahdji se zpomalovani vyvolané brzdicim tG¢inkem plynu. Pokles ro-
tacni rychlosti je méfen jako funkce ¢asu. Tlak par je odvozen ze zpomaleni rotujici ocelové kulicky v zavislosti na
tlaku. Doporuceny rozsah je od 107* do 0,5 Pa.

Aparatura

Schematicky nakres méfici soustavy je zachycen na obrazku 11. Méfici hlava je umisténa v prostoru s konstantni
teplotou, v némz je teplota regulovdna s ptesnosti na 0,1 °C. Nadobka se vzorkem je umisténa do samostatného
prostoru, v némz je teplota rovnéz regulovana s piesnosti na 0,1 °C. Vechny ostatni ¢sti soustavy jsou udrzovany
pii vyssi teploté, aby nedochdzelo ke kondenzaci. K zafizeni se pFipoji vysokovakuovd vyvéva.

Obrdzek 11
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] A: Hlava pro snimani otacek rotujiciho téliska
7
A U] B Komirka se vzorkem
/ C: Termostat
] ] f D: Zdroj vakua (turbomolekularni vyvéva)
- Z E: Vzduchovy termostat
"
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DATA A ZPRAVY

DATA

Stanoveni tlaku par kteroukoli z vyse popsanych metod by se mélo provést nejméné pii dvou teplotich. Aby se
ovétil linedrni pribéh kiivky tlaku par v oblasti teplot od 0 °C do 50 °C, doporucuje se méfeni pii tiech nebo vice
teplotdch. V piipadé efusni metody (Knudsenova komtirka a isotermdlni termogravimetrie) a metody nasyceni ply-
nu se jako rozsah méficich teplot doporucuje 120 °C az 150 °C namisto 0 °C az 50 °C.
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2.2

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat tyto tidaje:

pouzitd metoda,
piesnd specifikace latky (identifikace a necistoty) a popt. informace o provedeném predbézném ¢isténi,

nejméné dvé hodnoty tlaku par a teploty — pokud mozno tfi ¢i vice — v oblasti 0 °C az 50 °C (nebo 120 °C
az 150 °C),

nejméné jedna z teplot by méla ¢init 25 °C nebo méng, bude-li to technicky proveditelné pfi zvolené metodé,
viechny ptvodni tdaje,
kiivka zévislosti log p na 1/T,

odhadnutd hodnota tlaku par pfi 20 °C nebo 25 °C.

Zjisti-li se zména stavu (fizovy ptechod, rozklad), mély by byt uvedeny tyto skutecnosti:

druh zmény,
teplota pii atmosférickém tlaku, pfi k které ke zméné dochdzi,

hodnoty tlaku par pfi 10 °C a 20 °C pod teplotou ptechodu a nad teplotou prechodu (s vyjimkou prechodt
z pevného do plynného skupenstvi).

Musi byt uvedeny vSechny informace a pozndmky, které jsou dilezité pro interpretaci vysledkd, zejména pokud
jde o necistoty a fyzikaln{ stav ldtky.

LITERATURA

)

(10)

(11)

Ufedni véstnik Evropskych spolecenstvi L 383 A, 26-47 (1992).

Ambrose, D. (1975). Experimental Thermodynamics, Vol. II, Le Neindre, B., Vodar, B., (eds.), Butterworths,
London.

Weissberger R., (ed.) (1959). Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of Organic Chemistry, 3rd
ed., Vol. I, Part I. Chapter IX, Interscience Publ., New York.

Glasstone, S. (1946). Textbook of Physical Chemistry, 2nd ed., Van Nostrand Company, New York.

NF T 20-048 AFNOR (September 1985). Chemical products for industrial use — Determination of vapour
pressure of solids and liquids within a range from 107! to 10° Pa — Static method.

ASTM D 2879-86, Standard test method for vapour pressure — temperature relationship and initial decom-
position temperature of liquids by isoteniscope.

NF T 20-047 AFNOR (September 1985). Chemical products for industrial use — Determination of vapour
pressure of solids and liquids within range from 107> to 1 Pa — Vapour pressure balance method.

Knudsen, M. (1909). Ann. Phys. Lpz., 29, 1979; (1911), 34, 593.
Ambrose, D., Lawrenson, LJ., Sprake, C.H.S. (1975). J. Chem. Thermodynamics 7, 1173.

Schmuckler, M.E., Barefoot, A.C., Kleier, D.A., Cobranchi, D.P. (2000), Vapor pressures of sulfonylurea her-
bicides; Pest Management Science 56, 521-532.

Tomlin, C.D.S. (ed.), The Pesticide Manual, Twelfth Edition (2000).



L 220/16

Utedni véstnik Evropské unie

24.8.2009

(12) Friedrich, K., Stammbach, K., Gas chromatographic determination of small vapour pressures determination
of the vapour pressures of some triazine herbicides. J. Chromatog. 16 (1964), 22-28.

(13) Grayson, B.T., Fosbraey, L.A., Pesticide Science 16 (1982), 269-278.

(14) Rordorf, B.F., Prediction of vapor pressures, boiling points and enthalpies of fusion for twenty-nine haloge-
nated dibenzo-p-dioxins, Thermochimia Acta 112 Issue 1 (1987), 117-122.

(15) Giickel, W., Synnatschke, G., Ritttig, R., A Method for Determining the Volatility of Active Ingredients Used
in Plant Protection; Pesticide Science 4 (1973) 137-147.

(16) Giickel, W., Synnatschke, G., Ritttig, R., A Method for Determining the Volatility of Active Ingredients Used
in Plant Protection II. Application to Formulated Products; Pesticide Science 5 (1974) 393-400.

(17) Giickel, W., Kaestel, R., Lewerenz, J., Synnatschke, G., A Method for Determining the Volatility of Active In-
gredients Used in Plant Protection. Part III: The Temperature Relationship between Vapour Pressure and Eva-
poration Rate; Pesticide Science 13 (1982) 161-168.

(18) Giickel, W., Kaestel, R., Kroehl, T., Parg, A., Methods for Determining the Vapour Pressure of Active Ingredi-
ents Used in Crop Protection. Part IV: An Improved Thermogravimetric Determination Based on Evaporation
Rate; Pesticide Science 45 (1995) 27-31.

(19) Kroehl, T., Kaestel, R., Koenig, W., Ziegler, H., Koehle, H., Parg, A., Methods for Determining the Vapour
Pressure of Active Ingredients Used in Crop Protection. Part V: Thermogravimetry Combined with Solid Pha-
se MicroExtraction (SPME); Pesticide Science, 53 (1998) 300-310.

(20) Tesconi, M., Yalkowsky, S.H., A Novel Thermogravimetric Method for Estimating the Saturated Vapor Pressu-
re of Low-Volatility Compounds; Journal of Pharmaceutical Science 87(12) (1998) 1512-20.

(21) Lide, D.R. (ed.), CRC Handbook of Chemistry and Physics, 81th ed.(2000), Vapour Pressure in the
Range - 25 °Cto 150 °C.

(22) Meister, R.T. (ed.), Farm Chemicals Handbook, Vol. 88 (2002).

(23) 40 CFR, 796. (1993). s. 148-153, Office of the Federal Register, Washington DC.
(24) Rordorf B.F. (1985). Thermochimica Acta 85, 435.

(25) Westcott et al. (1981). Environ. Sci. Technol. 15, 1375.

(26) Messer G., Rohl, P., Grosse G., Jitschin W. (1987). J. Vac. Sci. Technol. (A), 5(4), 2440.
(27) Comsa G., Fremerey J.K., Lindenau, B. (1980). J. Vac. Sci. Technol. 17(2), 642.

(28) Fremerey, J.K. (1985). J. Vac. Sci. Technol. (A), 3(3), 1715.



Utedni véstnik Evropské unie

L 220/17

Dodatek

Metoda odhadu

UVOD
Odhadnuté hodnoty tlaku par lze vyuzit:
— k rozhodnuti, kterd z experimentalnich metod je vhodna,

—  k provedeni odhadu nebo ke stanoveni mezni hodnoty v pifpadech, kdy nelze z technickych divodii pouzit experi-
mentalni metodu.

METODA ODHADU

Tlak par kapalin a pevnych litek mize byt odhadnut pomoci modifikovaného Watsonova korela¢niho vztahu (a). Pozaduje
se pouze jeden experimentaln{ idaj, a to teplota varu za normdlniho tlaku. Metoda je pouzitelnd pro tlaky od 10° do 107° Pa.

Podrobné informace o metodé jsou uvedeny v piirucce Handbook of Chemical Property Estimation Methods (b). Viz rovnéz
OECD Environmental Monograph No. 67 (c).

POSTUP VYPOCTU

Tlak par se vypocte podle vzorce:

T m
AH Tb m-1
= [ 1- —ZmF—Z—) In—
AZ,RT, T T, T,
T,
kde:
T = teplota, pro kterou je tlak par vypocitavan,
T, = teplota varu pfi normdlnim tlaku,
P, = tlak par pfi teploté T,
AH,, = vyparné teplo,
AZ, = faktor stlacitelnosti (pouzije se hodnota 0,97),
m = empiricky faktor, jehoz hodnota zdvisi na fyzikdlnim stavu pfi teploté, pro niz je provadén vypocet.
Dile
M g (875 +RInT
T - F( ’ n b)

b

kde K je empiricky soucinitel zohledriujici polaritu latky. V pfirucce (b) jsou uvedeny hodnoty faktoru K pro nékolik typt
sloucenin.

Velmi ¢asto jsou k dispozici data o teploté varu pii snizeném tlaku. V takovém piipadé¢ se tlak par vypocte podle tohoto
vztahu:

—

T\"T, T
-(3-2=| =-2m|3-2—
T T T

RT

AHH
InP._ ~InP, +
” ! AZ,RT,

kde T, je teplota varu pfi snizeném tlaku P;.
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ZPRAVA

Je-li pouzita metoda odhadu, musi zprdva obsahovat tiplny postup vypoctu.
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(c) OECD Environmental Monograph No. 67. Application of Structure-Activity Relationships to the Estimation of Pro-
perties Important in Exposure Assessment (1993).
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1.1

1.2

1.3

1.4

PRILOHA 1I

A.22 DELKOVE VAZENY STREDNI GEOMETRICKY PRUMER VLAKEN

METODA

UvVOD

Tato metoda popisuje postup méfeni délkové vazeného stiedniho geometrického praméru (DVGSP) umélych mi-
nerdlnich vlaken (UMV). Jelikoz DVGSP statistického souboru bude s pravdépodobnosti 95 % mezi hladinami
vyznamnosti 95 % (DVGSP #+ dvé stiedni smérodatné chyby) vzorku, ohldsend hodnota (testovd hodnota) bude
niz§f hladina vyznamnosti 95 % vzorku (tj. DVGSP — 2 dv¢ stfedni smérodatné chyby). Metoda je zaloZena na
aktualizaci (Cerven 1994) ndvrhu pramyslového postupu HSE (Vykonny vybor pro zdravi a bezpe¢nost) dohod-
nutého na schiizce HSE a ECFIA (Evropskd asociace odvétvi keramickych vldken) v Chesteru dne 26. zaff 1993
a vyvinutého druhou mezilaboratorni zkouskou (1, 2). Tato méfici metoda mtiZe byt pouzita pro charakterizaci
praméru vldken sypkych latek ¢i vyrobkt obsahujicich UMV, véetné vysokotavnych keramickych vldken (VKV),
umélych skelnych vldken (USV), krystalickych a polykrystalickych vlaken.

Délkové vézent je zptisobem kompenzace vlivu rozlomen{ dlouhych vldken pfi odbéru vzorkd ¢i pfi manipulaci
s vldkny na rozlozeni jejich priméru. Pro méfeni rozlozeni velikosti priméra UMV jsou pouzita geometrickd sta-
tistickd data (geometricky pramér), jelikoz tyto priiméry obvykle maji rozlozeni velikosti bliZici se normalnimu.

Méfeni délky a praméru je jak tinavné, tak dlouhé, ovsem pokud se méfi pouze ta vldkna, kterd se dotykaji ne-
kone¢né tenké ¢dry na zorném poli rastrovaciho elektronového mikroskopu, pak je pravdépodobnost vybéru da-
ného vldkna piimo timérnd jeho délce. Jelikoz tim se zohlednuje délka pii délkové vdzenych vypoctech, jediné
vyzadované méfeni je méfeni priméru a DVGSP-2SE muze byt vypocten uvedenym zptisobem.

DEFINICE

Cistice: objekt s pomérem délky k sifce mensim nez 3:1.

Vlakno: objekt s pomérem délky k sifce (charakteristicky pomeér) nejméné 3:1.

PLATNOST A OMEZENI[

Metoda je urcena pro pohled na rozdéleni priméri o stiednim praméru mezi 0,5 pm a 6 pm. VES{ praméry mo-
hou byt méfeny pomoci mensich zvétseni rastrového elektronového mikroskopu, ale tato metoda bude stéle vice
limitovdna vzhledem k rozdéleni jemnych vlaken a je-li stfedni primér mensi nez 0,5 pm, doporucujeme méfeni
transmisnim elektronovym mikroskopem (TEM).

Princip méfici metody

Z vldknové pokryvky ¢i z volnych sypkych vldken se odebere nékolik reprezentativnich jadrovych vzorkd. Sypké
vldkna jsou délkové omezena pomoci procesu drcent a reprezentativni podil vzorku se rozpusti ve vodé. Pomér-
né podily se vyloudi a piefiltruji pres polykarbondtovy filtr o rozmérech pért 0,2 pm a pfipravi se na pozorovan{
pomoci technik rastrovactho elektronového mikroskopu (SEM). Priméry vldken se mé¥ pii zvétSeni obrazov-
ky x 10 000 nebo vy$sim (') pomoci ¢drové zadrzovaci metody, aby se ziskal nezaujaty odhad stiedniho pro-
méru. Vypocte se niz$i hladina vyznamnosti 95 % (na zdkladé jednostranného testu), a tim se ziskd odhad

() Tato hodnota zvéteni je uvedena pro vldkna o priméru 3 pum, pro vlakna o priméru 6 pm je vhodnéjsi zvétseni x 5 000.
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1.53.2

Popis méfici metody
Bezpecnostni opatfeni

Je nutno minimalizovat vystaveni osob zvifenym vldkniim a pfi manipulaci se suchymi vldkny je nutno pouzivat
digestof ¢i suchou skif. Je nutno periodicky provadét monitoring osobni expozice pro urceni efektivity kon-
trolnich metod. Pfi manipulaci s UMV je nutno nosit jednorazové rukavice pro omezeni podrdzdéni kiize a pro
zabranéni kiizové kontaminaci.

Pistroje/zafizeni

— lis a lisovadla (schopnd vyvinout tlak 10 MPa),

—  polykarbondtové filtry s kapilirnimi péry o velikosti 0,2 pm (priimér 25 mm),
— membranovy filtr z esteru buni¢iny o rozméru port 5 pm jako filtr zdlozni,

—  sklenény filtra¢ni pfistroj (¢i pouzitelné filtra¢ni systémy) pro filtry o priiméru 25 cm (napf. sklenénd mi-
kroanalytickd sada Millipore typ XX10 025 00),

—  Cerstvd voda destilovand pfes filtr o rozméru pérti 0,2 pm pro odstranéni mikroorganismd,
— katodovy rozprasovac s anodou ze zlata ¢i ze zlata/palladia,
— rastrovaci elektronovy mikroskop schopny rozliseni az 10 nm a pracujici pfi zvétseni x 10 000,

— razné: stérky, skalpel typu 24, pinzeta, tubusy SEM, uhlikové lepidlo ¢i uhlikovd lepici pdska, stifbrnd
tycinka,

— ultrazvukova sonda ¢&i ultrazvukova lazen na desce laboratorniho stolu,

— odbérac¢ vzorkt sedimentu ¢i korkovrt pro odebirdni jadrovych vzorka z pokryvky UMV.
Postup méfeni

Odbér vzorkii

U pokryvek a roun se pouzivd odbéra¢ vzorku velikosti 25 mm ¢i korkovrt pro odebirdni vzorkd z fezu. Vzorky
by mély byt rovnomérné rozprostieny po Sitce a z malé délky pokryvky, nebo by mély byt odebrany z ndhod-
nych ploch, je-li k dispozici pokryvka o velké délce. Stejné zatizeni miize byt pouzito pro odbér ndhodnych vzor-
ki z volnych vldken. Je-li to mozné, mélo by byt odebréno 3est vzorki tak, aby byly zohlednény prostorové
odchylky v sypkém materidlu.

Téchto Sest jadrovych vzorkd je nutno rozdrtit v lisovadle o priméru 50 mm tlakem 10 MPa. Materidl se roz-
michd stérkou a znovu se stla¢i tlakem 10 MPa. Poté se materidl vyjme z lisovadla a umisti v utésnéné sklenéné
lahvi.

Priprava vzorku

Je-li to nutné, organické pojivo maze byt odstranéno umisténim vliken do pece o teploté 450 °C po dobu jedné

hodiny.
Vytvarujte vzorek do kuzele a rozétvrte jej (to by mélo byt provedeno uvnitf prachové skiing).

Pridejte stérkou malé mnozstvi vzorku (< 0,5 g) do 100 ml Cerstvé destilované vody, kterd byla prefiltrovdna pres
membrénovy filtr 0,2 pm (je mozno pouzit jiny zdroj velmi ¢isté vody, ukaze-li se byt uspokojivy). Rédné roz-
michejte vzorek pomoci ultrazvukové sondy provozované s vykonem 100 W a vyladéné tak, aby se objevila ka-
vitace (neni-li sonda k dispozici, postupujte takto: opakované vzorek protiepte a otocte jej na dobu 30 sekund;
po dobu péti minut vystavte vzorek ultrazvuku v ultrazvukové 1dzni; poté opét nékolikrdt protiepte a otocte
vzorek po dobu dalsich 30 sekund).
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1.5.3.3

1.5.3.3.1

1.5.3.3.2

1.5.3.4

1.5.3.4.1

Thned po promichéni vldken odeberte nékolik pomérnych dilt (napf. tii pomérné ¢dsti o 3, 6 a 10 ml) pomoci
siroké pipety (o objemu 2-5 ml).

Vakuové prefiltrujte kazdy pomérny dil pfes polykarbonatovy filtr 0,2 pm s pomoci podptrného filtru MEC o ve-
likosti pérti 5 pm pomoci sklenéného filtra¢niho tunelu 25 mm s vdlcovou nadrzi. Piblizné 5 ml filtrované de-
stilované vody by mélo byt umisténo do tunelu a pomérny dil by mél byt pomalu pipetovén do vody, okraj pipety
se drzi pod prohnutou ¢ockou. Po pipetovani musi byt pipeta a nddrz fddné proplachnuta, jelikoz tenkd vldkna
maji snahu ulpivat ddle na povrchu.

Opatrné odstrante filtr a oddélte jej od podpirného filtru pred jeho umisténim do obalu za tGi¢elem jeho vysusent.

Uffznéte ¢tvrtinu ¢i polovinu filtrované ¢asti filtrovaného depozitu pomoci skalpelu typu 24 trhnutim. Opatrné
pfipojte odi{znutou ¢ast k bloku SEM pomoci lepici uhlikové pdsky ¢i uhlikového lepidla. Je nutno pouZit ales-
poi na tfech mistech stifbrnou tycinku pro zlepseni elektrického kontaktu na okrajich filtru a bloku. Je-li
lepidlo/stifbrnd tycinka suchd, katodové rozpraste cca 50 nm zlata ¢i zlata/palladia na povrch depozitu.

Kalibrace a provoz SEM

Kalibrace

Kalibrace SEM by méla byt zkontrolovdna minimalné jednou za tyden (idedlné jednou denné) pomoci certifiko-
vané kalibra¢ni m#fzky. Kalibrace musi byt kontrolovdna viici certifikovanému standardu a neni-li naméfend hod-
nota (SEM) v rozsahu +2 % hodnoty certifikované, potom musi byt kalibrace SEM sefizena a znovu zkontrolovana.

SEM by mél byt schopen rozlisit alespont minimdlni viditelny primér 0,2 pm pomoci redlné vzorkovaci matice
pii zvétSeni x 2 000.

Provoz

SEM by mél byt provozovan pii zvétSeni 10 000 (') za podminek, které dévaji dobré rozliseni pfi ptijatelném
snimku pFi pomalych snimacich rychlostech napf. 5 sekund na rdmec. I kdyZ se provozni pozadavky rtznych
SEM mohou lisit, obecné by mélo byt pouZito urychlovaci napéti 5-10 keV s nastavenim malé velikosti bodu
a kratkou pracovni vzddlenosti; tim se ziskd nejlepsi viditelnost a rozliseni s materidly o relativné nizkych ato-
movych hmotnostech. Pfi provddéni linedrntho pticného pohybu musi byt pouzit sklon 0° pro minimalizaci pte-
ostfeni, nebo md-li SEM eucentrickou fézi, musi byt pouzita eucentrickd pracovni vzdalenost. Mensi zvétSeni
muze byt pouZito, neobsahuje-li materidl vlakna o malych pramérech a priméry vliken jsou velké (> 5 pm)

Tiidend dle rozmérii

Pozorovdni pfi malém zvétSeni pro vyhodnoceni vzorku

Zpocatku by mél byt vzorek pozorovan pii malém zvétSeni pro ujisténi se o rozdrceni velkych vldken a pro vy-
hodnoceni hustoty vlaken. V ptipadé velkého rozdrceni je doporuceno pfipravit novy vzorek.

Kvuli statistické pfesnosti je nezbytné zméfit minimdlni pocet vldken a miZe se zdat byt vyhodnd vysokd hustota
vldken, jelikoz pozorovanim prazdnych poli ztrdcime ¢as a nijak k analyze nepfispivime. OvSem pii pretizeni
filtru je obtizné zméfit viechna méfitelnd vldkna a jelikoz mald vldkna mohou byt zakryta vldkny vétsimi, mo-
hou byt vynechdna.

Je-li hustota vldken vétsi nez 150 vldken na milimetr linedrniho pfi¢ného posuvu, mize dojit k nezddoucimu vli-
vu nadhodnoceni DVGSP. Na druhé strané mald koncentrace vldken zvysuje dobu analyzy a asto je ndkladové
efektivni ptipravit vzorek v hustotou vldkna blize hodnoté optimélni, nez zistat u poéitdni vldken o mensich kon-
centracich. optimdlni hustota vldken by méla dédvat praimérné jedno ¢i dvé pocitatelnd vldkna na pole z zdbéru
o zvéteni 5 000. Nicméné optimalni hustota bude zéviset na velikosti (priméru) vldken, takze je nezbytné, aby
obsluha pouzivala odborny tsudek za Gcelem rozhodnuti, zda je hustota vléken blizko hodnoté optiméln{ ¢i
nikoliv.

() U vldken 3 ym viz pfedchozi pozndmka.
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1.5.3.4.2

1.5.3.4.3

2.1

Délkové vdzeni primért vldken

Pouze ta vldkna, kterd se dotykaji (nebo kiizi) (nekonecné) tenkou ¢aru nakreslenou na obrazovce SEM, se za-
pocitdvaji. Z tohoto diivodu je pres stied obrazovky nakreslena horizontdlni (¢i vertikdlni) ¢dra.

Alternativné miize byt ve stfedu obrazovky umistén jediny bod a zahdji se spojité sniméni v jednom sméru pies
filtr. Kazdé vldkno o charakteristickém poméru vétsim nez 3:1 dotykajici se pfi prochazejici timto bodem md
zméfeny a zaznamenany pramer.

Tiidéni vldken

Doporucuje se méfeni minimdlné 300 vldken. Kazdé vldkno je méfeno pouze jednou v bodé priseciku s ¢arou ¢i
bodem nakreslenym na snimku (nebo blizko priseciku, jsou-li okraje vldkna zakrytd). Jestlize se objevi vldkna
s nerovnomérnym prufezem, je nutno pouZzit méfeni reprezentujici sttedni pramér vlakna. Je nutno dbét na de-
finovani okraje a méfit nejkratsi vzdalenost mezi okraji vldkna. T¥{déni maZe byt provddéno on-line, nebo off-line
na uloZenych snimcich ¢i fotografiich. Doporuceny jsou poloautomatické snimkovaci méFici systémy, které
stahuji data pfimo do tabulky, jelikoZ Setif cas, eliminuji chyby v pfepisech a mohou byt zautomatizovany
vypocty.

Konce dlouhych vldken by méla byt zkontrolovany pfi malém zvétseni, aby bylo zajisténo, Ze se nepfesunou zpét
do méfictho zorného pole a Ze budou méfeny pouze jednou.

DATA

NAKLADANI S VYSLEDKY

Priméry vldken obvykle nemaji normalni rozdéleni. Ovem provedenim logaritmické transformace je mozno zis-
kat rozdéleni, které se blizi norméalnimu.

Vypoctéte aritmeticky pramér (stfedni (mean) InD) a standardni odchylku (SD,,;,) logaritmem o zékladu e hod-
noty (InD) priimért vldken (D).

TInD
n (1)

mean InD =

2(InD -~ mean InD) :

InD n-1

Standardni odchylka je délena druhou odmocninou po¢tu méfeni (n), ¢imz ziskdme stiedni smérodatnou chybu
(SElnD)'

- SD
InD ~ ﬁ (3)

Odectéte od primérné hodnoty dvojndsobek stiedni smérodatné chyby a vypoctéte exponencidl této hodnoty
(pramér minus dvé stfedni smérodatné chyby), coz ddvd stfedni geometrickou hodnotu minus dvé geometrické
smérodatné chyby.

LWGMD — 2SE = e(meam ]nD72SElnd)
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3, ZPRAVY

ZPRAVA O MERENT
Zpréva o méfeni by méla obsahovat minimélné tyto informace:
—  hodnotu DVGSP-2SE,

— veskeré odchylky a zejména ty, které mohou mit vliv na pfesnost vysledkd, s patficnym odtivodnénim.

4. LITERATURA
(1) B. Tylee SOP MF 240. Health and Safety Executive. Unor 1999.

(2) G. Burdett and G. Revell. Development of a standard method to measure the length-weigthed geometric
mean fibre diameter: Results of the Second inter-laboratory exchange. IR/L/MF/94/07. Projekt R42.75 HPD.
Health and Safety Executive. Research and Laboratory Services Division. 1994.



L 220/24

Utedni véstnik Evropské unie

24.8.2009

PRILOHA 111

B.46 DRAZDENI KUZE IN VITRO: ZKOUSKA POMOCi MODELU REKONSTRUOVANE LIDSKE EPIDERMIS

1.1

1.2

METODA

UvoD

Drdzdéni kiize znamend tvorbu reverzibilniho poskozeni kiiZe po pouZiti zkousené latky v délce 4 hodin (jak ji
definuje globdlné harmonizovany systém klasifikace a oznac¢ovani chemickych latek Organizace spojenych na-
rodd (OSN) (GHS)) (1). Tato zkusebni metoda poskytuje postup in vitro, ktery v zavislosti na informa¢nich po-
zadavcich maze povolovat stanoveni drdzdivych Gcinkd ldtek na kizi jakozto samostatnd nédhradni zkouska
v rdmci strategie zkouseni v piistupu zaloZeném na vadzeni diikaz (2).

Hodnoceni drdzdéni kaze typicky zahrnovalo pouzivéni laboratornich zvifat (viz metoda B.4) (3). V souvislosti
s ohledy na dobré zachdzeni se zvitaty metoda B.4 umozZnuje stanovit poleptani/drazdéni kize uplatnénim stra-
tegie postupného zkouseni, pouzitim validovanych metod in vitro a ex vivo, coz vylucuje bolest a utrpeni zvitat.
Tti validované zkusebni metody in vitro nebo zkusebni pokyny B.40, B.40a a TG 435 (4, 5, 6) jsou uZitecné pro
tu ¢dst strategie postupného zkouseni B.4, jez se tykd poleptani.

Tato zkusebni metoda je zaloZena na modelech rekonstruované lidské epidermis, které svym celkovym uspord-
dénim (pouzitim keratinocytt: ziskanych z lidské epidermis jakozto zdroje bunék, reprezentativni tkdné a cytoar-
chitektury) vérné napodobuji biochemické a fyziologické vlastnosti svrchnich ¢dsti lidské kaze, tj. epidermis.
Postup popsany podle této zkusebni metody dovoluje rozpoznat nebezpedi drazdivych latek v souladu s kate-
gorif 2 GHS OSN. Tato zkuSebni metoda rovnéZz zahrnuje mnoZinu standardt chovani pro hodnoceni podob-
nych a modifikovanych zkusebnich metod zalozenych na rekonstruované lidské epidermis (7).

Pro dvé zkusebni metody in vitro (8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17), komer¢né dostupné jako EpiSkin™ a Epi-
Derm™, které pouzivaji modely rekonstruované lidské epidermis, byly dokonceny prevalidacni, optimaliza¢ni
a valida¢ni studie. Tyto odkazy byly zaloZeny na vété oznacujici rizikovost R38. Nékterymi aspekty pfepoctu pro
ucely GHS se zabyvd v ramci pouzité literatury odkaz 25. Metody, u nichz chovéni odpovida EpiSkin™ (valido-
vand referenéni metoda 1), jsou doporuceny jakozto samostatnd nahradni zkuSebni metoda pro zkousku na
krélicich in vivo, kterd slouzi ke klasifikaci drdzdivych latek kategorie 2 GHS. Metody, u nichZ chovani odpovidd
EpiDerm™ (validovand referen¢n{ metoda 2), jsou doporuceny pouze jako rozfadovaci zkusebni metoda nebo
jako soucdst strategie postupného zkouseni u piistupu zaloZeného na vazeni diikaza pro klasifikaci drdzdivych
latek kategorie 2 GHS. Pfedtim, nez lze pro regula¢ni tcely pouzit navrhovanou zkousku s modelem rekonstru-
ované lidské epidermis in vitro k podrazdéni kize, je zapotiebi stanovit jeji spolehlivost, relevanci (pfesnost)
a omezeni vztahujici se na jeji navrhované pouziti, aby se zajistila jeji srovnatelnost s uvedenymi parametry va-
lidované referen¢ni metody 1 v souladu se standardy chovdni stanovenymi v této zkusebni metodé (dodatek).

V souladu s pozadavky podle této zkusebni metody byly validovany dvé dalsi zkusebni metody s rekonstruova-
nou lidskou epidermis in vitro a vykazuji podobné vysledky jako validovand referen¢ni metoda 1 (18). Jsou to
modifikovand zkusebni metoda EpiDerm™ (upravend referencni metoda 2) a zkuSebni metoda SkinEthic RHE™
(metoda 1 ,me-t00%).

DEFINICE

V rdmci této zkusebni metody se pouzivaji nasledujici definice:

Presnost: Blizkost shody mezi vysledky zkusebni metody a pfijatymi referenénimi hodnotami. Je to mira cho-
véani zkuSebni metody a jeden aspekt relevance. Termin se ¢asto pouZzivd zaménitelné za ,shodu®, ¢imZ se md na
mysli podil spravnych vysledkti zkusebni metody.

Kontrolni ldtka $arze: Srovnévaci latka vyvoldvajici u tkdné odezvu Zivotaschopnosti bunék stfedniho rozsahu.
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1.3

Zivotaschopnost bun&k: Parametr méfici celkovou aktivitu bunécné populace, napf. jako schopnost bunée-
nych mitochondridlnich dehydrogenaz redukovat vitdlni barvivo MTT (3—(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
2H-tetrazolium-bromid, thiazolylovd modf), které v zavislosti na naméfeném cilovém bodu a pouzitém designu
zkousky koreluje s celkovym poctem nebo vitalitou zivych bunék.

ETs,: Doba expozice pozadovand pro sniZeni Zivotaschopnosti bunék o 50 % po nasazeni litky markeru ve spe-
cifikované pevné koncentraci, viz rovnéz ICs,,.

Mira fale$né negativity: Podil vSech pozitivnich latek falesné identifikovanych zkusebni metodou jako negativ-
ni. Je to jeden ukazatel chovéni zkusebni metody.

Mira falesné pozitivity: Podil viech negativnich (neticinnych) ldtek, které jsou falesné identifikovany jako po-
zitivni. Je to jeden ukazatel chovani zkusebni metody.

Nekonecnd ddvka: Mnozstvi zkusebni ldtky nanesené na kazi, které pfesahuje mnozstvi pozadované pro tplné
a rovnomérné pokryti povrchu kize.

GHS (globdlné harmonizovany systém klasifikace a oznacovani chemickych litek): Systém navrhujici kla-
sifikaci ldtek a smési podle standardizovanych typt a tirovni fyzikédlnich, zdravotnich a environmentélnich ne-
bezpedi a fesici piislusné komunikacni prvky, jako jsou piktogramy, signalni slova, vyroky o nebezpedi, vyroky
o0 bezpecnostnich opatienich a bezpe¢nostni datové listy, které obsahuji informace o jejich nezddoucich t¢incich
s ohledem na ochranu lid{ (véetné zaméstnavateld, délnikd, prepravct, spotiebitelt a osob reagujicich na havé-
rie) a Zivotniho prostiedi (1); tento systém je v EU proveden nafizenim (ES) ¢. 1272/2008.

IC5,: Koncentrace, pii niz litka markeru sniZuje Zivotaschopnost tkdni o 50 % (IC5,) po pevné stanovené dobé
expozice, viz rovnéZ ET .

Standardy chovdni: Standardy zalozené na validované referencéni metodé, které slouzi jako zdkladna pro vy-
hodnoceni srovnatelnosti navrhované zkusebni metody, jez je mechanicky a funkéné podobnd. Mezi né patii I)
zasadné dilezité slozky zkusebni metody, 1) minimdlni seznam referencnich ltek vybranych z ltek pouzivanych
k prokdzani piijatelného chovani validované referenéni metody a IIT) srovnatelné hladiny pfesnosti a spolehli-
vosti zaloZené na tom, co bylo ziskdno pro validovanou referenéni metodu, které by navrhovand zkusebni me-
toda méla prokdzat pii vyhodnoceni za pouziti minimalniho seznamu referen¢nich ldtek.

Spolehlivost: M&if rozsah, v némz lze provddét zkusebni metodu reprodukovatelné v rdmci laboratofi a mezi
nimi navzdjem po danou dobu, pficemz se metoda provéddi s vyuzitim stejného protokolu. Vyhodnocuje se na
zdklad¢ vypoctu vnitrolaboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnosti.

Citlivost: Podil viech pozitivnich/G¢innych ldtek, které jsou sprévné klasifikoviny zkouskou. Je to méfitko pres-
nosti zkusebni metody, kterd ddva kategorické vysledky, a je dilezitym prvkem pfi hodnoceni relevance zkuseb-
ni metody.

Specifi¢nost: Podil viech negativnich/neti¢innych litek, které jsou spravné zkouskou klasifikovény. Je to mé-
fitko presnosti zkuSebni metody, kterd ddvé kategorické vysledky, a je dalezitym prvkem p#i hodnocent rele-
vance zkuSebni metody.

Drazdéni kiiZe: Tvorba reverzibilniho poskozeni kize po pouziti zkousené ldtky az po dobu 4 hodin. Drdzdéni
kaze je lokdlné vznikajici neimunogenni reakee, kterd se objevuje krdtce po stimulaci (24). Jeji hlavni charakteris-
tikou je reverzibilni proces zahrnujici zanétlivé reakce a vétsinu klinickych charakteristickych pfiznakd drazdéni
(erytém, edém, svédéni a bolest) v souvislosti se zdnétlivym procesem.

ROZSAH A OMEZENI{

Omezeni zkousek rekonstruované lidské epidermis spadajicich do této zkuSebni metody spocivé v tom, Ze po-
uze klasifikuji latky jako drdzdivé pro kuzi podle kategorie 2 GHS OSN. Protoze nedovoluji klasifikaci ldtek podle
volitelné kategorie 3, jak ji definuje GHS OSN, v3echny zbyvajici ldtky klasifikovany nebudou (bez kategorie).
V zévislosti na potiebéch regulace a na mozném budoucim zahrnuti novych cilovych bodg, zlepseni nebo vyvoji
novych zkousek typu ,me-too” bude moznd nutné tuto zkusebni metodu revidovat.

Tato zkuSebni metoda dovoluje rozpoznat nebezpeci drazdivych jednoslozkovych latek (19), ale neposkytuje
adekvatni informace o poleptani kiZe. Plyny a aerosoly zkouset nelze, zatimco smési dosud nebyly ve valida¢ni
studii hodnoceny.
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1.4

1.5

1.6

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Zkousend latka se topicky nanese na trojrozmérny model rekonstruované lidské epidermis obsahujici normélni
lidské epidermdlni keratinocyty, které byly kultivovany s cilem vytvorit vicevrstevnaty, vysoce diferenciovany mo-
del lidské epidermis. Skladd se z organizovanych bazalnich, vybézkovitych a granuldrnich vrstev a vicevrstevna-
tého stratum corneum, jeZ obsahuje mezibunééné lameldrni lipidové vrstvy usporddané do vzorct analogickych
k tém, které se nachdzi in vivo.

Princip zkousky na modelu rekonstruované lidské epidermis je zaloZen na ptredpokladu, ze drazdivé latky jsou
schopny proniknout pfes stratum corneum diftizi a Ze jsou cytotoxické pro bunky v podkladovych vrstvach.
Zivotaschopnost bunék se méf{ pfeménou vitdlntho barviva MTT [3—(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-
tetrazolium-bromid, thiazolylovd mod, ¢islo EINECS 206-069-5, ¢islo CAS 298-93-1] ti¢cinkem dehydrogenazy
na stil modrého formazanu, ktery se kvantitativné mé¥i po extrakei z tkdni (20). Drézdivé latky se identifikuji na
zdkladé jejich schopnosti snizovat Zivotaschopnost bunék pod definované prahové tirovné (tj. < 50 % pro drdz-
divé latky kategorie 2 GHS OSN). Létky, které produkuji Zivotaschopnosti bunék nad definovanou prahovou hla-
dinu, klasifikovdny nebudou (tj. > 50 %, zddnd kategorie).

Modelové systémy rekonstruované lidské epidermis Ize pouzit k testovani pevnych latek, kapalin, polotuhych
latek a voska. Kapaliny mohou byt vodné ¢i nevodné, pevné latky mohou byt ve vodé rozpustné ¢i nerozpustné.
Pevné latky je zapotiebi zkouset ve formé jemného prasku, bude-li to mozné. Protoze do validace zkusebnich
systému zaloZenych na modelu rekonstruované lidské epidermis bylo zahrnuto 58 peclivé vybranych latek re-
prezentujicich Siroké spektrum chemickych tifd, o¢ekdva se, Ze metody budou obecné pouzitelné napfic chemic-
kymi tfidami (16). Validace zahrnuje 13 drdzdivych ldtek kategorie 2 GHS. Je tieba poznamenat, Ze do validace
nebyly zafazeny neZiravé kyseliny, zdsady, soli a jiné anorganické latky a nebyly do ni zahrnuty ani nékteré znd-
mé tiidy organickych drdzdivych latek, napiiklad hydroperoxidy, fenoly a povrchové aktivni latky, ¢i byly zafa-
zeny jen v omezené mife.

PROKAZANI ODBORNOSTI

Pred rutinnim pouzivanim validované metody, kterd se ¥di touto zkusebni metodou, mohou laboratofe projevit
piani prokazat technickou odbornost pii pouziti deseti latek doporucenych v tabulce 1. Podle této zkusebni me-
tody se volitelnd kategorie 3 GHS OSN nepovazuje za kategorii. U origindlnich podobnych zkusebnich metod
(typu ,me-too) vyvinutych podle této zkusebni metody, které jsou strukturalné a funkéné podobné validovanym
referen¢nim metoddm, nebo u tprav validovanych metod je zapotfebi pouzit standardy chovani popsané v do-
datku k této zkusebni metodé pro prokdzdni srovnatelné spolehlivosti a piesnosti nové zkusebni metody pred
jejim pouzitim pro regulacni zkouseni.

Tabulka 1
Litky k prokdzani odbornosti, které jsou podmnozZinou referen¢nich litek uvedenych na seznamu
v dodatku
Latka Cislo CAS Skére in vivo Skupenstvi Kategorie GHS
kyselina naftalen-1-octova 86-87-3 0 pevné zadnd kategorie
isopropylalkohol 67-63-0 0,3 kapalné zadnd kategorie
methyl-steardt 112-61-8 1 pevné zadna kategorie
heptyl-butyrat 5870-93-9 1,7 kapalné volitelnd kategorie 3
hexyl-salicylat 6259-76-3 2 kapalné volitelnd kategorie 3
cyklamenaldehyd 103-95-7 2,3 kapalné kategorie 2
1-bromhexan 111-25-1 2,7 kapalné kategorie 2
butyl-methakrylat 97-88-1 3 kapalné kategorie 2
3-fenyl-1-methylpiperazin 5271-27-2 3,3 pevné kategorie 2
heptanal 111-71-7 4 kapalné kategorie 2

POPIS METODY

Ndsleduje popis slozek a postupt zkousky zalozené na modelu rekonstruované lidské epidermis pii hodnoceni
drazdéni kaze. Model rekonstruované lidské epidermis lze sestavit, pfipravit nebo ziskat komercné (napf. Epi-
Skin™, EpiDerm™ a SkinEthic RHE™). Protokoly standardni zkusebni metody pro EpiSkin™, EpiDerm™ a Ski-
nEthic RHE™ lze ziskat na adrese [http://ecvam.jrc.ec.europa.eu] (21, 22, 23). Zkouseni 1ze provadét nésledujicim
zptisobem:
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1.6.1 Slozky modelu rekonstruované lidské epidermis

1.6.1.1  Vseobecné podminky modelu

K sestaveni epitelu je zapotiebi pouzit normdlni lidské keratinocyty. Pod funkénim stratum corneum by mély byt
piitomny vicendsobné vrstvy Zivotaschopnych epitelovych bunék (bazélni vrstva, stratum spinosum, stratum gra-
nulosum). Stratum corneum by mélo byt vicevrstevnaté a obsahovat profil esencidlnich lipidt k vytvofeni funkéni
bariéry robustni natolik, aby vzdorovala rychlému priniku cytotoxickych latek markeru, napf. dodecylsulftu
sodného (SDS) nebo piipravku Triton X-100. Funkci bariéry 1ze hodnotit bud’ stanovenim koncentrace, pfi niz
latka markeru snizuje Zivotaschopnost tkdni o 50 % (IC5,) po pevné stanovené expozi¢ni dobé, nebo stanovenim
expozi¢ni doby pozadované ke snizeni Zivotaschopnosti bunék o 50 % (ET,) po nasazeni latky markeru ve spe-
cifikované pevné stanovené koncentraci. Zadrzovaci vlastnosti modelu by mély zabranit prichodu materidlu
v oblasti stratum corneum do Zivotaschopné tkdng, coz by zpiisobilo $patné modelovani expozice kize. Model ktize
by nemél byt kontaminovan bakteriemi, viry, mykoplazmou ani mykézami.

1.6.1.2  Funkéni podminky modelu

1.6.1.2.1 Zivotaschopnost

MTT (20) je upfednostiiovanou kvantitativni analyzou pro stanoveni miry Zivotaschopnosti. Optickd hustota
(OD) extrahovaného (rozpustitelného) barviva z tkdné osetfené negativni kontrolou (NC) by méla byt nejméné
dvacetindsobné vétsi nez OD extrakéniho rozpoustédla samotného. Je nutné prokdzat, ze tkdn osetfend NC je sta-
bilni v kultufe (poskytnout podobnd méfeni Zivotaschopnosti) po dobu trvén{ lhiity zkusebni expozice.

1.6.1.2.2 Bariérova funkce

Stratum corneum a jeho lipidové slozeni by mélo dostacovat na to, aby odoldvalo rychlému prianiku cytotoxic-
kych ldtek markeru, napt. SDS nebo Triton X-100, podle odhadu na zdkladé IC5, nebo ETs,.

1.6.1.2.3 Morfologie

Histologické vySetfeni rekonstruované ktize/epidermis by mél provadét vhodné kvalifikovany persondl a mélo by
prokdzat strukturu podobnou lidské kiizijepidermis (véetné vicevrstevnatého stratum corneum).

1.6.1.2.4 Reprodukovatelnost

Vysledky metody pouzivajici specificky model by mély prokazat reprodukovatelnost v pribéhu ¢asu, nejlépe po-
moci vhodné kontrolni (srovndvaci) latky sarze (viz dodatek).

1.6.1.2.5 Kontroly kvality (QC) modelu

Kazdd sarze pouzitého epidermalniho modelu by méla spliiovat definovand produkéni kritéria uvolnéni do obé-
hu, kdy mezi nejvyznamnéjsi patii kritérium Zivotaschopnosti (bod 1.6.1.2.1) a bariérové funkce (bod 1.6.1.2.2).
Rozsah pfijatelnosti (horni a dolni mez) pro ICs, nebo ETs, je zapotiebi zjistit u dodavatele modelu kaze (nebo
experimentdtora, pokud se pouzivd vlastni model). Bariérové vlastnosti tkani je nutno ovéfit laboratorné po do-
déni tkdni. Pro spolehlivou predpovéd drazdivych cinkid mohou byt pfijatelné pouze vysledky vyprodukované
pomoci nélezitych tkdni. Jako piiklad jsou dile uvedeny rozsahy ptijatelnosti pro validované referencni metody.

Tabulka 2

Piiklady kritérii kontroly kvality pro uvolnéni Sarze do obéhu

Préimér rozsahu

Dolni mez pfijatelnosti . .
° ez prijatelnost pfijatelnosti

Horni mez pfijatelnosti

Validovand referen¢ni metoda 1 | IC5, = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 hodin osetieni SDS)
Validovand referenéni metoda 2 | ET,, = 4,8 h ETs, = 6,7 h ETs, = 8,7 h

(1 % Triton X100)
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1.6.1.3

1.6.1.4

1.6.1.5

2.1

Nasazeni zkousené a kontrolni ldtky

Pro kazdou 1écbu a pro kontroly (minimélné tii replikaty na jednu zkousku) je zapotiebi pouzit dostatecny pocet
tkanovych replikdtd. U kapalnych i u pevnych latek je zapottebi nandset dostate¢né mnozstvi zkusebni latky, aby
rovnomérné pokryla povrch kiZe, a soucasné se vyhnout nekonecné davcee (viz bod 1.2 Definice), tj. minimalné
by se mélo pouzit 25 plfcm? nebo 25 mgfcm?. U pevnych ldtek by mél byt povrch epidermis pred nanesenim
zvlh¢en deionizovanou nebo destilovanou vodou, aby se zajistil dobry kontakt s kazi. Pevné ldtky je zapotiebi
zkouset ve formé jemného prasku, bude-li to mozné. Na konci expozi¢ni lhiity je nutné zkusebni ldtku peclivé
splachnout z povrchu kiize vodnym pufrem nebo roztokem 0,9 % NaCl. V zdvislosti na pouZzitém modelu rekon-
struované lidské epidermis se mtize doba expozice ménit od 15 do 60 minut a teplota inkubace v rozmezi 20 az
37 °C. Podrobnosti naleznete ve standardnich provadécich postupech pro tyto tfi metody (21, 22, 23).

Soubézné NC a pozitivni kontroly (PC) je nutné pouzivat pro kazdou studii, aby se prokdzalo, ze Zivotaschop-
nost (NC), bariérova funkce a vyslednd tkdnova citlivost (PC) tkdni je v ramci definovaného rozpéti historické pfi-
jatelnosti. Navrhovanou latkou PC je 5 % vodny SDS. Navrhovanymi latkami NC jsou voda a fosfatovy pufrovy
fyziologicky roztok (PBS).

Meéfeni Zivotaschopnosti bunck

zici ptsobeni zkousenych ldtek, ale po dostatecné dlouhé inkuba¢ni dobé po osetfeni oplachnutych tkani v cer-
stvém médiu. Toto obdobi umozZnuje jak regeneraci po slabych drdzdivych acincich, tak i po vzniku jasnych
cytotoxickych d¢inkd. Béhem optimaliza¢ni fize zkousky (9, 10, 11, 12, 13) se jako optimdlni ukdzala 42hodi-
novd inkubacni doba po osetfeni, a byla proto pouzita pii validaci referen¢nich zkusebnich metod.

Kvantitativni analyza konverze MTT je kvantitativni validovand metoda, kterou je nutné pouzivat k méteni Zivo-
taschopnosti bunék. Je kompatibilni s pouzZitim soustavy trojrozmérné tkdné. Vzorek kize se umisti do roztoku
MTT o vhodné koncentraci (napf. 0,3 az 1 mg/ml) na 3 hodiny. VysraZeny modry formazan se poté extrahuje
z tkdné pomoci rozpoustédla (napt. isopropylalkohol, kysely isopropylalkohol) a koncentrace formazanu se méf{
stanovenim OD pfi 570 nm pomoci pdsmové propustnosti maximdlné +30 nm.

Optické vlastnosti zkousené ldtky nebo jeji chemické ptsobeni na MTT muze interferovat s kvantitativni
analyzou, coz vede k nepravdivému odhadu Zivotaschopnosti (protoze zkousend litka maze branit tvorbé barvy
nebo ji zpétné prevracet a stejné tak ji i zptsobovat). K tomu maze dochdzet v piipadg, Ze se specifickd zkousend
latka zcela neodstrani z kiize oplachovdnim, nebo v piipadé, Ze pronikne ptes epidermis. Jestlize zkousend latka
pusobi pifimo na MTT, md pfirodni zabarveni nebo se zabarvi béhem osetfovani tkdné, pak jsou zapotiebi ke zjis-
ténf interference zkusebni latky s technikou méfeni Zivotaschopnosti a k jeji korekci dodate¢né kontroly. Pod-
robny popis postupu testovani piimé redukce MTT naleznete v protokolu zkusebni metody pro validované
referencni metody (21, 22, 23). Nespecifickd barva (NSC) zptisobend témito interferencemi by neméla pfekrocit
30 % NC (pro korekce). Jestlize je NSC > 30 %, zkousSend litka bude povazovdna za litku se zkouskou
nekompatibilni.

Kritéria pijatelnosti kvantitativni analyzy

U kazdé kvantitativni analyzy vyuZivajici platnych Sarzi (viz bod 1.6.1.2.5) je zapotiebi, aby tkdné osetfené NC
vykazovaly OD odrézejici kvalitu tkdni, kterd vznikla po vSech pfepravnich a pfejimacich krocich a celém pro-
cesu drazdéni dle protokolu. Hodnoty OD kontrol by nemély byt pod historicky zjisténymi dolnimi hranicemi.
Podobné by tkdné oetiené PC, tj. 5 % vodnym SDS, mély reflektovat citlivost, kterou si tkdné uchovaly, a jejich
schopnost reagovat na drazdivou latku v podminkéch kazdé individudlni kvantitativni analyzy (napt. Zivotas-
chopnost < 40 % pro validovanou referencni metodu 1 a < 20 % pro validovanou referenéni metodu 2). Je nutno
definovat souvisejici a vhodnd méfeni variability mezi tkdnovymi replikdty (napf. pokud se pouzivaji standardni
odchylky, mély by byt < 18 %).

UDAJE

UDAJE

Pro kazdou 1écbu by tdaje z individudlnich vzorkd zkousek replikdtu (napi. hodnoty OD a tdaje vypocitané pro-
centudlni Zivotaschopnosti pro kazdou zkousenou ldtku véetné klasifikace) mély byt uvdadény ve formé tabulky
véetné daji z opakovanych experimentti v piipadé potieby. Navic je pro kazdy pokus zapotiebi uddvat pri-
méry * standardni odchylky. Pozorované interakce s ¢inidlem MTT a barevnymi zkouSenymi ldtkami je nutno
uvéadét pro kazdou zkousenou latku.



24.8.2009 Utedni véstnik Evropské unie L 220/29

2.2 VYKLAD VYSLEDKU

Hodnoty OD ziskané s kazdym zkusebnim vzorkem lze pouzit pro vypocet procentudlniho podilu Zivotaschop-
nosti v porovndni s NC, kterd je stanovena na 100 %. Je zapotfebi jasné definovat, dokumentovat a v piipadé po-
tieby prokdzat hodnotu hrani¢ni meze (,cut-off) procentudlniho podilu Zivotaschopnosti bunék odlisujiciho
drazdivou latku od neklasifikovanych zkousenych ltek a statisticky postup (statistické postupy) pouzité k hod-
noceni vysledki a identifikaci drdzdivych latek. Mezni hodnoty pro predpovéd drazdéni spojené s validovanymi
referen¢nimi hodnotami jsou uvedeny nize:

Zkousend latka je povazovana za drazdivou pro kazi v souladu s kategorif 2 GHS OSN:
i) jestlize je Zivotaschopnost tkdné po expozici a inkubaci po oSetfeni mensi nebo rovna (<) 50 %.
Zkousend ltka se povazuje za nezafazenou do zddné kategorie:

i) jestliZe je Zivotaschopnost tkdné po expozici a inkubaci po osetfeni vétsi (>) 50 %.

3, ZPRAVY

3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce md pokud mozno obsahovat nasledujici informace:
Zkousend a kontroln{ latka:
— chemicky nédzev (ndzvy), napi. dle [IUPAC nebo ndzev CAS a ¢&islo CAS, jsou-li zndmy,
— (istota a slozenf ldtky (v hmotnostnich procentech),

—  fyzikdlné-chemické vlastnosti vyznamné pro provadéni studie (napf. skupenstvi, stabilita a t€kavost, pH, roz-
pustnost ve vodé, pokud je zndma),

—  piipadné osetfeni zkousenych/kontrolnich latek pred zkouskou (napf. zahfivani, mleti),
— podminky uchovavéni.

Odtvodnéni modelu kiize a pouzitého protokolu.

Zkusebni podminky:

—  pouzity bunécny systém,

— informace o kalibraci méfictho zafizeni a pdsma propustnosti pouzitého pro méfeni Zivotaschopnosti bu-
nék (napf. spektrofotometr),

— Gplné podpiirné informace pro specificky pouzity model kize véetné jeho chovéni. Ten by mél zejména
zahrnovat:

i)  zivotaschopnost,
ii)  bariérovou funkci,
iii) morfologii,
iv) reprodukovatelnost a predvidatelnost,
v)  kontroly kvality (QC) modelu,
— podrobnosti pouzitého zkusebniho postupu,

— pouzité zkuSebni ddvky, doba expozice a doba inkubace po oetien,
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popis jakychkoli dprav zkusebniho postupu,
odkaz na historické tidaje modelu. Ten by mél zejména zahrnovat:
i)  pfijatelnost udaji QC s odkazem na historické tidaje 3arze,

ii) ptijatelnost hodnot pozitivnich a negativnich kontrol s odkazem na priméry a rozsahy pozitivnich
a negativnich kontrol,

popis pouzitych hodnoticich kritérii véetné odtivodnéni vybéru bodu (bodt) hrani¢ni meze pro model
piedpovédi.

Vysledky:

udaje z individudlnich zku$ebnich vzorkd ve formé tabulky,

popis ostatnich pozorovanych Géinki.

Diskuse o vysledcich.

Zavery.
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Dodatek

Hodnoceni charakteristik chovani navrhovanych modeli rekonstruované lidské epidermis in vitro pro
drazdéni kize

UvoD

Navrhované postupy pro pouziti v ramci této zkusebni metody je nutné vyhodnotit s cilem stanovit jejich spolehlivost a pres-
nost pomoci latek zastupujicich plny rozsah Draizeho $kaly drazdivosti. Pfi vyhodnoceni pomoci 20 doporucenych refe-
ren¢nich ldtek (tabulka 2) by navrhované postupy mély mit hodnoty spolehlivosti a presnosti, které jsou srovnatelné
s hodnotami validované referencni metody 1 (tabulka 3) (1). Standardy pfesnosti a spolehlivosti, kterych by mélo byt do-
sazeno, jsou uvedeny v ¢dstech II a IIl niZe. Neklasifikované a klasifikované latky (kategorie 2 GHS OSN), predstavujici plat-
né chemické tfidy, jsou zahrnuty s tim, Ze spolehlivost a chovani (citlivost, specificnost, miry falesné negativity a pozitivity
a pfesnost) navrhované zkusebni metody Ize srovnavat se spolehlivosti a dal§imi parametry validované referen¢ni metody 1.
Spolehlivost zkusebni metody spole¢né s jeji schopnosti spravné identifikovat drazdivé latky kategorie 2 GHS OSN by méla
byt stanovena pied jejim pouzitim ke zkouseni novych latek.

STANDARDY CHOVANI

Standardy chovani zahrnuji ndsledujici tfi prvky ) zasadni slozky zkusebni metody, II) referencni latky a I1I) definované hod-
noty pfesnosti a spolehlivosti (2). Tyto standardy chovéni jsou zaloZeny na standardech chovéni definovanych po dokon-
Ceni valida¢ni studie drdzdéni kize ECVAM (3).

) Zésadni slozky zkuSebni metody

Vseobecné podminky modelu

K sestaveni epitelu je zapotiebi pouzit normalni lidské keratinocyty. Pod funkénim stratum corneum by mély byt pii-
tomny vicendsobné vrstvy Zivotaschopnych epitelovych bunék (bazélni vrstva, stratum spinosum, stratum granulosum).
Stratum corneum by mélo byt vicevrstevnaté a obsahovat profil esencidlnich lipida k vytvofeni funkéni bariéry robustni
natolik, aby vzdorovala rychlému priniku cytotoxickych latek markeru, napf. SDS nebo pfipravku Triton X-100. Funk-
ci bariéry Ize hodnotit bud stanovenim koncentrace, pfi niz ldtka markeru sniZuje Zivotaschopnost tkdni o 50 % (ICs,)
po pevné stanovené expozi¢ni dobé, nebo stanovenim expozi¢ni doby pozadované ke snizeni Zivotaschopnosti bu-
nék 0 50 % (ETs,) po nasazeni litky markeru ve specifikované pevné stanovené koncentraci. Zadrzovaci vlastnosti mo-
delu by mély zabrénit prichodu materidlu v oblasti stratum corneum do Zivotaschopné tkdng, coz by zpusobilo $patné
modelovani expozice kiize. Model kiize by nemél byt kontaminovan bakteriemi, viry, mykoplazmou ani mykézami.

Funkéni podminky modelu

Zivotaschopnost

MTT (4) je upfednostilovanou kvantitativn{ analyzou pro stanoveni miry Zivotaschopnosti. OD extrahovaného (roz-
pustitelného) barviva z tkdné oetfené NC by méla byt nejméné dvacetindsobné vétsi nez OD extrakéniho rozpousté-
dla samotného. Je nutné prokdzat, Ze tkdn oSetfend NC je stabilni v kultufe (poskytnout podobnd méfeni
zivotaschopnosti) po dobu trvani Ihity zkusebni expozice.

Bariérovd funkce

Stratum corneum a jeho lipidové slozeni by mélo dostacovat na to, aby odoldvalo rychlému priniku cytotoxickych latek
markeru, napf. SDS nebo Triton X-100, podle odhadu na zdkladé IC5, nebo ETs,.

Morfologie

Histologické vysetfeni rekonstruované kize/epidermis by mél provadét vhodné kvalifikovany persondl a mélo by pro-
kdzat strukturu podobnou lidské kizi/epidermis (vetné vicevrstevnatého stratum corneum).
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Reprodukovatelnost

Vysledky metody pouzivajici specificky model by mély prokazat reprodukovatelnost v priibéhu ¢asu, nejlépe pomoci
vhodné kontrolni (srovndvaci) ltky SarZe (viz definice v bodé 1.2).

Kontroly kvality (QC) modelu

Kazdd sarze pouzitého epidermélniho modelu by méla spliiovat definovand produkéni kritéria uvolnéni do obéhu, kdy
mezi nejvyznamnéjsi patif kritérium Zivotaschopnosti a bariérové funkce. Rozsah piijatelnosti (horni a dolni mez) pro ICs
nebo ETs, je zapotiebi zjistit u dodavatele modelu kize (nebo experimentdtora, pokud se pouzivd vlastni model). Ba-
riérové vlastnosti tkdni je nutno ovéfit laboratorné po dodani tkdni. Pro spolehlivou predpovéd drazdivych ti¢inktt mo-
hou byt pfijatelné pouze vysledky vyprodukované pomoci nélezitych tkéni. Jako piiklad jsou dile uvedeny rozsahy
pfijatelnosti pro validované referenéni metody.

Tabulka 1

Priklady kritérii kontroly kvality pro uvolnéni Sarze do obéhu

Primér rozsahu

Dolni mez pfijatelnosti .
! Pry ! piijatelnosti

Horni mez pfijatelnosti

Validovand referenéni metoda 1 IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 2,32 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 hodin osetfeni SDS)
Validovand referenéni metoda 2 ETs,=4,8h ETs0=6,7 h ETs,=8,7h

(1 % Triton X100)

Referen¢ni litky

Referenéni latky slouzi k rozhodnuti o tom, zda spolehlivost a pfesnost navrhované origindlni zkusebni metody zalo-
zené na rekonstruované lidské epidermis in vitro, kdy se prokazalo, Ze je strukturalné a funk¢né dostate¢né podobna
validovanym referen¢nim metoddm, nebo kdy pfedstavuje drobnou tipravu validované referen¢ni metody, vykazuje
srovnatelné chovani s chovanim validované referencni metody 1 (1). 20 referen¢nich ltek uvedenych v tabulce 2 za-
hrnuje ldtky predstavujici rizné piislusné chemické tiidy a zdroven i ldtky kategorie 2 GHS OSN. Létky uvedené v tom-
to seznamu zahrnuji 10 latek kategorie 2 GHS OSN, 3 ldtky volitelné kategorie 3 GHS OSN a 7 nekategorizovanych
latek. Podle této zkusebni metody se volitelnd kategorie 3 nepovaZuje za kategorii. Tyto referen¢ni ldtky pfedstavuji mi-
nimdlni pocet latek, které je zapotiebi pouzit pro vyhodnoceni piesnosti a spolehlivosti navrhované zkusebni metody
pro drdzdéni kize zaloZené na rekonstruované lidské epidermis. V situacich, kdy litka na seznamu nenf k dispozici, lze
pouzit jiné latky, pro néz jsou k dispozici odpovidajici referen¢ni tidaje in vivo. Bude-li to Zddouci, 1ze k minimdlnimu
seznamu referen¢nich latek pfidat dodatecné latky zastupujici dalsi chemické tfidy, pro néz jsou k dispozici odpovida-
jicf referen¢ni tidaje in vivo, pro dalsi hodnoceni pfesnosti navrhované zkusebni metody.

Tabulka 2

Referen¢ni litky pro stanoveni hodnot pfesnosti a spolehlivosti pro modely dréZdéni kiZe zaloZené na
rekonstruované lidské epidermis

Latka () Cislo CAS Cislo EINECS | Skupenstvi Ské're in Kategor'ie Kate.gori'e GHS
vivo GHS in vitro in vivo

1-brom-4-chlorbutan 6940-78-9 | 230-089-3 | kapalné 0 kategorie 2 | zddnd
kategorie

diethyl-ftaldt 84-66-2 | 201-550-6 | kapalné 0 zddnd 7adnd
kategorie kategorie

kyselina naftalen-1-octové 86-87-3 | 201-705-8 pevné 0 zadnd zadnd
kategorie kategorie

allyl-fenoxyacetdt 7493-74-5 | 231-335-2 | kapalné 0,3 zadnd zadnd
kategorie kategorie

isopropylalkohol 67-63-0 | 200-661-7 | kapalné 0,3 zadnd zadna
kategorie kategorie

4-(methylthio)benzaldehyd | 3446-89-7 | 222-365-7 | kapalné 1 kategorie 2 | zddnd
kategorie

methyl-steardt 112-61-8 | 203-990-4 pevné 1 zadnd zadnd
kategorie kategorie
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Litka () Cislo CAS | Cislo EINECS | Skupenstyf | korein | Kategorie | Kategorie GHS
vivo GHS in vitro in vivo
heptyl-butyrét 5870-93-9 | 227-526-5 | kapalné 1,7 zadnd volitelnd
kategorie kategorie 3
hexyl-salicylat 6259-76-3 | 228-408-6 | kapalné 2 zadna volitelnd
kategorie kategorie 3
triisobutyl-fosfat 126-71-6 | 204-798-3 | kapalné 2 kategorie 2 | volitelnd
kategorie 3
dekan-1-ol 112-30-1 | 203-956-9 | kapalné 2,3 kategorie 2 | kategorie 2
cyklamenaldehyd 103-95-7 | 203-161-7 | kapalné 2,3 kategorie 2 | kategorie 2
1-bromhexan 111-25-1 | 203-850-2 | kapalné 2,7 kategorie 2 | kategorie 2
2-(chlormethyl)-4- 86604-75-3 | 434-680-9 pevné 2,7 kategorie 2 | kategorie 2
methoxy-3,5-
dimethylpyridin-
hydrochlorid
a-terpineol 98-55-5 | 202-680-6 | kapalné 2,7 kategorie 2 | kategorie 2
dipropyldisulfid 629-19-6 | 211-079-8 | kapalné 3 zadna kategorie 2
kategorie
butyl-methakrylat 97-88-1 | 202-615-1 | kapalné 3 kategorie 2 | kategorie 2
5-terc-butyl-2- 7340-90-1 | 438-520-9 | kapalné 3,3 kategorie 2 | kategorie 2
methylbenzen-1-thiol
3-fenyl-1-methylpiperazin | 5271-27-2 | 431-180-2 pevné 3,3 kategorie 2 | kategorie 2
heptanal 111-71-7 | 203-898-4 | kapalné 4 kategorie 2 | kategorie 2

() Téchto 20 referencnich litek zahrnuje reprezentativni vybér z 58 latek, které byly ptivodné pouzity pro validaci referenéni metody

1 (EpiSkin™). Je k dispozici tplny seznam zkousenych latek a kritéria pro jejich vybér (5).

Latky uvedené v tabulce 2 poskytuji reprezentativni rozdéleni 58 latek pouzitych v mezindrodni valida¢ni studii draz-
déni kiize ECVAM (1). Jejich vybér je zaloZen na ndsledujicich kritériich:

— latky jsou komer¢né dostupné,

— jsou to zéstupci plného rozsahu Draizeho $kaly drézdivosti (od nedrdzdivych az po silné drazdivé),

— maji dobfe definovanou chemickou strukturu,

— jsou predstavitelem reprodukovatelnosti a pfedpovédni schopnosti validované metody, jak je urcuje valida¢ni stu-

die ECVAM,

— jsou piedstavitelem chemické funkénosti pouzivané ve validaénim procesu,

— nejsou spojeny s mimofddné toxickym profilem (napf. karcinogenni nebo toxicky pro reprodukéni systém) a nej-

sou spojeny s neunosnymi ndklady na likvidaci.

Definované hodnoty pfesnosti a spolehlivosti

Chovani (citlivost, specifi¢nost, mira falesné negativity, mira falesné pozitivity a pfesnost) navrhované zkusebni me-
tody by mélo byt srovnatelné s parametry validované referencni metody 1 (tabulka 3), 4j. citlivost by méla byt rovna
nebo vyssi (=) nez 80 %, specificnost by méla byt rovna nebo vyssi (>) nez 70 % a presnost by méla byt rovna nebo
vyssi (=) nez 75 %. Vypocet daného chovdni je nutno provést s pouzitim vSech klasifikaci ziskanych pro 20 latek v rtiz-
nych dcastnickych laboratofich. Klasifikace pro kazdou ldtku v kazdé laboratofi by se méla ziskat pomoci pramérné

hodnoty zivotaschopnosti v ramci riiznych provddénych zkousek (minimdlné tii platné zkousky).
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Chovini validované referen¢ni metody 1 (1)

Tabulka 3

Zkusebni s L . Mira falesné Mira falesné .
Pocet latek Citlivost Specificnost - o Pfesnost

metoda negativity pozitivity
Validovand 58 87,2 % (?) 71,1 % () 12,8% 29,9 % 74,7 %
referenéni
metoda 1 ()
Validovand 20 90 % 73,3 % 10 % 26,7 % 81,7 %
referenéni
metoda 1 (%)

(1) EpiSkin™.
(%) Na zdkladé 13 drazdivych latek kategorie 2 GHS.
(%) Na zdkladé 45 drazdivych latek kategorie 3 GHS nebo ldtek nezafazenych do zadné kategorie GHS.

Spolehlivost navrhované zkusebni metody by méla byt srovnatelnd se spolehlivosti validovanych referen¢nich metod.

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost

Hodnocenf{ vnitrolaboratorni variability by mélo ukdzat shodu klasifikaci (kategorie 2/24dnd kategorie) ziskanych v riz-
nych nezévislych zkouskdch 20 referen¢nich ldtek v rdmci jedné jediné laboratofe rovnou nebo vyssi (2) nez 90 %.

Mezilaboratorni reprodukovatelnost

Hodnoceni mezilaboratorni reprodukovatelnosti neni zdsadné diilezité, jestlize se navrhovand zkusebni metoda md pou-
zivat pouze v jediné laboratofi. U metod, které se maji pfendet mezi laboratofemi, by shoda klasifikaci (kategorie
2[z4dna kategorie) ziskand v riznych nezdvislych zkouskdch 20 referencnich litek mezi nejlépe minimalné tfemi la-
boratofemi méla byt rovna nebo vyssi () nez 80 %.
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PRILOHA IV

C.3 ZKOUSKA INHIBICE RUSTU SLADKOVODNICH RAS A SINIC

1. METODA

Tato metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni 201 (2006) (1).

1.1 UvVOD

Zkusebni metody se pravidelné pfezkoumavaji a aktualizuji s ohledem na védecky pokrok. Zkusebni metoda C.3
musela byt pfepracovana tak, aby zahrnovala dalsi druhy a splfiovala pozadavky na hodnoceni nebezpecnosti a kla-
sifikace chemickych ldtek. Pfepracovani bylo dokonceno na zdkladé rozsahlych praktickych zkusenosti, védeckého
pokroku na poli studif toxicity fas a Sirokého uplatiiovani p¥islusnych pravnich predpist od pFijeti pivodniho znéni.

1.2 DEFINICE

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

Biomasa: je suchd hmotnost 7ivé hmoty pfitomné v populaci vyjddfend ve vztahu k danému objemu; napf. mg
fas/litr zkusebniho roztoku. ,Biomasa“ je obvykle definovana jako hmota, ale v rdmci této zkousky se toto slovo
pouzivd pro hmotu vztazenou na objem. V této zkousce se obvykle méfi ndhrady biomasy, naptiklad pocet bunék,
fluorescence atd., a pouzivdni terminu ,biomasa“ tedy odkazuje na tyto nahradni miry.

Varija¢ni koeficient: je bezrozmérnd veli¢ina proménlivosti parametru, definovand jako pomér smérodatné od-
chylky a stfedni hodnoty. Lze jej rovnéz vyjadrit jako procentudlni tdaj. Stfedni varia¢ni koeficient primérné spe-
cifické ristové rychlosti v kontrolnich kulturdch pouzitych k opakovani se vypocitava nasledovné:

1)  Vypocitejte % variacni koeficient praimérné specifické ristové rychlosti z dennich ristovych rychlosti nebo ris-
tovych rychlosti po jednotlivych ¢asovych usecich pro piislusné opakovani.

2)  Vypocitejte stiedni hodnotu ze vSech hodnot vypocitanych v bodé 1 pro ziskdni stfedniho varia¢niho koefi-
cientu dennf specifické ristové rychlosti nebo specifické riistové rychlosti po jednotlivych casovych tsecich
v kontrolnich kulturdch pouzitych k opakovani.

EC,: je koncentrace zkousené ldtky rozpusténé ve zkusebnim médiu, kterd pro danou expozi¢ni dobu vede k x%
(napf. 50 %) sniZeni rstu testovactho organismu (musi se vyslovné uvést, pokud se odchyluje od plné ¢i normélni
doby trvéani zkousky). Pro jednozna¢ny popis hodnoty EC odvozené z ristové rychlosti nebo z vytézku se v pii-
slusnych piipadech pouzivaji symboly ,E,C* a ,E,C".

Ristové médium: je tiplné syntetické kultiva¢ni médium, v némz rostou zkusebni fasy pii expozici zkousené lat-
ce. Zkousend ltka bude za normélnich podminek ve zkusebnim médiu rozpusténa.

Ristova rychlost (primérnd specifickd ristovd rychlost): je logaritmické zvyseni biomasy béhem obdobi
expozice.

ex s

Nejnizsi koncentrace s pozorovanymi G¢inky (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC): je nejnizsi
zkusebni koncentraci, pfi niz je pro danou expozi¢ni dobu pozorovan statisticky vyznamny ticinek ldtky na snizen{
riistu (na hladiné spolehlivosti p < 0,05) ve srovndni s kontrolou. V3echny zkusebni koncentrace vy3si nez LOEC
musi v§ak mit stejné nebo vdznéjsi skodlivé cinky, nez jsou Gcinky 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 d¢inkii (No Observed Effect Concentration, NOEC): je zkusebni koncen-
trace bezprostiedné nizsi nez LOEC.
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1.3

1.4

1.5

Proménnd odezvy: je proménnd pro odhad toxicity odvozena z jakychkoliv naméfenych parametri, jez popisuji
biomasu, riznymi metodami vypoctu. U této metody jsou proménnymi odezvy ristova rychlost a vytézek, které se
odvozuji pfimo z méfeni biomasy nebo jakékoliv z uvedenych ndhrad.

Specifickd riistovd rychlost: je proménnd odezvy definovand jako kvocient rozdilu pfirozenych logaritm sledo-
vaného parametru (v této zkuSebni metodé je jim biomasa) a piislusného ¢asového obdobi.

VytéZzek: je hodnota proménné méfeni na konci expozi¢ni doby minus hodnota proménné méfeni na pocatku ex-
pozi¢ni doby pro vyjddfeni nartstu biomasy béhem zkousky.

POUZITELNOST ZKUSEBNI METODY

Tato zkuSebni metoda se nejsnadnéji pouzivéd pro litky rozpustné ve vodé, které za podminek zkousky pravdépo-
dobné ve vodé zistanou. Pro zkouseni latek, které jsou tékavé, silné adsorbuji, jsou zbarvené, maji nizkou rozpust-
nost ve vodé¢, nebo latek, které mohou nepiiznivé ovliviiovat dostupnost Zivin ¢i minerdli ve zkuSebnim médiu,
mohou byt potiebné urcité Gpravy popsaného postupu (napf. uzavieny systém, klimatizace zkusebnich nddob). Po-
kyny k nékterym vhodnym tpravdm jsou uvedeny v literatute (2, 3 a 4).

PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Ucelem této zkousky je stanovit ti¢inek ldtky na rist sladkovodnich mikrofas ajnebo sinic. Exponencidlné rostouci
testovaci organismy jsou vystaveny zkousené ldtce v davkovych kulturdch obvykle po dobu 72 hodin. Navzdory
relativné kratké dob¢ trvani zkousky lze posoudit G¢inky na nékolik generaci.

Systémovou odezvou je sniZeni ristu v fadé kultur fas (zkuSebnich jednotek) vystavenych riiznym koncentracim
zkousené latky. Odezva se vyhodnocuje jako funkce expozi¢ni koncentrace v porovndni s primérnym riistem neex-
ponovanych kontrolnich kultur pouzitych k opakovdni. Pro plné vyjadreni systémové odezvy na toxické ti¢inky (op-
timdlni citlivost) se kultury ponechaji riist exponencidlné bez omezeni za dostate¢nych vyzivovacich podminek
a nepfetrzitého osvétleni po dostate¢nou dobu, aby bylo mozné zméfit snizeni specifické ristové rychlosti.

Rust a inhibice rstu se kvantifikuji méfenimi biomasy Fas jakozto funkce ¢asu. Biomasa fas se definuje jako suchd
hmotnost na objem, napf. mg faslitr zkusebniho roztoku. Oviem suchd hmotnost se méif obtizné, proto se pou-
zivaji nahradni parametry. Z téchto nahrad se nejcastéji pouzivaji pocty bunék. Mezi dalsi ndhradni parametry patii
bunécny objem, fluorescence, optickd hustota atd. Je tieba zndt piepocitdvaci faktor mezi naméfenym ndhradnim
parametrem a biomasou.

Zkoumanym ti¢inkem je inhibice rlistu vyjadfend jako logaritmické zvyseni biomasy (priimérnd specifickd riistova
rychlost) béhem expozi¢ni doby. Z primérnych specifickych rastovych rychlosti zaznamenanych v fadé zkuseb-
nich roztokd se stanovi koncentrace zptisobujici stanovenou x% inhibici riistové rychlosti (napt. 50 %) a vyjadii se
jako E,C, (napf. E,Cs).

Pfi pouziti této metody v rdmci prava EU by mél byt vypocet vysledka zaloZen na primérné specifické riistové rych-
losti, a to z dGvodti uvedenych v bodé 2.2. Dalsi proménnou odezvy pouzZitou v této zkusebni metodé je vytézek,
ktery maize byt nutny ke splnéni specifickych pravnich pozadavka v nékterych zemich. Je definovan jako biomasa
na konci expozi¢ni doby minus biomasa na pocatku expozi¢ni doby. Z vytézku zaznamenaného v fadé zkusebnich
roztokil se vypocitd koncentrace zpiisobujici stanovenou x% inhibici vytézku (napt. 50 %) a vyjadii se jako E,C,
(napf. E,Cs).

Kromé toho se miiZe statisticky urcit nejnizsi koncentrace s pozorovanymi t¢inky (LOEC) a koncentrace bez po-
zorovanych ac¢inkd (NOEQ).

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

Uzite¢nymi informacemi o zkousené latce pro ticely stanoveni zkusebnich podminek mohou byt strukturni vzorec,
Cistota, stdlost na svétle, stdlost v podminkdch zkousky, vlastnosti svételné absorpce, pK, a vysledky studii trans-
formace vcetné biologické rozlozitelnosti ve vode.
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1.6

1.7

1.8

1.8.1

Meély by byt zndmy rozpustnost zkousené litky ve vode, jeji rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda (P,,) a tlak jejich
par a méla by byt k dispozici validovand metoda kvantitativniho stanovent latky ve zkusebnich roztocich, a to s do-
loZenou vytéznosti a mezi detekce.

REFERENCNI LATKA

Jako prostiedek kontroly zkusebniho postupu lze zkouset referen¢ni litku (ldtky), napfiklad 3,5-dichlorfenol pou-
zity v mezindrodni krouzkové zkousce (4). Dichroman draselny lze rovnéz pouzit jako referencni litku pro zelené
fasy. Je zddouci zkouset referen¢ni litku nejméné dvakrdt rocné.

VALIDITA ZKOUSKY
Mé-li byt zkouska platnd, musi byt splnéna tato kritéria reprodukéni schopnosti:

— Biomasa by se méla v kontrolnich kulturdch béhem 72hodinové zkusebni doby zvysit exponencialng, a to nej-
méné Sestnactkrét. To odpovida specifické riistové rychlosti 0,92 den™. U nejéastéji pouzivanych druhd je ob-
vykle riistové rychlost vyrazné vyssi (viz dodatek 1). MliZe se stat, Ze se toto kritérium nesplni, pokud se
pouzivaji druhy, které rostou pomaleji nez druhy uvedené na seznamu v dodatku 1. V takovém piipadé je tieba
prodlouzit zkusebni dobu, aby bylo dosazeno nejméné estnactindsobného ristu kontrolnich kultur, pficemz
rust musi byt béhem zkusebniho obdobi exponencidlni. Zkusebni dobu lze zkrdtit az na minimalni dobu 48
hodin, aby se béhem zkousky udrzel neomezeny exponencidlni rtist, pokud bude dosazeno minimélntho na-
sobiciho koeficientu 16.

—  Stfedni varia¢ni koeficient pro specifické ristové rychlosti v jednotlivych obdobich (dny 0-1, 1-2 a 2-3 pfi
72hodinové zkousce) v kontrolnich kulturdch (viz bod 1.2 odstavec ,varia¢ni koeficient) nesmi ptekrocit
35 %. Pro vypocet specifické rustové rychlosti v jednotlivych obdobich viz bod 2.2.1 druhy odstavec. Toto
kritérium plati pro stfedni hodnotu varia¢nich koeficientti vypocitanych pro kontrolni kultury pouzité
k opakovani.

— Varia¢ni koeficient primérnych specifickych rustovych rychlosti béhem celého zkusebniho obdobi u kontrol-
nich kultur pouzitych k opakovani nesmi piekrocit 7 % u zkousek s Pseudokirchneriella subcapitata a Desmodes-
mus subspicatus. U jinych méné Casto zkousenych druhii by hodnota neméla prekrocit 10 %.

POPIS METODY
Pistroje a pomiicky

Zkusebni nddoby a jiné piistroje a pomtcky, které pfijdou do styku se zkusebnimi roztoky, by mély byt celoskle-
néné nebo z jiného chemicky inertniho materidlu. Jednotlivé dily je zapotiebi diikladné vymyt, aby bylo zajisténo,
Ze z4dné organické ani anorganické necistoty nebudou moci narusovat rist fas nebo slozeni zkusebnich roztok.

Zkusebnimi nddobami budou za normélnich podminek sklenéné bariky takovych rozmérd, aby pojaly dostatecny
objem kultury pro méfeni béhem zkousky a umoznily dostate¢ny hmotnostni pfenos CO, z atmosféry (viz
bod 1.8.9 druhy odstavec). Je tfeba mit na paméti, Ze objem kapaliny musi byt dostacujici pro analytickd stanoveni
(viz bod 1.8.11 paty odstavec).

Kromé toho bude potiebné veskeré nasledujici vybaveni nebo jeho ¢dst:

— Kultiva¢ni zafizeni: doporucuje se mistnost nebo komora, v niz lze udrzovat zvolenou inkubacni teplotu na
2 °C.

—  PHistroje na méfeni svétla: je duleZité mit na paméti, ze metoda méfenti intenzity svétla a zejména typ snimace
(kolektoru) ovlivni naméfenou hodnotu. Méfeni by se mélo nejlépe provadét pomoci kulového (4 ) snimace
(reaguje na piimé a odrazené svétlo ze vSech thld nad a pod rovinou méfeni), nebo 2 m snimace (reaguje na
svétlo ze viech tihla nad rovinou méfent).

—  Zafizeni pro stanoveni biomasy fas. Pocet bunék, ktery je nejcastéji pouzivanym nahradnim parametrem pro
biomasu fas, Ize urcit pomoci elektronického pocitace ¢astic, mikroskopu s pocitaci komirkou nebo priito-
kovym cytometrem. Dal$i ndhrady biomasy lze méfit pratokovym cytometrem, fluorimetrem, spektrofoto-
metrem nebo kolorimetrem. Je uZite¢né vypocitat faktor pro konverzi po¢tu bunék na suchou hmotnost. Aby
bylo mozné zajistit uZite¢nd méfeni pii nizkych koncentracich biomasy pii pouziti spektrofotometru, maze
vzniknout nutnost pouzivat kyvety s drdhou svétla nejméné 4 cm.



24.8.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 220/39

Testovaci organismy

Lze pouzit nékolik druht nevdzanych mikrofas a sinic. Kmeny uvedené v dodatku 1 se ukdzaly jako vhodné na zd-
kladé zkusebniho postupu uvedeného v této zkusebni metodé.

nencidlni rast vybranych zkusebnich fas po zkusebni dobu za prevazujicich podminek.
Ristové médium

Doporucuji se dvé alternativni ristovd média, médium OECD a AAP. SloZen{ téchto médif je uvedeno v dodatku 2.
Je tieba mit na paméti, Ze pocatecni hodnota pH a kapacita pufru (regulujici zvyseni pH) téchto dvou médif jsou
odlisné. Proto mohou byt vysledky zkousek odlisné v zavislosti na pouzitém médiu, zejména pii zkouseni ionizu-
jicich latek.

Pro urcité acely mtiZe byt nezbytnd dprava ristovych médii, napt. kdyz se zkousi kovy a cheldtotvornd ¢inidla nebo
se provadi zkousky pfi riznych hodnotich pH. Pouziti upraveného média musi byt podrobné popsano a zdtivod-
néno (3, 4).

Poditecni koncentrace biomasy

Pocdtecn{ biomasa musi byt stejnd ve vSech zkusebnich kulturdch a dostate¢né nizkd, aby umoziovala exponen-
cidlni rist po celou inkubac¢ni dobu bez rizika vycerpani Zivin. Pocdtecni biomasa by neméla piekrocit 0,5 mg/l su-
ché hmotnosti. Doporucuji se ndsledujici pocatecni koncentrace bunék:

Pseudokirchneriella subcapitata 5x10°-10*  bunék/ml
Desmodesmus subspicatus 2-5 x 10° bunék/ml
Navicula pelliculosa 10* bunék/ml
Anabaena flos-aquae 10* bunék/ml
Synechococcus leopoliensis 5x10*10°  bunék/ml

Koncentrace zkousené litky

Koncentraéni rozmezi, ve kterém lze o¢ekdvat ti¢inky, 1ze ur¢it na zékladé vysledkd orienta¢nich zkousek. Pro zdvé-
recnou definitivni zkousku je zapottebi vybrat alespon pét koncentraci tvoficich geometrickou fadu s faktorem ne-
piekracujicim 3,2. U zkudebnich latek vykazujicich plochou kiivku zdvislosti odezvy na koncentraci mtize byt
opodstatnény vyss{ faktor. Rady koncentraci by nejlépe mély pokryvat rozmezi zptisobujici 5-75 % inhibici ris-
tové rychlosti fas.

Opakovini a kontroly

Plan zkousky by mél zahrnovat t¥i opakovéni s kazdou zkuSebni koncentraci. Jestlize se stanoveni NOEC nepoza-
duje, plan zkousky lze pozménit tak, Ze se zvysi pocet koncentraci a snizi pocet opakovani na piislusnou koncen-
traci. Pocet kontrolnich opakovdni musi byt nejméné tii a v idedlnim piipadé by mél byt dvojndsobkem poctu
opakovani pouzivanych pro kazdou zkusebni koncentraci.

Pro analytickd stanoveni koncentraci zkuSebni latky lze pfipravit samostatnou sadu zkusebnich roztokd (viz
bod 1.8.11 ¢tvrty a Sesty odstavec).

Pokud se k rozpousténi zkousené latky pouziva rozpoustédlo, musi byt do planu zkousky zahrnuty dodatecné kon-
troly obsahujici rozpoustédlo o stejné koncentraci, jakd se pouziva ve zkusebnich kulturdch.

Piiprava ockovaci kultury

K pfizpusobeni zkuSebnich fas na podminky zkousky a zajisténi toho, aby fasy byly v exponencidlni riistové fazi,
kdyz se pouziji pro naockovani zkusebnich roztokd, se ockovaci kultura pFipravuje ve zkusebnim médiu 2 az 4
dny pfed zahdjenim zkousky. Biomasu fas je tfeba upravit, aby mohl v ockovaci kultufe pfevdzit do zahdjeni
zkousky exponencidlni riist. Ockovaci kultura se musi inkubovat za stejnych podminek jako zkusebni kultury. Méfte
ndrast biomasy v ockovaci kultufe, aby bylo zajisténo, Ze je rist v rdimci normdlntho rozmezi pro zkusebn{ kmen
za podminek kultivace. Piiklad postupu pro kultivaci fas je popsan v dodatku 3. Aby se zabranilo synchronnimu
déleni bun¢k béhem zkousky, mize byt pottebné provést druhy krok propagace ockovaci kultury.
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1.8.8  Pfiprava zkuSebnich roztoki

Vsechny zkuSebni roztoky musi obsahovat stejné koncentrace riistového média a pocatecni biomasy zkusebnich
fas. Zkusebni roztoky zvolenych koncentraci se obvykle ptipravuji smisenim zdsobniho roztoku zkousené latky
s rustovym médiem a ockovaci kulturou. Zdsobni roztoky se obycejné pfipravuji rozpusténim latky ve zkusebnim
médiu.

Jako nosice pro pfiddvéni litek o nizké rozpustnosti ve vodé do zkusebniho média mohou byt pouzita rozpousté-
dla, napf. aceton, terc-butylalkohol a dimethylformamid (2, 3). Koncentrace rozpoustédla by neméla pfekrocit
100 pl/l a do vech kultur (véetné kontrol) ve zkusebni fadé by méla byt piiddna stejnd koncentrace rozpoustédla.

1.8.9  Inkubace

Zakryjte zku$ebni nddoby zdtkami, které propousti vzduch. Nddoby se protiepou a umisti se do kultiva¢niho za-
fizeni. Behem zkousky je nezbytné udrzovat fasy v suspensi a umoznit pfenos CO,. Za timto tic¢elem je tieba pro-
vadét nepfetrzité tiepani nebo michdni. Kultury se udrzuji pii teploté 21-24 °C udrzované s presnosti na +2 °C.
U jinych druhd, nez jsou druhy uvedené v seznamu v dodatku 1, napf. u tropickych druht, mohou byt vhodné vys-
§f teploty, pokud Ize oviem splnit kritéria validity. Doporucuje se umistovat bariky ndhodné a denné je v inkubéto-
ru pfemistovat.

Hodnota pH kontrolntho média by neméla béhem zkousky vzrist o vice nez 1,5. U kovii a sloucenin, které ¢ds-
tecné ionizuji pii pH okolo pH zkousky mtze byt nezbytné omezit posun pH pro ziskdni reprodukovatelnych
a dobfe definovanych vysledki. Posun o < 0,5 pH je technicky proveditelny a Ize jej dosdhnout zajisténim adekvat-
ni rychlosti pfesunu hmoty CO, z okolniho vzduchu do zkusebniho roztoku, napf. zvysenim rychlosti tepani. Dal-
§f mozZnosti je snizit potiebu CO, sniZenim pocdtecni biomasy nebo doby trvani zkousky.

Povrch, kde jsou kultury inkubovany, by mél byt trvale osvétlen jednotnym fluorescenénim svétlem, napf. ,chlad-
nym bilym“ nebo ,dennim* svétlem. Jednotlivé kmeny fas a sinic maji rizné pozadavky na osvétleni. Intenzita svét-
la by méla byt zvolena tak, aby vyhovovala pouzitému testovacimu organismu. Pro doporucené druhy zelenych fas
se intenzita svétla na tGirovni zkusebnich roztok zvoli v rozmezi 60-120 pE-m™%s™!, pficemz se méff ve fotosyn-
teticky efektivnim rozsahu vinovych délek od 400 do 700 nm pomoci vhodného snimace. Nekteré druhy, zejména
Anabaena flos-aquae, dobfe rostou pfi nizkych intenzitdch osvétleni a mohou byt pfi vysokych intenzitich posko-
zeny. U takovych druhti by méla byt zvolena primérnd intenzita svétla 4060 pE-m s~ (Mé&F-li se intenzita lux-
metry, ekvivalentni rozpéti 4 440 az 8 880 luxd pro chladné bilé svétlo odpovidd piiblizné doporucené svételné
intenzité 60-120 pE-m™%:s7"). Intenzita svétla se nesmi lisit o vice nez 15 % od priimérné intenzity svétla nad plo-
chou inkubace.

1.8.10 Doba trvani zkousky

Zkouska obvykle trvd 72 hodin. Lze viak pouzit kratsich nebo delsich dob trvani zkousky, pokud Ize splnit vie-
chna kritéria validity uvedend v bodé 1.7.

1.8.11 Méfeni a analytickd stanoveni

Biomasa fas se béhem doby zkousky ur¢i v kazdé banice nejméné jednou denné. Jestlize se méfeni provadi na malych
objemech vyjmutych ze zkuSebniho roztoku pipetou, nemély by se nahrazovat.

Méfeni biomasy se provadi ru¢nim pocitdnim bunék pod mikroskopem nebo pomoci elektronického pocitace ¢ds-
tic (pocty bunék a/nebo biologicky objem). Alternativni techniky, napf. pritokové cytometrie, fluorescence chlo-
rofylu in vitro nebo in vivo (6, 7) nebo optickd hustota, Ize pouzit za pfedpokladu, Ze je mozné prokdzat uspokojivou
korelaci s biomasou v rozmezi, v némz se biomasa béhem zkousky vyskytuje.

pH roztokd se méff na pocdtku a na konci zkousky.

Pokud je dostupny analyticky postup k urceni zkousené litky v rozmezi pouzitych koncentraci, zkusebni roztoky
je tieba analyzovat, aby se ovéfily pocatecni koncentrace a udrzeni expozi¢nich koncentraci béhem zkousky.
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Analyza koncentrace zkousené latky na pocdtku a konci zkousky pii nizké a vysoké zkusebni koncentraci a kon-
centrace okolo oc¢ekdvané EC;, mohou dostacovat, jestlize je pravdépodobné, Ze se budou béhem zkousky expo-
zi¢ni koncentrace lisit 0 méné nez 20 % od nomindlnich hodnot. Analyza vSech zkusebnich koncentraci na pocatku
a konci zkousky se doporucuje v ptipadé, kdy je nepravdépodobné, Ze koncentrace zistanou v rozmez{ 80 aZ 120 %
nominalni hodnoty. U tékavych, nestabilnich nebo silné adsorbujicich zkousenych latek se doporucuje provést do-
date¢ny odbér vzorka k analyze v 24hodinovych intervalech béhem expozi¢ni doby s cilem lépe definovat ztratu
zkousené latky. U téchto latek jsou zapotiebi dodate¢nd opakovani. Ve vSech pfipadech je tieba provést urceni kon-
centraci zkousené latky pii kazdé zkusebni koncentraci pouze u jedné nadoby k opakovani (nebo u sdruzeného ob-
sahu nddob jednoho opakovani).

Zkusebni média specificky pfipravend k analyze expozi¢nich koncentraci béhem zkousky by méla byt exponovéna
stejnym zpusobem jako zkusebni média pouzitd ke zkousen, tj. méla by byt naockovdna fasami a inkubovéna za
identickych podminek. Jestlize se pozaduje analyza koncentrace rozpusténé zkusebni latky, maze byt nezbytné od-
délit fasy od média. Oddéleni by se mélo nejlépe provadét odstiedovanim pii nizké sile g dostate¢né pro usazeni
fas.

Lze-li prokdzat, Ze byla po celou dobu zkousky koncentrace zkousené latky uspokojivé udrzovana v rozmezi 20 %
nomindalni nebo naméfené pocate¢ni koncentrace, miize byt analyza vysledkd zaloZena na nomindlnich nebo na-
méfenych pocatecnich hodnotdch. Je-li odchylka od nomindlni nebo naméfené pocate¢ni koncentrace veétsi nez
+20 %, analyza vysledka by méla byt zaloZena na geometrické stfedni koncentraci béhem expozice nebo na mo-
delech popisujicich pokles koncentrace zkousené latky (3, 8).

Zkouska inhibice ristu fas je dynamictéjsi zkusebni systém nez vétsina jinych krdtkodobych zkousek vodni toxi-
city. V dasledku toho mtize byt obtizné definovat skutec¢né expozicni koncentrace, zvlasté u adsorbujicich latek
zkousenych pii nizkych koncentracich. V takovych piipadech vymizeni latky z roztoku adsorpci do zvysujici se bio-
masy fas neznamend, Ze se ztratila ze zkuSebntho systému. P analyze vysledku zkousky je tfeba zkontrolovat, zda-
li je pokles koncentrace zkousené latky v priibéhu zkousky doprovdzen poklesem inhibice ristu. Pokud tomu tak
je, 1ze zvézit pouziti vhodného modelu popisujictho pokles koncentrace zkousené latky (8). Pokud tomu tak nent,
muze byt vhodné zalozit analyzu vysledkd na pocdtecnich (nomindlnich ¢i naméfenych) koncentracich.

1.8.12 Dalsi pozorovani

Pro ovéfeni normdlniho a zdravého vzhledu ockovaci kultury a sledovani jakéhokoliv abnormalniho vzhledu fas
(které maze byt zpiisobeno expozici zkousené ldtce) na konci zkousky by mélo byt provedeno mikroskopické
pozorovani.

1.8.13 Limitni zkouska

Za urcitych okolnosti, napf. pokud predbéznd zkouska naznacuje, Ze zkousend ldtka nemd zddné toxické tcinky
pfi koncentracich a7 do 100 mg 1™! nebo az do meze své rozpustnosti ve zkusebnim médiu (podle toho, co je niz-
§1), miize byt provedena limitni zkouska zahrnujici porovnani odezvy v kontrolni skupiné a odezvy v jedné expo-
nované skupiné (100 mg 1"! nebo koncentrace rovnd mezi rozpustnosti). Diirazné se doporucuje podpofit tuto
zkousku analyzou expozi¢nich koncentraci. Vechny diive popsané zkusebni podminky a kritéria validity se vzta-
huji i na limitni zkousku s vyjimkou toho, ze by mélo byt provedeno alespon Sest opakovani s exponovanymi
vzorky. Proménné odezvy v kontrolni a exponované skupiné mohou byt analyzovany pomoci statistického testu
pro porovndni stfednich hodnot, napf. Studentova t-testu. Jestlize rozptyly obou skupin nejsou shodné, je tieba pro-
vést t-test upraveny pro rozdilné rozptyly.

1.8.14 Uprava pro intenzivné zbarvené litky

Ozéfenost (intenzita svétla) by méla dosahovat hodnot na nejvyssim konci rozsahu pfedepsaného v této zkusebni
metodé: 120 pE-m™%s™" nebo vice.

Dréha svétla by méla byt zkrdcena snizenim objemu zkusebnich roztoki (v rozmezi 5-25 ml).

Je nezbytné dostate¢né michéni (napiiklad mirnym prottepavanim), aby bylo dosazeno vysoké frekvence expozice
fas vysoké ozdfenosti na povrchu kultury.
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DATA

VYNASENI RUSTOVYCH KRIVEK

Biomasa ve zkuebnich nidobdch muzZe byt vyjadfena v jednotkdch ndhradniho parametru pouzitého pro méfeni
(napf. pocet bunék, fluorescence).

Pro vyneseni ristovych kiivek do grafu sestavte tabulku odhadovanych koncentraci biomasy ve zkusebnich kul-
turdch a kontroldch spolecné s koncentracemi zkusebniho materidlu a casy méfeni zaznamenanymi v rozlieni nej-
méné na celé hodiny. V tomto prvnim stadiu mohou byt uzitecné jak logaritmické, tak linedrni stupnice, ale
logaritmické stupnice jsou povinné a obecné poskytuji lepsi zobrazeni odchylek ve vzorci riistu béhem zkusebniho
obdobi. Nezapomeiite, Ze exponencialni riist md pfi vyneseni na logaritmické stupnici podobu piimky a Ze sklon
(smérnice) piimky ukazuje specifickou riistovou rychlost.

Po vyneseni provéite, zda-li rostou kontrolni kultury exponencidlné o¢ekdvanou 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 vSechny datové body, u nichz se zdd, Ze se odchyluji na zdkladé systematické chyby.
Pokud je ziejmé, Ze lze rozpoznat procesni chyby a/nebo je lze povazovat za vysoce pravdépodobné, specificky da-
tovy bod se ozna¢i jako odlehld hodnota a nebude zahrnut do ndsledné statistické analyzy. (Nulovd koncentrace fas
v jedné ze dvou nebo ti nddob pouzitych k opakovini mize ukazovat na to, Ze nddoba nebyla sprévné naocko-
vana nebo byla nespravné vycisténa.) Divody k odmitnuti datového bodu jako odlehlé hodnoty musi byt jasné uve-
deny ve zkusebnim protokolu. Piijatelnymi diivody 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 ne-
mohou nahradit odborné posouzeni. Odlehlé hodnoty (takto oznacené) by nejlépe mély zlistat mezi datovymi body
zobrazenymi v jakémkoliv ndsledné grafickém ¢i tabuldrnim zobrazeni dat.

PROMENNE ODEZVY

Ucelem této zkousky je stanovit téinky zkousené ldtky na réist fas. Tato zkusebni metoda popisuje dvé proménné
odezvy, protoze ¢lenské zemé maji odlisné preference a pravni pozadavky. Maji-li byt vysledky zkousky pfijatelné
ve viech ¢lenskych zemich, G¢inky je tieba vyhodnotit pomoci obou proménnych odezvy a) a b) popsanych dale.

a)  Primérnd specifickd riistové rychlost: tato proménnd odezvy se vypocitdva na zdkladé logaritmického zvyseni
biomasy béhem zkusebniho obdobi a vyjadii se na den.

b)  Vytézek: tato proménnd odezvy je biomasa na konci zkousky minus poctecni biomasa.

PHi pouziti této metody v rdmci prava EU by mél byt vypocet vysledki zaloZen na priimérné specifické rtistové rych-
losti, a to z nize uvedenych dvodt. Je tieba uvést, ze hodnoty toxicity vypocitané pomoci téchto dvou promén-
nych odezvy nejsou srovnatelné a pii pouzivani vysledkd zkousky se musi vzit tento rozdil na védomi. Hodnoty
EC, zaloZené na priimérné specifické riistové rychlosti (E,C,) budou vieobecné vyssi nez vysledky zalozené na vytéz-
ku (E,C,), pokud se dodrzi zkusebn{ podminky této zkusebni metody, a to diky matematické zdkladné piislusnych
piistupti. Tuto skutecnost nelze vyklddat jako rozdil v citlivosti mezi témito dvéma proménnymi odezvy; hodnoty
jsou jednoduse matematicky odlisné. Koncepce pramérné specifické rtistové rychlosti je zaloZena na obecném prii-
béhu exponencidlniho rtstu fas v nelimitovanych kulturdch, u nichzZ se toxicita odhaduje na zdkladé G¢inkd na ris-
tovou rychlost, aniz by zdvisela na absolutni drovni specifické riistové rychlosti kontroly, na sklonu kfivky zavislosti
koncentrace-odezva nebo na dobé trvani zkousky. Naproti tomu vysledky zaloZené na proménné odezvy ,vytézek”
jsou zdvislé na vech téchto ostatnich proménnych. E,C, zavisi na specifické ristové rychlosti druhd fas pouzitych
v kazdé zkousce a na maximalni specifické riistové rychlosti, kterd se maZe u jednotlivych druht, a dokonce i u riz-
druhy fas nebo dokonce raznymi kmeny. PrestoZe se z védeckého hlediska ddva piednost pouziti primérné spe-
cifické rastové rychlosti pro odhad toxicity, odhady toxicity zaloZené na vytézku jsou rovnéz do této zkusebni me-
tody zahrnuty, aby uspokojily soucasné pravni pozadavky v nékterych zemich.
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2.2.1  Primérnd rastova rychlost

sz

Primérnd specifickd rstové rychlost pro konkrétni obdobi se vypocitd jako logaritmické zvyseni biomasy z rov-
nice pro kazdou jednotlivou nddobu s kontrolnimi a exponovanymi vzorky:

lan -InX, o
by o )
o

kde:
1y je primérnd specifickd ristova rychlost od doby i do doby j,

X;: je biomasa v dobé i,

i

X;: je biomasa v dobé j.

Pro kazdou exponovanou skupinu a kontrolni skupinu vypocitejte stiedni hodnotu rustové rychlosti a odhady
rozptylu.

Vypocitejte primérnou specifickou ristovou rychlost po celou dobu trvani zkousky (obvykle dny 0 az 3), pficemz
namisto naméfené pocatecni hodnoty pouzijte jako pocate¢ni hodnotu spiSe nomindlné naockovanou biomasu,
protoZe se timto zptisobem obvykle dosdhne vétsi preciznosti. Jestlize zafizeni pouZité pro méfeni biomasy umoz-
fuje dostate¢né precizni uréeni nizké biomasy inokula (napf. pritokovym cytometrem), pak lze pouZit naméfenou
pocétecni koncentraci biomasy. Rovnéz se vyhodnoti rtistova rychlost po jednotlivych casovych tisecich vypoctend
jako specifické riistové rychlosti pro kazdy den v prabéhu zkousky (dny 0-1, 1-2 a 2-3) a prozkoumd se, zda-li
riistovd rychlost kontroly ziistavd konstantni (viz kritéria validity, bod 1.7). Vyznamné nizs{ specifickd riistovd rych-
lost v den jedna v porovnéni s celkovou priimérnou specifickou ristovou rychlosti mize poukazovat na fézi ini-
piedkultury, fize iniciace v exponovanych kulturdch maze byt zndmkou obnovy po pocitecnim toxickém stresu
nebo zndmkou sniZené expozice vyvolané ztratou zkousené latky (véetné sorpce na biomasu fas) po pocatecni expo-
zici. Odpovidajicim zpfisobem Ize vyhodnocovat ristovou rychlost v jednotlivych ¢asovych dsecich s cilem zhod-
notit Gi¢inky zkousené latky, které se vyskytly béhem expozicni doby. Vyznamné rozdily mezi riistovou rychlosti
v jednotlivych casovych tsecich a praimérnou ristovou rychlosti jsou zndmkou odchylky od konstantniho expo-
nencidlniho ristu a vyzaduji dikladné prozkoumadni ristovych kiivek.

Vypoditejte procentudlni inhibici riistové rychlosti u jednotlivych opakovani s exponovanymi vzorky z rovnice:

He—Hr
%l =——x100
r
e
kde:
%I.:  procentudlni inhibice praimérné specifické rtistové rychlosti,
Pt sttedni hodnota pramérné specifické rtistové rychlosti (4) v kontrolni skuping,
Prt pramérnd specifickd rtistovd rychlost u opakovéni s exponovanym vzorkem.

Jestlize se k pfipravé zkusebnich roztokt pouzivaji rozpoustédla, pro vypocet procentudlni inhibice by se mély na-
misto kontrol bez rozpoustédel pouzivat kontroly s rozpoustédly.

222 Vytdiek

Vytézek se vypocitd jako biomasa na konci zkousky minus pocite¢ni biomasa pro kazdou jednotlivou nddobu
s kontrolnimi a exponovanymi vzorky. Pro kazdou zkuSebni koncentraci a kontrolu vypocitejte stiedni hodnotu

vytézku a odhady rozptylu. Procentudln{ inhibici vytézku (%I,) Ize vypocitat pro kazdé opakovani s exponovanymi
vzorky ndsledovné:

Y.-Y
%Iy:(CY—T)XlOO
C

kde:
%1, procentudlni inhibice vytézku,
Yo stiedni hodnota vytézku v kontrolni skuping,

/vy

Y hodnota vytézku u opakovani s exponovanym vzorkem.
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2.3

2.4

VYNASENI KRIVKY ZAVISLOSTI KONCENTRACE-ODEZVA

Vyneste procentudlni hodnotu inhibice proti logaritmu koncentrace zkusebni latky a vynesené body peclivé pro-
zkoumejte, piicemz neberte v ivahu Zadny takovy datovy bod, ktery byl v prvni fazi vyloucen jako odlehld hod-
nota. Podle oka nebo pomoci pocitacové interpolace vedte datovymi body tenkou ¢dru, abyste ziskali prvni dojem
o vztahu koncentrace a odezvy, poté pfistupte k podrobnéjsi metodé, nejlépe pocitacové statistické metodé. V za-
vislosti na zamysleném pouziti dat, jakosti (preciznosti) a mnoZstvi dat, jakoz i na dostupnosti ndstroji pro analyzu
dat muze byt rozhodnuto (a nékdy je to dostate¢né odiivodnéno) o tom, Ze se analyza dat v tomto stadiu zastavi
a klicové hodnoty ECs, a EC,, (ajnebo EC,() se jednoduse odectou z kiivky vytvorené podle oka (rovnéz viz nd-
sledujici bod o stimula¢nich G¢incich). Platnymi diivody pro nepouziti statistické metody mohou byt:

ziskat odbornym posouzenim — v takovych situacich mohou dokonce nékteré pocitacové programy selhat pii
ziskdn{ spolehlivého feseni (iterace nemusi konvergovat atd.).

—  Stimula¢ni ristové odezvy nelze odpovidajicim zptisobem zpracovat pomoci dostupnych pocitacovych pro-
gramil (viz niZe).

STATISTICKE POSTUPY

Cilem je ziskat kvantitativni vztah mezi koncentraci a odezvou pomoci regresni analyzy. Je mozné pouzit vizenou
linedrni regresi po provedent linearizujici transformace dat odezvy — napiiklad do probitovych nebo logitovych ¢i
Weibullovych jednotek (9), ale dévd se pfednost nelinedrnim regresnim postuptim, s jejichz pomoci se lépe zpra-
covévaji nevyhnutelné nepravidelnosti dat a odchylky od hladkych distribuci. Pii pfiblizeni se k nule ¢i dplné inhi-
bici mohou byt takové nepravidelnosti zesileny transformaci a rusit pfi analyze (9). Je zapotiebi uvést, Ze standardni
metody analyzy pouzivajici probitové, logitové nebo Weibullovy transformace jsou uréeny k pouziti s kvantdlnimi
daty (napf. mortalita nebo preziti) a musi se upravit, aby mohly byt pouzity s daty ristu ¢i biomasy. Specidlni po-
stupy pro stanoveni hodnoty EC, ze spojitych dat 1ze nalézt v literatufe (10, 11 a 12). PouZit{ nelinedrni regresni
analyzy je déle podrobné popsano v dodatku 4.

Pro kazdou proménnou odezvy, kterd se ma analyzovat, pouzijte vztah koncentrace a odezvy pro vypocet bodo-
vych odhadti hodnot EC,. Je-li to mozné, je zapotiebi ur¢it 95% intervaly spolehlivosti pro kazdy odhad. Jakost
shodnosti dat odezvy s regresnim modelem je zapotiebi vyhodnotit bud graficky, nebo statisticky. Regresni analyza
by se méla provadét pomoci odezev jednotlivych opakovani, nikoliv pomoci stfednich hodnot exponovanych sku-
pin. Pokud v3ak je vyneseni nelinedrni kfivky obtizné ¢i netspésné kvuli p#ilis velkému rozptylu dat, problém Ize
obejit provedenim regrese na skupinovych stfednich hodnotich, coz je prakticky zpisob pro snizeni vlivu pode-
zielych odlehlych hodnot. Pouziti této moZnosti je zapotiebi zaznamenat ve zkusebnim protokolu jako odchylku
od normélniho postupu v diisledku skutecnosti, ze kiivka, kterd vyhovuje jednotlivych opakovanim, nevedla k uspo-
kojivému vysledku.

Odhady ECs, a intervaly spolehlivosti lze rovnéz ziskat linedrni interpolaci s bootstrapem (13), pokud se dostupné
regresni modely/metody pro piislusnd data nehodi.

Pro odhad LOEC, a tedy i NOEC a pro Gcinky zkouSené latky na ristovou rychlost je nezbytné porovnat stiedni
hodnoty exponovanych vzorkd pomoci metod analyzy rozptylu (ANOVA). Stfedni hodnota pro kazdou koncen-
traci musi byt poté porovndna se stfedni hodnotou pro kontrolni skupinu, a to vhodnou metodou vicendsobného
porovnani nebo metodou zkousky trendu. Uziteéné mohou byt Dunnettiiv nebo Williamsav test (14, 15, 16, 17,
18). Je nezbytné vyhodnotit, zda je splnén pfedpoklad homogenity rozptylu nezbytny pro ANOVA. Toto hodno-
ceni Ize provadét graficky nebo formdlnim testem (18). Mezi vhodné testy patii Leventiv nebo Bartletttiv test. Nespl-
néni predpokladu o homogenité rozptylt 1ze nékdy napravit logaritmickou transformaci dat. Jestlize je heterogenita
rozptylu extrémni a nelze ji napravit transformaci, pak je tfeba zvazit analyzu takovymi metodami, jako jsou testy
sestupného trendu Jonckheere. Dalsi pokyny pro stanoveni NOEC lze nalézt v (12).

Védecky rozvoj posledni doby vedl k doporuceni opustit koncepci NOEC a nahradit ji odhady bodii EC, na zdkladé
regrese. Vhodnd hodnota pro x nebyla pro tuto zkousku pomoci fas stanovena. Zd4 se, Ze vhodné je rozmez{ od 10
do 20 % (v zdvislosti na zvolené proménné odezvy) a nejlépe by se mély ve zkusebnim protokolu uvadét jak EC,,
tak EC,,.
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2.5

2.6

3.1

STIMULACE RUSTU

Pfi nizkych koncentracich byvéd nékdy pozorovdna stimulace ristu (negativni inhibice). To mtize byt disledkem bud
hormese (,toxickd stimulace®), nebo pfidani stimulujicich ristovych faktori se zkusebnim materidlem k minimadl-
nimu pouzitému médiu. Nezapomerite, Ze pfiddni anorganickych zivin by nemél mit zddny pfimy t¢inek, protoze
zkusebni médium by mélo po celou dobu zkousky udrzovat piebytek zivin. Stimulaci nizkymi ddvkami lze ve
vypoctech EC5, obvykle ignorovat, pokud nenf extrémni. Je-li viak extrémni nebo mé-li byt vypoctena hodnota EC,
pro nizké x, miize byt zapotiebi specidlnich postupt. K vymazdni stimulac¢nich odezev z analyzy dat by nemélo
pokud mozno dojit, a pokud dostupny software pro stanoveni kiivky nemiize drobnou stimulaci pfijmout, lze po-
uzit linedrni interpolaci s bootstrapem. JestliZe je stimulace extrémni, lze zvazit pouziti modelu predpoklddajictho
hormesi (19).

NETOXICKA INHIBICE RUSTU

Zkusebni materidly absorbujici svétlo mohou zptsobit sniZeni riistové rychlosti, protoZe stinéni sniZuje mnoZstvi
dostupného svétla. Takové ucinky fyzikalni povahy je zapotiebi oddélit od toxickych Gcinkd, a to Gpravou zkuseb-
nich podminek, pficemz takové fyzikaln{ ac¢inky je zapotiebi uvadét ve zkusebnim protokolu samostatné. Pokyny
Ize nalézt v literatufe (2 a 3).

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat tyto ddaje:

Zkousend latka:

—  fyzikdlni povaha a relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti véetné meze rozpustnosti ve vodg,
— tdaje o chemické identifikaci véetné Cistoty.

Testovaci druhy:

—  kmen, dodavatel nebo zdroj a pouzité podminky kultivace.

Zku3ebni podminky:

— datum zahdjeni zkousky a délka jejtho trvani,

— popis planu zkousky: zkusebni nddoby, objemy kultur, hustota biomasy na pocatky zkousky,
—  slozeni média,

— zku3ebni koncentrace a opakovéni (napiiklad pocet opakovéni, pocet zkusebnich koncentraci a pouzitd geo-
metrickd progrese),

—  popis pipravy zkusebnich roztokd véetné pouziti rozpoustédel atd.,
—  kultivaéni zaffzeni,

— intenzita a kvalita svétla (zdroj, homogenita),

— teplota,

— zkusebni koncentrace: nomindlni zkusebni koncentrace a jakékoliv vysledky analyz pro stanoveni koncen-
trace zkousené latky ve zkusebnich nddobéch. Ve zkusebnim protokolu je tieba uvést vytéznost metody a mez
kvantifikace ve zkusebni matrici,

— v8echny odchylky od této zkusebni metody,
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— metoda pro stanoveni biomasy a ditkaz o korelaci mezi naméfenym parametrem a suchou hmotnosti.
Vysledky:

— hodnoty pH na pocitku a konci zkousky u viech expozic,

— biomasa pro kazdou banku v kazdém méficim bodé a metoda pro méfeni biomasy,

— rstové kiivky (vyndseni biomasy vici ¢asu),

— vypocitané proménné odezvy pro viechna opakovani s exponovanymi vzorky, spolu se sttednimi hodnotami
a variacnim koeficientem pro opakovani,

—  grafické zndzornéni vztahu koncentrace a tcinku,

— odhady toxicity pro proménné odezvy, napf. ECs,, EC,,, EC,,, @ 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 G¢inku, ktery Ize detekovat (napt. nejmensi vyznamny rozdil),
— jakdkoliv stimulace ristu zjisténd v jakémkoli exponovaném vzorku,
— jakékoliv jiné pozorované t¢inky, napf. morfologické zmény fas,

— diskuse vysledk vcetné jakéhokoli vlivu na vysledek zkousky v disledku odchylek od této zkusebni metody.
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Dodatek 1

Kmeny, u nichZ byla prokdzina vhodnost pro zkousku

Zelené fasy

—  Pseudokirchneriella subcapitata (dfive zndma jako Selenastrum capricornutum), ATCC 22662, CCAP 278/4, 61.81 SAG

—  Desmodesmus subspicatus (dfive zndmad 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 kmenit

Doporucené kmeny jsou k dispozici v jednodruhovych kulturdch z nésledujicich sbirek (v abecednim portadi):

ATCC: American Type Culture Collection
10801 University Boulevard

Manassas, Virginia 20110-2209

USA

CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa
Institute of Freshwater Ecology,

Windermere Laboratory

Far Sawrey, Amblerside

Cumbria

LA22 OLP

SPOJENE KRALOVSTVI

SAG: Sammlung von Algenkulturen
Albrecht-von-Haller-Institut
Universitdt Gottingen
Nikolausberger Weg 18

37073 Gottingen

NEMECKO

UTEX Culture Collection of Algae

Section of Molecular, Cellular and Developmental Biology
School of Biological Sciences

the University of Texas at Austin

Austin, Texas 78712

USA
Vzhled a charakteristiky doporucenych druhit
P. subcapitata D. subspicatus N. pelliculosa A. flos-aquae S. leopoliensis
Vzhled zakiivené, ovalné, tycinky fetézce tycinky
zkroucené vétsinou ovalnych
jednotlivé jednotlivé bunék
buriky bunky
Velikost (d x §) pm 8-14 x 2-3 7-15 x 3-12 7,1 x 3,7 4,5 x 3 6 x1
Bunéény objem (um®[buitka) | 40-60 (1) 60-80 (1) 40-50 (1) 30-40 (1) 250)
Hmotnost bunééné susiny 2-3x 1078 3-4x 1078 3-4x 1078 1-2x 1078 2-3x107°
(mg/burika)
Rustova rychlost (%) (den™") 1,5-1,7 1,2-1,5 1,4 1,1-1,4 2,0-2,4

(") Mefeno elektronickym pocitacem cdstic.
(%) Vypociténo z velikosti.
(}) Nejcastéji pozorovand ristové rychlost v médiu OECD pii svételné intenzité priblizné 70 pE-m

-2,.-1

s™! a teploté 21 °C.
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Specifickd doporuceni ohledné kultivace doporucenych zkuSebnich druhi a naklidadni s nimi

Pseudokirchneriella subcapitata a Desmodesmus subspicatus

Tyto zelené fasy se v§eobecné snadno udrzuji v riiznych kultivaénich médiich. Informace o vhodnych médiich Ize ziskat od
sbirek kultur. Bufiky jsou normdlné samostatné a méfen{ hustoty bunék lze snadno provadét pomoci elektronického poci-
tace ¢astic nebo mikroskopu.

Anabaena flos-aquae

Pro uchovavani zdsobni kultury Ize pouzit rliznd rGistovd média. Zvlasté dalezité je zabranit tomu, aby vsdzkovd kultura pie-
krocila pfi obnové fézi logaritmického ristu; zpétné ziskdni je v tomto bodé obtizné.

Anabaena flos-aquae vytvaii shluky vnofenych fetézct bunék. Velikost téchto shlukd se mize ménit s kultivaénimi podmin-
kami. MtiZe vzniknout potfeba tyto shluky rozrusit, pokud se ke stanoveni biomasy pouzije po¢itdni pod mikroskopem nebo
elektronicky pocita¢ ¢stic.

Pro sniZeni variability po¢tu mohou byt v dil¢ich vzorcich pouzity k rozrueni fetézcti ultrazvukové vibrace. Delsi ultra-
zvukové vibrace, nez jsou nutné k rozruseni fetézcti do kratsich délek, mohou butiky znicit. Intenzita ultrazvukovych vibraci
a doba trvani musi byt shodné pro kazdou expozici.

Spocitejte na hemocytometru dostatek policek (nejméné 400 bunék), coz pomuize variabilitu kompenzovat. Tim se zlepsi
spolehlivost mikroskopického stanoveni hustoty.

Pro stanoveni celkového bunécného objemu sinic rodu Anabaena po rozruseni bunénych fetézct opatrnymi ultrazvuko-
vymi vibracemi Ize pouzit elektronicky pocita¢ ¢dstic. Ultrazvukova energie se musi nastavit tak, aby se zabranilo narusen{
bunék.

Aby se zajistilo dobré promichdni a homogenita suspense fas pouzitych k naoc¢kovéni zkusebnich nddob, pouzijte vifivou
michacku nebo podobnou odpovidajici metodu.

Zkusebni nddoby je nutno umistit na stéil orbitdlni nebo reciproké tiepacky pii piiblizné 150 otdckdch za minutu. P¥{padné
Ize pouzit obcasné promichdvéni ke snizeni sklonu sinic rodu Anabaena vytvéret shluky. Jestlize ke shlukovani dojde, musi
se postupovat peclivé k ziskdni reprezentativnich vzorki pro méfeni biomasy. Pro rozruseni shluku sinic pfed odbérem vzor-
ki maze byt nezbytné intenzivni promichdvéni.

Synechococcus leopoliensis
Pro uchovévani zdsobni kultury Ize pouzit riznd rtistovd média. Informace o vhodnych médiich Ize ziskat od sbirek kultur.

Synechococcus leopoliensis vyristaji jako jednotlivé bufiky ty¢inkového tvaru. Bufiky jsou velmi malé, coz ztézuje pouziti po-

¢itdni pod mikroskopem pro méfeni biomasy. Uzitecné jsou elektronické pocitace ¢astic vybavené pro pocitani ¢astic az do
velikosti pFiblizné 1 pm. RovnéZ jsou vyuzitelnd fluorometrickd méfeni in vitro.

Navicula pelliculosa

Pro uchovévani zdsobni kultury Ize pouzit riiznd rtistovd média. Informace o vhodnych médiich lze ziskat od sbirek kultur.
Je nutné mit na paméti, ze v médiu se vyzaduje piitomnost kiemicitanu.

Navicula pelliculosa mtze za urcitych rstovych podminek vytvafet shluky. Buniky maji nékdy sklon se shlukovat v povr-
chovém filmu kviili produkei lipidd. Za téchto okolnosti se musi pfijmout zvlstni opatfeni, kdyz se odebiraji dil¢i vzorky
pro stanoveni biomasy s cilem ziskat reprezentativni vzorky. Miize byt nutné intenzivni protiepavani, napf. pouziti vifivé
michacky.
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Dodatek 2

Ristovd média

Lze pouZzit jedno ze dvou ndsledujicich ristovych médii:

Médium OECD: piivodni médium podle Pokynu OECD pro zkouseni 201, rovnéZz podle normy ISO 8692.

Médium US. EPA AAP, rovnéz podle ASTM.

Pfi piipravé téchto médif je zapotiebi pouzivat chemické latky analytické ¢istoty nebo na Grovni ¢inidel a deionizovanou
vodu.

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

Slozka EPA OECD

mg/l mM mg(l mM
NaHCO, 15,0 0,179 50,0 0,595
NaNO, 25,5 0,300
NH,(l 15,0 0,280
Mg(l,-6H,0 12,16 0,0598 12,0 0,0590
CaCl,-2H,0 4,41 0,0300 18,0 0,122
MgSO,-7H,0 14,6 0,0592 15,0 0,0609
K,HPO, 1,044 0,00599
KH,PO, 1,60 0,00919
FeCl;-6H,0 0,160 0,000591 0,0640 0,000237
Na,EDTA-2H,0 0,300 0,000806 0,100 0,000269 ()
H;BO, 0,186 0,00300 0,185 0,00299
Mn(l,-4H,0 0,415 0,00201 0,415 0,00210
ZnCl, 0,00327 0,000024 0,00300 0,0000220
Co(Cl,"6H,0 0,00143 0,000006 0,00150 0,00000630
Na,Mo0O,-2H,0 0,00726 0,000030 0,00700 0,0000289
CuCl,2H,0 0,000012 0,00000007 0,00001 0,00000006
pH 7,5 81

() Moldrni pomér EDTA k Zelezu mirné pfekracuje jednu. Tim se zabrani srdzeni Zeleza a soucasné se mini-
malizuje chelatace iontl tézkych kovi.

Pii zkousce s rozsivkou Navicula pelliculosa musi byt obé média doplnéna Na,SiO59H,0 pro dosazeni koncentrace
1,4 mg Si/l.

pH média se ziskd pfi rovnovaze mezi uhlicitanovym systémem média a parcidlnim tlakem CO, v atmosférickém vzduchu.
Priblizny vztah mezi pH pii 25 °C a moldrni koncentraci hydrogenuhlicitanu je:

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

rovn

S 15 mg/l NaHCO; je pH,q,, = 7,5 (médium US. EPA) a s 50 mg/l NaHCO; je pH,,,,, = 8,1 (médium OECD).
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Prvkové sloZeni zkuSebnich médii

Prvek EPA OECD
mg/l 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
Zésobni roztok ¢. 1: makroziviny
NH,Cl 1,5 gl
MgCl,-6H,0 1,2¢17!
CaCl,-2H,0 1,8 g1!
MgSO,:7H,0 1,5¢17!
KH,PO, 0,16 g™
Zasobni roztok ¢. 2: Zelezo
FeCl;-6H,0 64 mgl™!
Na,EDTA-2H,0 100 mg 1™
Zésobni roztok €. 3: stopové prvky
H;BO, 185 mgl™!
MnCl,-4H,0 415 mgl™
Zn(l, 3 mgl™!
CoCl,-6H,0 1,5 mg ™!
Cu(Cl,-2H,0 0,01 mgl™
Na,Mo0,2H,0 7 mgl™!
Zésobni roztok 4: hydrogenuhlicitan
NaHCO, 50 g1t
Na,Si05'9H,0

Vysterilizujte zdsobni roztoky membranovou filtraci (stfedni primér pért 0,2 pm) nebo v autoklavu (120 °C, 15 minut).

Roztoky skladujte v temnu pii 4 °C.

Zasobni roztoky 2 a 4 neosetfujte v autokldvu, ale sterilizujte je membranovou filtraci.

Pripravte rtistové médium pfiddnim odpovidajictho objemu zdsobnich roztokti 1 az 4 do vody:

Do 500 ml sterilizované vody pfidejte:
— 10 ml zdsobntho roztoku 1,

— 1 ml zdsobniho roztoku 2,

— 1 ml zdsobniho roztoku 3,

— 1 ml zdsobniho roztoku 4.
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Doplite do 1 000 ml sterilizovanou vodou.

Nechte stét dostate¢né dlouhou dobu na to, aby se vytvoiila rovnovédha média s atmosférickym CO,, v piipadé potieby po-
moci probublavéni sterilnim filtrovanym vzduchem po nékolik hodin.

Al.l

Al.2.1
Al1.2.2
Al1.2.3
Al.2.4
Al1.2.5
Al1.2.6
Al1.2.7
Al1.2.8

Al.3.1
Al.3.2
Al.3.3
Al.3.4
Al.3.5
Al.3.6
Al1.3.7
Al1.3.8

Al1.3.9

Al.4

Al.6

Piiprava média AAP

Pridejte 1 ml kazdého zdsobniho roztoku v A1.2.1-A1.2.7 do piiblizné 900 ml deionizované nebo destilované vody
a poté natedte do 1 1.

Zésobni roztoky makrozZivin se piipravuji rozpusténim nésledujicich latek v 500 ml deionizované nebo destilované
vody. Cinidla A1.2.1, A1.2.2, A1.2.3 a A1.2.4 Ize spojit do jednoho zdsobniho roztoku:

NaNO;—12,750 g.
MgCl,-6H,0—6,082 g.
CaCl,2H,0—2,205 g.

Zasobni roztok mikrozivin — (viz A1.3).
MgSO,,-7H,0—7,350 g.
K,HPO,—0,522 g.

NaHCO,—7,500 g.

Na,Si05-9H,0 - viz pozndmka Al.1.

Pozndmka A1.1 — Pouzivejte pouze pro testovaci druhy rozsivek. Mize byt pfiddn piimo (202,4 mg) nebo pro-
sttednictvim zdsobniho roztoku, aby bylo dosazeno konecné koncentrace 20 mg/l Si v médiu.

Zésobni roztok mikrozivin se pfipravuje rozpusténim ndsledujicich litek v 500 ml deionizované nebo destilované
vody:

H;BO5,—92,760 mg.

MnCl,-4H,0—207,690 mg.

ZnCl,—1,635 mg.

FeCl,-6H,0—79,880 mg.

Co(Cl,"6H,0—0,714 mg.

Na,Mo0O,-2H,0—3,630 mg.

CuCl,-2H,0—0,006 mg.

Na,EDTA-2H,0—150,000 mg.

[dinatrium-ethylendiamintetraacetat dihydrat].

Na,SeO, 5H,0—0,005 mg, viz pozndmka A1.2.

Pozndmka A1.2 — PouZivejte pouze v médiu pro zdsobni kultury druhd rozsivek.
Upravte pH na 7,5 * 0,1 pfiddnim 0,1 N nebo 1,0 N NaOH nebo HCL

Odfiltrujte média do sterilni nidoby prostrednictvim 0,22pm membranového filtru, pokud se md pouzivat pocitac
Castic, nebo 0,45um filtru, pokud se pocita¢ ¢astic pouZivat nemd.

Médium skladujte az do pouziti v temnu pfi teploté p¥iblizné 4 °C.
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Dodatek 3

Pfiklad postupu kultivace fas

Obecné pozndmky
Ucelem kultivace ndsledujicim postupem je ziskan{ kultur fas pro zkousky toxicity.

Musi byt pouzity vhodné metody k tomu, aby bylo zajisténo, ze kultury fas nebudou infikovény bakteriemi. Vhodné mo-
hou byt axenické kultury, avsak 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: Piistroje a pomtcky.

Postupy pii ziskdvani kultur Fas

Priprava zivnych roztokii (média):

Vsechny soli Zivin média se pripravuji jako koncentrované zasobni roztoky a skladuji se v temnu a chladu. Tyto roztoky
jsou sterilizovany filtraci nebo autokldvem.

Médium se pfipravi pfiddnim spravného mnozstvi zdsobniho roztoku do sterilni destilované vody, pficemz se dbd na to,
aby nedoslo k zddné infekci. K ziskdni pevného média se priddva 0,8 procent agaru.

Kmenovd kultura:

Kmenové kultury jsou malé kultury fas, které se pravidelné prendseji do ¢erstvého média, kde slouzi jako vychozi zkusebni
materidl. Nejsou-li kultury pravidelné pouziviny, vyockovévaji se na Sikmy agar. Poté se nejméné jednou za dva mésice pre-
ndeji do cerstvého média.

Kmenové kultury se péstuji v Erlenmeyerovych bankdach obsahujicich vhodné médium (objem piiblizné 100 ml). Jsou-li fasy
kultivovany pfi teploté 20 °C a stdlém osvétleni, musi se prendset kazdy tyden.

Pii preockovani se pienese sterilni pipetou do banky s cerstyym médiem takové mnozstvi ,staré” kultury, aby byla poca-
te¢ni koncentrace u rychle rostouciho druhu fas asi stokrdt mensi nez koncentrace kultury staré.

Rustovou rychlost druhu fas lze odecist z ristové kiivky. Je-li zndma, Ize z ni odhadnout hustotu, pfi niz musi byt kultura
pienesena do Cerstvého média. K tomu musi dojit pred fizi odumirdni kultury.

Predkultura:

Ucelem predkultur je poskytnout dostateéné mnozstvi fas potiebnych pro naockovéni zkusebnich kultur. Predkultura se kul-
tivuje za zkuSebnich podminek a pouzije se jesté béhem exponencidlniho ristu, to znamend obvykle po inkubaéni lhaté
o délce 2 az 4 dni. Obsahuji-li kultury fas deformované nebo abnormalni buriky, musi se odstranit.
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Dodatek 4

Datové analyza pomoci nelinedrni regrese

Obecné poznimky

Odezva ve zkousce ristu fas a jinych zkouskdch mikrobidlniho rtstu — rlistu biomasy je svoji povahou spojitd nebo me-
trickd proménnd — procesni rychlost, jestliZe se pouziva ristové rychlosti, a jeji integrdl béhem doby, pokud se zvoli bio-
masa. Obé jsou popsény piislusnou stfedni odezvou neexponovanych kontrol pouzitych k opakovani, jez ukazuji maximdlni
odezvu pii danych podminkdch — pficemz svétlo a teplota jsou primdrni urcujici faktory ve zkousce ristu fas. Systém je
distribuovany nebo homogenni a na biomasu Ize pohliZet jako na kontinuum pii zanedbani jednotlivych bunék. Distribuce
rozptylu typu odezvy pro takovy systém zdvisi vyluc¢né na experimentalnich faktorech (obvykle popsanych lognormdlnimi
nebo normdlnimi distribucemi chyb). To je v kontrastu k typickym odezvdm biologickych zkousek s kvantdlnimi daty,
u nichz se ¢asto predpokldds, ze tolerance (obvykle binominalné distribuovand) jednotlivych organismd je dominantni sloz-
kou rozptylu. Zde jsou kontroln{ odezvy nula nebo zdkladni Groven.

V nekomplikované situaci normalizovand nebo relativni odezva, r, monoténné klesd z 1 (nulovd inhibice) na 0 (stoprocent-
ni inhibice). Je tfeba mit na paméti, Ze vSechny odezvy maji pfidruzenou chybu a Ze o¢ividné negativni inhibice lze vy-
pocitat pouze jako vysledek ndhodné chyby.

Regresni analyza

Modely

Cilem regresni analyzy je kvantitativné popsat kiivku zévislosti koncentrace a odezvy ve formé matematické regresni funkce
Y = f (C) nebo cast&ji F (Z), kde Z = log C. Pouzit{ inverzni funkce C = f'(Y) dovoluje vypo¢itat hodnoty EC, vEetné ECs,
EC,, a EC,, a jejich 95% intervaly spolehlivosti. Prokdzalo se, Ze vztah koncentrace a odezvy ziskané ve zkouskdch inhibice
rlistu fas Gispésné popisuje nékolik jednoduchych matematickych funkci. Funkce napiiklad obsahuji logistickou rovnici, ne-
symetrickou Weibullovu rovnici a lognorméln{ distribu¢ni funkci, které jsou viechny esovitymi kiivkami asymptoticky se
blizicimi jedné pro C — 0 a nule pro C — nekonec¢no.

Pouziti modeld spojité prahové funkce (napf. Kooijmantv model ,pro inhibici popula¢niho riistu”, Kooijman et al. 1996)
byl nedédvno navrzen jako alternativa k modelim asymptotickym. Tento model nepfedpoklddd zddné ticinky pii koncent-
racich pod ur¢itym prahem, ECO+, ktery se odhaduje extrapolaci vztahu koncentrace a odezvy pro protnuti osy koncentrace
pomoci jednoduché spojité funkce, kterd neni v pocte¢nim bodé diferencovatelnd.

Je tieba mit na paméti, Ze analyza miiZe byt prostou minimalizaci rezidudlnich souctt ctverct (za predpokladu konstant-
niho rozptylu) nebo vazenych ¢tverci, pokud se kompenzuje heterogenita rozptylu.

Postup

Postup Ize nastinit ndsledovné: zvolte pfislusnou funkéni rovnici, Y = f (C), a uzptsobte ji podle Gdaji pomoci nelinedrni
regrese. Je lep3i pouZit méfeni z kazdé jednotlivé banky nez stfedni hodnoty opakovéni, aby se z dat ziskalo co nejvice in-
formaci. Jestlize je rozptyl vysoky, praktickd zkuSenost naopak naznacuje, Ze stiedni hodnoty opakovani mohou poskyto-

jednotlivého datového bodu.

Vyneste vytvofenou kiivku a naméfend data a prozkoumejte, zda-li byla kfivka vynesena spravné. Analyza rezidudlnich hod-
not muZe byt pro tento icel mimotddné uzitecnym ndstrojem. Jestlize zvoleny funkéni vztah pro vyjadfeni odezvy kon-
centrace nepopisuje celou kfivku nebo jeji nékterou zdsadné dilezitou &ast, napiiklad odezvu pii propadu nizkych
koncentraci, zvolte jinou variantu vlozeni kiivky — napf. nesymetrickou kiivku, jako je Weibullova funkce, namisto kiivky
symetrické. Negativni inhibice mohou byt problém napiiklad u lognormadlni distribu¢ni funkce, kterd podobné vyzaduje
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alternativni regresni funkci. Takovym negativnim hodnotdém se nedoporucuje pfifazovat nulu nebo malou kladnou hodno-
tu, protoZe se tim deformuje distribuce chyb. MtiZe byt vhodné nasadit na ¢dsti kiivky samostatnou kiivku, napfiklad v ¢sti
s nizkou inhibici pro odhad hodnot EC, . .. Vypocitejte ze vsazené rovnice (,inverznim odhadem® C = f™' (Y)) odhady
charakteristického bodu EC, a uved'te minimélné ECs, a jeden nebo dva odhady EC, ;¢ . ZkuSenost z praktického zkouseni
ukdzala, Ze preciznost zkousky ristu fas obycejné umoziuje pfiméfené pfesny odhad na tGrovni 10 % inhibice, jsou-li da-
tové body dostacujici — pokud se nevyskytne stimulace pfi nizkych koncentracich jakozto zkreslujici faktor. Preciznost od-
hadu EC,, je Casto znacné lepsi nez presnost odhadu EC,,, protoZe EC,, je obvykle umisténa na pfiblizné linedrni ¢asti
centralni kiivky odezvy koncentrace. Nékdy Ize EC, , interpretovat jen obtizné kvili ristové stimulaci. Proto zatimco je ECy
normdlné zjistitelnd s dostatecnou pfesnosti, rovnéz se vidy doporucuje uvddét EC,,,.

Vdhové faktory

Experimentdlni rozptyl neni obecné konstantni a typicky zahrnuje proporcionalni slozku, proto je vyhodné bézné provadét
vazenou regresi. Vahové faktory pro takovou analyzu se obvykle povazuji za nepfimo umérné k rozptylu:

w, = 1/Var(r)

Mnoho regresnich programt ma moznost vazené regresni analyzy s vahovymi faktory uvedenymi v tabulce. Vahové fak-
tory by se mély pohodiné normalizovat vyndsobenim n/S w; (n je pocet datovych boda) tak, aby se jejich soucet rovnal jedné.

Normalizace odezev

Normalizovani stfedni kontrolni odezvou zpusobuje urcité principidlni problémy a vede ke vzniku ponékud komplikované
struktury rozptylti. Délenim odezev stfedni kontrolni odezvou pro ziskdni procentudlni hodnoty inhibice se zavadi doda-
tecnd chyba zptisobend chybou kontrolni stfedni hodnoty. Neni-li tato chyba zanedbatelné mald, musi se opravit vihové
faktory v regresi a intervaly spolehlivosti na kovarianci s kontrolou (17). Je nutné mit na paméti, Ze je dtlezitd vysokd pre-
ciznost u odhadované stfedni kontrolni odezvy pro minimalizaci celkového rozptylu u relativni odezvy. Tento rozptyl je
nasledujict:

(i v dolnim indexu znamend Groven koncentrace i a 0 v dolnim indexu odkazuje na kontroly)

Y; = relativni odezva = r;f/r, = 1 -1=1f(C)

s rozptylem:

Var (Y) = Var (rifro) 8 (8Y; | 8 r)*Var(r) + (8 Y,/ 8 ro)>Var (r,)

a jelikoz

OV 81r)=1jrga®Y;[ 815 =rfro ?

s normdlné distribuovanymi daty a opakovanimi m; a m,;

Var(r) = o*/m;

se pak celkovy rozptyl relativni odezvy Y, vypocita:

Var(Y) = 6[(r> my) + 1,70%[ry* my

Chyba kontroln{ stfedni hodnoty je nepfimo timérnd druhé odmocniné po¢tu zprimérovanych kontrolnich opakovini, pfi-
¢emz nékdy je odiivodnéné zanést historickd data, ¢imz se chyba zna¢né snizi. Alternativnim postupem je data nenorma-
lizovat a nevyndset absolutni odezvy vcetné dat kontroln{ odezvy, nybrz zavést hodnoty kontrolni odezvy jakozto dodatecny
parametr, ktery bude upraven linedrni regresi. Zatimco obvykld regresni rovnice je dvouparametrickd, tato metoda vyzaduje
vneseni 3 parametrd, a proto potiebuje vice datovych boda nez nelinedrni regrese provadénd s daty, kterd jsou normali-
zovana pomoci pfedem stanovené kontrolni odezvy.
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Inverzni intervaly spolehlivosti

Vypocet nelinedrnich regresnich intervalt spolehlivosti inverznim odhadem je ponékud sloZité a neni to dostupnd standard-
ni moznost v béznych balicich statistickych pocitacovych programt. Piblizné intervaly spolehlivosti lze ziskat pomoci stan-
dardnich programt nelinedrni regrese s opakovanou parametrizaci (Bruce a Versteeg, 1992), coz zahrnuje piepisovani
matematické rovnice za pouziti pozadovanych odhadt bodu, napt. EC,, a ECs, jakoZto parametrd, které se maji odhad-
nout. Necht je funkce I = f (a, p, koncentrace); defini¢ni vztahy f (a, f, EC,o) = 0,1 a f (q, §, EC5,) = 0,5 se pouziji k nahrazen{
f (a, p, koncentrace) ekvivalentni funkei g (EC,,, ECs,, koncentrace).

nich hodnot r; a r,.

V posledni dobé se staly oblibenymi metody ,bootstrap“. Takové metody pouZivaji naméfenych tdaji a castého opétovné-
ho odbéru vzorki urcovaného generdtorem ndhodnych ¢isel pro odhad empirické distribuce rozptyld.
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PRILOHA V

C.25 AEROBNI MINERALIZACE V POVRCHOVE VODE - SIMULACNI ZKOUSKA BIOLOGICKEHO

ROZKLADU

METODA

Tato metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni 309 (2004) (1).

UvoD

Cilem této zkousky je zméFit casovy priibéh biologického rozkladu zkousené latky pii nizké koncentraci v aerobni
pifrodni vodé a kvantifikovat pozorovdni ve formé vyrazi pro kinetickou rychlost. Tato simula¢ni zkouska je ddv-
kové zkouska v laboratorni tfepaci lahvi pro stanoveni rychlosti aecrobniho biologického rozkladu organickych latek
ve vzorcich pfirodni povrchové vody (sladkovodni, brakické nebo motské). Je zalozena na ISO/DIS 14592-1 (2)
a rovnéz obsahuje prvky ze zkusebnich metod C.23 a C.24 (3) (4). Volitelné pii dlouhych zkusebnich ¢asech je dav-
kové zkoueni nahrazeno polospojitou zkouskou s cilem zabranit zhorseni zkusebniho mikrokosmu. Zékladnim
cilem simula¢ni zkousky je urcit mineralizaci zkousené latky v povrchové vodé a mineralizace tvorii zdkladnu pro
vyjadien{ kinetiky rozkladu. Oviem volitelnym sekundarnim cilem zkousky je ziskat informace o primdrnim roz-
kladu a tvorbé vyznamnéjsich transformacnich produktt. Uréen{ transformacnich produktd, a bude-li to mozné,
kvantitativni stanoven jejich koncentraci jsou zvlasté dilezité pro latky, které jsou velmi pomale mineralizované
(napi. s polocasy pro celkovy zbytkovy '*C piekracujici 60 dnii). Pro urenf a kvantitativn{ stanoveni vyznamngj-
Sich transformacnich produktt by se vzhledem k analytickym omezenim mély obvykle pouzivat vyssi koncentrace
zkousené latky (napf. > 100 pg/l).

Nizkd koncentrace v této zkouSce znamend koncentraci (napf. méné nez 1 pgfl az 100 pgfl), kterd je dostatecné
nizkd na to, aby zajistila, Ze kinetika biologického rozkladu ziskand ve zkousce odrdzi kinetiku oc¢ekdvanou v 7i-
votnim prostiedi. V porovndni s celkovou hmotnosti biologicky rozlozitelnych uhlikovych substratt dostupnych
v pifrodni vodé pouzivané pro zkousku slouzi zkousend latka p¥itomnd v nizké koncentraci jako sekundérni sub-
strt. To znamend, Ze ocekdvand kinetika biologického rozkladu je prvniho fadu (,nertistovd“ kinetika) a Ze
zkousend ldtka mtze byt rozkldddna ,spolumetabolismem*. Z kinetiky prvniho Fadu vyplyvd, Ze rychlost rozkladu
(mg/l/den) je pfimo imérnd koncentraci substrdtu, kterd s ¢asem klesd. Pii opravdové kinetice prvniho Fadu je spe-
cifickd rychlostni konstanta rozkladu, k, nezdvisld na ¢asu a koncentraci. To znamend, Ze k se znatelné neméni bé-
hem doby experimentu a neméni se s rostouci koncentraci béhem experimentd. Z definice je specifickd rychlostn{
konstanta rozkladu rovna relativni zméné koncentrace za ¢as: k = (1/C) - (dC/dt). Ackoliv se za predepsanych pod-
minek normdlné oc¢ekdvd kinetika prvniho fddu, mohou nastat urcité okolnosti, za kterych se projevi kinetiky ji-
nych fada. Odchylky od kinetiky prvniho fddu lze pozorovat napiiklad tehdy, jestlize rychlost biologické
transformace omezuje spise nez biologickd reakéni rychlost jev spojeny s pfenosem hmoty, napiiklad rychlost difu-
se. Ovem tdaje Ize téméf vzdy popsat kinetikou pseudoprvniho fadu a pfijmout rychlost zdvislou na koncentraci
jako konstantni.

Informace o biologické rozlozitelnosti zkousené latky pfi vyssich koncentracich (napf. ze standardnich screenin-
govych zkousek) spolecné s informacemi o abiotické rozlozitelnosti, transformacnich produktech a relevantnich
fyzikdlné-chemickych vlastnostech by mély byt dostupné pied zkouskou jako pomticka pro vypracovani planu ex-
perimentu a interpretaci vysledkd. Pouzit{ zkousenych ldtek znacenych isotopem '*C a stanoven{ fazové distribuce
!#C na konci zkousky umoznuje stanovenf tiplné biologické rozlozitelnosti. Pii pouziti neznacené zkousené ldtky
1ze Gplny biologicky rozklad pouze odhadovat, pokud se zkousi vyssi koncentrace a jsou zndmy vSechny vyznam-
ngjsi transformacni produkty.

DEFINICE

Primdrni biologicky rozklad: strukturdlni zména (transformace) chemické litky pasobenim mikroorganismd,
kterd ma za ndsledek ztrdtu chemické identity.

Funkéni biologicky rozklad: strukturdlni zména (transformace) chemické ldtky pasobenim mikroorganismi,
kterd ma za ndsledek ztrdtu specifické vlastnosti.

Uplny aerobni biologicky rozklad: rozlozeni chemické létky piisobenim mikroorganismii za pitomnosti kysli-
ku na oxid uhli¢ity, vodu a minerdln{ soli jakychkoli jinych piitomnych prvkd (mineralizace) a tvorba nové bio-
masy a organickych mikrobidlnich produktt biologické syntézy.
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Mineralizace: rozlozeni chemické litky nebo organické hmoty piisobenim mikroorganismi za pfitomnosti kys-
liku na oxid uhli¢ity, vodu a minerdln{ soli jakychkoli jinych piitomnych prvka.

Faze iniciace: doba od pocitku zkousky do dosazeni adaptace rozklddajicich mikroorganisma a zvySeni stupné
biologického rozkladu chemické latky nebo organické hmoty na detekovatelnou troven (napt. 10 % maximalniho
teoretického biologického rozkladu nebo nizsi v zdvislosti na presnosti techniky méfeni).

Maximdlni droveii biologického rozkladu: stupen biologického rozkladu chemické ldtky nebo organické hmo-
ty pii zkousce uvddény v procentech, pii jehoz prekroceni neprobihd béhem zkousky zddny dalsi biologicky
rozklad.

Primdrni substrét: soubor piirodniho uhliku a zdrojii energie, ktery zajistuje rtist a udrzovani mikrobidln{ biomasy.

Sekunddrni substrat: substritova slozka piftomnd v tak nizké koncentraci, Ze svymi rozkladem doddvé pouze ne-
vyznamnd mnozstvi uhliku a energie kompetentnim mikroorganismim v porovnéni s uhlikem a energii dodédva-
nou rozkladem hlavnich slozek substrdtu (primarnich substrata).

Rychlostni konstanta rozkladu: rychlostni konstanta kinetiky prvniho nebo pseudoprvniho #du, k (d"), kterd
ukazuje rychlost rozkladnych procesti. U ddvkového experimentu se k odhaduje z poc¢dtecni ¢sti rozkladové kiivky
ziskané po ukoncent fize iniciace.

Polocas, t,, (d): termin pouzivany pro charakteristiku rychlosti reakce prvniho fadu. Je to casovy interval, ktery
odpovidd poklesu koncentrace na polovinu. Polocas a rychlostni konstanta rozkladu jsou ve vzdjemném vztahu
vyjadieném rovnici t,, = In2/k.

Polocas rozkladu, DT, (d): termin pouZivany pro kvantifikaci vysledka zkousek biologického rozkladu. Je to ¢a-
sovy interval vCetné fize iniciace potfebny k dosazeni 50 % biologického rozkladu.

Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ): Mez detekce (LOD) je koncentrace ldtky, pod niz nelze totoz-
nost latky rozlisit od analytickych artefakt. Mez kvantifikace (LOQ) je koncentrace ldtky, pod niZ nelze koncen-
traci urdit s piijatelnou presnosti.

Rozpustény organicky uhlik (dissolved organic carbon, DOC): ta &dst organického uhliku ve vzorku vody, kte-
rou nelze odstranit stanovenou fdzovou separaci, napitklad odstfedovanim po dobu 15 minut pfi zrychleni 40 000
ms 2 nebo membranovou filtraci pomoci membrén s péry o priiméru 0,2 pm az 0,45 pm.

Celkovi aktivita organického '*C (total organic '*C activity, TOA): Celkov4 aktivita '*C spojend s organickym
uhlikem.

Aktivita rozpusténého organického '*C (dissolved organic *C activity, DOA): Celkové aktivita '“C spojend
s rozpusténym organickym uhlikem.

Aktivita &isticového organického '*C (particulate organic *C activity, POA): Celkové aktivita '*C spojend
s Cdsticovym organickym uhlikem.

POUZITELNOST ZKUSEBNI METODY

Tato simula¢ni zkouska je pouzitelnd pro netékavé nebo slabé tékavé organické latky zkousené pii nizkych kon-
centracich. Pfi pouziti banék otevienych do atmosféry (napf. se zdtkou z vaty) lze litky s Henryho konstantou niz-
§i nez 1 Pa-m’/mol (pfiblizné 10~ atm-m’/mol) povazovat za prakticky netékavé. Pfi pouziti uzavienych banék
s dostateénym volnym prostorem nad ldtkou je mozné zkouSet mirné t€kavé ldtky (s Henryho konstantami
<100 Pa-m’/mol nebo < 107% atm-m>/mol) beze ztrat ve zkugebnim systému. Pfi odstraiovani CO, mfize dojit ke
ztratdm latek znacenych isotopem '*C, pokud nejsou piijata spravna predbéznd opatieni. V takovych situacich
muze byt nezbytné jimat CO, v internim absorbéru s alkdlil nebo pouzit externi systém pro absorpci CO, (pfimé
stanoven{ '*CO,, viz dodatek 3). Pro stanoveni kinetiky biologického rozkladu musi byt koncentrace zkousené l4t-
ky niz8i nez jeji rozpustnost ve vodé. Je viak nutné uvést, Ze hodnoty rozpustnosti ve vodé uvadéné v literatufe
mohou byt vyznamné vys3i nez rozpustnost zkousené latky v pfirodnich voddch. Pfipadné Ize stanovit rozpust-

nost zkousenych ldtek se zvldsté $patnou rozpustnosti ve vodé pomoci zkusebnich piirodnich vod.

Tuto metodu lze pouzit pro simulovani biologického rozkladu v povrchové vodé bez hrubych ¢dstic (,pelagickd
zkouska®) nebo ve zkalené povrchové vodg, kterd by napiiklad mohla existovat v blizkosti rozhrani voda/sediment
(,zkouska se suspendovanymi sedimenty*).
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PODSTATA ZKOUSKY

Zkouska se provadi v ddvce inkubaci zkousené latky bud pouze s povrchovou vodou (,pelagickd zkouska®), nebo
povrchovou vodou doplnénou suspendovanymi pevnymi litkami/sedimenty o suché hmotnosti 0,01 az 1 g/l
(»zkouska se suspendovanymi sedimenty“) pro simulaci vodni hmoty se suspendovanymi pevnymi litkami nebo
resuspendovanymi sedimenty. Koncentrace suspendovanych pevnych latek/sedimentt v niz§im rozmezi tohoto in-
tervalu je typickd pro vétsinu povrchovych vod. Zkusebni banky se inkubuji ve tmé za teploty okoli za aerobnich
podminek a michdni. Pro stanoveni kinetiky rozkladu je zapotfebi pouzit nejméné dvou odlisnych koncentraci
zkousené latky. Koncentrace by se mély navzdjem lisit faktorem 5 az 10 a mély by predstavovat ocekdvané roz-
mezi koncentraci v Zivotnim prostfedi. Maximalni koncentrace zkousené latky by neméla prekrocit 100 pg/l, ale
dava se pfednost maximdlnim koncentracim niz$im nez 10 pg(l, aby se zajistilo, Ze biologicky rozklad dodrzuje
nim koncentracim 1-2 pg/l nebo méné nez 1 pg/l. Normalné lze odpovidajici analyzy takové nizké koncentrace
provést pomoci komeréné dostupnych latek znacenych isotopem '*C. Kviili analytickym omezenim je ¢asto ne-
mozné zméfit koncentraci zkousené litky s pozadovanou presnosti, pokud se zkousend ltka pouzivd v koncen-
traci < 100 pg/l (viz bod 1.7.2 druhy odstavec). Vyssi koncentrace zkousené litky (> 100 pg/l a nékdy > 1 mg/l) lze
pouzit pro indentifikaci a stanoveni mnozstvi vyznamngjsich transformac¢nich produktd, nebo neni-li k dispozici
specifickd analytickd metoda s nizkou mezi detekce. Jestlize se zkousi vysoké koncentrace zkousené ldtky, nemusi
byt pouziti vysledkd pro odhad rozkladové konstanty prvniho fddu a polocasu mozné, protoze rozklad pravde-
podobné nebude probihat podle kinetiky prvniho fadu.

Rozklad je sledovén v piislusnych casovych intervalech méfenim zbytkového '*C nebo zbytkové koncentrace zkou-
gené latky pfi pouziti specifické chemické analyzy. Znacenf nejstabilnéjif ¢dsti molekuly isotopem '*C zarucuje ur-
¢eni celkové mineralizace, zatimco znaceni méné stabiln{ ¢dsti molekuly isotopem '*C spolecné s vyuzitim
specifické analyzy umoziiuje hodnotit pouze primarni biologicky rozklad. Ovem nejstabilngjsi ¢dst nemusi nutné
obsahovat relevantni funkéni ¢dst molekuly (kterou lze vztahovat ke konkrétni vlastnosti, napiiklad toxicité,
bioakumulaci atd.). V tomto piipadé mize byt vhodné pouzit zkousenou latku, kter4 je znacena isotopem '*C, ve
funkéni ¢asti ke sledovani eliminace konkrétni vlastnosti.

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

V této zkousce lze pouZit jak zkousené ltky znacené radioisotopy, tak latky neznacené. Doporucuje se metoda zna-
¢eni isotopem '*C, pfi€emz znacena by obvykle méla byt nejstabilngjsi ¢ast (¢4sti) molekuly (viz také bod 1.4).
U ltek obsahujicich vice nez jeden aromaticky kruh by se isotopem '*C mély nejlépe oznacit jeden ¢&i vice uhliki
v kazdém kruhu. Déle by se isotopem '*C mél nejlépe oznacit jeden ¢i vice uhlikéi na obou stranich snadno roz-
lozitelnych vazeb. Chemickd a/nebo radiochemicka cistota zkousené latky by méla byt > 95 %. U radioisotopové
znacenych latek se dava prednost specifické aktivité pfiblizné 50 pCi/mg (1,85 MBq) nebo vice, aby se usnadnila
méfeni '*C u zkousek provadénych s nizkymi pocate¢nimi koncentracemi. O zkousené latce by mély byt k dispo-
zici ndsledujici informace:

— rozpustnost ve vodé (metoda A.6),

— rozpustnost v organickém(ych) rozpoustédle(ch) (litky pouzivané s rozpoustédlem nebo s nizkou rozpust-
nosti ve vodg),

— disocia¢ni konstanta (pK,), jestlize ldtka podléhd protonaci nebo deprotonaci (Pokyn OECD pro
zkouseni 112) (5),

— tlak par (metoda A.4) a Henryho konstanta,
—  chemickd stdlost ve vodé a ve tmé (hydrolyza) (metoda C.7).

Zkousi-li se v mofské vodé latky $patné rozpustné ve vodé, mize byt rovnéz uzite¢né zndt vysolovaci konstantu
(neboli ,Secenovovu konstantu“) K*, kterd je definovdna vyrazem: log (S/S’) = K° C,,, kde S je rozpustnost litky ve
sladké vodé a §' v motské vodg, a C,,, je moldrni koncentrace soli.

Jestlize se zkouska provadi jako ,zkouska se suspendovanymi sedimenty®, mély by byt k dispozici rovnéz ndsle-
dujici informace:

— rozdélovaci koeficient oktanol-1-ol/voda (metoda A.8),

— adsorpéni koeficient (metoda C.18).
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Mezi dalsi uzite¢né informace patif:
— koncentrace v Zivotnim prostieds, je-li zndma nebo odhadnutd,
— toxicita zkousené ldtky pro mikroorganismy (metoda C.11),

— snadnd afnebo vlastni biologickd rozlozitelnost (metody C.4 A-F, C.12, C.9, Pokyn OECD pro
zkouSeni 302 (5)),

— aerobni nebo anaerobni biologickd rozlozitelnost v piidé a studie transformace v systémech voda/sediment
(metody C.23, C.24).

REFERENCNI LATKA

Jako referencni latka by se méla pouzivat latka, kterd se za aerobnich podminek obvykle snadno rozklddd (napf.
anilin nebo benzodt sodny). O¢ekdvany casovy interval pro rozklad anilinu a benzodtu sodného je obvykle méné
nez 2 tydny. Ucelem referenénich litek je zajistit, aby byla mikrobialn{ aktivita zkusebni vody v urcitych mezich,
tj., aby voda obsahovala aktivni mikrobidln{ populaci.

KRITERIA JAKOSTI

s v

Vytéznost

Bezprostiedné po pfiddni zkousené latky je tieba ovéfit kazdou pocatecni zkuSebni koncentraci méfenim aktivity
1#C nebo - v piipadé neznacenych latek — chemickymi analyzami vzdy nejméné v duplikatnich vzorcich. Takto se
ziskaji informace o pouzitelnosti a opakovatelnosti analytické metody a o homogenité distribuce zkousené latky.
V néslednych analyzach tdajti se obvykle namisto nomindlni koncentrace pouzije spiSe naméfend pocatecni akti-
vita 1*C nebo koncentrace zkousené latky, nebot se jejich pouzitim kompenzujf ztraty zptisobené sorpci a chyba-
mi pfi ddvkovéni. U zkougené litky znacené isotopem '*C se hodnota vytéZnosti na konci experimentu udéva
pomoci hmotnostni bilance (viz bod 1.8.9.4 posledni odstavec). V idedlnim pfipadé by se hmotnostni bilance
radioisotopové znacené litky méla pohybovat od 90 % do 110 %, zatimco analytickd pfesnost by méla vést k po-
Catecni vytéznosti od 70 % do 110 % pro neznacené zkousené litky. Tato rozmezi je zapotiebi vyklddat jako cile
a neméla by se pouzivat jako kritéria pro pfijeti zkousky. P¥ipadné lze analytickou pfesnost stanovit pro zkou-
Senou ldtku pfi nizsi koncentraci, nez je koncentrace pocatecni, a pro vyznamnéjsi transformacni produkty.

Opakovatelnost a citlivost analytické metody

Opakovatelnost analytické metody (véetné tG¢innosti prvni extrakce) pro kvantitativni stanoveni zkousené latky
a piipadné transformacnich produktt by se méla ovéfit péti opakovanymi analyzami jednotlivych extraktd povr-
chové vody.

Mez detekce (LOD) analytické metody pro zkousenou ldtku a pro transformacni produkty by méla byt pokud moz-
no alespont 1 % pocdtecniho mnozstvi pouzitého ve zkusebnim systému. Mez kvantifikace (LOQ) by se méla rov-
nat nebo byt mensi nez 10 % pouzité koncentrace. Chemické analyzy mnoha organickych litek a jejich
transformacnich produktli Casto vyzaduji, aby se zkousend litka pouzivala v relativné vysoké koncentraci,
tj. > 100 pg/l

POPIS ZKUSEBNI METODY

Vybaveni

Zkousku Ize provddét v Erlenmeyerovych barikdch nebo vélcovych nddobach vhodné kapacity (napf. 0,5 nebo 1,0
litru) uzavienych silikonovou nebo pryzovou zdtkou nebo v bankdch na sérum s viky tésnicimi proti Gniku CO,
(napf. opatiené septou z butylové pryze). Dalsi moznosti je provadét zkousku pomoci vice banék a pouzivat jako
vzorek cely objem vzdy nejméné dvou banék v kazdém intervalu odbéru vzorku (viz bod 1.8.9.1 posledni odsta-
vec). Pro netékavé zkousené latky, které nejsou radioisotopové oznaceny, nejsou nutné plynotésné zdtky nebo vika;
vhodné jsou volné vatové zdtky, které brani kontaminaci ze vzduchu (viz bod 1.8.9.1 druhy odstavec). Lehce té-
kavé latky by mély byt zkouseny v systému biometrického typu s jemnym michdnim povrchu vody. Aby se
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zajistilo, Ze nedojde k bakteridlni kontaminaci, Ize nddoby pied pouzitim pifpadné sterilizovat ohfevem nebo au-
tokldvovanim. Déle se pouziva toto standardni laboratorni vybavenf:

— deskovd tfepacka nebo magnetické michacky pro nepfetrzité michani zkusebnich bangk,
—  odsttedivka,

—  pH-metr,

— turbidimetr pro nefelometrickd méfeni turbidity (zdkalu),

— pec nebo mikrovlnnd pec pro stanoveni suché hmotnosti,

— membranovy filtracni piistroj,

— autokldv nebo pec pro tepelnou sterilizaci sklenéného nadobf,

—  zaifzeni pro manipulaci s litkami znacenymi isotopem '*C,

—  zaifzeni pro kvantifikaci aktivity '*C ve vzorcich z roztokd pro s jimanym CO, a, bude-li to nutné, ze vzorkf
sediment,

— analytické vybaveni pro urceni zkousené (a referencni) latky, jestlize se pouzije specifickd chemickd analyza
(napf. plynovy chromatograf, chromatograf pro vysokotlakou kapalinovou chromatografii).

Zasobni roztoky zkousené litky

Pro piipravu zdsobnich roztokd zkousenych a referencnich latek se pouzivd deionizovand voda (viz bod 1.8.7 prv-
ni odstavec). Deionizovand voda by méla byt zbavend latek, které mohou byt toxické pro mikroorganismy a podil
rozpusténého organického uhliku (DOC) by nemél byt vys3si nez 1 mg/l (6).

Odbér a pfeprava povrchové vody

Misto odbéru povrchové vody by mélo byt vybrano podle téelu zkousky v dané situaci. Pfi vybéru mist odbéru
musi byt piihlédnuto k historii pfipadnych zemédélskych, pramyslovych nebo domaécich vstupil. Jestlize je znamo,
ze bylo vodni prostedi v pfedchozich ¢tyfech letech kontaminovéno zkousenou latkou nebo jejimi strukturnimi
analogy, nemélo by se pouzivat k odbéru zkusebni vody, s vyjimkou piipadd, kdy je zkoumani rychlosti rozkladu
v dfive exponovanych mistech vyslovnym dcelem zkousejictho. V misté odbéru by se mély zméfit pH a teplota
vody. Dile je tfeba zaznamenat hloubku odbéru a vzhled vzorku vody (napf. barva a turbidita) (viz bod 3). Mély by
se méfit koncentrace kysliku a/nebo oxida¢né-redukéni potencidl ve vodé a v povrchové vrstvé sedimentu s cilem
prokdzat aerobni podminky, s vyjimkou piipadii, kdy je jejich existence patrnd ze vzhledu a historické zkusenosti
s danym mistem. Povrchovd voda by se méla piepravovat v diikladné vycisténém zdsobniku. BEhem prepravy by
teplota vzorku neméla vyznamné piekracovat teplotu pouzitou pii zkousce. Doporucuje se chlazeni na 4 °C, po-
kud trvani piepravy prekracuje 2 az 3 hodiny. Vzorek vody se nesmi zmrazit.

Skladovini a pfiprava povrchové vody

Zkouska by méla byt nejlépe zahdjena do jednoho dne po odbéru vzorku. Skladovéni vody, je-li nutné, by se mélo
minimalizovat a nesmi v Zddném p¥ipadé piekracovat maximdln{ hranici 4 tydni. Vzorek vody je zapotiebi skla-
dovat az do pouziti pii teploté 4 °C za provzdusiiovani. Pfed pouzitim je tfeba odstranit hrubé ¢éstice, napt. filtraci
pies nylonovy filtr s velikosti ok okolo 100 pm nebo pies hruby papirovy filtr, pfipadné sedimentaci.

Piiprava vody doplnéné sedimentem (nepovinné)

Pro zkousku se suspendovanymi sedimenty se do banék obsahujicich piirodni vodu (pfefiltrovanou za ticelem od-
stranéni hrubych &éstic, jak je popsdno v bodé 1.8.4) piiddva povrchovy sediment, aby vznikla suspenze; koncen-
trace suspendovanych pevnych litek by méla byt v rozmezi 0,01 az 1 g[l. Povrchovy sediment by mél pochazet ze
stejného mista, z néhoz byl odebrdn vzorek vody. V zdvislosti na konkrétnim vodnim prostiedi mtize byt povr-
chovy sediment bud charakterizovan vysokym obsahem organického uhliku (2,5-7,5 %) a jemnou strukturou, nebo
nizkym obsahem organického uhliku (0,5-2,5 %) a hrubou strukturou (3). Povrchovy sediment lze pfipravit nds-
ledovné: odeberte nékolik jader sedimentu pomoci zkumavky z prihledného plastu, bezprostiedné po odbéru



L 220/62

Utedni véstnik Evropské unie

24.8.2009

1.8.6

1.8.7

1.8.8

1.8.8.1

1.8.8.2

vzorku oddélte horni aerobni vrstvy (od povrchu do hloubky maximdlné 5 mm) a smiste je. Vysledny vzorek se-
dimentu by mél byt pfepravovan v zdsobniku s velkym vzduchovym prostorem nad sedimentem, aby se sediment
udrzel za aerobnich podminek (chladit na 4 °C, jestlize doba prepravy prekracuje 2 az 3 hodiny). Vzorek sedimen-
tu by mél byt suspendovédn ve zkusebni vodé v poméru 1:10 a do pouziti skladovdn pii teploté 4 °C za pro-
vzdusnovani. Skladovani sedimentu, je-li nutné, by se mélo minimalizovat a nesmi v zddném p¥ipadé ptekracovat
maximalni hranici 4 tydna.

Polospojity postup (nepovinné)

Jestlize nastdva dlouhd fdze iniciace pfed tim, nez je mozné méfit vyznamny rozklad zkousené latky, maze byt ne-
zbytnd prodlouzend inkubace (nékolik mésict). Pokud je tato skutecnost z piedchoziho zkouseni latky zndma,
zkousku Ize zahdjit pouzivanim polospojitého postupu, ktery umoziiuje pravidelné obnovovani ¢asti zkusebni vody
nebo suspenze (viz dodatek 2). Alternativné lze normélni ddvkovou zkousku zménit na polospojitou zkousku, po-
kud nebylo dosazeno rozkladu zkousené latky piiblizné béhem 60 dnii zkouSeni s vyuzitim ddvkového postupu
(viz bod 1.8.8.3 druhy odstavec).

Pfidani zkousené (nebo referencni) latky

U latek s vysokou rozpustnosti ve vodé (> 1 mg/l) a nizkou tékavosti (Henryho konstanta < 1 Pa:m?/mol nebo
< 107 atm'm?/mol) lze p¥ipravit zdsobni roztok v deionizované vodé (viz bod 1.8.2), vhodny objem zdsobnfho
roztoku se pfiddvd do zkusebnich nddob pro dosazeni pozadované koncentrace. Objem jakéhokoliv pFidaného
zdsobniho roztoku je tfeba omezit na co nejniz$i moznou miru (< 10 % kone¢ného objemu kapaliny, je-li to mo-
zné). Dalsim postupem, ktery lze povazovat za alternativu pro pouzivani organickych rozpoustédel, je rozpustit
zkou$enou latku ve vétsim objemu zkusebni vody.

Je-li to nevyhnutelné, mély by se zdsobni roztoky netékavych ldtek se $patnou rozpustnosti ve vodé pipravit za
pouziti tekavého organického rozpoustédla, avsak mnozstvi rozpoustédla pFidaného do zkusebniho systému by ne-
mélo piekrocit 1 % obj. a nemélo by mit neptiznivé icinky na mikrobidlni aktivitu. Rozpoustédlo by nemélo ovliv-
novat stdlost zkousené latky ve vodé. Rozpoustédlo by mélo byt odstranéno na mimofddné malé mnozstvi tak, aby
vyznamné nezvySovalo koncentraci DOC zkusebni vody nebo suspenze. Toto je tieba zkontrolovat analyzou spe-
cifickou pro danou ldtku, nebo je-li to mozné, analyzou DOC (6). Musi se vynalozit tsili na omezeni pfendseného
rozpoustédla na absolutné nezbytné mnozstvi a zajistit, aby mnozstvi zkousené latky bylo mozné rozpustit v ko-
necném objemu zkuSebni vody. Pro zavedeni zkousené litky do zkusebnich nadob lze pouzivat i dalsi metody,
které jsou popsané v literatufe (7) a (8). Pouziva-li se k aplikaci zkousené ldtky organické rozpoustédlo, mély by se
kontroly s rozpoustédlem obsahujici zkuSebni vodu (bez pfidavkii) a zkuSebni vodu s pfidanou referencni ltkou
exponovat podobné jako aktivni zkusebni nidoby doplnéné zkousenou litkou v nosném rozpoustédle. Cilem kont-
rol s rozpoustédlem je prozkoumat na zdkladé rozkladu referencni ldtky mozné nezddouc ticinky na mikrobidln{
populaci zpsobené rozpoustédlem.

ZkuSebni podminky

Zku3ebni teplota

Inkubace by méla probihat (nejlépe) v temnu nebo v difuznim svétle pfi kontrolované (2 °C) teploté, kterd mize
byt teplotou terénu nebo standardni teplotou 20 az 25 °C. Teplotou terénu miize byt bud skute¢nd teplota vzorku
v dobé odbéru, nebo primeérnd teplota terénu na misté odbéru.

Promichdvdni

Je nutné zajistit promichdvani nepfetrzitym protiepavanim nebo michdnim, aby se ¢dstice a mikroorganismy udr-
zovaly v suspenzi. Promichdvani rovnéz umoziiuje pfenos kysliku do kapaliny z volného prostoru nad kapalinou
tak, aby bylo mozné odpovidajicim zptsobem udrzovat acrobni podminky. Umistéte baniky na deskovou tiepacku
(promichdvani pfiblizné pfi 100 ot/min) nebo pouZijte magnetické michdni. Promichdvani musi byt nepfetrzité.
Tfepani nebo michdni by viak mélo byt co nejjemngjsi, pficemz je tieba udrzovat homogenni suspenzi.
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Doba trvdni zkousky

Doba trvani zkousky by obecné neméla piekrocit 60 dnii, pokud se nepouzije polospojity postup s pravidelnym
obnovovéanim zkuSebni suspenze (viz bod 1.8.6 a dodatek 2). Oviem doba trvani mize byt u ddvkové zkousky
prodlouzena na maximalné 90 dnd, jestlize rozklad zkousené ldtky zacal béhem prvnich 60 dnd. Rozklad se sle-
duje ve vhodnych ¢asovych intervalech ur¢ovanim zbytkové aktivity '*C nebo uvolnéného '#CO, (viz bod 1.8.9.4)
afnebo chemickou analyzou (bod 1.8.9.5). Doba inkubace musi byt dostate¢né dlouhd pro vyhodnoceni procesu
rozkladu. Rozsah rozkladu by mél nejlépe piekrocit 50 %; u pomalu rozlozZitelnych latek musi byt rozsah rozkladu
dostate¢ny (obvykle vétsi nez 20 % rozklad) k tomu, aby byl mozny odhad kinetické rychlostn{ konstanty rozkladu.

Musi se provadét pravidelnd méfeni pH a koncentrace kysliku ve zkuSebnim systému, pokud nejsou k dispozici
piedchozi zkusenosti z podobnych zkousek se vzorky vody a sedimentd odebranych ze stejného mista, pficemz
v takovém piipadé by tato méfeni nebyla potfebnd. Za urcitych podminek by mohl metabolismus primdarnich sub-
strat pii mnohem vyssich koncentracich ve vodé nebo v sedimentu vést k tak velkému uvolnovani CO,, a tak
znacnému vycerpani kysliku, Ze by to vyznamné zménilo experimentélni podminky béhem zkousky.

Postup

Priprava banék pro pelagickou zkousku

Do zkusebnich banék se pfevede vhodny objem zkusebni vody, a to az do pfiblizné jedné tietiny objemu banky
a ne méné nez piiblizné 100 ml. JestliZze se pouziva vice banék (umoziujicich zkouseni na celém objemu banky
v kazdém case odbéru vzorku), je vhodny objem zkusebni vody rovnéz piiblizné 100 ml, protoze malé objemy
vzorku mohou ovlivnit délku fze iniciace. ZkouSend ldtka se pfidd ze zdsobniho roztoku, jak je popsino v bo-
dech 1.8.2 a 1.8.7. Pro urcent kinetiky rozkladu a vypocet kinetické rychlostni konstanty rozkladu by se mély po-
uzit nejméné dvé odlisné koncentrace zkousené latky lisici se faktorem 5 az 10. Obé zvolené koncentrace by mély
byt niz$i nez 100 pg/l a nejlépe v rozmezi < 1-10 pg/l.

Bariky se uzaviou zdtkami nebo vicky nepropustnymi pro vzduch a CO,. U netékavych zkugebnich chemickych
latek neznacenych isotopem '*C jsou vhodné volné vatové zitky, které bréni kontaminaci ze vzduchu (viz
bod 1.8.1), pokud je ovsem o vSech hlavnich produktech rozkladu zndmo, Ze jsou netékavé, a pokud se pouziva
nepiimé stanoveni CO, (viz dodatek 3).

Baniky se inkubuji pfi zvolené teploté (viz bod 1.8.8.1). Vzorky pro chemickou analyzu nebo méfeni '*C je tieba
odebrat na pocatku zkousky (tj. pfedtim, nez zacne biologicky rozklad; viz bod 1.7.1) a poté ve vhodnych caso-
vych intervalech v priibéhu zkousky. Odbér vzorkd Ize provadét odbérem dil¢ich vzorkd (napt. 5 ml alikvotnich
objemt)) z kazdého opakovani nebo odbérem vidy celého objemu banky v kazdém case odbéru vzorku. Minera-
lizace zkousené latky miize byt ur¢ena bud piimo, nebo nepiimo (viz dodatek 3). Obvykle se vyzaduje minimdlné
pét bodt pro odbér vzorku béhem féze rozkladu (tj. po ukoncené fazi iniciace) s cllem odhadnout spolehlivou rych-
lostni konstantu, s vyjimkou piipadd, kdy je mozné odivodnit, Ze u rychle rozlozitelnych latek jsou dostatecné tii
body odbéru vzorku. U ldtek, které nepodléhaji rychlému rozkladu, 1ze snadno provést vice méfeni béhem faze roz-
kladu, a proto by se k odhadu k mélo pouzivat vice datovych bodi. Pro odbér vzorkt nelze uvést zidny pevny Ca-
sovy harmonogram, protoze rychlost biologického rozkladu se v jednotlivych pfipadech lisf; oviem doporucuje se
odebirat vzorky jednou tydné, pokud je rozklad pomaly. Jestlize zkousend ldtka podléhd rychlému rozkladu, odbér
vzorkt by se mél béhem prvnich tif dnd provadét jednou denné a poté kazdy druhy nebo tieti den. Za urcitych
okolnosti, naptiklad u velmi rychle hydrolyzujicich latek, mize byt nezbytné odebirat vzorky v hodinovych inter-
valech. Doporucuje se, aby se pred zkouskou provedla predbéznd studie s cilem urcit vhodné intervaly odbéru vzor-
k. Pokud musi byt vzorky k dispozici pro dalsi specifickou analyzu, je uzite¢né odebrat vice vzorki a poté na konci
experimentu zvolit ty, které se maji analyzovat, v opacném pofadi, tj. posledni vzorky se analyzuji prvni (viz
bod 1.8.9.5 druhy odstavec, kde jsou pokyny ke stalosti vzorks béhem skladovani).

Pocet banék a vzorkii

Nasad'te dostate¢ny pocet zkusebnich banék v tomto rozsahu:

—  zkuSebni banky; nejméné dvoji banky pro kazdou koncentraci zkousené latky (nejlépe minimalné 3) nebo vice
zkugebnich banék pro kazdou koncentraci, jestlize se jako vzorek pouzije vzdy cely objem bariky v kazdém
¢ase odbéru vzorkd (oznaceno symbolem Fj),

—  zku3ebni banky pro vypocet hmotnostni bilance; nejméné dvoji baniky pro kazdou zkusebni koncentraci
(oznaceno symbolem Fyy),
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—  slepé zkousky, bez zkousené latky; nejméné jedna zkusebni barika pro slepou zkousku obsahujici pouze zku-
$ebni vodu (oznaceno symbolem Fy),

— referen¢ni kontrola; dvoji barky s referencni latkou (napf. anilinem nebo benzoatem sodnym v koncentraci
10 pg/fl) (oznaceno symbolem F). Cilem referen¢ni kontroly je potvrdit minimum mikrobidlni aktivity. Je-li
to vyhodné, 1ze pouzit radioisotopové znacenou referencni ldtku, a to i tehdy, je-li rozklad zkousené latky sle-
dovan chemickymi analyzami,

— sterilni kontrola; jedna nebo dvé banky obsahujici sterilizovanou zkusebni vodu ke zkouméni mozného abio-
tického rozkladu nebo jiného nebiologického odstranéni zkousené litky (oznaceno symbolem Fg). Biologic-
kou aktivitu lze zastavit autokldvovanim (121 °C, 20 minut) zkusebni vody nebo pfiddnim toxické ldtky (napt.
azidu sodného (NaN;) v mnozstvi 10-20 gfl, chloridu rtutnatého (HgCl,) v mnozstvi 100 mg/l nebo forma-
linu v mnozstvi 100 mg/l) nebo zdfenim gama. Pouzije-li se HgCl,, mél by se zneskodnit jako toxicky odpad.
U vody s velkym mnozstvim ptidaného sedimentu se sterilnich podminek dosahuje nesnadno; v tomto pii-
padé se doporucuje opakované autokldvovani (napf. tiikrdt). Je tieba vzit v tvahu, Ze sorp¢ni charakteristiky
sedimentu se mohou autokldvovanim pozménit,

— kontroly s rozpoustédlem obsahujici zkusebni vodu a zkuSebni vodu s referen¢ni litkou; dvoji banky ose-
tiené stejnym mnozstvi rozpoustédla a podrobené stejnému postupu jako v pifpadé aplikace zkousené latky.
Cilem je zkoumat pomoci urceni rozkladu referen¢ni latky mozné nezddouci dcinky rozpoustédla.

V planu zkousky by mél zkousejici vzit v Gvahu relativni dilezitost vétstho poctu opakovani oproti zvysenému poc-
tu Castt odbéru vzorkd. Presny pocet pozadovanych banék bude zdviset na metodé pouzité pro méfeni rozkladu
(viz bod 1.8.9.1 tieti odstavec, bod 1.8.9.4 a dodatek 3).

V kazdém case odbéru vzorku by se mély odebrat dva dil¢i vzorky (napf. 5 ml alikvotnich objemd) z kazdé zku-
Sebni banky. Jestlize se pouzivé vice banék, aby bylo mozné pouzit jako vzorek vzdy cely objem bariky, v kazdém
case odbéru vzorka by se mély odebrat minimdlné dvé banky (viz bod 1.8.9.1 prvni odstavec).

Priprava banék pro zkousku se suspendovanymi sedimenty [nepovinné]

Pridejte do zkusebnich nddob potiebnd mnozstvi zkusebni vody a piipadné sedimentu (viz bod 1.8.5). Piiprava ba-
nék pro zkousku se suspendovanymi sedimenty je stejnd jako pro pelagickou zkousku (viz body 1.8.9.1 a 1.8.9.2).
Nejlépe pouzijte lahvicky na sérum nebo banky podobnych tvarti. Umistéte uzaviené banky horizontalné do tfe-
packy. Je ziejmé, ze oteviené banky pro netékavé ldtky neznacené isotopem '*C by se mély umistit do svislé po-
lohy; v tomto piipadé se doporucuje magnetické michdni a pouzivani magnetickych ty¢inek pokrytych sklem. Je-li
to nezbytné, piivddéjte do lahvi vzduch, aby se udrzely spravné aerobni podminky.

Radiochemickd stanoveni

Uvolnény '*CO, se mé&if nepifmo a piimo (viz dodatek 3). Nepiimo se *CO, urcuje jako rozdil mezi pocateeni
aktivitou '*C ve zkusebn{ vodé nebo suspenzi a celkovou zbytkovou aktivitou v dobé odbéru vzorku po okyseleni
vzorku na pH 2-3 a odvedeni CO,. Odstrani se tak anorganicky uhlik a namétend zbytkovd aktivita se odvodi z or-
ganického materidlu. Nepiimé stanoveni '*CO, by se nemélo pouzivat, jestlize béhem transformace zkousené lt-
mélo méfit pfimo (viz dodatek 3) v kazdém case odbéru vzorkii v nejméné jedné zkusebni bance; tento postup
umoziuje kontrolovat jak hmotnostni bilanci, tak proces biologického rozkladu, ale je omezen na zkousky pro-
vadéné s uzavienymi baikami.

Jestlize je uvolnény '*CO, béhem zkousky méfen pifmo, vyclenf se pro tento Gicel na po¢atku zkousky vice banek.
Pifmé stanoven{ '*CO, se doporucuje tehdy, jestlize béhem transformace zkousené latky vznikaji viznamngjsi té-
kavé transformacni produkty. V kazdém bodé méfeni se dodate¢né zkusebni banky okyseli na pH 2 az 3 a '*CO,

se jimd v internim ¢i externim absorbéru (viz dodatek 3).

Pifpadné Ize koncentrace zkousené latky znacené isotopem '*C a vyznamnéjsich transformaénich produkti sta-
novit radiochromatograficky (napf. chromatografii na tenké vrstvé, RAD-TLC) nebo pomoci HPLC s radiochemic-
kou detekei.
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Pripadné lze urcit fizovou distribuci zbyvajici radioaktivity (viz dodatek 1) a zbytkovou zkousenou latku a trans-
formacni produkty.

Na konci zkousky by se méla urcit hmotnostni bilance, a to pfimym méfenim '*CO, pomoci samostatnych zkuseb-
nich bangk, z nichz se v priibéhu zkousky neodebiraji Zddné vzorky (viz dodatek 3).

1.8.9.5 Specifickd chemickd analyza

Jestlize je k dispozici citlivd specifickd analytickd metoda, 1ze primarni biologicky rozklad hodnotit méfenim cel-
kové zbytkové koncentrace zkousené latky namisto vyuzivani metod znaceni radioisotopem. Jestlize se pouzije
zkousend ldtka znacend radioisotopem (pro méfeni celkové mineralizace), Ize soubézné provadét specifické che-
mické analyzy s cilem ziskat uzite¢né dodatecné informace a ovéfit postup. Specifické chemické analyzy lze rov-
néz pouzit pro méfeni transformacnich produktd vzniklych béhem rozkladu zkousSené latky, pficemz se toto
doporucuje u latek, které jsou mineralizovany s polocasy prekracujicimi 60 dni. Méla by se zméfit a v protokolu
o zkousce uvést koncentrace zkousené ltky a transformacnich produktii v kazdém case odbéru vzorkd (jako kon-
centrace a jako procentudlni podil pouzité koncentrace). Obecné je zapotiebi identifikovat transformacni produkty
zjisténé pii = 10 % pouzité koncentrace v jakoukoliv dobu odbéru vzorku; v opa¢ném piipadé je nutné pfiméfené
odtvodnit, pro¢ nebyly identifikovany. Transformacni produkty, jejichZ koncentrace béhem studie trvale rostou,
by rovnéz mély byt uréeny, a to i tehdy, pokud jejich koncentrace neptekracuje shora uvedenou mez, nebot tyto
transformacni produkty mohou byt zndmkou perzistentnosti. Analyzy transformacnich produkti ve sterilnich kon-
troldch by se mély vzit v potaz v piipadé, Ze se rychld abiotickd pfeména zkousené latky (napt. hydrolyza) pova-
Zuje za moznou. Potieba kvantitativniho stanoveni a identifikace transformacnich produktt by se méla posuzovat
piipad od piipadu a odiivodnéni by méla byt uvedena v protokolu o zkousce. Extrakéni postupy s organickymi
rozpoustédly by se mély pouzivat podle pokynii uvedenych v piislusném analytickém postupu.

Vsechny vzorky by se mély skladovat vzduchotésné pii teplotach od 2 do 4 °C, pokud se analyza provadi do 24
hodin (nejlépe). Pii delsim skladovani je zapotiebi vzorky zmrazovat na teplotu nizsi nez —18 °C nebo je chemicky
konzervovat. Okyseleni jako metoda pro konzervaci vzorkt se nedoporucuje, protoze okyselené vzorky mohou
byt nestalé. Jestlize se vzorky neanalyzuji do 24 hodin a jsou-li skladovany po delsi dobu, je zapotiebi provést stu-
dii stability pfi skladovéni, aby se prokdzala stdlost dotéenych chemickych ldtek pii teplotich skladovani nizsich
nez —18 °C nebo pii konzervaci. Jestlize analytickd metoda vyzaduje extrakci rozpoustédla nebo extrakci tuhé faze
(SPE), je tfeba provést tuto extrakci bezprostiedné po odbéru vzorki nebo po skladovani vzorku v chlazeném sta-
vu po dobu maximdlné 24 hodin.

V zdvislosti na citlivosti analytické metody mohou byt nezbytné vétsi objemy vzorkd nez objemy uvedené v bo-
dé 1.8.1. Zkousku Ize snadno provést pii zkuSebnich objemech jeden litr v banikdch o objemu 2 az 3 litry, coz
umoziuje odebirat vzorky o objemu pfiblizné 100 ml.

2. DATA A ZPRAVY

2.1 ZPRACOVANT VYSLEDKU

2.1.1  VyndSeni dat

Casy odbéru vzorku se zaokrouhlf na celé hodiny (s vyjimkou ptipadd, kdy se litka viznamné rozkladd v f¥4du mi-
nut az hodin), ne viak na celé dny. Odhady zbytkové aktivity zkousené latky (pro latky znacené isotopem '*C) nebo
zbytkové koncentrace (pro neznacené latky) se vynesou proti ¢asu jak v linedrnim, tak v semilogaritmickém tvaru
(viz obrdzky 1a a 1b). Jestlize doslo k rozkladu, vysledky z ban¢k ;. je tieba porovnat s vysledky z ban¢k F. Jestlize
se stiedni hodnoty vysledka z banék se zkousenou latkou (E;) a sterilnich banék (Fg) odchyluji o méné nez 10 %,
Ize pfedpoklddat, Ze pozorovany rozklad je pfevdzné abioticky. Jestlize je rozklad v banikdch Fg nizsi, Ize hodnoty
pouzit pro korekci hodnot ziskanych pomoci banék Fy. (ode¢tenim), odhadnout tak rozsah biologického rozkladu.
Provadi-li se nepovinné analyzy vyznamnéjsich transformacnich produktd, je zapotiebi ziskat kromé grafického
zndzornéni ubytku zkousené ltky také grafické znazornéni jejich tvorby a tbytku.
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Trvani faze iniciace t; se odhadne z kiivky rozkladu (semilogaritmicky graf) extrapolaci jeji linedrni ¢asti na nulovy
rozklad nebo ptipadné uréenim doby pfiblizné 10 % rozkladu (viz obrdzky 1a a 1b). Ze semilogaritmického grafu
se odhadne rychlostn{ konstanta prvniho fddu, k, a jeji standardni chyba linedrni regresi In (zbytkové aktivita '*C
nebo koncentrace zkousené latky) ve vztahu k ¢asu. Zejména pii méfenich '*C je nutné pouzivat pouze tidaje pa-
tifci do pocatecni linedrni ¢dsti kiivky po ukoncent féze iniciace a ddvat prednost vybéru spise malého poctu repre-
zentativnich ddaji pfed vybérem velkého poctu vice nejistych dat. Nejistota zde zahrnuje chyby vlastni
doporucenému pifmému pouziti naméfenych zbytkovych aktivit '*C (viz dale). Nekdy miize byt dilezité vypocitat
dvé odlisné rychlostni konstanty, pokud rozklad postupuje ve dvou fazich. Za timto G¢elem se definuji dvé odlisné
faze rozkladové kiivky. Rychlostni konstanta, k, a polocas, t,, = In2/k, by se mély vypocitat pro kazdou z jednot-
livych banék k opakovani, pokud se odebiraji dil¢i vzorky ze stejné baiky, nebo pomoci priimérnych hodnot, po-
kud se pouzije jako vzorek cely objem bariky v kazdé dobé odbéru vzorku (viz bod 1.8.9.2 posledni odstavec).
Pouzije-li se prvni uvedeny postup, je tfeba v protokolu o zkousce uvést rychlostni konstantu a polocas pro kaz-
dou z jednotlivych banék k opakovani a vyjadrit je rovnéz jako primérnou hodnotu se standardni chybou. Jestlize
se pouzivaly vysoké koncentrace zkousené latky, kiivka rozkladu se mize zna¢né odchylovat od piimky (semilo-
garitmicky graf) a kinetika prvniho fddu nemusi platit. Definovéni polocasu proto nemd zddnym smysl. Ovem pfi
omezeném rozpéti dat lze pouzit kinetiku pseudoprvniho fddu a polocas rozkladu DT, (Cas pro dosazZeni 50 %
rozkladu) odhadnout. Je vSak tieba mit na paméti, Ze asovy pribéh rozkladu nad zvolené datové rozpéti nelze
piedpovidat pomoci parametru DTy, ktery slouzi pouze k popisu dané datové mnoziny. Analytické ndstroje pro
usnadnéni statistickych vypoctl a sestaveni kiivky jsou snadno dostupné a doporucuje se pouzivat software to-
hoto typu.

Jestlize se provadi specifické chemické analyzy, je tieba odhadnout rychlostni konstanty a polocasy primarniho roz-
kladu, jak je shora uvedeno pro celkovou mineralizaci. Jestlize je limitujicim procesem primdrni rozklad, lze nékdy
pouzit datové body z celého priibéhu rozkladu. Je to proto, Ze méfeni jsou piimd, na rozdil od méfent aktivity '*C.

Jestlize se pouziji litky znacené isotopem '*C, hmotnostni bilance by méla byt vyjadfena v procentech pouzité po-
catecni koncentrace nejméné na konci zkousky.

Zbytkova aktivita

Pii biologickém rozkladu té ¢4sti organické ldtky, kterd je znacend isotopem '*C, se hlavni ¢dst '*C pieméni na
14C0,, zatimco dalii &ast se vyuzije pro riist biomasy a/nebo syntézu mimobuné&nych metabolitd. Proto zcela ,Gpl-
ny* biologicky rozklad létky neddva 100 % pieménu jejtho uhliku na '*CO,. Isotop '*C zabudovany do produktt
vytvétenych biologickou syntézou se nsledné v déisledku ,sekundérn{ mineralizace* pomalu uvoliuje jako '*CO,.
Z téchto divodii vykazuji grafy zbytkové aktivity organického '*C (méfeno po odstranéni CO,) nebo vzniklého
14C0, v zdvislosti na ase i po dokoncen{ rozkladu ,chvostovani“. Tim se komplikuje kinetickd interpretace dat,
a proto je k odhadu rychlostni konstanty rozkladu zapotfebi obvykle pouzivat pouze pocatecni ¢ast kiivky (po
skoncen féze iniciace a pfed dosazenim pfiblizné 50 % rozkladu). Pfi rozkladu zkousené latky je celkovd zbytkovd
aktivita organického '*C vzdy vyssf nez aktivita '*C spojend se zbyvajici nedotéenou zkousenou ldtkou. Jestlize se
zkousend latka rozkldd4 reakci prvniho fadu a konstantni frakce a se mineralizuje na CO,, pocdtecni sklon kiivky
tibytku '*C (celkovy organicky '“C vzhledem k ¢asu) bude a-ndsobkem sklonu piislusné kfivky koncentrace zkou-
Sené latky (nebo presnéji feceno té Easti zkousené latky, kterd je znacend isotopem '*C). Pii pouziti nekorigova-
ného méfent celkové aktivity organického '*C bude proto vypoéitand rychlostni konstanta rozkladu konzervativni.
V literatufe (2) (9) (10) (11) byly popsdny postupy pro odhad koncentraci zkousené latky z naméfenych radioche-
mickych aktivit na zdkladé riiznych zjednodusujicich predpokladii. Takové postupy se nejsndze pouzivaji u rychle
rozlozitelnych latek.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Jestlize se zjisti, Ze k nezdvisi na rostouci koncentraci (tj. pokud je vypocitand konstanta k p¥iblizné stejnd pfi riz-
nych koncentracich zkousené latky), 1ze pfedpokladat, Ze rychlostni konstanta prvniho fadu je reprezentativni pro
pouzité zkuSebni podminky, tj. pro zkousenou latku, vzorek vody a zkusebni teplotu. Odbornici musi vyhodnotit,
do jaké miry Ize vysledky generalizovat ¢i extrapolovat na jiné systémy. Jestlize se zkousend latka pouzije ve vy-
soké koncentraci, a rozklad proto neprobihd podle kinetiky prvniho fddu, nelze data pouzit pro pfimy odhad rych-
lostni konstanty prvniho fddu nebo odpovidajictho polocasu. Ovem data odvozend ze zkousky s vysokou
koncentraci zkousené litky mohou byt pfesto pouzitelnd pro odhad stupné celkové mineralizace a/nebo pro de-
tekci a kvantifikaci transformacnich produktd.
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Jestlize jsou zndmy rychlosti jinych ztratovych procest nez biologického rozkladu (napiiklad hydrolyza nebo té-
kani), mohou byt odecteny od ¢isté ztratové rychlosti pozorované béhem zkousky, ¢imz se ziskd pfiblizny odhad
rychlosti biologického rozkladu. Udaje o hydrolyze mohou byt napiiklad ziskdny ze sterilni kontroly nebo ze sou-
bézného zkouseni pomoci vyssi koncentrace zkousené latky.

Nepifmé a piimé stanoven{ '“CO, (bod 1.8.9.4 a dodatek 3) lze pouzit pouze pro méfeni rozsahu mineralizace
zkousené latky na CO,. K analyze koncentraci zkousené latky znacené isotopem '*C a tvorby vyznamnéjsich trans-
formacnich produkti lze pouzit radiochromatografii (RAD-TLC) nebo HPLC (bod 1.8.9.4 tieti odstavec). Aby byl
mozny piimy odhad polocasu, je nezbytné, aby nebyly pfitomny zddné vyznamnéjsi transformacni produkty (de-
finované jako = 10 % pouzitého mnozstvi zkousené ldtky). Jestlize jsou piitomny vyznamnéjsi transformacni pro-
dukty odpovidajici této definici, pozaduje se podrobné hodnoceni dat. To mutze zahrnovat opakované zkouseni
a/nebo identifikaci transformacnich produkta (viz bod 1.8.9.5 prvni odstavec), pokud nelze osud transformacnich
produktt pfiméfené vyhodnotit na zdkladé zkusenosti (napf. informace o cesté rozkladu). Protoze se pomér uhli-
ku zkousené latky pfeménéného na CO, méni (do velké miry zdvisi na koncentraci zkousené latky a dalsich do-
stupnych substrdtech, na zkusebnich podminkdch a mikrobidlnim spolecenstvi), tato zkouska nedovoluje piimy
odhad dplného biologického rozkladu, jako tomu je u zkousky na tibytek rozpusténého organického uhliku (D-
0OCQ); vysledek je vsak podobny vysledku ziskanému zkouskou respirometrii. Stupert mineralizace tak bude rovny
minimaln{ drovni Gplného biologického rozkladu nebo bude nizsi. Pro ziskdni ucelenéjstho obrazu tplného bio-
logického rozkladu (mineralizace a zabudovani do biomasy) by se méla analyza fdzové distribuce '*C provadét na
konci zkousky (viz dodatek 1). '*C obsazeny v souboru &stic bude obsahovat '*C zabudovany do bakteridlni bio-
masy a '*C sorbovany do organickych ¢éstic.

VALIDITA ZKOUSKY

Jestlize se referen¢ni ltka nerozlozi béhem ocekdvaného ¢asového intervalu (u anilinu a benzodtu sodného je to
obvykle méné nez dva tydny), validita zkousky je zpochybnéna a musi byt ddle ovéfena, pfipadné by se zkouska
méla opakovat s novym vzorkem vody. V krouzkové zkousce této metody potddané ISO, které se ticastnilo sedm
laboratofi z celé Evropy, se upravené rychlostni konstanty rozkladu pro anilin pohybovaly od 0,3 do 1,7 dne™
s primérem 0,8 d™" pii teploté 20 °C a standardni chybé +0,4 d™" (t,, = 0,9 dne). Typické faze iniciace trvaly 1 az
7 dnfi. Ve zkoumanych voddch byla uvddéna bakteridlni biomasa odpovidajici 10° az 10* jednotek tvoicich ko-
lonie (CFU) na ml. Rychlosti rozkladu ve stiedoevropskych vodédch bohatych na Ziviny byly vyssi nez ve skandindv-
skych oligotrofnich vodéch, coz mlze byt zptsobeno odlisnym trofickym stavem nebo expozici chemickym
latkdm.

Celkovd vytéznost (hmotnostni bilance) na konci experimentu by mél byt v rozmezi 90 % az 110 % pro radioiso-
topové znacené latky, zatimco pocate¢ni vytéznost na pocatku experimentu by se méla pohybovat v rozmezi 70 %
az 110 % pro neznacené latky. OvSem tato rozmezi je zapotiebi vyklddat pouze jako cilovd a neméla by se pou-
zivat jako kritéria pro pfijeti zkousky.

PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkousce, ktery bude rovnéz obsahovat nejméné ndsledujici informace, musi byt jasné uveden typ
studie, tj. pelagickd nebo zkouska se suspendovanymi sedimenty:

Zkousend latka a referen¢ni latka(y):

— obecné ndzvy, chemické ndzvy (doporucuji se ndzvy podle IUPAC a/nebo CAS), ¢&isla CAS, strukturni vzorce
(uvddgjici polohu '*C, pokud se pouzije radioisotopové znacend latka) a relevantni fyzikélné-chemické vlast-
nosti zkousené a referen¢nf latky (viz body 1.5 a 1.6),

— chemické ndzvy, &sla CAS, strukturni vzorce (uvddéjici polohu '*C, pokud se pouzije radioisotopové zna-
¢end latka) a relevantni fyzikdlné-chemické vlastnosti litek pouzitych jako standardy k identifikaci a kvanti-
fikaci transformacnich produktd,

— (istota zkousené a referencni ltky (obsah necistot),

— popiipadé radiochemicka Cistota znacené chemické latky a specifickd aktivita.
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Povrchovd voda:

O vzorku vody musi byt poskytnuty tyto minimdlni informace:

— lokalita a popis mista odbéru vzorku, pokud mozno véetné diivéjsi kontaminace,

— datum a ¢as odbéru vzorku,

—  ziviny (celkovy obsah N, amonia, dusitant, dusi¢nand, celkovy fosfor, rozpustény orthofosfore¢nan),
—  hloubka odbéru,

— vzhled vzorku (napt. barva a turbidita),

— DOCaTOC,

— BOD,

— teplota a pH v misté a dobé odbéru,

—  kyslik nebo oxida¢né-redukéni potencidl (povinné pouze v ptipadé, Ze nejsou ziejmé acrobni podminky),
— slanost nebo vodivost (v piipadé mofské vody a brakické vody),

— suspendované pevné latky (v piipadé zakaleného vzorku),

— podle moznosti dal3i vyznamné informace o lokalité¢ odbéru vzorku v dobé jeho odbéru (napf. aktualni ¢i dfi-

podminky pfedchdzejici dobé odbéru vzorku),
a nepovinné:

— mikrobidln{ biomasa (napf. AODC (p¥{mé pocitdni za pouziti akridinové oranze) nebo jednotky tvofici
kolonie),

— anorganicky uhlik,
—  koncentrace chlorofylu a jakozto specificky odhad biomasy fas.

Dile by se mély poskytovat ndsledujici informace o sedimentu, pokud se provadi zkouska se suspendovanymi
sedimenty:

—  hloubka odbéru sedimentu,
— vzhled sedimentu (napiiklad barevny, blativy, bahnity nebo pisecny),
— struktura (napt. % hrubého pisku, jemného pisku, bahna a jilu),

— suchd hmotnost v g/l suspendovanych pevnych ldtek, koncentrace TOC nebo hmotnostni ztrata pti vznicen{
jako méfitko obsahu organické hmoty,

— pH,
—  kyslikovy nebo oxida¢né-redukéni potencidl (povinné pouze v piipadé, Ze nejsou zfejmé aerobni podminky).
Zkusebni podminky:

—  zpozdéni mezi odbérem a pouzitim v laboratorni zkousce, skladovdni vzorkii a pfedtiprava vzorku, data pro-
vadeéni studii,

— mnozstvi pouZité zkousené latky, zkusebni koncentrace a referen¢nf latka,

— metoda aplikace zkousené latky vcetné pouziti rozpoustédel,
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objem pouzité povrchové vody a sedimentu (pouziva-li se) a objem vzorkd odebranych v kazdém intervalu
pro analyzu,

popis pouzitého zkuSebniho systému,

jestlize zkouska nemusi byt provadéna v temnu, informace o podminkach ,difuzniho svétla“,

informace o pouzité metodé nebo metoddch k vytvoreni sterilnich kontrol (napf. teplota, ¢as a pocet
autokldvovani),

inkubacni teplota,

informace o analytickych technikich a metodé nebo metoddch pouzitych pro radiochemickd méfeni a pro
kontrolu hmotnostni bilance a méfeni fizové distribuce (provéadi-li se),

pocet opakovani.

Vysledky:

vytéznost v procentech (viz bod 1.7.1),

opakovatelnost a citlivost pouzivanych analytickych metod véetné meze detekce (LOD) a meze kvantifikace
(LOQ) (viz bod 1.7.2),

vSechna naméfend data (véetné ¢asovych bodt odbéru vzorkd) a vypocitané hodnoty v tabulkové formé
a kfivky rozkladu; pro kazdou zkusebni koncentraci a pro kazdou barku k opakovani je nutné v protokolu
o zkousce uvést linedrni korela¢ni koeficient pro sklon logaritmického grafu, odhadovanou fazi iniciace a rych-
lostni konstantu prvniho fddu nebo pseudoprvniho fadu (je-li to mozné) a odpovidajici polocas rozkladu
(nebo doba polocasu t5),

v protokolu o zkousce zaznamenejte relevantni hodnoty jako priméry vysledkd zjisténych u jednotlivych opa-
kovani, napt. délka faze iniciace, rychlostni konstanta rozkladu a polocas rozkladu (nebo ts),

na zdkladé vzhledu kiivky rozkladu a mozného vlivu zkusebni koncentrace je tieba systém kategorizovat bud
jako nepfizptisobeny, nebo pfizptsobeny,

vysledky kontroly konecné hmotnostni bilance a vysledky méFeni pro stanoveni fizovych distribuci (jsou-li
k dispozici),

podil mineralizovaného '*C, a pouziji-li se specifické analyzy, kone¢nd droven primarniho rozkladu,

piipadné identifikace, moldrni koncentrace a procentudlni podil aplikovanych vyznamnéjsich transformac-
nich produktt (viz bod 1.8.9.5 prvni odstavec),

pifpadné navrhovand cesta transformace,

diskuse vysledka.
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Dodatek 1
Fazova distribuce *C

Pro kontrolu postupu je zapotiebi doplnit rutinni méfen{ zbytkové celkové aktivity organického '*C (TOA) méfenimi hmot-
nostni bilance zahrnujici piimé stanoveni uvolnéného '*CO, po jimani v absorbéru (viz dodatek 3). Sama o sobé je pozi-
tivn{ tvorba '*CO, piimym diikazem o biologickém rozkladu, na rozdil od abiotického rozkladu nebo jinych ztrdtovych
mechanismd, jakymi jsou tékdni a sorpce. Dodate¢né uzite¢né informace charakterizujici chovéni pii biologické rozlozitel-
nosti Ize ziskat z méfeni distribuce TOA mezi rozpusténym stavem (aktivita rozpusténého organického '*C, DOA) a ¢ésti-
covym stavem (aktivita ¢asticového organického '*C, POA) po separaci ¢dstic membréanovou filtraci nebo odstiedovanim.
POA obsahuje zkousenou latku sorbovanou na mikrobidlni biomasu a na dald{ ¢dstice a ddle z uhliku zkousené latky, ktery
byl pouzit k syntéze nového bunétného materidlu, a tim zaclenén do frakce ¢asticové biomasy. Tvorbu rozpusténého or-
ganického materidlu s '*C Ize odhadnout jako DOA na konci biologického rozkladu (platé na kivce zdvislosti rozkladu na
Case).

Fézova distribuce zbytkového **C ve zvolenych vzorcich se odhadne filtrovanim vzorkt na membranovém filtru s velikost{
p6ri 0,22 pm nebo 0,45 pm a z materidlu, ktery neabsorbuje vyznamnd mnozstvi zkousené latky (vhodné mohou byt po-
lykarbondtové filtry). Jestlize sorpce zkousené ldtky na filtr neni zanedbatelné nizkd (tuto skute¢nost je nutné ovéfit pred
experimentem), Ize pouzit misto filtrace vysokorychlostni odstfedovani (2 000 g, 10 minut).

Dile je tieba s filtrdtem ¢i centrifugdtem pracovat tak, jak je uvedeno v dodatku 3 pro nefiltrované vzorky. Membranové
filtry se rozpusti ve vhodné scintila¢ni kapaliné a pocitd se jako obvykle, obecné pouze za pouziti metody externtho stan-
dardniho poméru pro korekei na zhdSeni, nebo se pouzije oxidaéni ¢inidlo na vzorek. Pokud bylo pouzito odstfedovani,
vytvofené pelety Casticové frakce se resuspenduji v 1-2 ml destilované vody a ptevedou se do scintila¢ni lahvicky. Ndsledné
se provedou dvé promyti pomoci 1 ml destilované vody a promyvaci voda se prevede do lahvicky. V piipadé potieby lze
suspenzi ukotvit do gelu za dcelem pocitani scintilaci v roztoku.
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Dodatek 2
Polospojity postup

Pro dosazeni vyznamného rozkladu obtizné rozlozitelnych latek mtze byt vyzadovana prodlouzend inkubace az po néko-
lik mésict. Doba trvani zkousky by obecné neméla prekrocit 60 dnt, pokud nebudou zachovany charakteristiky pavodniho
vzorku vody obnovenim zkusebni suspenze. Oviem doba trvni zkousky miize byt prodlouzena na maximélné 90 dnii bez
obnoveni zkusebni suspenze, jestlize rozklad zkousené ldtky zacal béhem prvnich 60 dnii.

Béhem inkubace po dlouhd obdobi muze byt riznorodost mikrobidlni komunity snizena v dusledku riiznych ztratovych
mechanismii a mozného vycerpani vyznamnych Zivin a primdrnich uhlikovych substratt ze vzorku vody. Proto se dopo-
rucuje, aby se pro adekvatni urcenti rychlosti rozkladu pomalu se rozklddajicich latek pouzivala polospojitd zkouska. Zkous-
ka by se méla zahdjit pouzitim polospojitého postupu, pokud se na zakladé predchozi zkusenosti ocekava, ze pro dosazeni
20% rozkladu latky je nezbytnd inkubacni doba tff mésict. Alternativné lze normalni ddvkovou zkousku zménit na polo-
spojitou zkousku, pokud nebylo dosazeno rozkladu zkousené latky pfiblizné béhem 60 dnti zkouseni s vyuzitim davkového
postupu. Polospojity postup lze zastavit a ve zkousce pokracovat jakoZzto v ddvkovém experimentu, kdyz je zaznamendn
vyznamny rozklad (napt. > 20 %).

Pii polospojité zkousce se kazdé dva tydny nahrazuje piiblizné jedna tfetina objemu zkusebni suspenze Cerstvé odebranou
vodou, do niZ byla pfiddna zkousend latka v pocdtecni koncentraci. Podobné se do vody, kterd md byt pouzita k obnoveni,
pfidd sediment v pocatecni koncentraci (mezi 0,01 a 1 gl), pokud se provadi nepovinna zkouska se suspendovanymi sedi-
menty. Pfi provadéni zkousky se suspendovanymi ¢asticemi sedimentu je daleZzité, aby byl plné suspendovany systém za-
chovan také béhem obnovovéni vody a aby doba zdrzeni byla shodna pro pevné latky a vodu, protozZe jinak se mtize ztratit
zamy$lend podobnost s homogennim vodnym systémem bez zakotvenych fazi. Z téchto davodi se pii pouziti polospoji-
tého postupu ddvd piednost pocatecni koncentraci suspendovanych sedimentt s nizsim rozpétim stanoveného intervalu.

U predepsaného piidavku zkousené latky se pfedpokldda, ze pocdtecni koncentrace zkousené latky neni piekrocena ¢dstec-
nym obnovenim zkusebni suspenze, a proto se zabrani ptizptsobent, které je ¢asto pozorovano pii vysokych koncent-
racich zkousenych ldtek. ProtoZe postup obsahuje opakovanou inokulaci i ndhradu vycerpanych Zivin a primdrnich
substrtd, obnovi se pivodni mikrobidlni riznorodost a dobu trvani zkousky lze v zdsadé prodlouzit do nekonecna. Pii pou-
ziti polospojitého postupu je dilezité mit na paméti, Ze zbytkovd koncentrace zkousené ltky se musi korigovat na mnoz-
stvi zkousené latky pfidané a odstranéné v kazdém postupu obnoveni. U sloucenin, které se mélo sorbuji, lze celkovou
koncentraci a koncentraci rozpusténé zkouSené litky pouzivat zaménitelné. Sorpce je za stanovenych podminek
(0,1-1 g pevnych ltek/l) pro ldtky s log K, < 3 (plati pro neutrdln{, lipofilni slouceniny) nevyznamnd (< 5 %). To je ilu-
strovano ndsledujicim piikladem vypoctu. 0,1 g/l pevnych latek zhruba odpovidd 10 mg uhliku na litr (uhlikovd frakee,
fc =0,01). Predpoklddejme, Ze:

Log K., (zkousené latky) = 3

Koo = 042 x K,

Rozdélovaci koeficient Ky = f- x K,

rozpusténd frakce celkové koncentrace (C-voda(C,)/C-celkové(C,) je pak:

C,JC. = 1/(1 + Ky x SS) = 1(1 + K, % fo x SS) = 1/(1 + 0,42 x 10* x 0,01 x 0,1 x 107%) = 0,999
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Dodatek 3

Stanoveni “co,

Nepfimé stanoveni '*CO,

Pro rutinni méfeni je nepiimd metoda obvykle nejméné Casové ndrocnou a nejpfesnéjsi metodou, pokud je zkousend ldtka
netékavd a netransformuje se na t€kavé transformacni produkty. Nefiltrované vzorky, napf. o objemu 5 ml, se jednoduse
pievedou do scintila¢nich lahvicek. Vhodnd aktivita ve vzorcich je na pocitku 5 000 dpm-10 000 dpm (80-170 Bq) a mi-
nimdln{ pocdte¢ni aktivita je pfiblizné 1 000 dpm. CO, by mél byt odstranén po okyseleni na pH 2 az 3 pomoci 1 ¢i 2 ka-
pek koncentrované H,PO, nebo HCl. Odstranovani CO, lze provadét probubldvanim vzduchem piiblizné po }2-1 hodinu.
Eventudlné Ize lahvicky intenzivné protiepdvat po dobu 1 az 2 hodin (napiiklad na tiepacce s mikrodeskou) nebo jemné
protiepdvat pies noc. Uginnost procesu odstrafiovani CO, se musi zkontrolovat (prodlouzenim doby provzdusiiovani nebo
protiepavani). Poté by se méla pridat scintila¢ni kapalina vhodnd pro pocitani vodnych vzorkd, vzorek by se mél homoge-
nizovat vifivou michackou a radioaktivita ur¢it pocitdnim scintilaci v roztoku, pficemz je nutné odecist aktivitu pozadj zjisté-
nou ve slepych zkouskach (Fy). Pokud nebude zkusebni voda velmi zabarvend ani nebude obsahovat vysokou koncentraci
castic, vzorky budou obvykle vykazovat jednotné zhdseni a postaci provedeni korekei na zhdseni pomoci externiho stan-
dardu. Je-li zkusebni voda vysoce zbarvend, mize byt nutnd korekce na zhdseni pfidinim interniho standardu. Je-li kon-
centrace ¢dstic vysokd, nemusi byt mozné ziskat homogenni roztok ¢i gel, pifpadné mize byt odchylka zhdseni mezi vzorky
velkd. V takovém piipadé lze pouzit niZze popsanou metodu pocitani pro zkusebni suspenze. Provadi-li se zkouska jako
zkouska se suspendovanymi sedimenty, méfeni '*CO, by se mohlo provddét nepiimo odbérem homogenniho 10ml vzor-
ku zkusebn{ vody/suspenze a oddélenim fazi pomoci odstiedovani pii vhodnych otdckdch (napt. pii 40 000 m/s* po dobu
15 minut). Vodni fize by poté méla byt o3etfena shora popsanym postupem. Aktivita '*C v ¢dsticové fazi (POA) by se méla
urcit resuspendaci sedimentu v malém objemu destilované vody, pfevedenim do scintila¢nich lahvicek a ptiddnim scinti-
la¢ni{ kapaliny pro vytvofeni gelu (za timto Gcelem jsou k dispozici specidlni scintila¢ni kapaliny). V zavislosti na povaze ¢ds-
tic (napf. jejich obsahu organického materidlu) mtze byt pied ptidinim scintila¢ni kapaliny vzorek pfes noc vyluhovan
tkdnovym rozpustidlem a poté homogenizovan vifivou michackou. Alternativné Ize POA ur¢it spalovanim v nadbytku kys-
liku pouzitim oxidac¢niho ¢inidla na vzorek. Pfi pocitdni je tfeba vzdy zahrnout interni standard a mizZe byt nezbytné pro-
vadét korekce na zhdseni pomoci ptidani interntho standardu pro kazdy jednotlivy vzorek.

Piimé stanoveni '*CO,

Méfi-li se uvoliiovany '*CO, piimo, je tieba nasadit na pocitku zkousky vice banék, pouzivat jako vzorek vzdy cely objem
zkuebni banky v kazdém méficim bodg, okyselit zkusebni bariky na pH 2 az 3 a jimat '*CO, v internim (umistény v kazdé
zkuSebni barice na pocdtku zkousky) nebo externim absorbéru. Jako absorpéni médium Ize pouzivat alkdlii (napf. 1 N roz-
tok NaOH nebo peleta NaOH), ethanolamin nebo na ethanolaminu zaloZeny absorbér a komeréné dostupné absorbéry. Pro
piimé méfeni *CO, je tieba bariky uzaviit napt. septou z butylové pryze.
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Zbytkova aktivita (% pocatecni aktivity)

Obrdzek 1a

Piiklad aritmetického vynéaseni dat (zbytkovd aktivita vzhledem k asu)
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Obrdzek 1b

Piiklad semilogaritmického vyneseni dat (In zbytkové aktivity vzhledem k asu)
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PRILOHA VI

C.26 ZKOUSKA INHIBICE RUSTU LEMNA SPP.

1. METODA

Tato metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni 221 (2006) (1). Mezi orgdny EU panuje $irokd shoda
v tom, Ze zkouska na Lemna spp. je u intenzivné zbarvenych litek vhodnou alternativou ke zkousce na
fasich (2, 3).

1.1 UvoD

Tato zkusebni metoda je urcena k hodnoceni toxicity latek pro sladkovodni rostliny rodu Lemna (okiehek). Je za-
loZena na existujicich pokynech (4, 5, 6, 7, 8, 9), ale obsahuje tipravy téchto metod, aby odraZela nejnovéjsi vy-
sledky vyzkumu a konzultace v fadé klicovych zdlezitosti. Navrhovand metoda byla validovdna mezindrodn{
krouzkovou zkouskou (10).

Tato zkusebni metoda popisuje zkousen( toxicity pomoci Lemna gibba a Lemna minor, které byly obé rozsahle stu-
doviany a jsou predmétem shora uvedenych norem. Taxonomie Lemna spp. je obtiznd a je komplikovéna existen-
ci siroké skdly fenotypt. Ackoliv se u Lemna miize vyskytnout genetickd variabilita v odezvé na toxické ldtky, neni
v soucasnosti dostatek tidajti o tomto zdroji variability, aby mohl byt pro pouziti v rdmci této metody doporucen
specificky klon. Je tieba uvést, Ze zkouska se neprovadi axenicky, ale v jednotlivych stupnich béhem zkusebniho
procesu se provadi opatfeni pro udrzeni kontaminace jinymi organismy na minimu.

Podrobné se popisuje zkouSeni s obnovenim (semistatické a priitokové) a bez obnoveni (statické) zkusebniho roz-
toku. V zévislosti na cilech zkousky a prévnich pozadavcich se doporucuje zvézit pouziti semistatickych a pri-
tokovych metod, napiiklad pro ldtky, které se z roztoku rychle ztrdci v disledku odpafent, fotodegradace, srazeni
nebo biologického rozkladu. Dalsi pokyny jsou uvedeny v (11).

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

Biomasa: je suchd hmotnost zivé hmoty piftomné v populaci. V této zkousce se obvykle méif nahrady biomasy,
napiiklad pocet listk{i nebo plocha listkii a pouzivani terminu ,biomasa“ rovnéz odkazuje na tyto néhradni miry.

Chloréza: je zloutnuti tkdné listkd.

Klon: je organismus nebo butika vznikld z jediného jedince asexudlni reprodukci. Jedinci ze stejného klonu jsou
proto geneticky identicti.

Kolonie: znamend soubor mateiskych a dcefinych listkii (obvykle 2 az 4) navzdjem spolu spojenych. Nekdy se
oznacuje jako rostlina.

EC,: je koncentrace zkousené latky rozpusténé ve zkusebnim médiu, kterd pro danou expozi¢ni dobu vede k x%
(napt. 50%) sniZeni rustu Lemna (musi se vyslovné uvést, pokud se odchyluje od pIné ¢i normdlni doby trvani
zkousky). Pro jednoznacny popis hodnoty EC odvozené z rtistové rychlosti nebo z vytézku se pro ristovou rych-
lost pouzivd symbol ,E.C* a pro vytézek ,E,C* ndsledovany proménnou méfeni, napf. E,C (pocet listkd).

Priitokové zkouska: je zkouskou, pfi niZ jsou zkusebni roztoky pribézné vyménovany.

Listek: je individudlni/samostatnou listovitou strukturou rostliny okiehku. Je to nejmensi jednotka, tj. jedinec,
schopnd reprodukece.

Hrbatost: znamend listky majici hrbolaty ¢i napuchly vzhled.
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Riist: je zvySenim proménné méfent, napf. poctu listkd, suché hmotnosti, hmotnosti za mokra nebo plochy list-
kd, béhem doby zkousky.

Riistovd rychlost (priimérnd specifickd ristova rychlost): je logaritmické zvyseni biomasy béhem obdobi
expozice.

ey PR

Nejnizsi koncentrace s pozorovanymi ii¢inky (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC): je nejnizs{
zku$ebni koncentraci, pfi niZ je pro danou expozi¢ni dobu pozorovin statisticky vyznamny téinek ldtky na sni-
zeni ristu (na hladiné spolehlivosti p < 0,05) ve srovnani s kontrolou. V3echny zkusebni koncentrace vy3si nez
LOEC musi viak mit stejné nebo vaznéjsi skodlivé ticinky, nez jsou tGcinky pozorované pii koncentraci LOEC.
Nelze-li tyto dvé podminky splnit, musi byt podrobné vysvétleno, jak byla LOEC (a tedy i NOEC) zvolena.

Proménné méfent: jsou jakymkoliv druhem proménnych, které se méf{ pro vyjadreni zkoumaného acinku po-
moci jedné ¢i vice riznych proménnych odezvy. V této metodé jsou proménnymi méfeni pocet listkd, plocha list-
ka, erstva hmotnost a suchd hmotnost.

Monokultura: je kultura s jednim druhem rostliny.

Nekréza: je mrtva (t. bild ¢i vodou nasdkld) tkan listku.

Koncentrace bez pozorovanych d¢inki (No Observed Effect Concentration, NOEC): je zkusebni koncen-
trace bezprostfedné nizsi nez LOEC.

Fenotyp: je pozorovatelnou charakteristikou organismu ur¢enou interakei jeho gent s prostiedim.

Proménné odezvy: jsou proménné pro odhad toxicity odvozené z jakychkoliv naméfenych proménnych, jez po-
pisuji biomasu, riznymi metodami vypoctu. U této metody jsou proménnymi odezvy ristové rychlost a vytézek,
které se odvozuji z proménnych méfeni jako napt. poctu listkd, plochy listkdl, cerstvé hmotnosti nebo suché
hmotnosti.

Semistatickd (obnovovaci) zkouska: je zkouskou, pfi niZ je zkuSebni roztok béhem zkousky ve stanovenych
intervalech pravidelné nahrazovén.

Statickd zkouska: je zkusebni metoda bez obnovovani zkusebniho roztoku béhem zkousky.

Zkoumany tucinek: popisuje obecny faktor, ktery bude jakozto cil zkousky zménén zkousenou chemickou ldt-
kou vzhledem ke kontrole. Pfi této metodé je zkoumanym tcinkem inhibice rastu, kterou lze vyjadfit riznymi
proménnymi odezvy, jez jsou zaloZeny na jedné ¢i vice proménnych méfeni.

Zku$ebni médium: je tiplné syntetické riistové médium, v némz rostou zkusebni rostliny pii expozici zkousené
ldtce. Zkousend latka bude za normdlnich podminek ve zkusebnim médiu rozpusténa.

Vytézek: je hodnota proménné méfeni pro vyjadieni biomasy na konci expozi¢ni doby minus proménnd méfeni
na pocatku expozi¢ni doby.

PODSTATA ZKOUSKY

Exponencidlné rostouci kultury rostlin rodu Lemna se po dobu sedmi dnti nechaji riist jako monokultury v riz-
nych koncentracich zkousené latky. Cilem zkousky je kvantifikovat ti¢inky souvisejici s latkou na vegetativni rist
béhem tohoto obdoby, a to na zdkladé hodnoceni zvolenych proménnych méfeni. Primdrni proménnou méfeni
je pocet listkil. RovnéZz se méif nejméné jedna dalsi proménnd méfeni (celkova plocha listkd, suchd hmotnost nebo
Cerstva hmotnost), protozZe nékteré latky mohou ovliviiovat jiné proménné méfeni mnohem vice nez pocet list-
ka. Pro kvantifikaci G¢inkt souvisejicich s latkou se rust ve zkusebnich roztocich porovnavi s rtistem kontrol a sta-
novi se koncentrace zptisobujici stanovenou x% inhibici ristu (napt. 50%) a vyjadii jako EC, (napf. ECs).

Zkoumanym t¢inkem je inhibice ristu vyjadiend jako logaritmické zvyseni proménné méfeni (primeérnd speci-
fickd riistovd rychlost) béhem expozi¢ni doby. Z pramérnych specifickych ristovych rychlosti zaznamenanych
v fadé zkusebnich roztokd se stanovi koncentrace zplisobujici stanovenou x% inhibici ristové rychlosti (napf.
50%) a vyjadii se jako E,C, (napt. E,Cs).



24.8.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 220/77

1.4

1.5

1.6

1.7

1.7.1

Dalsi proménnou odezvy pouzitou v této zkuSebni metodé je vytézek, ktery mize byt nutny ke splnéni specific-
kych préavnich pozadavka v nékterych zemich. Je definovan jako proménné méfeni na konci expozi¢ni doby mi-
nus proménné méfeni na pocitku expoziéni doby. Z vytézku zaznamenaného v fadé zkusebnich roztoku se
vypotitd koncentrace zptisobujici stanovenou x% inhibici vytézku (napf. 50%) a vyjadii se jako E,C, (napf. E,C5).

Kromé toho se muZe statisticky urcit nejnizsi koncentrace s pozorovanymi tcinky (LOEC) a koncentrace bez po-
zorovanych ucinkd (NOEC).

INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

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

Uzite¢nymi informacemi o zkou$ené ldtce pro tcely stanoveni zkusebnich podminek mohou byt strukturni vzo-
rec, Cistota, rozpustnost ve vodg, stdlost ve vodé na svétle, pK,, K., tlak par a biologickd rozloZitelnost. Pro vy-
pocet Henryho konstanty, kterd bude ukazovat, zda-li jsou pravdépodobné vyznamné ztraty zkousené latky
béhem doby zkousky, 1ze pouzit rozpustnost ve vodé a tlak par. To pomdhd zjistit, zda-li by se mély podniknout
konkrétni opatfeni ke kontrole takovych ztrét. Jestlize nejsou informace o rozpustnosti a stélosti zkousené latky
jisté, doporucuje se, aby byly hodnoceny za podminek zkousky, tj. v riistovém médiu, pfi teploté a rezimu osvét-
leni, které maji byt pfi zkousce pouzity.

Pokud je zvldsté diilezitd kontrola pH zkusebniho média, napi. zkousi-li se kovy nebo ldtky, které jsou hydroly-
ticky nestalé, doporucuje se piidavek pufru do ristového média (viz bod 1.7.4 prvni odstavec). Dalsi pokyny pro
zkousen{ latek s fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi, které zplisobuji jejich obtiznou testovatelnost, je uveden
v (11).

REFERENCNI LATKA

Jako prostedek kontroly zkusebniho postupu lze zkouset referenéni latku (latky), napiiklad 3,5-dichlorfenol pou-
zity v mezindrodni kruhové zkousce (10). Doporucuje se zkouset referen¢ni ltku nejméné dvakrdt ro¢né nebo —
pokud se zkouseni provadi s mensi Cetnosti — soubézné se stanovovanim toxicity zkousené latky.

VALIDITA ZKOUSKY

Ma-li byt zkouska platnd, musi byt doba do zdvojndsobeni poctu listki v kontrole mensi nez 2,5 dnid (60 hodin),
coz odpovidd piiblizné sedmindsobnému zvy3enf za sedm dnii a primérné specifické riistové rychlosti 0,275 d™".
Pii vyuziti médii a zkuSebnich podminek popsanych v této zkusebni metodé Ize tohoto kritéria dosahnout pou-
zitim statické zkousky (8). Rovnéz se predpoklddd, Ze toto kritérium bude splnitelné za podminek semistatické
a pratokové zkousky. Vypocet doby zdvojndsobeni je uveden v bodé 2.1.

POPIS METODY

Pistroje a pomiicky

Veskeré vybaveni pfichdzejici od styku se zkusebnimi médii by mélo byt vyrobeno ze skla nebo jiného chemicky
inertniho materidlu. Sklenéné pomicky pouzité pro kultivacni a zkusebni tcely je zapotiebi vycistit od chemic-
kych kontaminantt, které by mohly unikat do zkusebniho média, a musi byt sterilni. Zkusebni nddoby by mély
byt dostate¢né Siroké, aby mohly listky jednotlivych kolonii v kontrolnich nddobach rist, aniz by se na konci
zkousky piekryvaly. Neni dilezité, zda se kofeny dotykaji dna zkusebnich nddob, ale doporucuje se, aby v kazdé
zkusebni nidobé byla minimdlni hloubka 20 mm a minimalni objem 100 ml. Volba zku$ebnich nddob nenf zd-
sadné dtlezitd, pokud budou splnény tyto pozadavky. Jako vhodné se potvrdily sklenéné kddinky, krystaliza¢ni
misky nebo sklenéné Petriho misky vhodnych rozméri. Zkusebni nddoby musi byt zakryty, aby se minimalizo-
valo odpatovani a ndhodnd kontaminace, pfic¢emz viak musi byt umoznéna nezbytnd vymeéna vzduchu. Vhodné
zkusebni nddoby a zejména kryty musi zabrénit stinéni nebo zméndm spektrdlnich charakteristik svétla.

Kultury a zkuSebni nddoby by se nemély piechovévat spole¢né. Toho se nejlépe dosdhne pomoci samostatnych
komor, inkubdtort ¢i mistnosti pro rist za podminek prostfedi. Osvétleni a teplota musi byt regulovatelné a musi
se udrzovat na stdlé Grovni (viz bod 1.7.8).
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Testovaci organismus

Organismem pouZitym pro tuto zkousku je Lemna gibba nebo Lemna minor. Kratké popisy druht okiehku, které
byly pouzity pro zkousky toxicity, jsou uvedeny v dodatku 1. Rostlinny materiél 1ze ziskat ze sbirek kultur, z jiné
laboratofe nebo z terénu. Jestlize se sbér provadi z terénu, rostliny by se mély kultivovat ve stejném médiu, jaké
se pouzivd ke zkouseni, minimdlné po dobu osmi tydni pied pouzitim. Terénni mista pouzitd pro sbér vycho-
zich kultur musi byt prostd zfejmych zdroji kontaminace. Pokud se ziskévaji z jiné laboratofe nebo ze sbirek kul-
tur, mély by se podobné uchovdvat minimalné po tfi tydny. Ve zkuebnim protokolu je vidy tieba uvést zdroj
rostlinného materidlu a druht a klonu (je-li zndm) pouzitych ke zkouseni.

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 listkd.

Kvalita a jednotnost rostlin pouzitych pro zkousku bude mit vyznamny vliv na vysledek zkousky, a proto by se
méla volit s velkou péci. Mély by se pouzivat mladé, rychle rostouci rostliny bez viditelnych 1ézi ¢i odbarvent (chlo-
rozy). Kultury dobré kvality se vyznacuji vysokym vyskytem kolonii obsahujicich nejméné dva listky. Velky pocet
jednotlivych listka je ukazatelem environmentdlniho stresu, napf. nedostatku Zivin, a rostlinny materidl z tako-
vychto kultur by se ke zkouseni nemél pouzivat.

Kultivace

Pro snizeni ¢etnosti udrzovani kultury (napf. pokud se na urcité obdobi neplanuji zadné zkousky s Lemna) 1ze kul-
tury udrzovat za snizeného osvétleni a teploty (4-10 °C). Podrobnosti o kultivaci jsou uvedeny v dodatku 2. O¢i-
vidné zndmky kontaminace fasami nebo jinymi organismy vyzaduji povrchovou sterilizaci dil¢tho vzorku listki
Lemna a ndsledny prenos do cerstvého média (viz dodatek 2). V tomto piipadé je tieba zbyvajici kontaminovanou
kulturu zlikvidovat.

Nejméné sedm dnii pred zkousenim se asepticky prevede dostatec¢ny pocet kolonif do Cerstvého sterilntho média
a kultivuje se 7 az 10 dnt za podminek zkousky.

ZkuSebni médium

Pro Lemna minor a Lemna gibba se doporucuji odlisnd média, jak je déle uvedeno. Je tieba peclivé zvézit zahrnuti
pufru pH do zkusebniho média (MOPS (3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina, ¢islo CAS: 1132-61-2; &islo
EINECS: 214-478-5) do média pro L. minor a NaHCO; do média pro L. gibba), jestliZe existuje podezieni, ze by
mohl reagovat se zkousenou ldtkou a ovliviiovat expresi jeji toxicity. Steinbergovo médium (12) je rovnéz piija-
telné, pokud jsou splnéna kritéria validity.

Pro kultivaci a zkouseni s L. minor se doporucuje tiprava §védského standardniho (SIS) riistového média pro Lemna.
Slozeni tohoto média je uvedeno v dodatku 3.

Ke kultivaci a zkouseni s L. gibba se doporucuje ristové médium 20X AAP, popsané v dodatku 3.

Steinbergovo médium, popsané v dodatku 3, je rovnéz vhodné pro L. minor, ale miiZe se pouZivat i pro L. gibba,
pokud jsou splnéna kritéria validity.

ZkuSebni roztoky

Zkusebni roztoky se obvykle pfipravuji fedénim zdsobniho roztoku. Zdsobni roztoky zkousené litky se obycejné
piipravuji rozpusténim latky v riistovém médiu.

Nejvyssi zkusebni koncentrace zkousené latky by obvykle neméla prekrocit rozpustnost litky ve vodé za zkuseb-
nich podminek. Je viak tfeba poznamenat, Ze Lemna spp. pluji na povrchu a mohou byt vystaveny piisobent latek,
které se hromadi na rozhrani voda-vzduch (napt. latky Spatné rozpustné ve vodé nebo hydrofobni ¢i povrchové
aktivni latky). Za takovych podminek dochazi k expozici jinym ldtkam, nez jaké se nachdzi v roztoku, a zkusebni
koncentrace mohou v zédvislosti na vlastnostech zkousené ltky pfekracovat rozpustnost ve vodé. Pro zkousené
latky s nizkou rozpustnosti ve vodé muize byt nezbytné piipravit koncentrovany zdsobni roztok nebo disperzi

Sené litky do zkusebniho média, a napomohlo se tak jeji dispergaci a rozpusténi. Méla by byt vynalozena



24.8.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 220/79

1.7.6

1.7.7

maximdlni snaha takové ltky nepouzivat. PouZzivani pomocnych rozpoustédel nebo dispergatort by nemélo zpu-
sobovat zddnou fytotoxicitu. Pitkladem bézné pouzivanych rozpoustédel, kterd nezptisobuji fytotoxicitu pfi kon-
centracich az do 100 pl1™?, jsou aceton a dimethylformamid. Jestlize se pouzije rozpoustédlo nebo dispergator,
jeho kone¢nd koncentrace by se méla zapsat ve zkusebni zprévé a udrzovat na minimu (< 100 pl1™") a viechny
exponované vzorky a kontroly by mély obsahovat stejnou koncentraci rozpoustédla nebo dispergdtoru. Dalsi po-
kyny k pouzivani dispergétort jsou uvedeny v (11).

Zkusebni a kontrolni skupiny

Predbéznd znalost toxicity zkousené latky pro Lemna, napf. z orientacni zkousky, pomiize pfi volbé vhodnych
zkusebnich koncentraci. Pi definitivni zkousce toxicity se zpravidla pouzije alespori pét zkusebnich koncentraci
tvoficich geometrickou fadu. Faktor mezi zkusebnimi koncentracemi by nejlépe nemél piekrodit 3,2, ale Ize po-
uzit vy$si hodnotu, jestlize je kiivka zdvislosti koncentrace a odezvy plochd. Pouziti méné nez péti koncentraci by
mélo byt zdiivodnéno. V rdmci kazdé zkusebni koncentrace se pouZiji nejméné t¥i opakovani.

Pii volbé rozsahu zkusebnich koncentraci (pro orienta¢ni a/nebo definitivni zkousku toxicity) je zapotiebi zvazit
nésledujict:

—  Pro stanoveni EC, by se zkuSebni koncentrace mély pohybovat pod a nad hodnotu EC,, aby se zajistila vhod-
nd droven spolehlivosti. Napiiklad pokud se odhaduje ECs,, nejvyssi zkusebn{ koncentrace by méla byt vys-
§1 nez hodnota ECj,. Jestlize hodnota EC;, lezi mimo rozmezi zkusebnich koncentraci, souvisejici intervaly
spolehlivosti budou velké a spravné hodnocen statistické vhodnosti modelu nemusi byt mozné.

— Jestlize je cilem odhadnout LOEC/NOEC, nejnizsi zkusebni koncentrace by méla byt dostate¢né nizkd, aby
rist nebyl vyrazné nizs{ nez rust kontroly. Déle by nejvyssi zkusebni koncentrace méla byt dostate¢né vy-
sokd, aby byl rtist vyrazné nizsi nez rast kontroly. Pokud tomu tak neni, zkouska se bude muset opakovat
v odli$ném rozmezi koncentraci (s vyjimkou piipadu, kdy je nejvy3si koncentrace na mezi rozpustnosti nebo

je maximaln{ pozadovanou limitni koncentraci, napt. 100 mg.1™).

Kazdé zkouska by méla zahrnovat kontroly, pro néz se pouzije stejné Zivné médium, stejny pocet listki a koloni,
stejné podminky okolniho prostfedi a postupy jako pro zkusebni nddoby, aviak neobsahuji zkousenou latku. Jest-
lize se pouzije pomocné rozpoustédlo nebo dispergdtor, méla by byt zahrnuta i dalsi kontrolni expozice
s rozpoustédlem/dispergdtorem piitomnym ve stejné koncentraci jako v nddobéch se zkousenou latkou. Pocet
kontrolnich nddob pouzitych k opakovéni (a piipadnych nddob s rozpoustédly) by mél byt nejméné roven poctu
nadob pouzitych pro kazdou zkusebni koncentraci; v idedlnim piipadé by mél byt dvojndsobny.

Jestlize se stanoveni NOEC nepozaduje, pldn zkousky lze pozménit tak, Ze se zvysi pocet koncentraci a snizi po-
Cet opakovéni na pifslusnou koncentraci. Pocet kontrolnich opakovéni viak musi byt nejméné ti.

Expozice

Kolonie tvofené 2 az 4 viditelnymi listky se pievedou z ockovaci kultury a za aseptickych podminek se ndhodné
pfifadi do zkusebnich nddob. Kazdd nddoba by méla celkem obsahovat 9 az 12 listkd. Pocet listka a kolonif by
mél byt v kazdé zkusebni nadobé stejny. Zkusenosti ziskané s touto metodou a tidaje z kruhové zkousky ukazuji,
Ze pouziti tif opakovdni na expozici, pfi¢emz pro kazdé opakovani se zpocatku pouzije od 9 do 12 listkd, do-
stacuje ke zjisténi rozdilti v inhibici ristu pfiblizné o 4 az 7 % vypocitané pomoci riistové rychlosti (10 az 15 %
pocitano pomoci vytézku) mezi jednotlivymi expozicemi (10).

K minimalizaci vlivu prostorovych rozdili v intenzité svétla nebo v teploté je potfebné ndhodné usporadani
zkusebnich nddob v inkubdtoru. Pfi provddéni pozorovani se rovnéz vyzaduje uspotadani do blokd nebo ndhod-
né premistovani nidob (nebo castéjsi pfemistovani).
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Jestlize predbéznd zkouska stalosti ukazuje, Ze béhem doby trvani zkousky (7 dnti) nelze udrzet koncentraci zkou-
Sené latky (tj. méfend koncentrace poklesne pod 80 % naméfené pocatecni koncentrace), doporucuje se semista-
tickd zkouska. V tomto piipadé by mély byt kolonie nejméné dvakrat béhem zkousky (napf. v den 3 a 5) vystaveny
Cerstvé piipravenym zkusebnim a kontrolnim roztoktim. Cetnost expozice Cerstvému médiu zavisi na stalosti
zkousené latky; pro udrzeni téméf konstantnich koncentraci vysoce nestalych ¢i tékavych litek mize byt zapo-

tiebi vyssi Cetnost. Za urcitych okolnosti maze byt nutny pritokovy postup (11, 13).

Scénaf expozice prostiednictvim aplikace na listek (rozprasovéni) neni do této zkusebni metody zahrnut, aviak
tomuto tématu se vénuje literatura (14).

Inkubaéni podminky

Pomoci kontinudlniho teplého nebo chladného bilého fluorescencniho osvétlent je tieba zajistit svételnou inten-
zitu zvolenou z rozmezi 85-135 pE:m 2:s™!, pfiemz se tato intenzita méif pii fotosynteticky aktivnim zafen{
(400 az 700 nm) v bodech nachdzejicich se ve stejné vzdalenosti od zdroje svétla jako listky Lemna (ekvivalent
6 500 az 10 000 luxd). Jakékoliv odchylky od zvolené svételné intenzity nad zkusebni plochou by nemély pie-
krocit £15 %. Naméfenou hodnotu bude ovliviiovat metoda detekce svétla a méfeni, zejména typ ¢idla. Kulovd
¢idla (kterd reaguji na svétlo ze vSech thli nad a pod rovinou méfeni) a ,kosinova“ ¢idla (kterd reaguji na svétlo
ze v§ech thla nad rovnou méfeni) jsou vhodnéjsi nez jednosmérnd ¢idla, nebot poskytuji vyssi namérené hod-
noty pro vicebodovy svételny zdroj zde popsaného typu.

Teplota ve zkuSebnich nddobdch by méla byt (24 * 2) °C. Hodnota pH kontrolntho média by neméla béhem
zkousky vzrist o vice nez 1,5. OvSem odchylka o vice nez 1,5 nebude znamenat neplatnost zkousky, pokud je
mozné prokdzat, Ze byla splnéna kritéria validity. Zvldstni pozornost je zapotiebi vénovat posunu pH ve zvldst-
nich pfipadech, jako jsou zkousky nestélych latek nebo kovi. Dalsi pokyny naleznete v (11).

Doba trvani

Zkouska je ukoncena za 7 dnt poté, co byly rostliny pievedeny do zkusebnich nddob.

Méfeni a analytickd stanoveni

Na pocatku zkousky se ur¢i a zaznamend pocet listkt ve zkusebnich nddobéch, pticemz se peclivé dbd na to, aby
byly zapocitany vystupujici, jasné viditelné listky. Na pocatku zkousky, déle nejméné jednou béhem kazdych 3
dnti béhem expozicni doby (tj. nejméné dvakrat béhem celkové doby 7 dnti) a pfi ukonceni zkousky se musi urcit
pocty listkdi, které maji normdlni ¢i abnormdlni vzhled. Je zapotiebi zaznamenat ve zkusebni zpravé zmény ve
vyvoji rostlin, napf. velikost listku, vzhled, zndmky nekrézy, chlorézy nebo hrbatosti, rozpadavéni kolonif nebo
ztrdta vzplyvavosti a v délce a vzhledu kofenu. Je rovnéz nutné zaznamenat vyznamné vlastnosti zkusebniho mé-
dia (napf. pfitomnost nerozpusténého materidlu, rist fas ve zkusebni nadobé).

Kromé uréeni poctu listkti béhem zkousky se také hodnoti G¢inky zkousené latky na jednu (nebo vice) ndsledu-
jicich proménnych méfen:

i) celkovd plocha listka,

ii)  suchd hmotnost,

iii) Cerstvd hmotnost.

Celkova plocha listkti ma tu vyhodu, Ze ji Ize u kazdé zkuSebni a kontrolni nddoby urcit na pocitku zkousky,
v jejim prabéhu i na jejim konci. Suchd nebo Cerstvd hmotnost by se méla urcit na pocitku zkousky ze vzorku
ockovaci kultury, jaké se obvykle pouzivd k zahdjeni zkousky, a na konci zkousky pak na zdkladé rostlinného ma-
teridlu z kazdé zkusebni a kontrolni nddoby. Jestlize se plocha listkd neméi, davé se pfednost suché hmotnosti
pied Cerstvou hmotnosti.

Celkovd plocha listkd, suchd hmotnost a Cerstvd hmotnost se mohou urcit nasledovné:
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i) Celkovd plocha listki: Celkovd plocha listkil vSech kolonii mize byt stanovena analyzou obrazu. Pomoci
videokamery lze zachytit siluetu zkusebni nddoby a rostlin (tj. umistite nddobu na svitici skiin) a vysledny
obraz se digitalizuje. Plochu listki ve zkuSebni nddob¢ lze poté stanovit kalibraci pomoci plochych tvari
o znamé plose. Je tfeba dbét na vylouceni ruseni zptisobeného hranou zkusebni nddoby. Alternativni, ale
pracnéjsi zptisob spociva v pofizent fotografie zkusebnich nddob a rostlin, vyfiznuti vysledné siluety kolonii
a urceni jejich plochy pomoci analyzdtoru listkové plochy nebo milimetrového papiru. Mohou byt vhodné
i dalsf postupy (napiiklad pomér hmotnosti papiru mezi plochou siluety kolonif a jednotkovou plochou).

ii)  Suchd hmotnost: Z kazdé ze zku3ebnich nddob se shromazdi vechny kolonie a proplachnou se destilova-
nou nebo deionizovanou vodou. Nadbyte¢nd voda se odstran{ savym papirem a pak se vzorky susi pfi 60 °C
do konstantni hmotnosti. Mély by byt zahrnuty jakékoliv ilomky kofent. Suchd hmotnost by se méla vy-
jadrit s pfesnosti na nejméné 0,1 mg.

iii)  Cerstvd hmotnost: Viechny kolonie se pievedou do piedem zvadzenych polystyrenovych zkumavek (nebo vy-
robenych z jiného interntho materidlu) s malymi (I mm) otvory v zakulacenych dnech. Zkumavky se poté
odstreduji pii 3 000 ot/min po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Zkumavky obsahujici nyni osusené ko-
lonie se opétovné zvazi a cerstvd hmotnost se vypocitd odectenim hmotnosti prazdné zkumavky.

Cetnost méfeni a analytickd stanoveni

Jestlize se pouziva plan statické zkousky, pH kazdé expozice by se mélo zméfit na pocatku a na konci zkousky.
Jestlize se pouziva pldn semistatické zkousky, pH by se mélo méFit v kazdé vsdzce ,Cerstvého” zkusebniho roz-
toku pfed kazdym obnovenim a rovnéz i v odpovidajicich ,spotiebovanych® roztocich.

Intenzita osvétleni by se méla méfit v riistové komore, inkubdtoru nebo mistnosti v bodech nachézejicich se ve
stejné vzddlenosti od zdroje svétla jako listky Lemna. Méfent je tieba provadét nejméné jednou béhem zkousky.
Teplota média v ndhradni nddobé¢ drzené za stejnych podminek v ristové komore, inkubétoru nebo mistnosti by
se méla zaznamendvat nejméné jednou denné.

Béhem zkousky se koncentrace zkousené latky urcuji ve vhodnych intervalech. Ve statickych zkouskdch je mi-
nimalnim pozadavkem uréen{ koncentraci na pocatku a na konci zkousky.

U semistatickych zkousek, u nichz se neocekavd, Ze koncentrace zkousené latky zistane v rozmezi 20 % nomi-
naln{ koncentrace, je nezbytné analyzovat vechny Cerstvé piipravené zkusebni roztoky a tytéz roztoky pfi kaz-
dém obnoveni (viz bod 1.7.7 tfeti odstavec). Oviem u téch zkousek, u nichZ nejsou naméfené pocatecni
koncentrace zkousené latky v rozmezi £20 % nomindlni hodnoty, aviak u nichz lze dostate¢né prokdzat, Ze po-
¢atecni koncentrace jsou reprodukovatelné a stalé (tj. od 80 do 120 % pocdte¢nich koncentraci), mohou byt che-
mickd stanoveni provedena pouze na nejvyssich a nejnizsich zkusebnich koncentracich. Ve vsech piipadech je
tfeba provést urceni koncentraci zkousené latky pred obnovenim pii kazdé zkusebni koncentraci vzdy pouze
u jedné nadoby k opakovani (nebo u sdruzeného obsahu nddob jednoho opakovéni).

U pratokovych zkousek je vhodny podobny vzorkovaci rezim, jaky je popsdn u semistatickych zkousek vcetné
analyzy na pocatku, uprostied a na konci zkousky, ale méfeni ,spotiebovaného® roztoku neni v tomto piipadé
vhodné. U tohoto typu zkousky je zapotiebi kontrolovat denné pritok fedici vody a zkousené litky nebo zdsob-
niho roztoku zkousené latky.

Lze-li prokdzat, Ze byla po celou dobu zkousky koncentrace zkousené latky uspokojivé udrzovana v rozmezi
+20 % nomindlni nebo naméfené pocitecni koncentrace, miize byt analyza vysledkd zaloZena na nominalnich
nebo naméfenych pocatecnich hodnotéch. Je-li odchylka od nominalni nebo naméfené pocateéni koncentrace vét-
§f nez +20 %, analyza vysledkd by méla byt zalozena na geometrické stfedni koncentraci béhem expozice nebo
na modelech popisujicich pokles koncentrace zkousené latky (11).
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Limitni zkouska

Za urtitych okolnosti, napf. pokud pfedbéznd zkouska naznacuje, Ze zkousend ldtka nemd zadné toxické acinky
pfi koncentracich a7 do 100 mg ™! nebo az do meze své rozpustnosti ve zkusebnim médiu (podle toho, co je
niz§f), mze byt provedena limitni zkouska zahrnujici porovnani odezvy v kontrolni skupiné a odezvy v jedné
exponované skupiné (100 mg ™! nebo koncentrace rovnd mezi rozpustnosti). Diirazné se doporucuje podpofit
tuto zkousku analyzou expozicnich koncentraci. Viechny diive popsané zkusebni podminky a kritéria validity se
vztahuji i na limitni zkousku s vyjimkou toho, Ze pocet opakovéni s exponovanymi vzorky by se mél zdvojnéso-
bit. Rast v kontroln{ a exponované skupiné mize byt analyzovan pomoci statistického testu pro porovnani stied-
nich hodnot, napf. Studentova t-testu.

DATA A ZPRAVY

DOBA ZDVOJNASOBENI

Pro stanoveni doby zdvojndsobent (T,) poctu listkii a dodrzovani tohoto kritéria validity ve studii (bod 1.6) se po-
uzivd ndsledujici vzorec s Gidaji ziskanymi z kontrolnich nddob:

Ty=1In2p

kde p je primérnd specifickd ristovd rychlost urcend podle bodu 2.2.1 prvniho a druhého odstavce.

PROMENNE ODEZVY

Ucelem této zkousky je stanovit tcinky zkousené ldtky na vegetativni réist Lemna. Tato zkusebni metoda popisuje
dvé proménné odezvy, protoze ¢lenské zemé maji odlisné preference a pravni pozadavky. Maji-li byt vysledky
zkousky ptijatelné ve viech clenskych zemich, G¢inky je tieba vyhodnotit pomoci obou proménnych odezvy a)
a b) popsanych dale.

a)  Primérnd specifickd rustova rychlost: tato proménnd odezvy se pocitd na zédkladé zmén logaritmi poctd list-
ki a ddle na zdkladé zmén logaritmt jiného parametru méfenti (celkovd plocha listkdi, suchd hmotnost nebo
Cerstvd hmotnost) v Case (vyjadieno na den) v kontroldch a kazdé exponované skupiné. Nékdy se oznacuje
jako relativni ristovd rychlost (15).

b)  Vytézek: tato proménnd odezvy se pocitd na zdkladé zmén poctu listk a ddle na zdkladé zmén jiného pa-
rametru méfeni (celkova plocha listkti, suchd hmotnost nebo ¢erstvd hmotnost) v kontrolach a kazdé expo-
nované skupiné az do konce zkousky.

Je tieba uvést, ze hodnoty toxicity vypocitané pomoci téchto dvou proménnych odezvy nejsou srovnatelné a pti
pouzivéni vysledkd zkousky se musi vzit tento rozdil na védomi. Hodnoty EC, zaloZené na primérné specifické
riistové rychlosti (E,C,) budou vSeobecné vy3si nez vysledky zalozené na vytézku (E,C,), pokud se dodrzi zku-
ebni podminky této zkusebni metody, a to diky matematické zdkladné pfislusnych pfistupti. Tuto skutecnost ne-
1ze vyklddat jako rozdil v citlivosti mezi témito dvéma proménnymi odezvy; hodnoty jsou jednoduse matematicky
odlisné. Koncepce primérné specifické riistové rychlosti je zalozena na obecném priibéhu exponencidlniho ristu
okfehku v nelimitovanych kulturdch, u nichz se toxicita odhaduje na zdkladé G¢inkd na ristovou rychlost, aniz
by zdvisela na absolutni Grovni specifické ristové rychlosti kontroly, na sklonu kiivky zavislosti koncentrace-
odezva nebo na dobé trvani zkousky. Naproti tomu vysledky zaloZené na proménné odezvy ,vytézek” jsou z-
vislé na viech téchto ostatnich proménnych. E,C, zavisi na specifické riistové rychlosti druhti okfehku pouzitych
v kazdé zkousce a na maximalni specifické ruistové rychlosti, kterd se maze u jednotlivych druht, a dokonce
mezi druhy okfehku nebo dokonce rtiznymi klony. Pfestoze se z védeckého hlediska ddvé prednost pouziti prii-
mérné specifické ristové rychlosti pro odhad toxicity, odhady toxicity zaloZené na vytézku jsou rovnéz do této
zkusebni metody zahrnuty, aby uspokojily soucasné pravni pozadavky v nékterych zemich.
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2.2.2

Odhady toxicity by mély byt zaloZeny na poctu listkii a na jedné dalsi proménné méfeni (celkovd plocha listkd,
suchd hmotnost nebo Cerstvd hmotnost), protoze nékteré litky mohou ovliviiovat jiné proménné méfeni mno-
hem vice nez pocet listka. Pouhym urcovanim poctu listka by se tento ticinek nezjistil.

Pocet listkd a jakdkoliv dalsi zaznamenand proménnd méfent, tj. celkova plocha listkd, suchd hmotnost nebo cer-
stvd hmotnost, se pro kazdé méfeni uvedou v tabulce spole¢né s koncentracemi zkousené latky. Ndslednd ana-
lyza dat, napt. odhad LOEC, NOEC nebo EC,, by méla byt zaloZzena na hodnotich pro jednotlivd opakovani,
a nikoliv na vypocitanych sttednich hodnotdch pro kazdou exponovanou skupinu.

Primérnd specifickd rtstova rychlost

Primérnd specifickd riistové rychlost pro konkrétni obdobi se vypocitd jako logaritmické zvyseni proménnych
rlistu — poctu listkd a jedné dalsi proménné méfeni (celkova plocha listkii, suchd hmotnost nebo cerstvd hmot-
nost) — pomoci ndsledujictho vzorce pro kazdé opakovani kontrolnich roztokt a exponovanych roztok:

ln(N,) - ln(Ni)

V’H = t

kde:

— pj: prumérnd specifickd ristovd rychlost od doby i do doby j,
proménnd méfeni ve zkusebni nebo kontrolni nddobé v dobgé i,
— N: proménnd méfeni ve zkusebni nebo kontrolni nddobé v dobé j,

— Cas odidoj.

Pro kazdou exponovanou skupinu a kontrolni skupinu vypoéitejte sttedni hodnotu rtistové rychlosti a odhady
rozptylu.

Primérnd specifickd riistova rychlost by se méla vypocitat pro celou dobu trvni zkousky (doba ,i“ ve shora uve-
deném vzorci je pocatkem zkousky a doba ,j* je ukoncenim zkousky). Pro kazdou zkusebni koncentraci a kon-
trolu vypocitejte stfedni hodnotu priimérné specifické ristové rychlosti a odhady rozptylu. Déle je zapotiebi
vyhodnocovat ristovou rychlost v jednotlivych casovych tsecich s cilem zhodnotit ticinky zkousené latky, které
se vyskytly béhem expozi¢ni doby (napt. kontrolou logaritmicky transformovanych rtstovych kiivek). Vyznam-
né rozdily mezi rtistovou rychlosti v jednotlivych ¢asovych tsecich a primérnou riistovou rychlosti jsou zndm-
kou odchylky od konstantniho exponencidlniho ristu a vyzaduji dikladné prozkoumdéni rastovych kiivek.
V tomto pifpadé by konzervativni piistup spocival v porovnani specifickych ristovych rychlosti exponovanych
kultur béhem doby maximdlni inhibice se specifickymi ristovymi rychlostmi kontrol pro totéz obdobi.

Procentudlni inhibici ristové rychlosti (I,) 1ze potom vypocitat pro kazdou zkusebni koncentraci (exponovand sku-
pina) podle nésledujictho vzorce:

%l = (e, 1gq
He
kde:
— % procentudlni inhibice pramérné specifické ristové rychlosti,
— e stiedni hodnota p v kontrolni skupiné,
— pp stiedni hodnota p v exponované skupiné.
Vytézek

Ucinky na vytézek se urcuji na zakladé dvou proménnych méfent, tj. poctu listkd a jedné dalsi proménné méfeni
(celkovd plocha listktl, suchd hmotnost nebo cerstvd hmotnost), ptitomnych v kazdé zkusebni nddobé na pocat-
ku a konci zkousky. Pro suchou hmotnost nebo ¢erstvou hmotnost se pocate¢ni biomasa urcuje na zékladé vzor-
ku listka odebranych ze stejné vsdzky pouzité k naockovéni zkusebnich nddob (viz bod 1.7.3 druhy odstavec).
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2.2.4

2.3

Pro kazdou zkusebni koncentraci a kontrolu vypocitejte stiedni hodnotu vytézku a odhady rozptylu. Stiedni pro-
centudlni inhibici vytézku (%I,) lze vypocitat pro kazdou exponovanou skupinu ndsledovné:

o (b c bT)
%l = x100
J b
c
kde:
o, e s
— %I:  procentudlni sniZen vytézku,
— ba kone¢nd biomasa minus pocdtecni biomasa pro kontrolni skupinu,
— bg konecnd biomasa minus pocatecni biomasa pro exponovanou skupinu.

VynéSeni kiivek zdvislosti koncentrace-odezva

Je zapotiebi vynést kiivky zdvislosti koncentrace na odezvé vyjadtujici vztah stfedni procentudlni inhibice pro-
ménné odezvy (I, nebo I, vypocitané podle pokynt v bodé 2.2.1 poslednim odstavci nebo v bodé 2.2.2) a loga-
ritmu koncentrace zkousené latky.

Odhad EC,

Odhady EC, (napt. EC5,) by mély byt zaloZeny jak na priimérné specifické riistové rychlosti (E,C,), tak na vytézku
(E,C,) a obé tyto hodnoty by zase mély vychdzet z poctu listkéi a jedné dal3f proménné méfen{ (celkovd plocha
listkd, suchd hmotnost nebo Cerstvd hmotnost). Divodem je skutecnost, Ze existuji zkousené latky, které maji od-
lisny dopad na pocet listkii a na dalsi proménné méfeni. Pozadovanymi parametry toxicity jsou proto ¢tyfi hod-
noty EC, pro kazdou vypocitanou hodnotu inhibice x: E.C, (pocet listkd), E.C, (celkovd plocha listkd, suchd
hmotnost nebo ¢erstvd hmotnost), E, C, (pocet listkd) a E,C, (celkové plocha listkd, suchd hmotnost nebo cerstvd
hmotnost),

STATISTICKE POSTUPY

Cilem je ziskat kvantitativni vztah mezi koncentraci a odezvou pomoci regresni analyzy. Je mozné pouZit vaze-
nou linedrni regresi po provedeni linearizujici transformace dat odezvy, napfiklad do probitovych nebo logito-
vych & Weibullovych jednotek (16), ale ddva se prednost nelinedrnim regresnim postuptim, s jejichz pomoci se
lépe zpracovavaji nevyhnutelné nepravidelnosti dat a odchylky od hladkych distribuci. Pfi pfiblizeni se k nule ¢i
uplné inhibici mohou byt takové nepravidelnosti zesileny transformaci a rusit pii analyze (16). Je zapotiebi uvést,
ze standardni metody analyzy pouzivajici probitové, logitové nebo Weibullovy transformace jsou urceny k pou-
ziti s kvantdlnimi daty (napf. mortalita nebo preziti) a musi se upravit, aby mohly byt pouzity s daty ristové rych-
losti ¢i vytézku. Specidlni postupy pro stanoveni hodnot EC, ze spojitych dat 1ze nalézt v literatute (17, 18 a 19).

Pro kazdou proménnou odezvy, kterd se ma analyzovat, pouzijte vztah koncentrace a odezvy pro vypocet bo-
dovych odhadt hodnot EC,. Je-li to mozné, je zapotiebi urcit 95% intervaly spolehlivosti pro kazdy odhad. Jakost
shodnosti dat odezvy s regresnim modelem je zapotiebi vyhodnotit bud graficky, nebo statisticky. Regresni ana-
lyza by se méla provadét pomoci odezev jednotlivych opakovéni, nikoliv pomoci stfednich hodnot exponovanych
skupin.

Odhady EC, a intervaly spolehlivosti Ize rovnéz ziskat linedrni interpolaci s bootstrapem (20), pokud se dostup-
né regresni modely/metody pro piislusnd data nehodi.

Pro odhad LOEC, a tedy i NOEC je nezbytné porovnat stiedni hodnoty exponovanych vzorkti pomoci metod ana-
lyzy rozptylu (ANOVA). Stiedni hodnota pro kazdou koncentraci musi byt poté porovnana se stiedni hodnotou
pro kontrolni skupinu, a to vhodnou metodou vicendsobného porovnani nebo metodou zkousky trendu. Uzi-
te¢né mohou byt Dunnettiv nebo Williamsav test (21, 22, 23, 24). Je nezbytné vyhodnotit, zda je splnén pred-
poklad homogenity rozptylu nezbytny pro ANOVA. Toto hodnoceni lze provadét graficky nebo formdlnim
testem (25). Mezi vhodné testy patif Leventv a BartlettGv test. Nesplnéni pfedpokladu o homogenité rozptylt lze
nékdy napravit logaritmickou transformaci dat. JestliZe je heterogenita rozptylti extrémni a nelze ji napravit trans-
formaci, pak je tieba zvdzit analyzu takovymi metodami, jako jsou testy sestupného trendu Jonckheere. Dalsi po-
kyny pro stanoveni NOEC Ize nalézt v (19).
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Védecky vyvoj posledni doby vedl k doporuceni opustit koncepci NOEC a nahradit ji odhady bodt EC, na zi-
kladé regrese. Vhodnd hodnota pro x nebyla pro tuto zkousku s Lemna stanovena. Nicméné se zdd, Ze vhodné je
rozmezi od 10 do 20 % (v zdvislosti na zvolené proménné odezvy) a nejlépe by se mély uvadét jak EC,, tak EC,,,.

ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce musi obsahovat tyto tdaje:

Zkousend latka:

—  fyzikalni povaha a fyzikdlné-chemické vlastnosti véetné meze rozpustnosti ve vodg,
— Udaje o chemické identifikaci (napf. ¢islo CAS) véetné ¢istoty.
Testovaci druhy:

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

Zkusebni podminky:

— pouzity zkusebni postup (staticky, semistaticky nebo prutokovy),
— datum zahdjen{ zkousky a délka jejiho trvani,

—  zkuSebni médium,

— popis experimentdlniho provedenti: zkusebni nddoby a kryty, objemy roztokd, pocty kolonii a listkd na zku-
$ebni nddobu na pocitku zkousky,

—  zkuSebni koncentrace (nomindlni, popf. naméfené) a pocet opakovani na kazdou koncentraci,

— metody piipravy zdsobnich a zkusebnich roztoka véetné pouziti jakychkoliv rozpoustédel nebo dispergétort,
— teplota béhem zkousky,

—  zdroj svétla, intenzita svétla a homogenita,

— hodnoty pH zkusebnich a kontrolnich médii,

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

— metody pro urceni poctu listkti a dalsich proménnych méfent, napi. suchd hmotnost, Cerstvd hmotnost nebo
plocha listkd,

— v3echny odchylky od této zkusebni metody.
Vysledky:

— hrubd data: pocet listka a dalsich proménnych méfeni v kazdé zkusebni a kontrolni nddobé pii kazdém po-
zorovani a kazdé analyze,

— stiedni hodnoty a smérodatné odchylky pro kazdou proménnou méfent,

— rastové kiivky pro kazdou koncentraci (doporucuje se s logaritmicky transformovanou proménnou méfent,
viz bod 2.2.1 druhy odstavec),

— doba zdvojndsobeni|riistové rychlost v kontrole na zékladé poctu listkd,



L 220/86 Utedni véstnik Evropské unie 24.8.2009

— vypocitané proménné odezvy pro viechna opakovéni s exponovanymi vzorky, spolu se stiednimi hodno-
tami a varianim koeficientem pro opakovani,

—  grafické zndzornéni vztahu koncentrace a tcinku,

— odhady toxickych t¢inkd pro proménné odezvy, napf. ECs,, EC, o, 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 tc¢inku, ktery Ize detekovat (napf. nejmensi vyznamny rozdil),
— jakdkoliv stimulace riistu zji§ténd v jakémkoli exponovaném vzorku,
— jakékoliv vizudlni zndmky fytotoxicity, jakoZ i pozorovani zkusebnich roztokd,

— diskuse vysledka véetné jakéhokoliv vlivu na vysledek zkousky v dusledku odchylek od této zkusebni
metody.
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Dodatek 1
Popis Lemna spp.

Vodni rostlina oznacovand jako okiehek, Lemna spp., patii do eledi Lemnaceae, kterd zahrnuje celosvétové rozsifené druhy
ve ¢tyfech rodech. Jejich vzhled a taxonomie byly popsany vycerpavajicim zptisobem (1, 2). Lemna gibba a L. minor jsou pred-
stavitelé druht mirnych oblasti a béZné se pouzivaji pro zkousky toxicity. Oba druhy maji plovouci nebo ponotenou lo-
dyzku diskového tvaru (listek) a ze stfedu spodni ¢asti kazdého listku vychdzi velmi tenky kotinek. Lemna spp. ziidkakdy
kvetou a rostliny se mnoZi vegetativné vytvafenim novych listka (3). PFi srovndni se star$imi rostlinami jsou mladsi rostliny
svétlejsi, maji kratsi kofinky a sklddaji se ze dvou az tif listkt riznych velikosti. Diky své malé velikosti, jednoduché struk-
tufe, asexudlnimu rozmnozovéni a kratké generacni dobé jsou rostliny rodu Lemna velmi vhodné pro laboratorni zkouse-
ni (4, 5).

Z divodu pravdépodobnych mezidruhovych rozdila v citlivosti jsou platnd pouze srovndni citlivosti v ramci druhu.

Piiklady druhii Lemna, které byly pouzity ke zkouSeni: odkazy na druhy

Lemna aequinoctialis: Eklund, B. (1996). The use of the red alga Ceramium strictum and the duckweed Lemna aequinoctialis 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 (USEPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test
Using Lemna spp., ,Public draft“. EPA 712-C-96-156. 8pp.

Association Frangaise de Normalisation (AFNOR). (1996). XP T 90-337: Détermination de l'inhibition de la croissance de
Lemna minor. 10pp.

Svédsky normalizaéni institut (SIS). (1995). Water quality — Determination of growth inhibition (7-d) Lemna minor, du-
ckweed. SS 02 82 13. 15 stran (§védsky).

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

United States Environmental Protection Agency (USEPA). (1996). OPPTS 850.4400 Aquatic Plant Toxicity Test Using Lemna
spp., »Public draft“. EPA 712-C-96—156. 8 stran.

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. To-
xicol. 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 druhti 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
http://www.botany.utoronto.ca/utcc

North Carolina State University
Forestry Dept

Duckweed Culture Collection
Campus Box 8002

Raleigh, NC 27695-8002

USA

Tel.: 001 (919) 515-7572
astomp@unity.ncsu.edu
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Institutionen fére tillimpad miljovetenskap (ITM) Stockholms universitet
SE-106 91 Stockholm

SVEDSKO

Tel.: +46 86747240

Fax: +46 86747636

Umweltbundesamt (UBA)

FGIII 3.4

Schichauweg 58

12307 Berlin

Némecko

e-mail: lemna@uba.de
http:/[www.umweltbundesamt.de/contact.htm
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Dodatek 2
Uchoviavani zdsobni kultury

Zasobni kultury lze uchovavat za nizkych teplot (4-10 °C) po delsi dobu, aniz by bylo zapotiebi je znovu zakladat. Rustové
médium pro Lemna miZe byt stejné jako médium pouzivané ke zkouseni, ale pro zasobni kultury lze pouzit jind média bo-
hatd na Ziviny.

Pravidelné se odebere nékolik mladych, svétlezelenych rostlin a aseptickym postupem se umisti do novych kultiva¢nich na-
dob obsahujicich éerstvé médium. Za chladnéjsich podminek, které se zde navrhuji, 1ze provadét tvorbu dil¢ich kultur v in-
tervalech az do tf mésica.

Je tieba pouzivat chemicky cisté (kyselinou promyté) a sterilni sklenéné kultiva¢ni nddoby a pracovat aseptickymi manipu-
la¢nimi postupy. V piipadé kontaminace zdsobni kultury napf. fasami ¢i kvasinkami, je nezbytné pfijmout opatfeni na od-
stranéni kontaminujicich organismi. V piipadé fas a vétsiny dalsich kontaminujicich organismii toho Ize dosdhnout
povrchovou sterilizaci. Odebere se vzorek kontaminovaného rostlinného materidlu a odfiznou se kofeny. Materidl se poté
intenzivné protiepdva v Cisté vodé, poté ndsleduje ponoteni do 0,5 % (obj.) roztoku chlornanu sodného po dobu 30 sekund
az 5 minut. Rostlinny materidl se ddle opldchne sterilni vodou a pfevede se jako fada vsdzek do kultiva¢nich nddob obsa-
hujicich Cerstvé rastové médium. Mnoho listka v disledku tohoto oSetieni odumte, zejména pouziji-li se delsi expozi¢ni
doby, ale nekteré z prezivsich rostlin budou obvykle zbaveny kontaminace. Ty lze poté pouzit pro pteockovani novych
kultur.
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Dodatek 3
Média

Pro L. minor a L. gibba se doporucuji riznd ristovd média. Pro L. minor se doporucuje upravené §védské standardni (SIS)
médium, zatimco pro L. gibba se doporu¢uje médium 20X AAP. Slozeni obou médif je uvedeno niZe. Pfi pfipravé téchto
médii je zapotiebi pouzivat chemické latky analytické ¢istoty nebo na trovni ¢inidel a deionizovanou vodu.

Svédské standardni (SIS) riistové médium pro Lemna

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

—  Zasobni roztok VI (a pfipadné VII) se sterilizuji pouze membranovou filtraci, neautokldvuji se.

—  Sterilni zdsobni roztoky se skladuji v chladu a temnu. Zdsobni roztoky I az V je tieba zlikvidovat po Sesti mésicich,
zatimco zdsobni roztoky VI (a piipadné VII) maji Zivotnost jeden mésic.

/ ’ ) ) K /oncen’trace K Ojlcentrac}e Pripravené médium

Hisobni o e ey | e Preck Koncentrce
NaNO, 8,50 85 Na; N 32; 14

: KH,PO, 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4

i MgSO, - 7H,0 15 75 Mg; S 7,4;9,8

il CaCl, - 2H,0 7.2 36 Ca; Cl 9,8;17,5

v Na,CO, 4,0 20 C 2,3
H,BO, 1,0 1,00 B 0,17
MnCl, - 4H,0 0,20 0,20 Mn 0,056
Na,MoO, - 2H,0 0,010 0,010 Mo 0,0040

v ZnS0, - 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
FeCl, - 6H,0 0,17 0,84 Fe 0,17

v Na,-EDTA-2H,0 0,28 1,4 — —

VIl MOPS (pufr) 490 490 — —

—  Pro piipravu jednoho litru média SIS se do 900 ml deionizované vody pridé:
— 10 ml z4sobniho 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 (volitelné).
Pozndmka:  Pro nékteré zkousené litky mozna bude zapottebi dalsi zdsobni roztok VII (pufr MOPS) (viz bod 1.4 posledni odstavec).

— pH seupravina 6,5 + 0,2 ptiddnim 0,1M nebo 1M-HCI nebo NaOH a objem se doplni deionizovanou vodou do jed-
noho litru.
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Riistové médium 20X AAP

Zésobni roztoky se piipravuji ve sterilni destilované nebo deionizované vodg.

Steriln{ zdsobni roztoky se skladuji v chladu a temnu. Za téchto podminek budou mit zdsobni roztoky Zivotnost nejméné 6
az 8 tydnt.

Pro médium 20X AAP se pfipravi pét zdsobnich roztokd zZivin (A1, A2, A3, B a C), pii¢emzZ se pouziji chemické latky na
drovni ¢inidel. Rustové médium se vytvoii pfiddnim 20 ml kazdého zdsobniho roztoku zivin do pfiblizné 850 ml deioni-
zované vody. pH se upravina 7,5 £ 0,1 pfidanim 0,1M nebo 1M-HCI nebo NaOH a objem se doplni do jednoho litru dejoni-
zovanou vodou. Médium se poté filtruje pres (pfiblizné) 0,2pm membranovy filtr do sterilniho zdsobniku.

Rustové médium urcené ke zkouseni by se mélo pfipravovat 1 az 2 dny pied pouzitim, aby se mohlo stabilizovat pH. pH
ristového média by se pfed pouzitim mélo zkontrolovat a znovu upravit, bude-li to nezbytné, ptidavkem 0,1M nebo 1M-
NaOH ¢i HC, jak je popsdno vyse.

; ’ . ) Konce’ntrace v zd- Koncent’race V Rii— Pripravené médium
Zésobni roztok ¢. Latka sobr(l;r.? 1r)o(z‘;oku Praz,r:;_]*ml )rr(lsdlu vk K( ?;1 gc T{lf)ﬁz c) e

NaNO, 26 510 Na; N 190; 84

Al MgCl,-6H,0 12 240 Mg 58,08
CaCl,"2H,0 4,4 90 Ca 24,04

A2 MgSsO,:7H,0 15 290 S 38,22

A3 K,HPO,-3H,0 1,4 30 K; P 9,4;3,7
H;BO, 0,19 3,7 B 0,65
Mn(Cl,-4H,0 0,42 8,3 Mn 2,3
FeCl;-6H,0 0,16 3,2 Fe 0,66
Na,EDTA-2H,0 | 0,30 6,0 — —

b ZnCl, 3,3 mgl™! 66 pgl™! Zn 31 pgl™
CoCl,"6H,0 1,4 mgl™ 29 pgl™! Co 7,1 pgl™?
Na,Mo0,2H,0 | 7,3 mg!™ 145 pgl™! Mo 58 pgl™!
CuCl,-2H,0 0,012 mgl™* 0,24 pgl™ Cu 0,080 pgl™

C NaHCO, 15 300 Na; C 220; 43

() Pokud nenf uvedeno jinak.

Poznamka pod ¢arou: Teoreticky spravnd kone¢nd koncentrace hydrogenuhlicitanu (pfi niz neni nutnd vyraznd dprava pH) je 15 mg/l, ni-
koliv 300 mg/l. Ovsem historické pouzivani média 20X AAP véetné kruhové zkousky pro tuto metodu je zaloZzeno
na 300 mg/l. (I. Sims, P. Whitehouse and R. Lacey. (1999) The OECD Lemna Growth Inhibition Test. Development
and Ring-testing of draft OECD Test Guideline. R&D Technical Report EMA 003. WRc plc — Environment Agency).

STEINBERGOVO médium (podle ISO 20079)

Koncentrace a zdsobni roztoky

—  Upravené Steinbergovo médium se v normé ISO 20079 pouzivd pouze pro Lemna minor (protoZe uvedend norma po-
voluje pouze Lemna minor), ale zkousky ukdzaly, Ze by se mohlo dosahnout dobrych vysledki i s Lemna gibba.

— P pripravé média je zapotiebi pouzivat chemické latky analytické ¢istoty nebo na tirovni ¢inidel a deionizovanou vodu.

—  Pfipravte zivné médium ze zdsobnich roztokd nebo desetindsobné koncentrovaného média, které umoziuje maximal-
ni koncentraci média bez sraZeni.



24.8.2009

Utedni véstnik Evropské unie

L 220/93

Tabulka 1

STEINBERGOVO médium se stabilizovanym pH (upraveno podle Altenburgera)

Litka 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
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
dinatrium-EDTA dihydrét 372,24 1 500,00 4,03
Tabulka 2
Zisobni roztoky (makroprvky)
1. Makroprvky (50 ndsobné koncentrované) g/l

Zdsobni roztok 1:

KNO, 17,50

KH,PO, 45

K,HPO, 0,63

Zdsobni roztok 2:

MgSO, - 7H,0 5,00

Zdsobni roztok 3:

Ca(NO,), - 4H,0 14,75

Tabulka 3
Zasobni roztoky (mikroprvky)
2. Mikroprvky (1 000 ndsobné koncentrované) mg|l

Zdsobni roztok 4:

H,BO, 120,0

Zdsobni roztok 5:

ZnS0, - 7H,0 180,0

Zdsobni roztok 6:

Na,MoO, - 2H,0 44,0

Zdsobni roztok 7:

MnCl, - 4H,0 180,0

Zdsobni roztok 8:

FeCl, - 6H,0 760,00

Ethylendiamintetraoctan dvojsodny-dihydrét 1500,00
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—  Zasobni roztoky 2 a 3 a oddélené 4 az 7 lze sdruzovat (pfi zohlednéni pozadovanych koncentraci).

— K dosazeni delsi Zivotnosti autokldvujte zdsobni roztoky pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut nebo alternativné pro-
ved'te sterilni filtraci (0,2 pm). U zdsobniho roztoku 8 se dirazné doporucuje sterilni filtrace (0,2 pm).

Piiprava konecné koncentrace STEINBERGOVA média (upraveného)

—  Pridejte 20 ml zdsobnich roztokdi 1, 2 a 3 (viz tabulka 2) do pfiblizné 900 ml deionizované vody, aby se zabranilo
srdzen.

—  Pfidejte 1,0 ml zdsobnich roztoki 4, 5, 6, 7 a 8 (viz tabulka 3).
— pH by mélo byt 5,5 + 0,2 (upravte pfidinim minimalniho objemu roztoku NaOH nebo HCI).
— Doplite vodou do 1 000 ml.

—  JestliZe se zdsobni roztoky sterilizuji a pouzije-li se vhodnd voda, 7ddnd dal{ sterilizace nenf zapotiebi. Pokud se steri-
lizuje kone¢né médium, zdsobni roztok 8 se pfidd po autokldvovéni (pfi teploté 121 °C po dobu 20 min).

Pfiprava 10ndsobné koncentrovaného STEINBERGOVA média (upraveného) pro pfechodné uloZeni
—  Pridejte 20 ml zdsobnich roztoka 1, 2 a 3 (viz tabulka 2) do pfiblizné 30 ml vody, aby se zabranilo srazeni.
—  Pridejte 1,0 ml zdsobnich roztokd 4, 5, 6, 7 a 8 (viz tabulka 3). Doplite vodou do 100 ml.

—  JestliZe se zdsobni roztoky sterilizuji a pouzije-li se vhodnd voda, zddnd dal3i sterilizace neni zapotiebi. Pokud se steri-
lizuje kone¢né médium, zdsobni roztok 8 se pfidd po autokldvovani (pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut).

— pH média (konecnd koncentrace) by mélo byt 5,5 £ 0,2.




