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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva testy ekotoxicityragych latek pouzivanych v
zenedélstvi a zahradnictvi. Jedna se ¢ami akutni i chronické toxicity vybranych konie¥
prodavanych herbicid a to konkrétaé vyrobki Finalsan od firmy W.Neudorff GmbH KG
(innd latka kyselina nonanova) a Dominator od firBgw AgroSciences s.r.o. {inna
latka isopropylaminovais glyfosatu) a v zerdélstvi bézné pouzivanych hnojiv — dusianu
draselného a dusianu sodného, ozémvané také jako ledky. Déle také byl proveden
chronicky test dichromanu draselného, ktery je gireatické prosedi velice toxicky a je v
akutnich testech pouzivan jako standard. Testy fwgyadny z hlediska &inki na akvaticky
systém, a to z wvodu velmi dobré rozpustnosti vybranych latek vedé&voTesty byly
provadny na organismiaphnia magna

ABSTRACT

This thesis deals with ecotoxicity tests of selécseibstances used in agriculture and
horticulture. It is focused on the determination amfute and chronic toxicity of selected
herbicides. These herbicides are sold commercisfigcifically Finalsan (active substance is
nonanoic acid), the product of Neudorff GmbH KG @amy, and Dominator (active
substance is glyphosate, isopropylamine salt) by DagroSciences Ltd. Next tested
substances are potassium nitrate and sodium nitratemmon agricultural fertilizers.
Potassium dichromate was also tested. Potassiuhrodiate is very toxic for aquatic
environment and it is used as the standard in degts. Tests were carried out in terms of
effects on aquatic systems, due to very good ddluim water of selected substances. The
tests were performed on the organidaphnia magna.

KLi COVA SLOVA
zooplankton, akutni testy, chemickgiriek, chronické testy, ekotoxicitBaphnia magna
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1.UvoD

VétSina chemickych latek produkovanych lidskéinnosti skoii v akvatickém systému.
Vody z doméacnosti a pmyslu samoiejme prochézi faztisteni v Cistirnach odpadnich vod,
ale tyto vody mohou a také obsahuiji latky, kterdme jest zcela schopni z vod odstranit, a
tudiz jsou zgéisticek odpadnich vod vypousty do recipientu. DalSi kontaminace vod je
zpasobena nafklad degovymi sraZzkami, P nichz dochazi ke splachu chemickych latek
pouzivanych v zesuélstvi z poli, dale pak ke splachu kontamiriex silnic.

V poslednich #kolika desetiletich se frekvence produkce a timepad transportu
chemickych latek do Zivotniho prestli nebyvale zvedla. Je to sareae dano prudkym
vyvojem pamyslu a technologii v fibéhu 20. stoleti. Zejména v jeho prvni polavimebylo
pocitano se Skodlivymi &ginky chemickych latek, které viadledku toho byly produkovany,
pouzivany a vypoushy do zivotniho progedi bez jakéhokoli omezovani. Sarfegag, Ze
neregulované vypoudti polutant do Zivotniho prosedi ovlivnilo jeho kvalitu, jeho
schopnost regenerace a také se projevilo v mnbhadech na kvalitlidského Zivota.

V dnesni dob se potykame se z&iétenim v podstat vSech sloZzek Zivotniho prasti.
Abychom byli schopni se vyrovnat s jiz vzniklymi gmémy a pofipact predchazet
problémim novym, patebujeme nejen nebezpe® a Skodlivé latky identifikovat, ale také
musime ¥dét, jak velké jsou jejich &inky na Zivé organismy a jejich zZivotni prisdi. K
tomu vyuzivame testy ekotoxicity.

Z hlediska toxikologie |ze povaZzovat kazdou latlupotenciala Skodlivou, nebt kazda
v zavislosti na velikosti davky a délexpozice nmize byt toxickd. Proto jsou v dnesni dob
chemickeé latky testovany, a to p&gw ramci ekotoxikologickych tedt Je testovana akutni i
chronickda toxicita chemickych latek. V ramci akutokicity je testovan kratkodobyciinek
latky na vybrany organismus.¢ldek se nize projevit Gmrtim nebo jingm stresovym
chovanim organismu. Pomoci chronickychitdskicity zjistujeme dlouhodobédinky latek
na organismus, ngiilad snizeni porodnosti [1].

Tato diplomova prace se zabyva chronickymi i akutrtiesty toxicity vybranych latek,
které jsou pouZzivany v zemklstvi a zahradnictvi. Pozornost byla séedina na komeme
prodavané herbicidy abr¢ pouzivana hnojiva. Vybrané herbicidy a hnojivasbglolena z
divodu snadné rozpustnosti danych latek veévadpraé moznosti jejich jednoduchého
priniku do akvatického systému. Testy byly prod@gdna organismiaphnia magnaJak jiz
bylo zmiréno, byly provadny testy akutni i chronické toxicity. Akutni toxiai jednotlivych
latek jiz byla testovana a informace o ni byla kpdzici v bezpgnostnich listech latek.
Chronicka toxicita vSak dena u danych chemikalii nebyla a to také bwatl, pr@& byly
dané latky testovany. Jedna se totiz o latkm@ayuzivané a je iwlezité znat nejen jejich
kratkodoby ale i dlouhodobytiinek.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je ¥dni disciplina, ktera se zabyva studiem toxickélmkiu latek
piirodnich i latek antropogennihdgyodu na zivé organismy, jejich populace a spastva.
Na rozdil od Klinické toxikologie, kterd zkoum&inky toxickych latek naclovéku,
ekotoxikologie monitoruje d&inky latek na #iznych drovnich ekosystém Sleduje nejen
interakce mezi Zivymi organismy a chemickymi latkarale také se zabyva studiem
transportu latek v Zivotnim prdetli. Obec# lze tedy fici, Ze se ekotoxikologie snazi
prostednictvim studia &inka polutantt na Zivé organismy najit moznost ochrany celého
ekosystému, a ne pouze jehgitéréasti [2, 3].

Pojem ekotoxikologie pouzil jako prvni kolem rok@6P Dr. Rene Truhaut, ktery byl
¢lenem francouzské akademigdv Definoval ekotoxikologii jako ,studium né&gnivych
ucinka chemikalii s cilem chranit‘podni druhy a spotenstva*“.

Historicky nejroz&ensjSi oblasti této discipliny je vodni ekotoxikologi®rvni, kdo
zaznamenal vyznamtipomnosti nebo absence diuh spoléenstev v akvatickém prdstdi
byl Forbes (1887). Navrhl klasifikaték do zén zn&@Steni podle jejich biodiverzity. #blizné
v té dol také byly provedeny prvni testy akutni toxicityumyslovych odpadnich vod [3].

2.2. Ekotoxikologické biotesty

Testy toxicity slouZzi ke zjighi ¢i odhadu mozného toxickéh@iaku testovanych latek na
Zivé organismy. Ekotoxikologické testy se régnvyuzivaji @i hledani a ustdcovani
puvodal havarii na povrchovych a podzemnich vodach. Ptmistekotoxikologické prace
jsou biotesty s Zivymi organismyi organismalnimi systémy. Pojem biotesty je pouiizd
toho divodu, Ze se jedna o testy provad na Zivych systémech kach, organismech,
ekosystémech atd.).

Biotest je proces,ipkterém dochazi k vystaveni testovaciho systémiikgdp organismus,
ekosystém apod.)tgobeni chemické latky, ssného nebo ffrodniho vzorku viiznych
koncentracich zarpsreé definovanych podminek.

Biotest ve ¥tSin¢ pripadi neposkytuje informaci, jaka latka a v jaké koncagit je
piitomna ve vzorku, to jiz podléhd chemické analyda. druhé strahjsme vSak schopni
prostednictvim biotest zjistit, zda je vzorek biologicky aktivni a jestivliviiuje a popipads
jak ovliviiuje testovany systéem.

Ekotoxikologickych biotest je cela fada. Provadi se pro akvatické i terestrické
ekosystémy, prouzné druhy matric vzoilk jako napiklad pro vodni vyluhy z odpad
sedimenty, vodné roztoky chemickych latek anorglgrdh i organickych, §etné pesticidi a
[ECiv.

Vybér testovacich organisimpro hodnoceni ekotoxického rizika bylinbyt proveden tak,
aby byly zastoupeny veSkeré trofické uréveledovaného ekosystému, tj. producenti,
konzumenti a destruenti [2, 4, 5].



2.2.1. Akvaticke testy toxicity

Testovani tinka chemickych latek pdpvodnych vyluli riznorodych matric na vodnich
organismech prosdnictvim vodnich organisinv ramci ekotoxikologie pét nejrozsfens]si
metodiky. Cilem test je urit U¢inek testované latky nebo vzorku na organismy voalni
prostedi. Testy probihaji v nddobach, ve kterych jsownvoroztoky testované latky o
raznych koncentracich. V kazdé koncentraci je unisicity pocet testovanych organism
ktery je pro vSechny koncentrace stejny. Po uplyrmddby expozice se odie paet
organisnii, které vykazuji reakci natiinky testované latky. Vzhledem k podminkam iegt
vhodné testovat latky rozpustné ve ¥odesty na vodnich organismech se vyuZivaji i pro
testovani vodnych vyluh jako jsou sedimenty nebo odpady.

Mezi testovaci vodni organismy patryby, korysi, vodni rostliny,fasy a bakterie
[1, 2, 4].

2.2.2. Terestrickeé testy toxicity

Testy toxicity v terestrickém usfadani slouzi k posouzeni moznych toxickyaiinki
chemickych latek a vzotk na pidni ekosystémy. Pro tytocély jsou vyuzivany fdni
organismy, vetrg mikroorganisni. Testovani je prov&do v naddobach napinych unglou
(artificialni) nebo pirodni pidou, ktera obsahuje znamou koncentraci testovakg Tayto
testy jsou vhodné i pro hydrofobni latky, které inemmzné testovat v ramci akvatickych fest
ekotoxicity.

Pomoci terestrickych testjsou testovany latky, kteréfiphazi do kontaktu stginimi
ekosystémy, pouZzivaji se pro hodnoceni ekotoxicitgnych typi pevnych odpai a
kontaminovanych zemin.

Testy toxicity sedimeiitiek a vodnich nadrzi jsou zvlastni skupinou. Tytdrivaéasto
obsahuji vysoké koncentrace rizikovych #oa organickych polutafit Organismy, které
v sedimentech Ziji, vAZzou kumuluji ve svyeleth tyto latky které se nasleddostavaji do
potravnihoretézce

V rdmci terestrickych testse vyuZivaji zejména tyto organismy: chvostoskokipnice,
Zizaly, bakterie, jedn@tbzné a dvouélozné rostliny [2].

2.2.4. Ekotoxikologické hodnoceni latek

Princip test toxicity je u WtSiny metodik stejny nebo podobny. Testovany orgrans se
vystavi misobeni zkouSené latky nebo vzorku o znamé kona@ntgopipads jeho
koncentr&ni fack po ukitou dobu. Po ukateni testu se vyhodnocujéiaky testované latky.

V piipadt rostlin to mize byt délka k#inkia (testy na cibuli —Allium cepg, v piipad
Zivocicha nagiklad imobilizace jeding (akutni test na perlégachDaphnia magng[2, 5].

Testovani probiha v rAmcékolika na sebe navazujici t8spomoci kterych jsme schopni
urcit, zda je testovana latka toxicka nikoli. Nejdiive se provadi limitni test, ve kterém je
testovana reakce testovacich orgariism koncentraci 100 mg.l-1 testované latky. Pokud
v tomto testu neuhyne ani jeden testovaci orgarssmaiSi testy nejsou vyzadovany. Pokud
dojde k uhynu testovacich organignjako dalSi se provadigdtEzny test, ktery se nasazuje
v Sirokém rozpti koncentraci (nap od 0,01 do 100 mg.l-1). Na zaktadvysledki
z predkEzného testu, pak nasazujeme test zakladni, kdeneolizSi rozsah koncentraci



testované latky. Vifjpadt prokazané toxicity pomoci zakladniho testu jsntepai vyp@itat
hodnoty EC50, LC50, NOEMNp Observed Effect Concentratierkoncentrace,ipktere jiz
neni pozorovan dinek), LOEC [owest Observed Effect Concentration nejnizsi
pozorovatelna ginna koncentrace) a dalSi dakbvé hodnoty, zalezi na kazdém jednotlivém
testu.

Aby se vysledky tesatprovadnych jednotlivymi laborati@mi daly porovnat, je nutné, aby
laboratde provadly testy podle shodnych metodik. Jednotlivé metpdisti toxicity jsou
standardizovany na mezinarodni Urovni. Standardzanvadi mezinarodni organizace 1SO
(International Organization for Standardizatipra OECD Qrganization for Economic
Cooperation of Developmérd celarada dalSich [5, 6].

Hodnoceni chemickych latek d&ipravki se provadi dle rtezeni vladyc. 26/1998 a dle
vyhlasky Ministerstva zesuglstvi CR ¢. 84/1997 ve z¥ni poza@jsich gredpis.

Testovane latky aifpravky jsou oznéovany z hlediska rizik:

» R50: vysoce toxické latky aipravky pro vodni organismy
LC (EC, IC) 50< 1 mg.I*
» R51: toxické pro vodni organismy
1 mg.I*< LC (EC, IC) 50< 10 mg.*
» R52: Skodlivé pro vodni organismy
10 mg.l-1 < LC (EC, ICX 100 mg.t
Rozhodujici je zjigné& hodnota pro nejcitléySi druh organizmu

2.2.5. Rozdleni ekotoxikologickych biotest dle doby expozice

2.2.5.1. Akutni testy

Jedna se o testy kratkodobé s jednorazovym podédtig. Pomoci dchto test jsou
hodnoceny &inky nejen chemickych latek a jejich &si, ale také vyluil odpadi, polutanti a
environmentalnich vzotk Negastji se sleduje mortalita testovacich zZivych orgarisktera
je vyjadena hodnotami LE) (davka, ktera zjsobi Ghyn 50 % testovacich organigmebo
LCso (koncentrace latky, ktera @pobi uhyn 50 % testovacich organigniNa zaklad téchto
testi se vyp@itava toxicky index [1, 8.

2.2.5.2. Subchronické testy

| vramci €chto tesh jsou testovany chemické latky, jejich &n vyluhy odpad a
environmentalnich vzotk Testované organismy jsou vystaveriynigam pasobeni latky po
dobu, ktera se rovna 10 %eppokladané doby Zivota organismu. Dikymto tesim
ziskdvame podrol#si informaci o fisobeni testované latkygtginou ale neukazuji dopady
dlouhodobého jsobeni latky na organismus. V raméchto tesk je mozné ziskat hodnoty
NOEC a LOEC [1, 6, 9].

2.2.5.3. Chronické testy

V téchto testech jsou testované organismy vystavenyhdldobému &inku testované
latky, ktera je podavana ihezrné behem testovani v malych koncentracich. Sledujeme
patologické zminy. Negativni vliv testované latky se projevuje fiklpd snizenim
porodnosti, vyskytem degenerativnich Gfvapod. v dalSich vyvojovych stadiich, generacich
a potomcich. I v fipact téchto tesit jsme schopni ziskat hodnoty NOEC a LOEC [1, 10].
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Chronické testy toxicity sleduji nizSi koncentrdagek nez standardnpouzivané testy
akutni toxicity. Tyto koncentrace se vice bliZi ieonmentalnim koncentracim sledovanych
latek.

Testovani chronické toxicity je vyznamné z hledistanoveni prahovych koncentraci
latek v pitné vod, nejvysSich fipustnych koncentraci latek z hlediska pozadava chovy
ryb a na dlouhodatjsiho zatiZzeni krajiny.

Negativni disledky fgisobeni toxickych latek mohou byt patrné az na dalsivojovych
stadiich, generacich a potomcichjizmu se projevit snizenim porodnosti v populaci,
vyskytem degenerativnich Gtwaprenosem &dicnych vad a onemogni.

Testy chronické toxicity jsou provédy zejména n#asach a vodnich korysicRasy musi
spliovat podminku heterothalie (asexualni rozmnozZovéwitba autospor). V ramci testu
jsou stanovovany hrafii koncentrace, ve kterych je vybrany testovacaoigmus schopen
Zit. Testo probiha #sic, sledovano je rozmnoZovani zelenéhgikbvce v kultue,
porovnavaji seistové Kivky organismu v jednotlivych koncentracich a koiter

Pri vyuziti vodniho korySéaphnia magnas chronickych testech se posuzuje vliv toxické
latky na reprodukci organismu.ghiem testu je zaznamenavanég narozenych Zivych
jedinai v raiznych koncentracich testované latky a v kontroksty se provadi dI€SN 1SO
10706. Doba testu je 21 dni, organismy je nutnénésgj jednou zaif dny krmit a je nutno
pravidelrg obnovovat roztoky oiznych koncentracich testované latky [10].

2.2.6. DalSi moznosti 8leni ekotoxikologickych biotiti

Déleni ekotoxikologickych biotestje zn&né nejednotné. Existuje mnoho kritérii, podle
kterych se testy daji¢tit, napriklad dle designu testovaciho systému, dle trofiGkévre
testovacich organisimdle typu testovaného vzorku, dleigpbu vyhodnoceni a podle mnoha
dalSich kritérii [4, 10].

2.2.7. Standardni testy ekotoxicity

Ekotoxikologickych test je celdfada. Jejich standardizaci se zabyvd mnoho orgdnizac
Z nichZ nejznarjSi jsou organizace ISAnternational Organization for Standardization
Mezinarodni organizace pro standardizaci), orgaeizZ@ECD (Organization for Economic
Cooperation andDevelopment- Organizace pro hospag&ou spolupraci a rozvoj),
pro Spojené staty americké se standardizaci megtditoveni ekotoxicity zabyva organizace
US-EPA (United States Environmental Protection Agendygentura pro ochranu Zivotniho
prostedi Spojenychsta). V ramci Ceské republiky jsou standaminprovadny testy
ekotoxicity vod, odpadnich vod a vodnich vyiuh pevnych matric a to na organismech
stanovenych Metodickych pokynem odboru odpadinisterstva Zivostniho prastdi ke
stanoveni ekotoxicity odpé&d: unora 2007. Jedna se o testy na:
+ akvarijnich rybach, Zzivorodce duhovéldecilia reticulatd podle CSN EN 1SO
7436-2, s doboutsobeni testované latky 96 hodin.
» na korysi z podfdy lupenonozi, perlogka (Daphnia magnapodleCSN EN ISO 6341,
s dobou fisobeni testované latky 48 hodin.
* na sladkovodnich fasach, Desmodesmus subspicatusebo Pseudokirchneriella
subcapitatapodleCSN EN I1SO 8692, s dobouigobeni testované latky 72 hodin
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« na semenech vysSich rostlin,f¢ioe bila Ginapis alby podle Metodického pokynu
odboru odpati Ministerstva Zivostniho pragdi ke stanoveni ekotoxicity odgad unora
2007, s doboutsobeni testované latky 72 hodin [11]

2.2.8. Testy fytotoxicity

Testy fytotoxicity se vyuZivaji pro testovanidy, kali, bioodpad, padnich a gstebnich
substral aj. Pro tyto testy jsou vyuzivany vyssi rostlimg kterych je tégf okamzit a
viditeln¢ patrny Skodlivy dinek testované latky.

Fytotoxicita je definovana zpo&dim kliceni semen nebo inhibiqistu rostlin [12].

V poslednich dvaceti letech se testy fytotoxicitglys béZnou sodasti environmentalniho
monitoringu. Pomoci jejich aplikace je mozné posouliv vzdjemnych dinka vrn¢jSich a
vnitinich faktofi a také citlivost testovacich rostlinnych dituh

V Ceské republice nejsou testy fytotoxicity, vyjmattesa Sinapis alba,legislativre
zahrnuty do standardnich tegtkotoxicity, ale pesto jsou Siroce a s tghem vyuzivané.

Nejcastji vyuzivané testy fytotoxicity se provadi na:

« okiehku mendimLemna minoy, podleCSN EN ISO 20079 — Jakost vod — Stanoveni
(einka slozek vody a odpadni vody naiekek {emna minoy — Zkouska inhibicetstu
okiehku, doba expozice v testu je 7 dni

* na cibuli @Allium cepg, podle metodiky ,A 2-3 Day plant test for toxiciassessment by
measuring the mean root growth of oniomdligm cepa L), jedna se o0 48 az 72
hodinovy test [13, 14]

2.2.9. Alternativni testy ekotoxicity

Alternativni testy, mikrobiotesty, jsou v posledmietech vyuzivangim dalcasgji. Jejich
vyhodou je miniaturizace, sniZzeni Sty testovanych roztdk nizké néaklady, vysoka
citlivost, jednoduchost a dobra dostupnoust.

Tyto testy vyuZivaji k testovani klidova stadiatéescych organisin (vajicka, ephippia,
cysty, tkag, lyofilizované a imobilizované kultury organisin Schopnosttizeni lihnuti
organisnii z tchto klidovych stadii umaitije tyto testy provad na zakazku. Vylihnuti
testovacich organisima giprava kultur zavisi na typu organismu, hdghnuti vinika z cysty
trva maximalg 24 hodin, lihnuti kory&probiha 24 — 72 hodin.

Alternativni testy pracuji s minimalnimi @ty testovaci jedint. Pomoci &chto tesi je
stanovovana toxicita chemikalii. VyuZivané testévacganismy vdchto testech jsou
bakterie fasy, prvoci, bezobratli.

Testy jsou dodavané od vyrabe tzv. bateriich — toxkitech. Toxkity jsou nerQestjsi
testy ekotoxicity na sit¢. Nejpropracova¥jSi jsou toxkity pro akvatické prasdi. S jejich
pomoci Ize hodnotitizné druhy matric (sedimenty, odpadni vody, odpaddy uvolréné do
sladych vod usticichipmo do vod slanych, nebo odpadni vody vypénstgimo do mai).
Oznaeni testovaci sady pismengRl' zna&i, Ze test je wen pro sladkou vodu, oz&eni
pismenem,M“ je pro testy ufené pro slané, niské vody. NejpouZivaisi toxkity
s nasledujicimi testovacimi organismy jsou: RotkitoXviinik -Brachionus calyciflorug
Thamnotoxkit (koryS -Thamnocephalugkorys —Thamnocephalus platyurysDaphtoxkit
(koryS — Daphnia pulex nebo Daphnia magng Algal toxkit (Fasa — Selenastrum
capricornutum syn.Raphidocelis subcapitay48, 10, 15, 16].
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2.3. Souvisejici legislativa
2.3.1. LegislativaCR

Zakon ¢. 356/2003 Sb., o chemickych latkach a chemickyéipravcich, ve zéni
pozckjSich gedpidi je platnou pravni Upravou v oblasti ugadchemickych latek aifpravki
na trh. Zakonem byly d@eské legislativy implementovany evropsk&eqpisy z oblasti
chemické politiky. Zakon se zabyvd nebeapeni vlastnostmi chemickych latek a
chemickych pipravki a ochranou zdravi a Zivotniho piesti gred toxickymi @&inky téchto
latek. Zakon uklada povinnost dodavat ke kazdé atiematce a fipravku bezpénostni list,
ktery obsahuje informace o vyrobci a dovozci, o stm@ latce nebo ifpravku, o jeho
vlastnostech a rizikovosti a Udaje nutné pro zajiSochrany zdravi a Zivotniho proesdi
[17].

Se zdkonem o chemickych latkach souvisi Vyhlaske9/2005 Sb., kterou je upravovana
Vyhlaska¢. 443/2004 Sb., stanovujici zakladni metody prouskai toxicity chemickych
latek a chemickychifpravka [18].

DalSi legislativni dokument, ktery se zabyva Upraemakladani s chemickymi latkami je
VyhlaSkac. 329/2004 Sb. offpravcich a dalSich prasdcich na ochranu rostlin. Jedné se o
legislativni Gpravu vydanou Ministerstvem za&itistvi ve spolupraci s Ministerstvem
zdravotnictvi a Ministerstvem Zivotniho prissii v souladu s pravem Evropskych
spole&enstvi. Tento pravni dokument uvadi podminky pcaadiv@ipravku, ze kterych
vyplyva povinnost nakladat gipravky a prosedky na ochranu rostlin podle poKyrjimiz
jsou ozné&eny, je nutné zabranit kontaminaci vody a poskozstd@tnich slozek Zivotniho
prostedi wetns poskozeni zdravi zkdt pouzivanimechto gipravki a prostedki. Uginna
latka daného ifpravku nebo progedku musi byt klasifikovana, balena a a@ra v souladu
s pozadavky zvlaStnich pravnichredpi€i (Zakon ¢. 356/2003 Sb., S#&mnice Rady
67/548/EHS, Srrnice Rady 1999/45/ES).dthna latka ma byt oziena na obaluifpravku
nebo prosedku vyrazs a nesmazatetna odpovida-li to povazeripravku, je povinnost také
uvackt standardni &y, které oznéuji specifickou rizikovost (R-ty) a standardni pokyny
pro bezpéné nakladani (Séty), které vyplyvaji z nasledujicich pravnickegpigsi: Zakon
¢. 356/2003 Sb., Sémice Rady 67/548/EHS, Simice Rady 1999/45/ES. Tato vyhlaska také
stanovuje zasady hodnoceni podkladovych uidaj kritéria pi posuzovani vlastnosti
piipravku za @Gelem jeho registrace. Dokumetnad soubor musi zahrnovat technickou
dokumentaci, ktera obsahuje informace nutné pradghceni pedpokladanych okamzitych
i dlouhodobych rizik prailovéka, zviata a zZivotni progedi. VyhlaSka ve svychifohach
uvadi analytické metody ke stanoveni povahy a ntabasinnych latek, toxikologicky nebo
ekotoxikologicky vyznamnych restot a gisad [19].

Zakon¢. 308/2000 Sb., upravuje zakenl56/1998 Sb., o hnojivech, pomocnydtdpich
latkach, pomocnych rostlinnychiipravcich a substratech a o agrochemickém zkousSeni
zemedelskych pid (zdkon o hnojivech), a zakén569/1991 Sb., o Pozemkovém for(deské
republiky, ve z@ni pozajSich gedpigi definuje hnojivo jako latku obsahujici Ziviny pro
vyzivu kulturnich rostlin a lesnichielvin, pro udrZzeni nebo zlepSenidpi Urodnosti a pro
ptiznivé ovlivreni vynosuci kvality produkce. Tento zakon uklada povinnosy dimojiva
uvadtna do okhu byla registrovana v souladu s timto zdkonemhrogmvala Urodnostigly
ani zdravi lidi a zvat, nepoSkozovala Zivotni préstli. Dale stanovuje povinnost aby hnojiva
spliovala pozadavky dené timto zakonem na jejich ozeai, baleni a skladovani.
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O registraci hnojiva rozhoduje Wstini kontrolni a zkusebnitad zenddglsky na zéklad
Zadosti vyrobce nebo dovozce. Zakon déle stanmagady skladovani a pouzivani hnojiv,
které musi byt vjeho souladu. V zakKorje také zahrnuto agrochemické zkouSeni
zenedélskych pid, coz je pravidelné zfigvani vybranych paramétrpadni Grodnosti

v disledku pouzivani hnojiv s cilem jejich pouzivannasiovat [20, 21].

2.3.2. Nitratova sn&rnice

Smérnice Rady¢. 91/676/EHS - nitratova simice je smirnice Evropské Unie ifjata
v roce 1991 a je orientovana na ochranu a naklalaodnimi zdroji. EU fistoupila k gijeti
této snérnice z divodu vysokého zrigsténi vod dusinany, které pochazi ze zeédlskych
zdroji a vyznamnym zjsobem poSkozuje Zzivotni préstli a ohrozuje lidské zdravi.
Z Informainiho systému ,Pitna voda®, ktery spada pod Mingtiary zdravotnictvi vyplyva, ze
v Ceské republice mé cca 300igmych vodovod problémy s dodrzenim limitni hodnoty
dusknani, ktera je dana platnymi hygienickymigulpisy pro pitnou vodu, tzn. Ze tento
problém se tyka cca 300 000 obyvai&l.

Nitratova snérnice ma za cil snizit zdisténi vod zmisobené dughany pochazejicich ze
zemedélskych zdroji a také pedchézet dalSimu takovému zis&Eni. To je dilezité nejen pro
zajiseéni dostaténého pdtu zdroji pitné vody, ale také K¥i omezeni eutrofizace
povrchovych vod a mid[22].

V CR je nitratova srrnice uplatina v §33 vodniho zakona (zakén 254/2001 Sb.).
Provadcim predpisem je ndzeni vlady¢. 103/2003 Sh., o stanoveni zranitelnych oblasti a
0 pouzivani a skladovani hnojiv, statkovych hnagiiidani plodin a provashi protieroznich
opateni v €chto oblastech. Zranitelné oblasti jsou oblastodami zneist¢enymi dusénany
pochazenicimi ze zeftklskych zdrofi (viz obr.¢. 1), tyto oblasti jsou vymezeny hranicemi
katastralnich izemi. Vymezeni zranitelnych oblgstirezkoumavano a upravovano nejdéle
ve ¢tyrletych intervalech [23].

Hospod#&eni ve zranitelnych oblastech je upravendnétk programem (ri&zeni viady
¢. 103/2003 Sb.) ijatym podle ¢lanku 5 nitratové s#mice 91/676/EHS a fpdstavuje
systém povinnych opéni ve zranitelnych oblastech, tato d@pat maji za ukol redukovat
riziko vyplavovani dusiku do povrchovych a podzechniod [24].
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Noveé vymezeni zranitelnych oblasti podle novely
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Obréazeke. 1: Prehled zranitelnych oblastiGR [1]

2.3.3. REACH

V 90. letech 20. stoleti bylo provedeno hodnoceituase v oblasti nakladani

s chemickymi latkami v zemich Evropské unie, na ladk tohoto vyhodnoceni byla
vytvorena nova strategie, ktera je uptatdna ve vSech zemich EU. 1. 6. 2007 vstoupilo
v platnost néizeni REACH, jedna se o legislativni nastroj, ktegji¥’uje jednotny systém

v oblasti registrace, hodnoceni, povolovani a om&azb vyroby, a také uvédi na trh a
pouzivani chemickych latekyipravki a gredmeta. Do ¢ceského pravniheaddu bylo nézeni
REACH implementovano zakoneth 371/2008 Sb. Tato novela zakona nabyanpsti
1.11. 2008.

Cilem politiky REACH je zlepSeni ochrany lidskéharavi a Zivotniho prostdi

prostednictvim lepSi a rychlejSi identifikaceildzitych vlastnosti chemickych latek a
piipravki. Nafizeni REACH klade &tSi zodpo¥dnost na pimysl zatizeni rizik spojenymi
s chemickymi latkami a na poskytovani beamestnich informaci asthto latkach.

Narizeni REACH uwuje podminky, povinnosti a pravomoci dehych osob v procesu

registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani atigich latek. V procesu registrace je
vyrobaim a dovozém uloZeno zjiovat a poskytovat Gdaje o vygiatych nebo dovazenych
latkach v mnozstvi &Sim jak 1 tuna za rok. Registrace chemickych |aekiipravki
zaji¥uje Evropskd agentura pro chemické latky (ECHA)s&#lem v Helsinkach, pbéh
registrace chemickych latek je rozlozen do 11 Agjentura fisobi jako centralni nastroj
v systému REACH. Spravuje databaze, koordinuje bkoué hodnoceni chemikalii, buduje
verejnou databazi s informacemi o nebezmsti jednotlivych latek, tato databaze ma byt
piistupnd i BZnym spatebiteiim [25, 26].
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2.4. Organismus roduDaphnia

Daphniacesky hrotnatka nebo také perttia je maly vodni Ziveéich, ktery se vyskytuje
prakticky v kazdé nadrzi. Slouzi jako potrava prooimo zZiv@ichi a samy se také Zivi
planktonnimifasami,éimz zabrauji jejich @iliSnému mnoZzeni v nadrzich, a tim napomahaji
spravnému fungovani vodnich ekosysig@i/].

Perloaky jsou lidstvu znamé jiz dlouh§as. Prvni vyobrazeni dafnii pochazi z roku 1669
a bylo zvéejnéno v Swammerdama@vencyklopediiHistoria Insectorum GeneralisIméno
Daphniaje pouzivano od roku 1785 a pochazi od O. F. kil[@7, 28].

Rod hrotnatek Maphnig pati systematicky dateledi hrotnatkoviti Daphniidag, radu
perloaky (Cladocerg, tridy korysi Crustaced, kmenetlenovci Arthropodg [29].

Rod Daphniazahrnuje vice nez sto znamych drubhoto planktonniho organismu. Lze je
najit ve sladkovodnich nadrzich po celéni&y30].

2.4.1. Vyskyt

Perloaky se vyskytuji ve vSech typech povrchovych voanks vod s prudkym tokem a
vod, které jsou extrémgnzneistény. Nejlépe se jim d& ve vodach stojatych, kde jsou
souwtasti zooplanktonu.

Druh Dapnia magnamizeme negjasgji nalézt v malych stojatych organicky zi&enych
vodach, nafiklad v rybnécich na navsich, nebo desych louzich a tikach. Tyto
hypertrofni vody jim poskytuji dostatek Zzivin, vugledku ¢ehoz wvytl&i jiné druhy
z konkurence a bohatse rozmnoZzuji a Ziji zde v obrovskych sgelestvech a stavaji se
potravou pro ryby. DrutDaphnia magnaje teplomilny a vyskytuje se spiSe v nizindch a
pahorkatinach, vyjimané na r&j mazeme narazit i v horskych oblastech [31, 32].

2.4.2. Stavbaéla

Jak uz napovida samotné jmdnaphnia magnatento druh péi mezi perlogkami mezi
nej\vétsi. Velikost, respektive délka&la dosglé samice dosahuje az 5 mm, bez z#ani
helmy a spiny. Santei jsou 0 poznani mensi.

Perloagky maji lehce zplogté &lo, které se sklada z nezelnychélanki. Télo perloaek
je uloZzeno v dvouchlamvé chitinové pihledné sktapce, ze které wpiva hlava
s dvoutevnymi anténami. Na hlawperloaek je tSi slozené oko aétsinou jedno malé
napulinové oko. Abdomen (zatik) je zahnuty poditsni stranouda. Hrotnatky maji gt
par diferenciovanych kotetin [27, 31, 32].

T¢lo hrotnatek je v podstatprihledné a diky tomu fiteme pozorovat i vritdi organy.
Potrava je posunovana do Ust sémda protahlymi kusadly a pokfaje pres hrtan do travici
trubice, ktera fechazi ve sevo, které je protazené a zahybaidd blizkosti ohybu seva se
nachazi hepatopankreas. Na zadni &tigla lezi soud&ové srdce, jehoz pohyb je pod
mikroskopem dote viditelny. U samic je pod srdcem zardalg prostor na vajka [28, 29].
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Obrazeke. 2: Stavbadia perloa‘ek [2]
2.4.3. Pohyb

Hlavnim pohybovym aparatem pert@i jsou dvouvtevné antény. dzist téla hrotnatek
je v blizkosti &chto antén,  jejich Uderu sedo perloaek naklani dofedu a B pohybu
zpet se vyrovnava. U velkych drahjako jeDaphnia magnge frekvence udérantén nizsi a
jejich pohyb je tveen zetelrt oddlenymi skoky [31].

Perloaky reaguji tzv. diurnalni migraci na askeni vodniho sloupce (intenzitu, vinovou
délku ¢i polarizaci s¥tla). To znamena, Ze se ve vodnim sloupci pohybaifioru a ddi
podle mnozstvi sitla a podle jeho Uhlu dopadu na vodni hladinu [27].

2.4.4. Dychani

Diive se pedpokladalo, Ze perléky dychaji pomoci Zabernich Wika na hrudnich
nozkach — epopodit[31]. NejnowjSi vyzkumy vSak prokazaly, Ze perlty dychaji celym
povrchem &la a vyneéna plyri probiha difizi [27].

Daphniemaji oteveny krevni obh, to znamena, Ze hemoglobin neni u#mist krevnich
buinkach, ale je volét v hemolymég. Perloéky maji tendenci vytv&t vice hemoglobinu v
piipadt nizké koncentrace kysliku ve wodTudiz ve vodach s malym obsahem kysliku
muzeme pozorovat hemoglobinetefvere) zbarvenou populaci [27, 29].

2.4.5. Potrava

Dafnie se Zivi filtrovanim nanosestoniagy, bakterie, organicky detrit) z vody. Aparatem
pro ziskani potravy jsou jejich koéetiny. Prvni par nohou vy pohybem vodu a ta je
nasavana rozégnim tetiho actvrtého paru do filtréniho prostoru. Tato faze se nazyva
addukéni. V addukni fazi se schranky uzéw, spodek filtrani komory uzavira paty par
nohou a postupnym uzaviranibettho actvrtého paru koéetin je voda naséata do filthaiho
prostoru vypuzenaips filtratni htebinky na kotetinach. Odfiltrovana potrava je na konci
této faze vzniklym petlakem dopravena doiidni ryhy a nasledndo Ustniho prostoru a
rozdrcena protahlymi kusadly — mandibulami a pat&mquta [27, 31].
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2.4.6. Rozmnozovani

Perlogky jsou oddleného pohlavi, s rozdilnymi znaky. Jak jiz byloSeyuvedeno,
sameci jsou viditelrt menSi nez sarkky, nemaji vyvinuty zarod&y prostor, maji dlouha
tykadélka a nafednich nohach na konci silzahnuty kopuléni h&ek s dlouhou zachytnou
brvou (viz obrg. 3) [31, 32].

Perlogky se rozmnoZuji gamogeneticky (sex@dlna parthenogeneticky. i®vazuje
parthenogenetické rozmnozovani, to znamena, Ze lgmpuje tvdena zejmeéna
parthenogenetickymi sathiami. Embryonalni vyvoj parthenogenetickych ek probiha
v zarodéném prostoru samek, vajtka prochazi osmi vyvojovymi stadii. Délka
embryonélniho vyvoje je ovlilovana teplotou. Pro druDaphnia magnaje pi 25 °C
embryonalni vyvoj vagika asi 46 hodin. Ret vajtek v jedné siiSce se neda &it, zalezi na
druhu, std matky, potra¥¢ a podminkach prosdi. Ri gamogenetickém rozmnoZovani
dochéazi ve vajmiku samiek k diferenciaci vagiek a zcasti, popipad z celé sasky se
lihnou saméci. Sameéci poté oplodni dalSi vajka, ktera se ifp sviékani santky uvoliuji.
Tato vajtka jsou umisina v ochranném obalu, tzv. ephippiu. Ephippia jgelice odolna
vaci negiznivym podminkam, zarodky v nich jsou schoprigzit velmi dlouhou dobu a
lihnout se az po nastoleni vhodnych podminek. HEphipsou pimo ukena pro peziti
populace. K gamogenetickému rozmnozovani dochézin@né podminek progedi (teplota,
zkraceni délky dne, mnozstvi a kvalita potravyna)i[27, 30, 31].

Obrazeke. 3: Daphnia magna — rozdily mezi sakuu (a) a samiem (b) [3]
1- sameéek — kopulani h&ek se zachytnou brvou, 2 — zaraag prostor u samiéa chybi

Nowvé narozeni jedinci jsou velmi podobni délym, zasadni rozdil je, Ze u samk neni
vyvinuty zarodény prostor. Vyvojova stadia jsou oddna sviékdnim chitinové skapky.
Stadia ped dosazenim do&lpsti jsou ozn&ovana jako preadultni, ostatni pak jako adultni.
U veétSiny druhi prochazi juvenilni jedincktyimi az Sesti vyvojovymi stadii, nez dosdhnou
dosglosti a produkuji prvni vajka, toto prvni adultni staddium se nazyva primipdtave
narozena mifiata se oznauji jako neonata a posledni preadultni stadium aeywano
adolescentni. Ret preadultnich stadii je ¢&n mnozstvim potravy a velikosti neonattd/

s

neonata, ktera Ziji v prasdi obsahujicim hodnpotravy, proto absolvuji ménsvliékani a
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dospivaji rychleji nez malad neonata ve vodach cbiudya potravu. Ret adultnich stadii je
uréen podminkami ve vodnim prestli, neni mozné jej predikovat [27, 30, 31].

|
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Obrazeke. 4: RozmnoZovaci cyklus Dahnia magna [3]

V laboratornich podminkach Ize dos&hnout i cileradpkce ephippii. #mét organismy
ke gamogenetickému rozmnozovani lze pomoci UpramneRi. Snizi se interval dodavani
fytoplanktonniho krmiva na jedenkrat za tyden avhimi sloZkami krmiva budou zdroje
zooplanktonni a bakterialni. Safky trpici deficitemtas v krmivu reaguji na i$tani
dietologickych zdraj stidanim pathenogenetického rozmnoZovani s gamogg&geti Tim
dojde k produkci santi&u, kteri se péi se santikami a nasleduje intenzivni produkce ephipii
[33].

2.4.7. Chov

Perlo@ky je nutné chovat v médiu, v jakékoli chl&@i mistnosti. Teplota by seda
pohybovat mezi 15 — 25 °C, néla by byt vyssi jak 26 °C. Je dopoéamo chovy pisvétlovat
a nastavit sstelny rezim 16 hodin s#lo, 8 hodin tma. Pro chov perlégk je mozné pouzit
jakoukoli sklegnoucirou nadobu, velikost by &a byt uzgisobena pé&tu jedindi.

V pripac, Ze jsou perlogky chovany v pirozeném meédiu (voda z nadrZze) s obsahem
zelenychias, postéi nékolikrat do tydnetast média vyrenit zacerstvé. Pokud jsou perldky
péstovany v laboratoghpripraveném meédiu, je nutné je pravidekrmit. Vhodnym krmivem
jsou zelené&asy kultivované sowin¢ s chovem dafnii. Interval krmeni je zavisly natbtésa
mnoZzstvi podavaného krmiva, na objemu kulthiho média, pé&tu jedindi a typu chovu,
neni tedy mozné jej stanovit obéctMeédium by nélo byt lehce zakalené adhy by v nem
byt vidét malé teky.

Chov dafnii je nutné pravideinkontrolovat, sleduje se mnozstvi jedingejich stdi,
skladba populace (zda jsou v chovu &imarozeni jedinci), vzhled (perléky by nengly byt
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priliS prihledné) a aktivita. Dopotuje se minimalé jednou tyd& prohlédnout #kolik
adultnich jedingd pod mikroskopem, zitit je a spd@itat vajtka v zarod&ném prostoru. Také
se sleduje, zda v chovu nejsotitgmni sameéci, nebo zda nedochazi ke tvérbrvalych
vajicek (ephippii). Chovy élime na udrZzovaci a mnozZici.

2.4.7.1. UdrZovaci chov

V udrZzovacim chovu jsou dafnie undisy ve velkych zkumavkach uzanych
prodySnymi zatkami. Tyto zkumavky je vhodné ulodit kultivaini skiné nebo mistnosti
s nizsi teplotou (do 14 °C) a se¢wmlnym rezimem 16:8. Tento chov je krmen jednou
maximalré dvakrat tyde cca 1 — 1,5 ml krmiva. Chov je nutnéilpiizné jednou ndsicné
obnovit, tzn. penést jedince do novéhitsteho média a zkumavek a upravit jejichégio Je
nutné sledovat, zda perkdg v chovu nehynou nebo jestli se nefviovala vajéka.

2.4.7.2. MnoZici chov

Pro mnozici chov jsou pouzityétsi ciré sklertné nadoby, kadiny o objemu 1 |, akvaria,
kterd jsou umisha v mistnosti s pokojovou teplotou v rozmezi 1B1-°C, teplota by neéha
piekrcatit 26 °C. Na chovné nadoby by n&m dopadat fimé slunéni swtlo. Je vhodné
kadiny s chovem ijsvécovat (zejména v dabkratkého dne) a nastavit periodu osvitu na 16
hodin dne a 8 hodin noc. Krmeni dafnii byl probihat piblizn¢ kazdy druhy den.
Kultiva¢ni médium by midlo byt lehce zakalené.

V ramci tohoto chovu by #ho dojit k nastaveni vhodnych podminek pro rychlé
rozmnozeni organisim Je nutno pravidetnkontrolovat, zda sargky tvori dostatek vagiek,
zda se mezi narozenymi organismy nevyskytuji samei jestli se netvdi trvala vajéka,

ephippia.

2.4.7.3. Firozené médium

Pro EZny chov je doporteno pouzivat firozené médium. Jednd se i@filtrovanou vodu
z vybrané vodni nadrze, ktera se ale jiz jinak nawuge.

Pred samotnym oditem z nadrze je dobré zjistit, zda v ni Zijgjaky zooplankton,
posoudit, zda je voda v dobré kondici, tedy jesdzapacha, neni zakalena apod. Voda je
odebirana ddisté sklegné nadoby, afed nasazenim chovu perted je nutné ji pefiltrovat
pies sitko s velikosti ok 4Qm, aby se zabranilofenosu jiného druhu zooplanktonu do
chovu.

Je doporteno zjistit pomoci mikroskopu, zda a jaka je v mégiitomna zelen&asa.
Prirozeny vyskyt fytoplanktonu v médiu je vyhodouide slouzit jako krmivo pro perldky,

v pripact jeho dostat&ného mnoZzstvi (voda mé zakal do zelena) je mozaé@ youzit také
pro kultivacitas na krmeni.

Nevyhodou tohoto média je jeho neznamé chemickéesio To niize byt komplikaci
v urtitych typech tesi Médium je nutné pravidetrmenit. Vybér lokality pro odkér vody pro
médium by ndl byt velmi pelivy.

2.4.7.4. Laboratord pripravena média

Pouziti laboratoré pripraveného média je vyhodné @vibdu znalosti jeho chemického
sloZzeni. Ve vhodh laboratorg pifipraveném médiu by se perkly meély nelimitovarg
mnozZit a fist, a to i pi malém obsahu krmeni. Laboratdrpripravené médium by &o mit

20



stélou teplotu, pH vrozmezi 6,0 — 9,0l by byt chemicky stabilni a jednoduse
pripravitelné [34, 35].

Laborator® pripravena média jsoudznych tym, nedefinovana, polodefinovana, zcela
definovana. Urlle pripravovanych médii je velkéada, a ped vylErem média pro chov je
potreba nejéive zvazit del, k imuz bude slouzit. Zda se bude jednat o chov dlooiwpd
nebo kratkodoby, zda se jedna o médium pro pokyslyan snérem budou zagieny.

Jednim z mnoha médii pro chov petiek je médium MS vyvinuté Keatingem (1985), toto
médium bylo navrzeno tak, aby bylo moznéémnchovat organismy a zaraves jeho
minimalnimi Gpravami i kultivovatasy (médium A-MS), ty je pak moznéimo podavat
organisniim. V tomto médiu dafnie vyboénprospivaji a rostou, zejména pak diDaphnia
magna Nicmére kvuali vysokému obsahu pufru glycylglycinu, musi byttkuay asepticke, coz
je nepraktické pro d&né pouziti média. Pufr je snadno rozkladan badtri coz nize
zpasobit jejich zvySenou reprodukci a tim vést Kenpani kysliku z kultivénich navod. Lze
zvolit variantu bez glycylglycinu, ale vtomtotipadt doch&zi ke sniZeni reprodukce
[34, 36, 37].

DalSi ungle pripravenym médiem pro chov perkak aras je COMBO. Je to médium
urcené pro chov zooplanktonu i fytoplanktonu. Ze stu8usan Kilhamoveé a kol. (1998),
vyplyva, Ze jimi navrzené médium COMBO je vhodné ultivaci fas a zaroue pro
dlouhodoby chov perlaek [36].

Casto pouzivané médium pro testy chronické toxigtyaké médium ASTM, které ma
vysSi sumu vapniku a kidku a bylo popsano Baratou a kol. (2006) [38, 39].

Ve studiiLaboratorré pripravené médium pro chov perliek v ACR Sarky Veselé (2004)
byla v¥novana pozornost kultivacikolika druhi dafnii v rekolika médiich. Pokus trval 36
dni. Testovano bylo nejjednodussi dienpripravované médium ISO (vizifoha, tabulka 8)
Vv porovnani s firozenym meédiem, které je sloZzeno pouzecyd slozek, jeho fiprava je
jednoducha a zasobni roztoky pro jelifpravu Ize uchovavat v chladee. Z vysledk studie
vyplyva, ze ISO médium neni zcela vhodné pro chevloptek, byl pozorovan pokles
reprodukni rychlosti oproti pirodnimu médiu, také doSlo ke sniZeni velikostisek. Je
pravdépodobné, Ze sloZzeni tohoto meédia j@i$ jednoduché a organisim chybi rekteré
chemickeé latky pagebné pro jejich optimalni vyvoj, n#glad selen. Vysledky ukazuji, Ze
v médiu je mozné chovat drutyaphnia magnaDaphnia pulexa Daphnia pulicaria coz
jsou WtSi a odol#jsi druhy perlodek, gesto i u nich dochazi ke sniZzeni reprodukce. Toto
médium neni vhodné pro dlouhodobé chovy [35].

Elendt a Bias (1990) navrhli laboratérpiipravené médium M4, které ma vysSi tvrdost
vody (suma vapniku a k#iku). Toto médium vychazi z ISO a MS médii. Mediivd je
vhodné pro dlouhodoby chov dafnii, ale jiz ne pnaltikaci fas. Vzhledem k vysoké
vhodnosti média pro kultivaci perléek, zejména pak pro drubaphnia magnabylo toto
médium gijato organizaci OECD a zahrnuto v ramci toxikotdgiho programu mezi
doporiena média pro chov testovacich orgariighaphnia magna

Na zaklad jednotnosti evropskychiedpigi a norem pro wovani toxicity latek je médium
M4 souwasti normyCSN 1SO 10706 — Jakost vod — Stanoveni chronickéitgXatek pro
Daphnia magnaStraus Cladocera, Crustacga Mimo média M4 je v nor uvedena jeho
modifikace médium M7, tato média jsou definovana glouhodoby chov a reprodirk test
perloaiek (viz kapitola 3.1.1.1., tabulka 2) [6, 37].

Laboratori pripravovanych médii pro chov perkek je cel&ada, v ramci této prace jsou
uvedena ta média, ktera jsoudastji zminovana v odbornycbtlancich a publikacich.
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2.4.8. Vyuziti perlodek v ekotoxikologii

Ekotoxikologické biotesty slouzi ke zj#ti nebo k odhadu moznych dopagisobeni
testovanych latek na Zivé organismy. Pomaéchto test I1ze prokazat celkovy toxickycinek
testovanych latek, aniz bychom museli znat jejitsdspé sloZendi chemickeé struktury. Testy
organismy jsou bakterie, jednoligné zelenéasy (nap. Desmodesmus subspicgtumstliny
(okiehekLemna mina), bezobratli (perlotky Daphnia magnaDaphnia pulex Zabronozky,
vitnici) a také ryby (nap akvarijni ryba pavi &o Poecilia reticulatg.

Metodiky, které vyuzZivaji jako testovaci organismperloaky pro testy ekotoxicity
zaprcované veskych norméach jsolCSN ISO 10706 — Jakost vod — Stanoveni chronické
toxicity latek proDaphnia magnaStraus Cladocera, Crustacda CSN EN ISO 6341 Jakost
vod — ZkouSka inhibice pohyblivostbaphnia magnaStraus Cladocera, Crustacga—
Zkouska akutni toxicity [27, 6, 40].

Metody stanoveni akutni i chronické toxicity jsduwdné pro testy chemickych latek, které
jsou rozpustné ve veédza podminek zkousky, ptipad je mozné je udrZzovat ve stalych
suspenzich¢i disperzich za podminek zkousky. Dale jsou vhogmé environmentalni
vzorky, & uz povrchovych nebo podzemnich vod a vodnych wylatpevnych matric.
Posledni skupinou &enou pro testovanémito testy jsou pimyslové odpadni vodyjstené i
netistené, po dekantaci, filtraci nebo otistni [6, 40].

2.4.9. Testy toxicity na organismiDaphnia magna

Daphnia magnanebo-li Hrotnatka velka patmezi nejvyznamgjsi a nejlgznejsi vodni
organismy, na kterych jsou prowdy akvatické ekotoxikologické testy. Jejich poujéi
mozné zejména diky tomu, Ze jsou dosiatecitlivé a jejich chov v laboratornich
podminkéach je relativhsnadny.

Druh Daphnia magnaje ¢asto volen pro tyto ivody: da se s nimi velmi jednoduse
manipulovat, ve srovnani s jinymi druhy maji velkéozstvi neonat v jedné &te a jeji
neonata jsou po#&mne velka a mirg zabarvend, tudiz je snadné je &t.

Daphnia magnaje vSak v zasaddosti odliSna od ostatnich dfulperloaek, tudiz je
predmétem diskuzi, zda se skdt€ jedna o dostat®é reprezentativni organismus. Tento
druh je adaptovany pro zivot v malych nadrzich by obsadky (navesni ryiiy, rybnicky
v parcich). Tyto vodni plochy jsou vice vystavengnioim se podminkam, proto Ize
usuzovat, Z&®aphnia magndude vice adaptovana na&m prostedi.

Organismu®aphnia magnabyl pouzit na zkousky toxicity Andersonem uz ved940.
V poslednich dvaceti letech je tento organismusmhayuzivan pro Bzné testovani, stejn
jako v zakladnim ekotoxikologickém vyzkumu [27, 41]

Tento organismus je hajrvyuzivan jak pro testy akutni, tak i pro testyasticke toxicity.
Hrotnatka velka je obeénuznavanym zastupcem zooplanktonu, tento organisjaus
dostateén¢ citlivy k toxickym latkdm, snadno seégiuje v laboratornich podminkach, je
schopny rychlé reprodukce a jeho biologie i toxigitka specifika jsou jiz ddb
prostudovana [27, 42].

Enserink, de la Haye a Maas se ve studii ,Repradeicttrategy ofDaphnia magna
implications for chronic toxicity tests" (1993) zakali zavislosti reprodukce perléek na
mnozstvi krmiva. Je samiegmeé, Ze reprodukce perkek souvisi s mnozstvim potravy a jeji
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kvalitou. V rdmci studie byl nasazen chronicky tesirganismenaphnia magnaNejdive
byly matdgské organismy vystavenyiaznym urovnim krmeni, jejich potomstvo pak bylo
nasazeno do testu s chloridem kademnatym a dicmechadraselnym. Test trval 21 dni,
roztoky, v nichz byly testované organismy nasazeyly pravideld ménény, perlo@ky byly

v testu pravideléi krmeny. Byla sledovana citlivost jednotlivych ongemi na pisobeni
toxickych latek v souvislosti s jejichipodem a Urovni vyzivy matky. Vysledky testu pak
byly porovnany s vysledky z podobného testu, kiewal 48 hodin. Bylo prokazano, Ze
vyZziva matky ovliviuje citlivost potomstvaCim byly matéské organismy krmeny i tim
bylo potomstvo citli¢jSi na isobeni chemické latky (podobné vysledky pré chemikalie).
Dale by prokazéno, Ze citlivost potoinke vice projevujeipvétSich davkach chemickych
latek v akutnim testu, v chronickém testu nebylydity mezi citlivosti tak velké, to bylo
nejspisSe zfisobeno pravidelnym krmenim testovanych orgatibéhem testu [43].

Biotesty sDaphnia magnapro ukeni akutni i chronické toxicity chemickych latek ve
vodnim prostedi jsou pijaté a pouzivané po celémesy[44].

Organismus Daphnia magna je Siroce vyuzivany psetové@ni toxicikych vlastnosti
raznych chemickych latek aripravki. Perlo@éky mohou byt pouzity pro testovaniznych
matric vzorki, vodnych roztok, vodnych vyluli, vyluhi z odpad, zkouma se toxicita
jednotlivych latek i sresi [2].

Perloaky Daphnia magngsou Siroce vyuZivany pro testovani pesticiéiteré v dnesni
dok® predstavuji jeden ze zasadnich ekotoxikologickychblgrmi vodniho i terestrického
prostedi. Konktrétni studie se zabybaji H&fad testovanim akutni toxicity karbofuranu
v kombinaci se suspendovanymi latkami [45], nelsémci testovani vzorkticni vody testy
chronické toxicity molinatu, simetrynu, insektiéidenytrotionu a dichlorvosu [46], dalSi
studie se zabyva akutnimi testy herbichraquatu a glyfosatu, které jsotininymi latkami
komekn¢ prodavanych fipravki na postiky plevel [47]. Villarroelova a kol. (2003) se ve
své studii ¥nuje akutnim, chronickym a subletalnintinkim propanilu, ktery pét do
skupiny fenylamid a je to selektivni herbicid [48], studie Natha&évre a kol. (2005)
zkoum& dobu #®Ziti a reprodukci organismu Daphnia magna v dldobgch testech
(110 dni — peziti a 70 dni — reprodukce) herbicidu dinoseb .[49ISi studie se zabyvaji
embryo-toxickymi @inky organofosfatového neselektivniho insekticidocpyrifosu [38] a
vztahem mezi &inky samostatnych latek a jejich odpovidajiciclésina to kow (Cd a Cu) a
insekticidi cyhalotrinu a deltamerinu [39].

Organismu®aphnia magnae vyuZiva nejen pro testovani organickych laéktaké pro
testy latek anorganickych. Velmi rommé jsou testy dusiami, a to z dvodu castého
zneisteéni vod dusinany pochazejicimi ze zeéalskych zdrofi [22], v rdmci jednotlivych
studii jsou provaghy nagiklad testy akutni toxicity du&mandu olovnatého [51], testy
chronické toxicity dusinanu stibrného, v ramci této studie byly také zkoumartipgdné
zmimujici faktory pisobeni testované latky [52]. Velice komplexni stwdiamci zji§ovani
toxicity dustnam je Camargova a kol. studie akutni toxicity dnsini draselného a sodného
na fizné druhy bezobratlich¢etnd Daphnia magnaa ryb [53]. Mezi dalSi hophtestované
anorganickeé latky jsou rizikové prvky a to jak jedive, tak ve smisich. Napiklad chronicky
test nédi a ji casto doprovazejiciho zinku [54], akutni test tayiciiklu jako samostatné latky
a dale smssi niklu s dalSimi rizikovymi prvky olovem a kadmig55].

V poslednich letech se &la testovat také farmaceutickd rezidua ve vodniostedi, i
tyto testy mohou byt provédy naDaphnia magnanagiklad akutni dinky diclofenaku [56].
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To jsou jen gkteré giklady testovanych skupin latek na Daphnia maggeéetweskerych
testi toxicity provaadnych na tomto organismu je v podstatdivodu jejich Sirokého vyuZiti
nemozny.

2.4.9.1. Akutni imobilizéni test na perloskach Daphnia magna

Pri testu akutni toxicity je sledovana imobilizacerlpecek v rekolika koncentracich
testované latky (minimaépéti) po dobu 24 a 48 hodin. Vedle testované latkgaznych
koncentracich se také nasazuji jedincidikié fedici vody bez testované latky — tato pak
slouzi jako kontrola. Také se nasazuje test prordinan draselny, ktery je standardem pro
testy akutni toxicity. Do testu jsou nasazovanirjedmladsi 24 hodin, a to z tohawbdu, Ze
se u nich pedpoklada nejvyssi citlivosiwi toxickym latkam. Bhem testu nejsou organismy
krmeny, proto také je maximalni doba te48 hodin, delSi testy by jiZ mohly byt negativn
ovlivnény nedostatkem potravy a tim by mohlo dojit ke gkmei vysledk. Po 24 a 48
hodinach je sledovana imobilizace a uhynuti orgahis/ jednotlivych koncentracich a
kontrole. Ze ziskanych hodnot se stanokgditi efektivni koncentrace Eg£pro 24 a pro 48
hodin [5, 40].

2.4.9.2. Stanoveni chronické toxicity latek pro Crapa magna

Do testu jsou nasazovany s&ky Daphnia magnanladsi 24 hodin a jsou po dobu 21 dni
v obnovovaci nebo ptocné zkouSce vystavenyagobeni testované latky, (pnyslové nebo
komunalni odpadni vody, povrchové nebo podzemniyyvaektraktu nebo vyluhu ze
sedimeni. Béhem testu je sledovanorgzivani matiskych organisin a pa@et Zivych
potomki, ktei jsou od matek odebirani. I v ramci tohoto tesunpsazovana kontrola, to
znamena, ze perléky jsou pouze ¥isté redici vod bez pgitomnosti zkouSené latky.
Vysledky grezivani a reproduki vytéZzek testu se pak porovnava s kontrolou.

Béhem testu jsou organismy krmeny, je sledovana tappiH a koncentrace rozpésého
kysliku. Teplota sedhem testu udrZzuje v rozsahu 18 — 22 °C, pH musv bgizsahu 6 az 9 a
v pribéhu zkousSky se nesmi Zmit o vice nez 1,5 jednotky pH, koncentrace rozméito
kysliku musi byt vy3si jak 3 mg.l Suma vapniku a ki&ku musi byt vyssi jak 140 md.l
Béhem testu se nastavuje fotoperioda 16 hodétiasa 8 hodin tmy, intenzita &tfa musi byt
v rozsahu 600 az 800 lux a nesriggahnout 1200 lux.

V ramci tohoto testu stanovujeme koncentraci bezopmvatelnych vysledk NOEC,

v tomto gipad® musi rozsah koncentraci zahrnovat negnéadnu koncentraci, kterda NOEC
piedchazi a vyvolava vyznamnyigek ve srovnani s kontrolou.

DalSi stanovovanou hodnotou jeinna koncentrace vyvolavajiciciaek vyjadeny
v procentech Eg; negasgjsi je (Einek 20 a/nebo 50 % [6, 42].

2.4.9.3. Daphnotoxkit B! magna

Daphtoxkit FM magna pat k nejvice pouZivanym tzv. alternativnim test toxicity.
Testovaci organismuBaphnia magnaje pro test uchovan ve spici farnv tzv. spicich
vajickach, ephippiich. Ephippia jsou uchovavana v roztsk striktd& danym slozenim a
deionizovanou vodou.rBné podminky na uchovani vagk maji pozitivni vliv na vysokou a
jednotnou kvalitu vylihnutych hrotnatek. Sprévmchovavana ephippia mohouistat
pouzitelnd az &kolik mésiai. Pred samotnym provedenim testu je tedy nutnéiivgchechat
vylihnout testovaci organismy v definovanych podcaih, to trva zhruba 72 hodin.
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K provedeni testu pi#bujeme minimalni vybaveni, a to maloudou lihai, mikroskop a
konvekni laboratorni sklo. Sada toxkitu (viz olir.5) obsahuje veSkeré materialy ifgebiné
pro uskuténéni testu, tzn. opetai postup, protokol, formuté pro vyhodnoceni zji&ych
dat i svypstem hodnot indek LCso nebo EGo, formul& pro grafické zpracovani dat.
Pomoci tohoto testu se nasazuje Sest akutnich tdsré jsou vyhodnocovany po 24 a 48
hodinach. Sledujeme pohyblivost, imobilizaci aZ useni testovacich organisnil5, 57].

Test je vyhodnocovan pomoci probitové metody. Rooki analyza vhodnym #pobem
pievadi procentudlni data odpol organisni na tak zvané probity, ty majfiplizné linearni
zavislost na logaritmu koncentrace. Aby mohla bygbfiova analyza provedena, jiela
ziskat alespio dva parcialni &nky, tedy koncentrace fipkterych byla pozorovana odp&d
vétSi jak 0 % a mensi jak 100 %. Imobilizace nebotaliza testovaciho organismu vyjéda
v procentech se pomoci probitové tabulky (viz Tkhul Riloha 2) gevadi na probity.
Ziskané hodnoty se pak vynesou dofadnicového systému, kde nezavisle pfonou je
logaritmus koncentrace (log c) a zavisle ptanmou probitové hodnoty. Vynesené body se
prolozi @imkou, napiklad pomoci metody nejmenSicktverai. Z pris&iiku prolozené
piimky a sotiadnice probitové hodnoty 5 (tedy 50 %) se spudthioe na osu x a od&e se
prislusna hodnota log c, odlogaritmovanim této hogaéékame hledanou koncentraci &C
[2, 5].

Obrézeke. 5: Daphtoxkit F™ magna [4]

2.4.9.4. Daphnia Toximeter

Tento fistroj je navrzen jako systéntasného varovani. Jeden pro nahrazeni &nich
testi, toxkita. Toximetr je schopen velmi rychle odhalititpmnost cel&ady rozpu&nych
toxickych latek, ¢etrg pesticidi, neurotoximm a bojovych latek. Je vhodny pro Zp&ani
nahlych kontaminaci, tauz Umysinych (terorismus) nebo tgobenych n&hodn (Gniky,
havarie). Daphnia toximetr imeme také pouzit pro dlouhodoby monitoring hodnbcen
kvality vody v napevno instalovanych stanicich pomtrolu jakosti vody.

Vyhodou tohoto zézeni je jeho vysoka citlivost, kontinualita @b vzorku, moznost
zachyceni kontaminace v dobyskytu.
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Dafnie jsou umishy v testovaci kome, kterou neustale protéka testovany vzorek vody
(0,5 - 2 LLhY). V komde je umisina CCD-kamera, pomoci které je snimano chovani
testovacich organisinje mozné jej imo v integrovaném pftaci analyzovat. Sledovany
jsou tyto parametry chovani:

e pramérna rychlost a rozdeni
* Uhel pohybu

» vzdalenost ve skupé

» rast perlogek

» vySka plavani

* poaet pohyblivych dafnii

Je nutné, aby v testovaci koraos hrotnatkami byla konstantni teplota, to je Skajp
pomoci jednotky pro Upravu teploty vody, ktera jezena mezi koloth vzorku vody a
chladici okruh. Dafnie v testovaci koiegsou pravidel& krmenytasou(Chlorella vulgaris)
kultivovanou v kultivé&ni komde. Slunéni osvit je napodoben osvitem Zluté LED zarovky
umise&né nad testovaci komorou [58, 59, 60, 61].

Obrazeke. 6: Daphnia toximetr v zapojeni [5]
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Obrazeke. 7: Schéma cirkulace vody v trimetru [6]
2.5. Vybrané latky testované v ramci diplomové prae

Pro testy ekotoxicky vramci této diplomové pracgybvybrany latky a pipravky
pouzivané v zemuélstvi a zahradnictvi, a to dva komie¢ prodavané produkty, herbicid
Finalsan s é&innou latkou kyselinou nonanovou a herbicid Dononas &innou latkou
isopropylamino-8l glyfosatu. Z hnojiv byly testovany hajnvyuzivané ledky — du&nan
draselny a sodny. V ramci diplomové prace byly pabay testy akutni toxicity a zavedeny
testy chronické toxicity. V ramci tastakutni toxicity je vzdy krom testované latky také
nasazovan test s dichromanem draselnym, ktery tectesakutni toxicity plni funkci
standardu. Proto byl dichroman draselny nasazerdinei testu chronické toxicity, aby bylo
mozné diskutovat jeho kratkodobé i dlouhodoviaky na organismuBaphnia magna

2.5.1. Herbicidy

Herbicidy jsou skupina latek spadajici pod pesyicitedna se o latky biologicky aktivni,
které zmisobuji zpomaleni nebo Upln&epuSeni #stu a vyvoje rostlin. Tyto latky jsou
masivreé vyuzivany v zerddélstvi k regulaci plevél. Pouzivani herbicid je relativié malo
narané na lidskou praci a také je to fikad nejmérkt nakladny zpsob boje s plevely, ale
jejich uzivani s sebou nese riziko narusSeni zivmtrprostedi, kontaminace ekosysténa
potravnichietézci, véetng toho lidského.

Obecr Izetici, ze pouzivani pesticidnicltipravki za poslednich dvacet let kleslo, je to
dano mnoha faktory. K tomuto faktaigpely nové wdécké poznatky, objevy a technologie ze
zahranki, velky vliv na snizeni spiby €chto gipravki méla snaha vstoupifR do EU, coz
s sebou neslo povinnost splnit legislativni podmik). Ke sniZovani spi#by pesticid
také vedly nové poznatky o jejich Skodlivosti a ledea zamrnd snaha o zmiéni
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negativnich dopadpesticidi na zZivotni prosedi. Spatebu pesticidnichifjpravki je mozné
mezirainé sledovat, ale pro mezinarodni posouzeni a srowtdiniktera se tykaji pouzivani
pesticidi je vhodrjSi porovnavat hodnoty srovnatelné, fiklad zatizeni 1 ha zefklske
pudy.

Béhem poslednich dvaceti let byla vyznansmiZzena toxicitaifpravki na ochranu rostlin.
Z celkového p&tu 456 registrovanych ffpravki v roce 2003 tégf 80 % nespada do
kategorie ,vysoce toxicky* nebo ,toxicky“ podle Waeni viady¢. 25/1999 Sb., o jedech.
VétSina gripravki spada do kategorii ,,zdravy Skodlivy* nebo ,drazdiy62].

Herbicidy pisobi na rostliny tak, Ze naruSujktery fyziologicky proces, ktery je praist
a vyvoj rostliny nezbytny. ¥Sinou je inhibovan jeden nebo vice enzyrkteré katalyzuji
nekterou z reakciip biosyntéze organickych sléenin.

Herbicidy Ize dlit n¢kolika zpisoby. Z agrochemického hlediska giche na selektivni a
totalni. Selektivni herbicidy jsou takove, ktergspbi pouze na titou rostlinu, totalni pak
hubi vSechny rostliny. Z chemického pohledu se dedrmnoho slatenin, z nichz mizeme
vybrat rekolik zakladnich tyf, nagiklad herbicidy s karboxylovou skupinou, karbamaty,
piipravky na bézi sulfonylované raviny, herbicidy s triazinovou skupinou,
s heterocyklickym jadrem, difenyethery, derivatgftou a mnohé dalsi [63, 64].

2.5.1.1. Izopropylaminovai# glyfosatu (IPA-sil GLY)

Tato latka je herbicid na bazi glyfosatu aipdb skupiny herbicitl derivati fosforu. Jedna
se o0 tzv. totalni herbicid, prodavany pod kofnén nazvem Dominator, vyréby firmou
Dow AgroSciences s.r.o. [64, 65].

Obrazeke. 8: Strukturni vzorek izopropylaminové soli glyis|[7]

Herbicidy na bazi glyfosatu jsou Siroce pouzivgegch mechanismus toxickéhaiaku
na rostliny se zaklada na inhibici enzymu 5-enalpytSikiméar-3-fosfatsyntazy. Tento enzym
souvisi s biosyntézou aromatickych aminokyselirostlin. Zablokovani tohoto enymu vede
k naruSeni proteosyntézy a naslednému zanikumgstli

Diive se pedpokladalo, Ze pro Zi¢a@hy nejsou glyfosatoveé herbicidy toxické, a tamha
duvodu, Ze Ziveéichové nejsou schopni aromatické aminokyseliny yoitetizovat a ziskavaji
je z potravy. Studie provadé v rekolika poslednich letech vSak ukazuji, Ze tyto hwdoi
piipravky mozna tak neSkodné nejsou. V roce 20@adda americka EPA (Environmental
Protection Agency) glyfosat do kategorie latek pipodobré nekarcinogennich. OvSem
kratce na to zvejréna studie Svédskych onkoliogrokazala, Ze tato latkaibe vyvolat
rakovinu lymfatického systému. V roce 2008 se Bapac a Séralini ve své studii zabyvali
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experimentem s lidskymi b&snymi kulturami. Prokézali, Ze gylfosatove herbicuasmrcu;ji
buitky do 24 hodin prosednictvi inhibice mitochondridlini sukcinidtdehydrogey a
vyvolavaji apoptdzu [66, 67].

Obrazeke. 9: Baleni herbicidu Dominator [11]

Jak jiz bylo uvedeno vySe, herbicid &nnhou latkou isopropylaminovou soli glyfosatu je
prodavan pod nazvem Dominator, koncentratiené latky je 480 g3. Fripravek je prodavan
ve forme koncentratu a je gen pro hubeni plevil

Jedna se dirou swtle Zlutou viskozni kapalinu, rozpustnou ve ¥odyrobce uvadi, Ze
muze vyvolat dlouhodobé népnivé &inky ve vodnim prosedi organismy, je toxicka pro
fasy (Img/l < LC50 < 10 m@}), v rdmci akutniho testovani prakticky netoxicka pyby a
bezobratlovce Zijici ve védLC50 > 100 mg:) [65].

2.5.1.2. Kyselina nonanova

Kyselina nonanova, trivialnim nazvem kyselina pgteova pai mezi girodni
neselektivni herbicidy. Jedna se o mastnou kysekitena se firozere vyskytuje v rostlinach
i ZivociSich. Kyselina pelargonova j€ianou latkou herbicidnihoffpravku prodavaného pod
nazvem Finalsan vyréhého firmou Neudorff [68, 69].

H.C
OH

Obrazeke. 10: Strukturni vzorec kyseliny nonanové [8]
Ucinek kyseliny nonanové je rychly, kyselinaspbi na tk& zelenych lisi rostlin tak, ze

odstraiuje jejich voskovou ochrannou vrstvu a pronika kim, zpisobuje vysuSovani bk
a tim paddem umrti kontaktované tkan
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Mastné kyseliny jsou ideZitou sodasti lidské stravy. Kyselina pelargonova sgm
prirozere vyskytuje v ovoci, zeleniy ml&nych vyrobcich, mase a obili v mnozZstvi od 0,2 az
400 mg.kg' [68, 70].

Prodava se ve foréinkoncentratu. Obsah kyseliny pelargonové je 188. gledna se o
swtle Zlutou viskdzni kapalinu, diéd rozpustnou ve ved Podle informaci od vyrobce je
piipravek biologicky dote rozlozitelny. V bezpmostnim lis¢ herbicidu jsou uvedeny
jednotlivé hodnoty toxicity pro vodni organismy:dbke subakutniho 96 hodinového testu je
hodnota LG, pro pstruha duhového 100 §.Ipro organismudafnia magnaje stanovena
hodnota NOEC po 48 hodinach 107gd profasuDesmodesmus subspicatugda stanovena
hodnota NOEC v testu 72 hodinovém na 20 {5B].

'

e

[&tiooad i)

I israedsarni

PripraveR proii
plevelion

Obrazeke.11: Baleni herbicidniho pro&tdku Finalsan [9]

2.5.2. Hnojiva

Hnojiva jsou latky které zvysSuji Urodnosidy a podporujitst rostlin. Rostliny pdebuji
pro swij rust Ziviny a ty jim mohou dodat pr&wnojiva. BEhem poslednich dvou set let doSlo
k obrovskému rozmachu civilizace a také armanu roz&eni lidské populace, to vede k
potrebs vypéstovatcim dal tim vic plodin.

Zakon o hnojivech definuje hnojivo jako latku obsgati Ziviny pro vyzivu kulturnich
rostlin a lesnich igdvin, pro udrZzeni nebo zlepSenidpi Grodnostni a proffznivé vynosyi
kvalitu produkce.

Druhi hnojiv je celarada: organicka, dusikata, fosfomé, draselnd, vdpenata a mnoha

dalSi. Dusikata hnojiva pat mezi nejdlezit¢jSi a také mezi nejpouzivgBi. Mezi
nejvyznmjSi zastupnce pétledek vapenaty a ledek sodny [21, 71].

2.5.2.1. Dusthany
Béhem poslednich dvou stoleti se naprosto grohkolob¢h dusiku v Zivotnim prosdi,
a to diky lidské ¢innosti, ktera se stala hlavnim zdrojem anorgamiokédusiku
v ekosystémech. Hlavnimi antropogennimi zdroji gaarckého dusiku jsou chovné farmy
zvitat, ptimyslové odpady a zejména hojné vyuzZivani dusikatyobjiv v zengdélstvi a

30



masivni spalovani fosilnich paliv — zvldsdiky tmto dwma poslednim faktém se
vyznamr zvySila atmosféricka depozice dusiku, hkave forme dusinan.

Dusknany se vyskytuji ve vSech vodach, jejich koncemtrae neustale zvySuje a to
v piimém disledku zvySujiciho se ptu obyvatel a rozmahajici se zédlské ¢innosti.

Do povrchovych vod du&nany jsou transportovany zejména splachem z padi, d
podzemnich vodfiechazi gdnim pfisakem. Koncentrace ddean v piirodnich vodach je
zavisla na vegetaim obdobi. NejnizSi koncentrace dumsini ve vodach byva v letnim, tj.
veget&nim obdobi, kdy jsou a@rpavany z@dy, nejvysSi pak vzimnim, tj.
mimovegetanim obdobi. Dusghany jsou také koreym produktem mineralizace
organického dusiku, za oxickych podminek jsou ktabPokud je ale ve vodach deficit
kysliku, podléhaji denitrifikaci a vznika elememdusik respektive oxid dusny.

Dusiknany samy o sa@bnejsou piliS toxické. Mohou ovSem byt nebezpé nepimo,

v gastrointestinalnim traktu totiztbe dochazet pragdnictvim bakterialnéinnosti k jejich
redukci na mnohem vice toxické dusitany. Dusitaegguji s hemoglobinem za vzniku
methemoglobinu, ktery neni schopen v krvi transpat kyslik [72, 73].

Dusiknany jsou v Zivotnim proidi velmi mobilni. &koli do prostedi vstupuji ve form
soli (NaNQ@, KNOs a dalsi), tak ve vodnim praésti rychle disociuji. Dushany se nevazou
v padach ani n&asticich ve vog a proto jsou vodou snadno transportovany. &asiy paiti
mezi zakladni Ziviny rostlin. Jejich vysoky obsaé vodnich ekosystémechude @ispet
k nadngérnému fistu vodnich rostlin #s.Rasy snizuji obsah kysliku ve vodach, téza mit
dopad na vodni organismy, které budou mit k dispomélo kysliku pro feziti a nasledn
dochazi k eutrofizaci vod,¢které fasy produkuji toxiny, které jsou pro vodni organysm
nebezpené. Nadmirné mnozstvi dusnani je primo Skodlivé pro vodni zZivachy. Vodni
bezobratli a ryby, které jsou vystavenyinkim dusénani, doristaji menSich velikosti,
pomaleji dospivaji a snizuje se jejich reprodukiEgtrémré velké koncentrace dusiani
mohou vést az k umrti vodnich Zirohi. Toxicita dusinani se pro vodni bezobratlé zvySuje
s jejich rostoucimi koncentracemi a s opakovanimpogici. Naopak se toxicke cinky
dusknanmi pro bezobratlé snizuji s rostouci velikostilat a s rostouci slanosti vody
[53, 73, 74].
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Tabulkac. 1: Vlastnosti vybranych dusiani [74, 75]

Vlastnosti NaNO; KNO3
Skupenstvi Pevné Pevné
Barva Bezbarva bezbarv4, bil
Zapach bez zapachu bez zapact

Oxidadni vlastnosti

silné oxid&ni ¢inidlo

silné oxid&ni ¢inidlo

Rozpustonst ve ved

0 20 °C (g.1) 880 320

Hustota (g.cri) 2,26 2,11
_ Ekotoxikologické NaNO; KNO3
informace

1

96hLGsp ryby (mg.I") 6200 162

Ictalurus punctatus

dafnie (mg.t)

48hEG,— 3581 48hL — 226

Daphnia magna

2.5.3. Dichroman draselny

Toxicita slokeni chromu je zavisla na oxidaim stupni. Slo&eniny chromtité nejsot
témsi vibec toxické, soli chromnaté a chromité mohou vywakergické reakce, jsc
drazdivé pro sliznice traviciho traktu a pro pokezkle maji nizkou toxicitu. NejtoxtjSi
formy chramu maji oxida&ni stup& +6. Oxid chromovy, chromany a dichromanyigpbuji
viedy na kzi a vzaludku, sil# drazdi pokozku a sliznice. Sestimocny chrom vyv@lgilné
alergické reakce, ma hepatotoxické a nefrotoxickinky, je karcinogenni a mutager

[1, 16].
O\\l ,er //:‘
A

+ +

k. k.

Obrazeke. 11: Strukturni vzorec dichromanu draseln{10]

Dichroman draselny (}Cr,O;) je pevné latka oranZzové barvy bez zapachu. Jednd
silné oxid&ni ¢inidlo, je dol¥e rozpustny ve vad(pii 20 °C 130 g™). Toxikologické Udaje
uvedené \bezpe&nostnim list ndm tikaji, Ze dichroman draselny je toxicky zejména
vodni bezobratlé organismy, byla stanovena hodidiso po 48 hodinach prdDaphnia
magna na 0,77 mgl, pro ryby(Pimephales promelagy stanovena hodnota s, po 96
hodinach 26,13 mg' Vzhledemiik vysoké ekotoxikologické nebezrosti nesmi byt latk
vypoustna do fidy, vaejné kanalizace ani do blizkosti zdrejody [77]
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Obrazeks. 12: Dichroman drase_llr'ﬁ/

Dichroman draselny je nigsgji pouzivanou referami latkou v testech akutni toxicity na
vodnich organismech. Zejménginek dichromanu draselného na ryby byl a staleefaithe
prozkoumavan. Studie jsou za&feny na Sestimocny chrom z tohdvddu, Ze se jedna o
nejtoxictéjsi formu prvku [78].

Je redpoklad, Ze toxicita Sestimocného chromu na vbdmébratlé je zavisla na&kolika
faktorech, jako je suma vépniku aftéi&u obsazena ve ved pH a teplota vody.
V dlouhodokjSich testech byla prokazana menSi zavislost tgxidatky na €chto
parametrech [79].
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3.EXPERIMENTALNI CAST

Cilem diplomové prace bylo posoudit akutni a clockou toxicitu latek pdftcich do
skupiny herbicid a pesticid. Jednalo se ocinné latky kometné prodavanych herbicid a
to o kyselinu nonanovou ktera je&idnou latkou vyrobku Finalsan od firmy W.Neudorff
GmbH KG a isopropylaminovouibkglyfosatu, ktera je &innou latkou vyrobku Dominator od
firmy Dow AgroSciences s.r.0. Ze skupingZb¢ pouzivanych hnojiv byl testovan désan
draselny a dughan sodny. Saiésti prace bylo také &it chronickou toxicitu dichromanu
draselného, ktery je pro akvatické piesli velice toxicky a je v akutnich testech pouzivan
jako standard. Testy byly prov&idy na organismDaphnia magnaRovrez byla v ramci
diplomové prace testovana &@vmedia doporéovana pro chov dafnii z hlediska lepsi
porodnosti dafnii.

3.1. Fistroje a za‘izeni

Pro (ely diplomové prace byly pouzivano nejefiie laboratorni sklo, ale i nasledujici
» véhy SCALTEC SPB 31
* suSarna Binder
* pHmetr Stirrer OP — 951
e laboratorni teplorr
* inkubétor Nuve Cooled Incubator ES 110 — inkubaez ds¥tleni
« oxymetr Greininger GNH 3610
e luxmetr Tecpel 536
e inkubétor typu Novital CO Vatutto 20 — inkubacessgtlenim
» chemikéliecistoty p.a.

3.2. Chov v mediuM4 a M7 — porovnani porodnosti

Norma CSN I1SO 10706 — Jakost vod — Stanoveni chronické&itgxatek proDaphnia
magnaStraus Cladocera, Crustacgadoporuiuje pro stanoveni chronické toxicity médium
M4 a jeho modifikaci M7.

V ramci diplomové prace byl zkouman vliv obou méwdiichov perlotek.

3.1.2. Riprava medii M4 a M7

3.1.1.1. Pouzité chemikalie
Prehled chemikalii pro naffpravu médii M4 a M7 je detre jejich potebnych mnoZstvi
uveden v tabulce. 2.

3.1.1.2. Pracovni postup

Jednotlivé zasobni roztoky jsou skladovany v leiditomoci pipet z nich bylo odebrano
pottebné mnozstvi a nadavkovano do zasobni lahve nauméa doplgno na objem 10 |
destilovanou vodou. Abychomiguesli reakcim mezi jednotlivymi chemikéliemi, byly
chemikalie davkovany do 2 az 3iitdestilované vody.
Srovnani vhodnosti obou médii bylo pro¥ad po 34 di. Prvni den experimentu bylo do
dvou akvarii s médii M4 a M7 nasazeri pamicDaphnia magnaByl sledovan péet
narozenych potonik ktefi byli z akvarii odebirani. Samtgme, Ze Ehem pokusu byly
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chovy &zre¢ krmeny zelenosasouDesmodesmus subspicatB®zorovani bylo gkolikrat
opakovano.

Tabulka¢. 2: Rozpis jednotlivych soli praipravu médii [6, 34]

) ) mg v 1 litru hotového mg.I” I BT 1 ml z&s.
Zasobni| oo yické slozent media itru zasobniho TR0l 1) 217
roztoky roztoku pripravu 1 |

M4 M7 M4 M7 média
1 NaEDTA.2H,0? 2,5 0,625 5000 1250 05
FeSQ.7H,0° 0,995 0,2488 1991 497,75 '
2 H3BO; 2,85 0,7125 5719 1430 0,5
3 MnCl,.4H,0 0,36 0,09 721 180,25 0,5
4 LiCl 0,31 0,0775 612 153 0,5
5 RbCI 0,07 0,0175 142 35,5 0,5
6 SrChL.6H,0O 0,15 0,0375 304 76 0,5
7 NaBr 0,016 0,004 32 8 0,5
8 NaM0O,.2H,0 0,063 0,0158 126 31,5 0,5
9 CuCL.2H,0 0,017 0,0043 33 8,25 0,5
10 ZnCl, 0,013 0,013 26 26 0,5
11 CoCL.6H,0O 0,01 0,01 20 20 0,5
12 Kl 0,0033 0,0033 6,5 6,5 0,5
13 Na,SeQ 0,0022 0,0022 4,38 4,38 0,5
14 NH,VO; 0,0006 0,0006 1,15 1,15 0,5
15 CaCh.2H20 293,8 293,8 29380 29380 10
16 MgS04.7H0 123,3 123,3 12330 12330 10
17 KCI 0,58 0,58 580 580 10
18 NaHCG, 64,8 64,8 6480 6480 10
19 Na,Si0;.9H,0 10 10 1000 1000 10
20 NaNG; 0,274 0,274 27,4 27,4 10
21 KH,PGO, 0,143 0,143 14,3 14,3 10
22 KoHPO, 0,184 0,184 18,4 18,4 10
23 Thiamin HCI® 0,0075 0,0075 75 75 10
24 Cyanocobalamiﬁ 0,001 0,001 1 1 10
25 Biotin 0,00075 0,0008 0,75 0,75 10

Roztoky oznaené indexenf je poteba spolu smichat a nechat autoklavovat, vznikne
Fe-EDTA. Roztoky ozngné indexenf se rozpusti, vnikly roztok je skladovan zmrazeny
[34].

3.1.1.3. Vyhodnoceni

Pro hodnoceni obou médii byla jako parametr poundita porodnosti dafnii pro posouzeni
vhodrgjSiho média, které nasledibylo vybrano pro dalSi chov a pro provedeni choioyih
testi.
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Obrazek:.13: Akvaria s chovem Daphnia magna

3.2. Akutni imobilizaéni test naDaphnia magna

Akutni imobilizaini test je zkouska akutni toxicity latek, vychaaimy CSN EN 1SO
6341 — Jakost vod — ZkouSka inhibice pohyblivd3aphnia magnaStraus Cladocera,
Crustacea— ZkouSka akutni toxicity.

Cilem zkousky je stanoveni akutni toxicity zkouSkExtky na organismiaphnia magna
uréeni ekotoxikologického indexu E§

3.2.1. Princip zkousky

Je sledovana imobilizace organisiaphniamagna ktery je vystavenisobeni testované
latky v riznych koncentracich po dobu 48 hodin. Petkgonasazované do testu jsou mladsi
24 hodin, ziskané acyklickou parthenogenezi, nejrtiéti generace [5, 40].

3.2.2. Pouzité chemikalie

Pripravaredici vody: CaCl NaHCQ, MgSO:, KCI. Standard: KCr,0O;
Pro pipravu fedici vody je pouzita destiiovana nebo deminerahnd voda
s kondukivitou do 1 mS.ih

3.2.3. Postup
Redici voda byla fipravena podle 1SO 6341 pro testy toxicity na pafkach.
Nasledujicim zfisobem byly fipraveny zasobni roztoky soli:
Roztok 1: CaCl2 11,75 g bylo rozp&ésb a doplgno destilovanou vodou do 1 litru.
Roztok 2: MgSO4 4,93 g bylo rozp&sb a doplgno destilovanou vodou do 1 litru.
Roztok 3: NaHCO3 2,59 g bylo rozp&s$b a doplgno destilovanou vodou do 1 litru.
Roztok 4: KCI 0,23 g bylo rozpusto a doplgno destilovanou vodou do 1 litru.
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Na litr fedici vody bylo z kazdého zasobniho roztoku odebrab ml a doplano
destilovanou vodou. Taktofipravenaiedici voda byla 24 hodin provzdigvana, poté se
nechala odstat a bylo zieno pH.

Byly ptipraveny koncentkai fady pro jednotlivé latky a také pro standard diatao
draselny. Jednotlivé koncentrace bylsippaveny dvacetkrat vyssi, jelikoZipnasazovani
testu dochézi k dvacetinasobnéniedni.

Do plastovych testovacich desek bylo pipetovanoB@Okazdeho pipraveného roztoku a
9500 pl fedici vody, u kazdého testu byla nasazena kontkala, bylo pipetovano 10 ml
fedici vody. Do takto fipravenych korirek byly z rozplavovacich koimek, které jsou
souwasti testovaci desky,igneseny dafnie. Do jedné karky vzdy pst jedindi, kazda
koncetrace byla nasazovagyiikrat, tzn. 20 jediné na jednu koncentraci. Zaravebyl
nasazen i test na dichroman draselny. U kazdéhazaaého testu byla zaznamenana teplota a
pH roztoki a obsah rozpu&tého kysliku. Desky bylyigkryty parafiimem, uzaeny vickem,
oznaeny a vloZzeny do inkubérotu s nastavenou teplotgoR+ 2 °C. Desky byly ponechany
ve tme. Beéhem testu nebyly dafnie krmebhgsovou suspenzi [5, 40].

3.2.5. Validace testu

Aby mohly byt vysledky povaZzované za platné, jenouplnit tato kritéria:
» koncentrace rozpudiého kysliku v testovanych roztocich je na konstuektSi nebo
rovna 2 mg:t
» koncentrace testované latk§hem testu neklesne pod 80 % nomindlni koncentrace
« Imobilizace kontrolnich sarek je mensi nebo rovna 10 %
*  Zjisténa hodnota 24hEGK,Cr,0; je v rozsahu od 0,6 do 1,7 my[b, 40]

3.2.6. Vyhodnoceni

Po 24 a 48 hodinach byl proveden &gteimobilizovanych organisinv jednotlivych
koncentracich a kontrole. Byla zaznamenana tepdbtag obsah rozpusiého kysliku.

Samotné vyhodnoceni a vyptani hodnot Eg, popipact jinych ekotoxikologickych
indexi bylo provedeno pomoci probitové analyzy. Probitbeénoty (viz piloha, tabulka 1)
byly vyneseny do grafu proti logaritmu koncentradiynesenim kolmice do grafu proti
probitové hodnat 5, byly odéteny logaritmy koncentraci, po nasledném odlogamitami
byla dosaZzena hodnota ECpogipads ECy [5].
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Obrazeke. 14: Nasazeny test akutni toxicitsed vloZzenim do inkubétoru

3.3. Test chronické toxicity

Vychéazi z normyCSN ISO 10706 — Jakost vod — Stanoveni chronickigitgXatek pro
Daphnia magné&Straus Cladocera, Crustacéa ktera definuje postup stanoveni chronické a
subletalni toxicity chemickych latek a vod pro petky Daphnia magna

Cilem testu je sledovanitgzivani a reprodukiho vy&zku matéskych organisrin
v testovanych latkach a porovnani s nsltgmi organismy v kontrole [6].

3.3.1. Princip zkousky

Samtky Daphnia magnamladSi 24 hodin (ziskané acyklickou parthenogemnepinér
tieti generace) jsou vystavengspbeni testované latky wanych koncentracich po dobu 21
dni. ZkouSka probiha kdujako pfitocn4 nebo obnovovaci. \fipackt této diplomové prace
byly testy nasazovany v obnovovaci varét.

3.3.2. Pouzité chemikalie

Chemikalie patebné pro fipravu média M4, viz. tabulka 2, kapitola 3.1.1.1.
Testované herbicidy, dusiany a dichroman draselny.

3.3.3. Postup

Byly piipraveny koncentimi fady testovanych latek. Koncentrace bylyipmveny
dvacetkrat vyssi, jelikoZipnasazovani testy dochazi k jejich dvacetinasolbngettni. Pro
testované organické latky byly jako testovaci ngdpbuzity 100 ml kadinky, pro latky
anorganického jvody byly jako testovaci nadoby pouzity plastovéirkky. Do testovacich
nadob bylo pipetovano 2,5 ml testovanych konceftr&azda koncentrace v deseti
opakovanich. Poté byl objem roztotoplnin médiem M4 na objem 50 ml. Satky Daphnia
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magna(mladsi 24 hodin) byly nasazeny do testovaciclobdm jednom jedinci. Teplota byla
pii zkouSkach udrzovana v rozsahu 20 — 22 °C, pHokiizbylo v rozsahu 6 — 9.iPtestech
byla nastavena fotoperioda 16 hodigtkvya 8 hodin tmy  intenzi€ swtla 600 - 800 lux.
Kazdy druhy den byly roztoky testovanych latek ¥ywovany a bylo provasho krmeni.
Dafnie byly krmeny suspenzi zelenyi@sDesmodesmus subspicaf@s

3.3.4. Validace testu

Aby mohl byt test povazovan za platny, je nutnéisplasledujici pozadavky:
» celkovy pa@et organism v kontrolach, ktery vykazuje uhyn da$jch a vyvoj v samce je
na konci testu mensi nebo roven 20 %
e pramérny paiet Zivych potomi na Zivy matesky organismus v kontrole jestdi nebo
roven 60.
» varia@ni koeficient porodnosti (get potomk na matésky organismus za den)
v kontrolach neni &sSi jak 20 % [6]

3.3.5. Vyhodnoceni

Byly spaitdny celkové péty potomki pro kazdy matisky organismus, poté byly
spaiteny pamérné hodnoty p&tu potomki na matésky organismus v kazdé koncentraci.
Reprodukni vytZzek je vyjaden jako celkovy p&et zivych potomi na zivy matesky
organismus.

Dale byla vyhodnocena mortalita testovacich orgaiti® porovnana s kontrolou. Na
zaklad probitové anylyzy byly vyp&teny ekotoxikologické indexy B popipact ECo.

Obrazeke. 15: Nasazeny test chronickeé toxicity (IRAgyfosatu)
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Obréazeke. 16: Nasazené testy chronické toxicity (kys. nomara NaNG)
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4.\ YSLEDKY

Vybrané testované latky wbrané herbicidy, du&anova hnojiva a dichroman drase
byly hodnoceny pomoci téstakutni a chronické toxicity na organisnDaphnia magna
Testy byly provadny stedicim médiem M4. Veskeré \ledky jsou pro lepSiiehlednos
shrnuty do tabulek a gnaf

4.1. Média M4 a M7 —porovnani vhodnosti pro choy

Vzhledem ktomu, Ze norm&SN ISO 10706, ktera je metodickym navodem pro téstt
chronické toxicity doportuje dw média pro provedeni tés bylo feSeno porovnani jejic
vhodnosti pouziti pro testy chronické toxicit podminkach naSi laboraw Jako ukazat:
rozhodujici o vhodnosti media byla zvolena rodijesinai v jednotlivych médiich. Grafy
a 2 znazatuji srovnani porodnosD. magnav jednotlivych médiich, a to jak pro jednotli
odeitaci dny, tak pro @meérny kon&ny paiet neonat na dané médium (graf 2). grafué. 1
ozn&uji ¢isla nad vykreslenymi daty den d@tie Jak je grafuc. 1 patrné, prvni jedinci ¢
narodili 7. den v médiu M4, médiu M7 se prvni potomstvo narodilo aZ devaty

Srovnani rodivosti D. magnav M4 a M7
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Graf ¢. 1: Patty narozenych jedincodebiranych matskym organis@m \ M4 a M7
Jak vyplyva zgrafii, v podminkdch naSi labordto se médium M4 prokazalo ja

vhodrgjSi pro chov perlogek Daphnia magnaToto médium bylo row¥ vyuZito \ testech
chronickeé toxicity
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Srovnani celkovych pdtia nové narozenych v M4 a M’
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Graf ¢. 2: Srovnani celkovych pti narozenych potondkv jednotlivych meédiic
4.2. Testy akutni imobilizac

Testy imobilizaceDaphnia magn byly provedeny \plastovych testovaci stickach, bez
aerace, ositleni a krmeni. Teplota setrem tesi pohybovala mezi 20 a 21 °C. UvSechiie
bylo dodrzeno rozfii pH i minimalni hodnota obsahu rozpirgho kysliku. Hodnot
24hEG pro dichroman draselny byla stanovena na 1,67
V naskdujicich tabulkach = 6 jsou uvedeny pidty a procenta imobilizovanych jediin
v jednotlivych koncentracich pro jednotlivé testovédky. V grafech 3- 6 jsou porovnany
imobilizace perlodek vraznych koncentraci po 24 a 48 hodinac nich jasg vyplyva
zavislost imobilizace pdu jedindi na koncentraci testované latky case, kdy peéet
imobilizovanych jeding srostouci koncentraci atasem rost:

4.2.1. Isopropylaminova sl glyfosatu (herbicidni piipravek Dominator)

V tabulce¢. 3 jsou uvedeny pity a procenta imobilizovanych jedihthasazenych do tes
akutni toxicity komemé prodavanéhoifpravku proti plevelm Dominator G¢innou latkou,
kterou je vtomto gipad: isopropylaminovat glyfosatu Jak z tétdabulky vyplyva jiz po 2«
hodinach expozice doslo lyznamné imobilizaci testovacich organismV ramci testu
nedoSlo kihynu zZadnéeho organismu kontrole. Tyto vysledky abrazené grafu 3. jas#é
prokazuji zvySujici setoxikologicky &inek vzavislosti na koncentraci testovi
isopropylaminovésoli glyfosatu na testovaci organismus. Byla stanavhodnota Esp pro
24 i pro 48 hodinovou expozi
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Tabulka¢. 3: P@ty a procenta imobilizovanych jediin@ro isopropylaminovouis glyfosatt

Imobilizace
Koncentrace
(mg.l'l) Expozice 24 hodin | Expozice 48 hodil
ks % ks %
20 0 0 2 10
40 2 10 5 25
60 4 20 8 40
80 7 35 11 55
100 9 45 14 70
120 12 60 17 85

Isopropylaminova sil glyfosatu - imobilizace D. magne
a0
80
70
60
50
40
30
20
10

0

24 hod
48 hod

imobilizace (%)

20 40 60 80 100 120
¢ (mg.t)

Graf ¢. 3: Porovnani imobilizacD. magna \jednotlivych koncentracich po 24 a 48 hodir
4.2.2. Kyselina nonanova (herbicidni pipravek Finalsan)

Tabulkac¢. 4 uvadi poéty a procenta imobilizovanych jediintasazenych do testu aku
toxicity komegné¢ prodavaného ifpravku proti plevelm Finalsanu U¢innou latkou
kyselinou nonanovou. Grafické znazémn zavislosti zvysujici se molity na rostouci
koncentraci testované latky po 24 a 48 hodinaelvgzleno v grafu -

Jiz vramci 24 hodinové expozice byly nejvysSich koncentracich zaznamen
imobilizované organismy.iésto nebyl thyn natolik markantni, aby bylo moZzrit thodnotu

24EG;, proto byl vyhodnocen pouze index 244 a 48EG.V rdmci tohoto testu nedog
k Zadnému uhynu v kontrole.
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Tabulkac. 4: Pa@ty a procenta imobilizovanych jedibpro kyselinunoniovol

Imobilizace
Koncentrace
(mg.I") Expozice 24 hodin| Expozice 48 hodir
ks % ks %
70 0 0 0 0
90 0 0 2 10
110 2 10 6 30
130 5 25 9 45
150 8 40 13 65

Kys. nonanova- imobilizace D. magna

70
60
S 50
§ 40
N
5 30 24 hod
£ 20 48 hod
10
. N
70 90 110 130 150

¢ (mg.t)
Graf ¢. 4: Porovnani imobilizacD. magna \jednotlivych koncentracich po 24 a 48 hodir

4.2.3. Dusénan sodny NaNG

Nasazované koncentrace dunsinu soného jsou o mnoho vyssi nez je limitni koncenti
100 mg.I". Presto je zabulky¢. 5 patrné, Ze ani koncentrace 2000 ™ neni pro testovaci
organismus toxicka klediska kratkodobéhaziinku.

Pomoci probitové analyzy byly vypieny ekotoxikologické idexy 24E( a 48EG,. Ani
u tohoto testu nedoslodhynu jediné v kontrole.
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Tabulkac. 5: Pa@ty a procenta imobilizovanych jedin@ro dusénan sodn

Imobilizace
Koncentrace
(mg.l‘l) Expozice 24 hodin| Expozice 48 hodii

ks % ks %
2000 0 0 0 0
2500 0 0 2 10
3000 2 10 4 20
3500 4 20 7 35
4000 5 25 11 55
4500 8 40 15 75

NaNO;- imobilizace D. magna
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Graf ¢. 5: Porovnani imobilizacD. magna \jednotlivych koncentracich po 24 a 48 hodir

4.2.4. Dusénan draselny KNC;
Dusiknan draselny je oproti désianu sodnému p testovaci organismus daleko v

toxicky, presto i jeho akutnidinky jsou nad limitni hodnotou 100 m™. I pro tuto latku byly
stanoveny koncentrace EC: pro 24, a 48EG,.

45



Tabulkac. 6: P@ty a procenta imobilizovanych jedinpro dusénan draselr

Imobilizace
Koncentrace
(mg.l‘l) Expozice 24 hodin| Expozice 48 hodil

ks % ks %
120 0 0 0 0
140 1 5 2 10
180 1 5 5 25
220 4 20 9 45
260 7 35 14 70
300 10 50 17 85

KNO; - imobilizace D. magna

24 hod
j ® 48 hod
140 180 220 260 300

¢ (mg.H)

imobilizace (%)

120

Graf ¢. 6: Porovnani imobilizacD. magna Jjednotlivych koncentracich (24 a 48 hodinach

4.3. Testy chronické toxicity

Testy chronické toxicity byly provédy ve formé obnovovaci zkousky. Obnova rozftc
probihala kazdy druhy den, sp&té <krmenim. Teplota se ¢hem testu pohybova
vrozmezi 20 az 22 °C. Hodnoty pH se |kazdou latky liSily, ale byly rozmezi 6 az 9,
hodnota pH se u zkouSenych rozZtakezngnila vic jak o 1 jednotku. Obsah rozpirho
kysliku vroztocich kolisal mezi jednotlivymi obnovami, podika minimalniho obsar
rozpudtného kysliku (3 mg?) vdak tyla dodrZena. Byla stanovena suma vapnikuiaiko
tediciho média na hodnotu 152 r. Bshem tesi byla nastavena fotoperioda na 16 hc
swtla a 8 hodin tmy. Intenzita osvitélem testu byla rozmezi 600 az 800 IL

Na nasledujicich grafech — 16 p znazor#na zavislost mortality a rodivosti |
koncentraci jednotlivych latek na konci testovacittwdobi. Ze vSech grafje patrné, Z:
srostouci koncentraci stoupa mortalita jédanklesa rodivost. Tento trend vSak nebithdm
prabéhu testu pozorovatey ve vSech fipadech. Na iglomt prvniho a druhého tydne tes
se u herbicidnihoffpravku Finalsan @nna latka kyselina nonanova) projevila kratkod
stimulace porodnosti u koncentrace 80 *. Koncentrace 40 mg'lv té dot nevykazovalz
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velké odclylky od kontroly, zatimco u koncentrace 80 r' se porodnost viditethzvedla ¢
po rekolik dni byla nejvyssi.

U Zadné dalSich testovanych latek podobnému jevu nedoSlo, porodnost se post
béhem testu sniZzovala, &tSina zemelych matéskych jedint uhynula Bhem poslednic
dna testu.

4.3.1. Isopropylaminova sl glyfosatu (herbicidni p¥ipravek Dominator)

V grafech 7 a 8 je zaznamendana zavislost mortalitydavosti na koncentraci testova
latky. Dafnie p@aly v nejnizSi koncentraci rodit sedrden od nasazeni do testu, nejv\
pak devaty den. Byl zaznamenan uhyn jetlinejména pak poseldnich dnech probihajici
testu. Vkontrole nebyl Zadny uhynuly masky organismus. Byla vygtena hodnota Eao.
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Graf ¢. 7: Mortalita D. magni pro isoprogylaminovou 8l glyfosétu (gipravek Dominatol
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Graf ¢. 8: RodivosD. magni pro isopropylaminovou:# glyfosatu (gipravek Dominatol
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4.3.2.Kyselina nonanové (herbicidni Fipravek Finalsan)

Kyselina nonanova jeifgodnim herbicidem, ktery je vyuzZim proti plevelu. Resto, Zze s
jedna o pirodni latku, ma toxickédinky na Zivotni prosedi. U vSech testovanych latek b
zaznamenana zavislost mortality asfpopotomk na koncentraciCim vy33i byla testovar
koncentrace tim také byla vySSi imrtna mensSi porodnost.

Tak tomu vSak nebylo ve vSecliigadech. Jak jiz bylo zmdno, na pelomt prvniho a
druhého tydne testu se u kyseliny nonanové pra@jekiitkodoba stimulace porodnost
koncentrace 80 mg'l Koncentrace 40 m¢' v té dol nevykazova velké odchylky o
kontroly, zatimco u koncentrace 80 n se porodnost viditethzvedla a po &kolik dni byla
nejvyssi, tento jev vSak neni v grafu 9, ktery shrnuje situaci za celé testovaci ohc
patrny. Je to roho divodu, Ze se poté porodnw této koncentrace rapidisnizila a doslo
ni k prvnimudhynu jedince rdmci celého testu. Kratkodobé rapidni zvySeni ghoosti u
jedné koncentracefipravku Finalsanu je znazamo v grafuc. 11, ktery vykresluje gimeérné
porodnosti v jednotlivych karentraci vSech testovanych latek mezi 7. a 11. dSeamy del
se poprvé projevila zvysena porodnost u koncentBteng.”, jedenacty den je patrr
propad.

U zadné adalSich testovanych latek podobnému jevu nedoSlo, porodnost se post
béhem testu siiovala, a ¥tSina zemelych matéskych jedind uhynula Bhem poslednic
dnd testu.

V kontrole nedoSlo kihynuti Zadného organismu. Byla vypgna hodnot:
ekotoxikologického indexu Es.

Mortalita D. magnapro kyselinu nonanovou
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Graf ¢. 9: Mortalita D. magni pro kyselinu nonanovou fjpravek Fnalsan)
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Rodivost D. magnapro kyselinu nonanovou
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Graf ¢. 10: Rodivost D. magr pro kyselinu nonanovou ffpravek Finalsar
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Graf ¢. 11: RodivosD. magni v riuznych koncentracich kyseliny pelargonové mezild.
dnem

4.3.3. Dusénan sodny NaNGC;

U dusinanu sodného byl ro¢a pozorovately U¢inek na porodnost, ktera se u testova
organisni béhem testu postugrsnizovala, zavislosti na zvySujici se koncentraci testov

latky. V nejvySSi koncentraci latky doSlc uhynu 30 % jedini, coz je nejnizSi dosaze

N 1

mortalita a zarove nejvysSinasazena koncentrace mezi testovanymi latkami.dBs@énan
sodny byla na zakl&dvysledki stanovena hodnota l,.
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Mortalita D. magnapro dusiénan sodny
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Graf ¢. 12: MortalitaD. magna pro dughan sodny
Rodivost D. magna pro dustnan sodny
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Graf ¢. 13: RodivosD. magna pro dushan sodny

4.3.4. Dusénan draselny KNC;

U dusinanu draselného by!jednotlivych nasazenych koncentracich pozorovaativet
maly vliv testované latky na rodivost, aléepto | poklesu produkce potomstva u vyS$
koncentraci doSlo. &Si Umrtnost matskych organisin byla pouze piipad nejvyssi

nasazené koncentrace (4 jedinci). Pro ¢hesi draselny byla roedd stanovena hodno
EC40.
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Mortalita D. magnapro dusiénan draselny
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Graf ¢. 14: MortalitaD. magna pro dugnan draselny
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Graf ¢. 15: Rodivost D. magna pro dusian draselny

4.3.5. Dichroman draselny kCr,0-

Dichroman drasely neni ani hnojivem ani latkou jinak pouzivanc zenedélstvi. K jeho
testovani bylo fistoupeno davodu jeho pouziti jako standardni latkytestech akutni
toxicity. Pro testy chronické toxicity neni Zadrgrsdard u¥en. Bylo proto zajimaveé porovn
Gcinky této latky zhlediska akutni a chronické toxicity na organisDaphnia magn.

Dichroman draselny je velmi toxickou latkou, ktdma se za Zadnych okolnosti n&m
dostat do akvatického prasdi

chronické toxicity, které byly ramci této diplomové prace provy, je to pra¥ z divodu
jeho velmi vysoké toxicity.

| pii velice nizkych koncentracich byly zaznamenany aggé odposdi vramci
reprodukce a mortality testaciho organismu. Na maskych organismechigZivajicick
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v roztocich dichromanu draselného bylo asi po dvdnégh pozorovatelné stresové chov
Jedinci nasazeni ve vyssich (0,8 a 1,6 %) koncentracich dichromanu draselného pls
zvlastnim trhavymzpasobem, takovato reakce se u jiné testované latiyokazala. Pr
dichroman draselny byla stanovena hodnots.
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Graf ¢. 16: MortalitaD. magnapro dichroman draselr
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Graf ¢. 17: RodivosD. magnapro dichroman draselr
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5.DiIskuzE

Vramci této diplomové prace byla hodnocena akutnthronicka toxicita latek
pouzivanych zeguwélstvi. A to dusikatych hnojiv duSianu sodného a draselného,
herbicidnich latek na potlani fistu plevele - isopropylaminové soli glyfosatu a edysy
nonanové. Také byla hodnocena toxicita dichromarasainého, ktery vyuZiti v ramci
zenedélstvi vzhledem ke své toxi¢itnema, ale je ¢&zn¢ vyuzivan jako standardni latka
v testech akutni toxicity.

Dale bylo také provedeno porovnani dvou médienych pro testy chronické toxicity na
perloasce Daphnia magnaTato d& média jsou dopogiena normouCSN ISO 10706 pro
stanoveni chronické toxicity maaphnia magnajedna se o média M4 a M7.

Jako ukazatelem vhodnosti pouZiti toho kterého enégia zvolena rodivost perldek
v nich chovanych. Z dosazenych vyslédikvedenych v grafech 1 a 2, bylo pro chov dafnii a
testy chronické toxicity vybrano médium M4. O jebptimalni vlastnostech, jako je dobra
reprodukce chovu a nizka amrtnost v dlouhyaBovych periodach se ve své studii iamii
Elendt a Bias (1990), také Chévre a kol. (2006)Zp@ji médium M4 pro test chronické
toxicity [48, 79]. Na druhé str&ro médiu M7 se v odbornyaiténcich a studiich nehokio

Toxicita jednotlivych latek byla hodnocena pomaes$tt akutni a chronické toxicity na
organismuDaphnia magna

Dal se vysledovat zakladni vztah mezi koncentraciivosti a mortalitouCim vy3si byly
koncentrace sledovanych latek, tim byla vysSi niitatenatéskych jedind a niZSi rodivost,
kterd se sniZzovala nejen s rostouci koncentragisapEibyvajici dobou expozice.

Ze sledovanych paranittestu chronické toxicity na perlgkachDaphnia magnase jako
nejcitlivéjSi odpowd’ projevuje hodnoceni rodivosti mékych organisrin. Wollenberger a
kol. (2000) se ve sveé studii zabyval reprodukcfez jvyanim mateskych organisrin bchem 21
testovacich din V pripadt reprodukce vyhodnocuje hodnoty &@31].

V nasledujici tabulce je souhrn vSech wteoych koncentraci EC.

Tabulka 7: Narsrené hodnoty EC50 a EC40 v jednotlivych testechcitxi

Testy akutni toxicity Testy chronické
EC40 EC50 toxicity
24 hod 48 hod 24 hod 48 hod EC40 EC50
IPA-sal GLY 51,286 28,569 105,78 59,292 28,31 -
Kys. 119,12 97,275 133.35 58,479 229)09
nonanova ' ' ) ' '
NaNO; 3365,12 2811,9 - 3801,8 1254,74 -
KNO;, 205,59 158,49 - 219,28 40,94 -
K2Cr,07 0,822 - 1,675 0,866 0,137 0,598

Hodnoty EG herbicidni latky IPA-soli GLY z akutnich téstoxicity ukazuji na sedni
toxicitu pro Daphnia magnahodnoty nami ziskanych vysladise blizi vysledikm studie,
kterou vypracoval Alberdi a kol. (1996) akutni toky GLY, ktery ma velmi podobné
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toxikologickévlastnosti jako IPA-8 GLY. Autoii studie uvadi hodnotu 24hE£95,96 mg1

a 48hEGo 61,72 mgf. Uvedené hodnoty EBg autdi prohladuji za $edrt toxicické
pro testovaci organismud.( magna [46]. Uvedena herbicidni latka jecianou latkou
prostedku proti plevelm, ktery je prodavan pod nazvem Dominator. Jakalkaipravek
pro upravu rostlin i tento musi mit beZpestni list. V #m je uvedena informace, Ze IPAks
GLY je prakticky netoxick& pro vodni bezobratlépguto kategorii latek plati Ze hodnota
LCso > 100 mg.t. Jak je uvedeno v tabulée?.

Vyslednou hodnotou ndmi provedeného chronickéhtu tpso IPA-soli GLYje hodnota
48hEGy 59,292 mg:f.

Hodnoty EC dalSi herbicidni latky kyseliny nonangséu o rco vysSi, coz ukazuje na
nizsi toxicitu nez ma IPAgs GLY. Kyselina nonanova jeffgodnim herbicidem. Je s&asti
komekn¢ prodavaného herbicidnihaipravku Finalsan. Informace z bezpestniho listu
vyrobku udavaji hodnotu NOEC 10 miy.pro dafnie po 48 hodinach. Tato hodnotetu
vysledii ziskanych v rdmci testtéto diplomové prace ukazuje na velmi nizkou tibic
BohuZel dalSi studie ke srovnani vyslédiejsou k dispozici. V jedné z nizSich koncentraci
kyseliny nonanové doSlo ke kratkobobé stimulaciodaosti dafnii, tento efekt je odb@rn
ozn&ovan jako — hormese efekt. Hormese j@rgzenou reakci organismu, kterd mu
napomaha igzit nepiznivé podminky. U ostatnich testovanych latekdesfekt pozorovan
nebyl [2].

Testované dusnany jsou velmi diskutovanou skupinou latek Jeptitomnost ve vodach
neni @lis vitana, a to z tohoiwodu, Zze mohou bytiwodcem jest vice toxickych dusitain
Samy o sob jsou pro vodni organismy také nebeap® jelikoZz maji schopnost se vazat na
hemoglobin a vytvi&t methemoglobin, ktery neni schopen transportioysitk [82].

Podle vysledik z provedenych testoxicity vyplyva, Ze KNQ je rekolikrat toxictejsi nez
NaNG;, toto zjiseni odpovida tvrzeni uvedenémulanku Dowdena a Bennetta (1956) [83].
Ovlivnéni rodivosti bylo markant)Si u NaNQ nez u KNQ, ale u KNQ zase byla vysSi
umrtnost matiskych organisin. Ziskané hodnoty EC z provedenych degtro NaNQ
relativné odpovidaji uddjm z bezpeénostnich lishi dodavanych firmami Penta a Lach-Ner,
které uvadi hodnotu 48hE£3581 mgt [75, 84]. Camargo a Ward (1992) uvadi ve své
studii hodnotu Eg, pro Daphnia magn2047 mg NQ.I"* (NaNQ;) po 48 hodinové expozici
[84]. Hodnota 7-d LOEC pr®aphnia magnde uvadna obect jako 16 mg.I* [82], Scott s
Crunkiltonem (2000) testovali akutni toxicitu Nap@ 48hEG, pro D. magnastanovili na
462 mg NQ.I"* a 7-d LOEC prdD. magnahodnotu 3176 mg NQI™ [86]. Jejich vysledek
akutni toxicity je vyraz#é odliSny od vysledk testi provagnych v ramci této diplomové
prace i v oproti studii Camarga a Warda (1992), &am a kol. vSak jejich vysledky sam
cituje vélanku v Chemosphere z roku 2005 [53]. [@nainy jsou testovany celagoveé na
vSech typech vodnich organi@mdostupnych vysledk je velmi mnoho, aleasto byvaji
protichidné. To je nejspiSe dano, rozdilnymi podminkamegrétjsou pro dané testy
nastaveny.

Dichroman draselny byl vramci testu akutni toyictestovan jako standardni latka,
prostednictvim toho testu bylo prékeno splgni jedné z podminek pro validaci tiestkutni
toxicity ostatnich latek. Hodnota 24hEC50 byla steema na 1,675 mg.I-1. Test chronické
toxicity byl proveden pro srovnani. Jeho toxiciazg vSech latek nejigi, projevila se nejen
velmi nizkou stanovenou hodnotou EC50, ale takédhion fezZivSich matiskych jeding.

V nejvysSich koncentracich tito jedinci neplavaiin j pfirozenym plynulym kyvavym
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zpasobem jako ostatni perltky, ale jejich pohyby byly trhavé neusméné. U jinych
organisnii v roztocich ostatnich testovanych latek nebytia¢ev pozorovan.
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6.ZAVER

Na zéklad testi akutni a chronické toxicity bylo prokazano, Zzed@z testovanych latek
muze mit negativni vliv na akvatické preti, a to jak v kratkodobém, ale zejména
pii dlouhodobém fisobeni.

U testovanych herbicidnich latek bylo prok&zano, IRA-sil glyfosatu je pro vodni
prostedi toxttéjSi nez herbicid firodniho givodu kyselina nonanova. ligs to Ize oba
herbicidy z#&adit mezi latky malo toxické pro vodni priedi. Ze srovnani hodnot EZPA-
soli glyfosatu pro 48 hodinovy akutni test a praocticky test vyplyva vyrazna blizkost
ziskanych hodnot.

U kyseliny pelargonové byl pozorovan hormese efkdly, v jedné z nizSich koncentraci
doSlo ke kratké stimulaci reprodukce, kter4 vygazmrostla ve srovnani s kontrolou. U
testovanych dugnhani jsou vysledky nejednoztiae. Dosazené hodnoty EfJpro 48 hodin
jsou blizké hodnotam uvédych vyrobci nebo distributory v bezp®stnich listech. AvSak
nekteré vySe zmiované studie uvagl vysledky, které se vyraZnisi, nekteréradow.

Vzhledem k velmi vysokeé efektivni koncetraci dunsinu sodného, by se dalo uvaZovat
nad jeho netoxicitou pro vodni préstli. Neni tomu ovSem tak. Dasany jsou pro vodni
prostedi nebezpmé hned ze dvou udodi, jejich nadpimérnd koncentrace #ie
zpasobovat pemnoZeni bakterii ve vegdkteré spaebuji vSechen kyslik a dojde k eutrofizaci
vody. DalSi dvod, pr@ je poteba sledovat obsah désani ve vodach je jejich schopnost
vazat se na hemoglobin, vyied methemoglobin, ktery neni schopemrmaset kyslik krvi
[53].

Silna toxicita dichromanu byla prokazana, nejetkwtich ale i v chronickych testech, ve
kterych je odpo¥d testovaciho organismu naagobeni dichromanu sodného d@eb
rozpoznatelna. V nejvysSich koncentracich dichramase dokonce zé#milo chovani
mategskych organism, kromg snizeni porodnosti, Uhynu¢kterych jedicii, se u casti
testovacich organisim projevila zn¢na charakteru pohybu. Misto plynulého kyvavého
pohybu, nély organismy trhavé pohyby.

Pesticidni — herbicidnitfpravky jsou v dnesni débhojré vyuzivany, ale jejich Skodlivost
se za poslednich 20 let sniZila, také jsou viceyjeywy specificé herbicidy, kteréapobi
urcitym ucinkem na uvedené rostliny. O dichromanu draselr@angmo, Ze se nesmi dostat
do akvatického prosgdi, jelikoZ je pro & vyslovere jedovaty.

NejvétSim problémem stavaji dusinany, které se do akvatického systému dostavaji
zejména ze ze&délskych zdrofi a ptimyslovych odpadl Vzhledem k jejich Skodlivym
acinkam v ramci ekosystétni maznému fisobeni nailovéka je poteba jejich obsahy ve
vodach kontrolovat a monitorovat. Jiz v devadegatietech si Evropskd Unie nechala
zhodnotit vliv dusinanmi na Zzivotni prosedi a na zakladanalyzy vypracovala a poté i
zavedla do praxe tzv. Nitratovou &mici, ktera je jiz v dneSnich letech sdgti ceské
legislativy. Jedna se o politiku Setrného nakladadisikatymi hnojivy s ohledem na Zivotni
prostedi [23, 62].
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SEZNAM ZKRATEK

Cd
Cu
CR
CSN
ECso

ECHA
EDTA

Fe

EU

IPA-sil GLY
ISO

LCso
LDso
LOEC
NOEC
OECD

REACH

kadmium

meéd’

Ceské republika

Ceska standardizovana norma

koncentrace testovaného vzorku, kterésppuje uhyn nebo imobilizaci
50 % testovacich orgariighaphnia magna

Evropska agentura pro chemickeé latky

kyselina ethylediaminotetraoctova

zelezo

Evropska Unie

Isopropylaminovad glyfosatu

Mezinarodni organizace pro standardizaci (Intéonal Organization
for Standardization)

koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola ®0/fo testovacich ryb

letalni davka, davka, ktera vyvola uhyn 50 % argani
dinky (lowest observed effect concentration)

nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevywajiévzadné pozorovatelné
dinky (no observed effect concentration)

Organizace pro rozvoj ekonomické spoluprd@egénization for
Economic Cooperation @velopment)

Registrace, Evaluace a Autorizace chemickych latek
(Registration, Evaluatidwthorisation and Restriction of Chemicals)
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PRiLOHY

Tabulka¢. 8: Rozpis pro fipravu média ISO [33]

-1 7 Z
Zasobni| Chemické | mgviliry |9 Propripravu 1} mi zas. roztoku
. . - litru zasobniho pro pripravu 1

roztok slozeni hotového média . , o

roztoku litru média

a CaCb.2H,0O 294 117.6 2,5

b MgSOy.7H,O 123,25 49,3 2,5

C NaHCQ; 64,75 25,9 2,5

d KCI 5,75 2,3 2,5
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Tabulka¢. 9: Probitové hodnoty [5]

% probity % probity % probity % probity

0,2 2,122 20,0 4,158 50,0 5,000 80,0 5,842
0,4 2,348 21,0 4,194 51,0 5,02b 81,0 5,8|78
0,6 2,488 22,0 4,228 52,0 5,050 82,0 5,915
0,8 2,591 23,0 4,261 53,0 5,076 83,0 5,964
1,0 2,574 24,0 4,294 54,0 5,100 84,0 5,9p4
1,2 2,743 25,0 4,324 55,0 5,126 85,0 6,036
1.4 2,803 26,0 4,357 56,0 5,191 86,0 6,080
1,6 2,856 27,0 4,387 57,0 5176 87,0 6,1p6
1,8 2,903 28,0 4,417 58,0 5,209 88,0 6,175
2,0 2,946 29,0 4,447 59,0 5,228 89,0 6,2pP7
2,5 3,040 30,0 4,476 60,0 5,253 90,0 6,282
3,0 3,123 31,0 4,504 61,0 5,278 91,0 6,301
3,5 3,188 32,0 4,532 62,0 5,306 92,0 6,45
4,0 3,249 33,0 4,560 63,0 5,332 93,0 6,476
45 3,305 34,0 4,588 64,0 5,358 94,0 6,5p5
5,0 3,355 35,0 4,615 65,0 5,386 95,0 6,6k45
6,0 3,445 36,0 4,642 66,0 5,41 95,6 6,6P5
7,0 3,524 37,0 4,668 67,0 5,440 96,0 6,7p1
8,0 3,595 38,0 4,695 68,0 5,468 96, 6,8[12
9,0 3,659 39,0 4,722 69,0 5,496 97,0 6,881
10,0 3,718 40,0 4,741 70,0 5,54 97,5 6,9‘60
11,0 3,773 41,0 4,774 71,0 5,553 98,0 7,064
12,0 3,825 42,0 4,798 72,0 5,583 98,2 7,006
13,0 3,874 43,0 4,824 73,0 5,613 984 7,144
14,0 3,920 44,0 4,849 74,0 5,643 98,6 7,107
15,0 3,964 45,0 4,874 75,0 5,614 98,8 7,267
16,0 4,006 46,0 4,900 76,0 5,76 99,0 7,326
17,0 | 4046 470| 492 77d 5799 992  7.4p9
18,0 4,085 48,0 4,95( 78,0 57742 99,4 7,912
19,0 4,122 49,0 4,975 79,0 5,806 99,6 7,662

99,8 7,878
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