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Abstrakt

Ukolem této diplomové prace je zavést metodu stamiehronické toxicity latek pro
Daphnia magna Straus do ekologickych labdfdtomy EMPLA spol. s r. 0. Fnos nové
metody spoéiva vtom, Zze P budoucim testovani chemickych latek a vodnichukyl
odpad: bude mozno v laboratoovéiovat spravnost provadi testi. Do laboratéi proto
byla zavedena kontrola a test s reférgnatkou, kterou byl dichroman draselny. Spravnost

zavedeni kontroly byla potvrzovana spiim kritérii dle vyhlasky 222/2004 Sb..

Kli ¢ova slova

Chronicka toxicita, Daphnia magna Straus, kontrdietiroman draselny.



Abstract

Purpose of this diploma thesis is to introducerttfehod of chronic toxicity determination
for Daphnia magna Straus to ecological laboratoae€Empla company, spol. s r.o.
Contribution of this new method lies in the podg#ipito verify the accuracy of executed
testing of chemical substances and water leachetesvairectly in the laboratory in the
future. Therefore the control and test with refeeersubstance, which was potassium
dichromate, was introduced into the laboratoridse &ccuracy of the control introducion

was confirmed by accomplishment of criterias fixgdoublic notice number 222/2004 Sb.
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Seznam pouzitych symhioh zkratek

CaCl2.2H20: dihydrat chloridu vapenatého

EC50: koncentrace testovaného vzorku, kter&sapi Uhyn nebo imobilizaci 50%

testovacich organisirDaphnia magna

21dEC50: koncentrace testovaného vzorku, kteffgsatd uhyn nebo imobilizaci 50%

testovacich organisirDaphnia magna #asovém useku 21 dni

96hEC50: koncentrace testovaného vzorku, kteffgsati uhyn nebo imobilizaci 50%

testovacich organisirDaphnia magna ¥asovém useku 96 hodin
KCI: chlorid draselny
K2Cr207: dichroman draselny

24hLC50: koncentrace testovaného vzorku, ktera kyabyn 50% testovacich organigm

v ¢asovém useku 24 hodin

48hLC50: koncentrace testovaného vzorku, kterd kyuthyn 50% testovacich ryb

v ¢asovém useku 48 hodin

96hLC50: koncentrace testovaného vzorku, ktera iysibyn 50% testovanych organigm

v dasovém useku 96 hodin

LOEC: nejnizSi koncentrace testovaného vzorkukteré jsou pozorovanycinky (lowest

observed effect concentration)
MgS04.7H20: heptahydrat siranur&matého
Na HCO3: hydrogenuhiitan sodny

NOEC: nejvySSi koncentrace testovaného vzorku raayajici Zadné pozorovatelné

ucinky (no observed effect concentratin)
SO: smérodatna odchylka

VC: variasni koeficient



1 UvoD

Testy toxicity maji Glohu § hodnoceni no¥ vyvinutych a do praxe zavéaych
chemickych latek afjpravka i pii klasifikaci odpad urcenych ke skladkovani. Jejich

hlavni rozdil oproti analytickym metodam $p@a v synergencitisobeni latek.

Jednim z hlavnich pozadavlpri testovani je snizit pet pokus na obratlovcich na
minimum. Snahou ekotoxikoldgje hledat jiné alternativni testy, vyuZivajici bbratlé

Zivocichy, rostliny nebo tk@ové kultury.

V této diplomové préaci se budu zabyvat zasraoh testu chronické toxicity na Daphnia

magna Straus do praxe.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Definice pojmu toxikologie a ekotoxikologie

Toxikologie se zpravidla definuje jako nauka o 3kgath a nezadoucichéincich latek
(otravach) na Zivé organismy a ekosystémy, o masheath @sobeni Skodlivin, o
analyze Skodlivin ve sloZkach Zivotniho piesti i biologickém materialu a interpretace
vysledki, o prevenci, diagnostice ack& otrav. Hlavnim cilem toxikologie je zjiévani
nebezpeénych vlastnosti chemickych latek &gravki a stanoveni preventivnich ofeti
pro ochranu fed jejich &inky. Toxikologie se &i na uzsi, specializované oblasti, mezi

néZ pati i ekotoxikologie. (Heringova, 2005)

Ekotoxikologie je multidisciplinarni s@ast wd o zivotnim prosedi. Propojuje fstupy
chemie Zivotniho progtdi, toxikologie a ekologie.Cabala, 2007) Ekotoxikologie
(ekologicka toxikologie) se zabyvaiaky Skodlivin na pirodu mimoc¢loveka (na floru,
faunu, ekosystémy) a pohybem latek v bitsf§zejména v potravnichetézcich),
moznostmi jejich odstrevani a prevenci Skodlivyciiaka chemikalii na vSechny slozky
piirody. Byva spojovana s disciplinou ochrandrquly, ktera vSak nema toxikologicky
charakter. Mezi specializace vtéto oblasti fipahag. hydroekotoxikologie a

fytotoxikologie. (Heringov4a, 2005)

Termin ekotoxikologie pouzil jako prvni okolo rok969¢len Francouzské akademigdv
Dr. Rene Truhaut. Jednalo se iirqzené rozgeni toxikologie. Definoval ekotoxikologii
jako ,studium nefiznivych &inkd chemikalii s cilem chranit fpodni druhy a

spolg&enstva“. (K@i et Halouskova, 2002)
2.2 Ekotoxicita a legislativa

Ekotoxikologickeé testy se pouzivajfifnodnoceni no¥ vyvinutych a do praxe zavéaych
chemickych latek aifpravki i pii klasifikaci odpad urcenych na skladky.

2.2.1 Ekotoxicita ve vztahu k chemickym latkdm

Zakon¢. 356/2003 Sh. “Zakon o chemickych latkach a ch&ymle piipravcich a o zené
nékterych dalSich zékdn v platném zgni se tyk& nebezpeych vlastnosti chemickych



latek a chemickych fijpravki. (Zakon¢. 356/2003 Sh.) Zakon vstoupil v platnost 1. 5.
2005 a nahradil tak do té doby platny - zakon 189&1Sb. ve z&ni pozajSich gedpig.

Zakon upravuje prava a povinnosti pravnickych oagiodnikajicich fyzickych osobrip
klasifikaci a zkouSeni nebezpg/ch vlastnosti, baleni a ozfwani, uvadni na trh nebo
do okthu a vymezuje {msobnost spravnich organpii zaji&ovani ochrany zdravi a
Zivotniho prostedi gred Skodlivymi @inky chemickych latek aifpravki. Nebezpéné pro
Zivotni prostedi jsou latky nebo ffpravky, které fi vstupu do Zivotniho prosdi
piedstavuji nebo mohourgdstavovat okamzité nebo pégEi nebezpé& pro jednu nebo
vice slozek zivotniho prastdi. (Zakort. 356/2003 Sb.)

V tomto zako® je pozadavek, aby testovani latek bylo pr@wadpodle zasad spravné
laboratorni praxe (SLP-GLP Good Laboratory Pragtidékon stanovi, Ze osoba, ktera
provadi zkouSeni nebezfrgch latek, musi pouzit zakladni metody godrzeni zasad
spravné laboratorni praxe. Osoba musi mitdni, které vyda Ministerstvo Zivotniho
prostedi na zaklagl pisemné Zadosti. Zaravgsou zde uvedena i pravidla pro kontroly o
dodrzovani zasad. (Zakon 356/2003 Sb.) Zasady SidBfupy pi oveérovani jejich
dodrzovani, postupuipvydavani a odnimani ossceni a postupu kontroly dodrZzovani
SLP @i zkouSeni vlastnosti chemickych latek idppavka jsou ve vyhlaSce Ministerstva
Zivotniho prosiediCR ¢&. 283/200 Sb.

Z tohoto zakona vychazi i vyhlaska 232/2004 Shilolpa ¢. 2 . Vyhlaska se zabyva

klasifikaci latek na zakladicinka na zivotni prosedi.

Zakladnim cilem Kklasifikace latek aripravki nebezpénych pro Zivotni prosedi je
upozornit uzivatele na nebezjektera tyto latky a fipravky gedstavuji pro ekosystémy. |
kdyZz se uvedenda kritéria vztahuji na vodni ekosygiéje znamo, Ze uité latky a
piipravky mohou podolinovliviiovat jiné ekosystémy. Kritéria pro klasifikaci nakiace
Gcinka na zivotni prosedi vyplyvaji z testovacich metod. ZkuSebni metquhZzadované
pro &ely Zadosti o registraci, jsou omezené. Ptelylklasifikace a ozrmvani se tyto
latky a gipravky cli do dvou skupin na zékladakutnich nebo dlouhodobyckidka ve
vodnich systémech, nebo jejich akutnich nebo dldabgch @inka v ostatnich

systémech.

Latky se klasifikuji jako nebezpeé pro Zivotni prosedi a piradi se jim vystrazny

symbol pro ,N“ a R — ¥ty podle nasledujicich kritérii:
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R 50 Vysoce toxicky pro vodni organismy

R 53 MiZe vyvolat dlouhodobé n&gnivé Einky ve vodnim prosedi
Akutni toxicita:

LC50 (96 hod., ryby¥x 1 mg.I-1 nebo

EC50 (48 hod., dafniej 1 mg.l-1 nebo

IC50 (72 hod.fasy)< 1 mg.I-1,

a

latka neni snadno rozlozitelna, nebo

log Pow> 3,0 (pokud neni experimentélatanoveno BCE 100);
Poznamka:

log Pow = logaritmus roztbvaciho koeficientu oktanol/voda
BCF = biokoncentréni faktor

R 50 Vysoce toxicky pro vodni organismy

Akutni toxicita:

LC50 (96 hod., ryby¥x 1 mg.l-1 nebo

EC50 (48 hod., dafnie 1 mg.l-1 nebo

IC50 (72 hod.fasy)< 1 mg.l-1,

R 51 Toxicky pro vodni organismy

R 53 Mize vyvolat dlouhodobé n&gnivé Einky ve vodnim prosedi

11



Akutni toxicita:

LC50 (96 hod., ryby) 1 mg.l-1< LC5€ 10 mg.l-1, nebo

EC50 (48 hod., dafnie) 1 mg.l-1< EC5A0 mg.l-1, nebo

IC50 (72 hod.fasy) 1 mg.l-1< IC56 10 mg.I-1,

a

latka neni snadno rozlozitelna, nebo

log Pow> 3,0 (pokud neni experimentélatanoveno BCE 100).

Latky se Klasifikuji jako nebezpeé pro Zivotni prosedi a firazuji se jim R — &ty na

z&klad nize uvedenych kritérii:

R 52 Skodlivy pro vodni organismy,

R 53 MiZe vyvolat dlouhodobé n&gnivé Einky ve vodnim prosedi
Akutni toxicita:

LC50 (96 hod., ryby) 10 mg.l-1< LC58 100 mg.l-1, nebo

EC50 (48 hod., dafnie) 10 mg.l-1< EC5A00 mg.I-1, nebo

IC50 (72 hod.fasy) 10 mg.l-1< IC56& 100 mg.l-1

a latka neni snadno rozlozitelna.

Toto kritérium se pouziva wipadech, kdy neexistuji dostate wdecké dkazy o
rozlozitelnosti nebo toxiai které by prokazaly, Ze latka ani rozkladné pragulevytvai
potencialni dlouhodobé nebo opérd nebezpd pro vodni prosedi. Dodatény vedecky
dikaz je nutno zalozit na studiich poZadovanych pkouZeni pro &ely Zadosti o
registraci podle 812 zédkona, nebo na stejpdnotnych studiich, které byeiy zahrnovat:

— owérenou schopnost rychlé rozlozitelnosti ve vodninspeali

12



— negitomnost @inka chronické toxicity B koncentraci 1 mg.l-1, ndp neni-li
pozorovan zadny dinek @i koncentraci vysSi nez 1 mg.l-Iipstudii dlouhodobé
toxicity na rybach a dafniich. (VyhlaSka 232/200:)S

R 52 Skodlivy pro vodni organismy

Latky, které nespji vySe uvedend kritéria,i@sto vSak mohou, na zakéadostupnych
dukazi tykajicich se toxicity, fedstavovat nebezpiepro strukturu nebo funkci vodnich
ekosystém. (Vyhlaska 232/2004 Sb.)

R 53 MiZe vyvolat dlouhodobé néignivé Einky ve vodnim prosedi

Latky, které nesplji vySe uvedena kritéria, které vSakegto mohou na zaklad
dostupnych tkazi tykajicich se jejich stalosti, schopnosti kumulacelale na zaklad
piedpovidaného, nebo pozorovaného chovani v Zivotrgrostedi pedstavovat
dlouhodobé nebo opo&dé nebezpg pro strukturu nebo funkci vodnich ekosystém
(VyhlaSka 232/2004 Sb.)

Nap. na latky Spath rozpustné ve vag tj. latky s rozpustnosti mensi nez 1 mg.l-1, se

vztahuji tato kritéria, jestlize:
nejsou snadno rozlozitelné, nebo
log Pow> 3,0 (pokud neni experimentélatanoveno BCE 100).

Tato kritérium se pouziva pro latku, pokud neexistdalSi wdecké dkazy o
rozloZzitelnosti nebo toxiacl které by post@vali k poskytnuti dostateych zaruk, Ze ani
latka, ani produkty jejiho rozkladu neglstavuji dlouhodobé nebo opé#d nebezp# pro
vodni prostedi. (Vyhlaska 232/2004 Sb.)

Tyto vedecké dkazy je obvykle zapéebi zaloZit na zkouSkach pozadovanych podle 8§12

zé&kona, nebo zkouskéach ekvivalentni hodnoty a mahbwmovat:
— prokazany potencial rychlého odbouravani ve vodmiostedi,

— negitomnost @inkda chronické toxicity B mezni rozpustnosti, napneni pozorovan
vliv koncentrace #Si, nez je limit rozpustnosti stanoveny dlouhodubjestem
toxicity na rybach nebo dafniich. (VyhlaSka 2322GBb.)
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Ve vyhlaSce 222/2004 Sb., kterou se u chemickytgk 14 chemickych ffipravki stanovi
z&kladni metody pro zkouSeni fyzik&lohemickych vlastnosti, vybusnych vlastnosti a
vlastnosti nebezgaych pro Zivotni progedi jsou uvedeny metody pro zkouSeni vlastnosti

nebezpeénych pro Zivotni progedi.

V ¢ervnu roku 2007 veSla Maenim Evropského parlamentu a rady (ES)907/2006 a
jeho naslednymi Upravami a navazujicimiegpisy v platnost registrace, evaluace a
autorizace chemickych latek - REACH. Systém REAQ#auuje podminky platné pro
vyrobu, dovoz, naslednou distribuci a pouzivanintlckych latek a jejich sisi ve vSech
statech EU.

2.2.2 Ekotoxicita ve vztahu k odpadim

Ekotoxicita je ukazatel pro vyuZivani a hodnocedpaxh z hlediska moznosti jejich
vyuzivani na povrchu terénu dle vyhlasky 294/2005 Sb. a k hodnoceni nebe&nge
vlastnosti odpadu H14 Ekotoxicita podle vyhlaskg/@D01 Sb. (¥stnik MZP, 2007)

V souladu s platnymi pravnimigdpisy (vyhlaSka MZR. 376/2001 Shb.,iflohy ¢. 1 ad.
3) a Metodickym pokynem odboru odiablZP ke stanoveni ekotoxicity odpadVéstnik
MZP, 2007) se v saasné dob v Ceské republice nebezpe vlastnost odpaddH-14
Ekotoxicita hodnoti vyhradinvysledky test s vodnym vyluhem z odpadu.

Zvoleny pgistup je zastaraly, neodpovida skmgn potebdm hodnoceni nebezpé
vlastnosti H-14 a vysledky ziskané&mito zkouSkami maji velmi omezenou vypovidaci
schopnost. Ve atSing vyspelych stafi si tento nedostatek esomili pred 10 a vice lety a
zavedli pro hodnoceni ekotoxicity odmasové metodiky, fedevSim kontaktni testy,
jejichz vysledky maji podstatnvysSi vypovidaci schopnost pro pevnou matrici nez
hodnoceni podle kvality vodného vyluhu. (Njatet al., 2007)

Hlavni nedostatek metodik stanoveni nebémpeviastnosti H-14 w¢eskych pravnich
piedpisech neni ve vybranych bioindikatorécimetodice provaghi testi ekotoxicity, ale
vtom, Ze hodnoceni ekotoxicity provedené jen nklaz testi s vodnymi vyluhy je
piekonané a nese s sebou mnoho Uskali. Celkem sfmapoostou logickou Uvahou dojit
k tomu, Ze v tuhém odpadu ve ¥oderozpustny a na pevny¢hsticich nasorbovany, ale
toxicky polutant, zvolend sada tésekotoxicity neniZze postihnout. Mezi polutanty

prakticky nerozpustné ve védkteré se navic siénsorbuji na pevnéastice, pat mimo
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jiné i polychlorované bifenyly (PCB), vySSi polydigké aromatické uhlovodiky (PAU),
polychlorované dibenzodioxiny (PCDD),ckieré chlorované herbicidy a pesticidy a
polychlorované dibenzofurany (PCDF), tedy latkyejichZz nebezp#&nosti neni pochyb. Je
jasné, Ze ekotoxicita nebezpgch odpad, které obsahuji ve vécherozpustné polutanty,
stanovend jen ve vodném vyluhu dava vysledkycmhgodhodnocené. (Mgt et al.,
2007)

Zakladnim nedostatkem legislatévravedenych testpro hodnoceni nebezfe viastnosti
H-14 je to, Ze pokud nebezjpé latka, kterou ma test ekotoxicity odhalit a haitttnje ve
vodé nerozpustna nebo rozpustna jen minimdapak ji testy s vodnymi vyluhy nemohou
postihnout nebo jen ve velmi omezen&aniProto se za normalnich okolnostZtE voli
takova sestava tésekotoxicity, ktera zahrnuje i kontaktni testy, rfétdento nedostatek
metod s vodnym vyluherresi. (Ma&ju et al., 2007) Je zajimavé, Ze ani metodicky pokyn

MZP vydany aZ v dubnu 2007, tento zavazny neddstadokézal postihnout.

Pro hodnoceni vlastnosti H14 ekotoxicita se pomgtody (pro zkousky akutni toxicity):

CSN EN ISO 6341 Jakost vod - Zkouska inhibice poivgisti Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) - ZkouSka akutni toxicity

— (SN EN 28692 Jakost vod - Zkouska inhibiéstu sladkovodniclias Scenedesmus
subspicatus a Selenastrum capricornutum (ISO 8B38X9)

— CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod - Stanoveni akutniretaxicity pro sladkovodni
ryby [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleast€yprinidae)] - ¢ast 2:

Obnovovaci metoda

— Test inhibice itstu kaene hdcice bilé (Sinapsis alba). Metodicky pokyn Ministees
Zivotniho prosiedi ke stanoveni ekotoxicity odpadVyhlaska 376/2001 Sb.)

Jako nebezpmy se hodnoti odpad, jehoZz vodny vyluh vykazujezikeuSkach akutni
toxicity uvedenych v bad7 péilohy ¢. 3 alespé pro jeden z testovacich organismi

uréené dob pasobeni testovaného odpadu na testovaci organismus:
a) Poecilia reticulata nebo Brachydanio rerio (dobsgbeni 96 hod.)

b) Daphnia magna (dobaigobeni 48 hod.)
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c) Raphidocelis subcapitata (Selenastrum capricornutumebo Scenedesmus
subspicatus (dobaipobeni 72 hod.)

d) semeno Sinapis alba (dob&pbeni 72 hod.) tyto hodnoty:
LC(EC,IC)50< 10 ml.I* (Vyhlaska 376/2001 Sb.)

V oblasti ekotoxikologickych biotestexistuji agentury, které vydavaji a aktualizujimg

a metodiky. V USA je to U.S. EPA, a ASTM, v Kadag to napiklad Environment
Canada, ve Francii AFNOR, véhiecku DIN a WCeské republic& SN aCSN — EN —
ISO. Aby to nebylo jednoduché, jsou sastré platné také tzv. oborové normy pro
jednotlivé resorty, ¢i odwtvi. Frikladem mohou byt oborové normy pro vodni
hospodéstvi, které maji ozri@ni TNV. (MarSalek, 2008a, 1.c.)

2.2.3 Zmény v kritériich platnosti zkousky

CSN ISO 10706 je metodika'gvzata z navodu vyt¥eného Organizaci pro ekonomickou
spolupraci a rozvoj OECD TG 211. Ve vyhla&ee222/2004 Sb. je uvedeno, Ze tato
zkousSka toxicity pro reprodukci je replikou OECD PG1.

Nejvétsi rozdily, které jsou uvedeny v OECD TG 211, ks, 22/2004 Sb. &SN ISO
10706 jsou parametryripstanoveni platnosti zkousky. Shoduji se v paramete stedni
hodnota p&tu Zivych potomk pochazejicich z jednoho mat&ho organismu zZivého na

konci zkousky je > 60. Prvni rozdil je*

a) celkovy pa@et organismi v kontrolach, vykazujici mortalitu dosgch a vyvoj
v samce, je na konci zkou$ky20% (SN ISO 10706)

a) umrtnost rodiovského organismu (satek Daphnia) negsahuje 20% na konci
testu (OECD TG 211, 1998), (Vyhlaska 222/2004 Sb.)

Druhy rozdil je:

b) variatni koeficient porodnosti (@tu potomki na matésky organismus za den)
v kontrolach nefesahuje 20%(SN 1SO 10706) Toto kritérium je uvedeno pouze
v CSN ISO 10706. Ve vyhlasae 222/2004 Sbh. a OECD TG 211 je toto Kritérium
vypuseno. Veéta: ,V dolre vedenych zkouSkach byémbyt variatni koeficient

stredniho pétu Zivych potomk narozenych kazdému mate&mu organismu
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v kontrolni skupig (kontrolnich skupinach) zpravidia 25%." (OECD TG 211,
1998), (Vyhlaska 222/2004 Sb.)édM vtomto zeni ma pouze dopotujici

charakter.

Z uvedeného vyplyva, zdipievzeti metodiky z OECD TG 211 dtSN ISO 10706 doslo

ke zgisreni kritérii pro platnost zkousky.
2.2.4 Rozpor v OECD TG 211, vyhlasceé. 222/2004 Sb. £SN ISO 10706

Jak v OECD TG 211, vyhladee 222/2004 tak i WYSN ISO 10706 je v kapitole Testovaci
organismyreceno, ze organismy musi pochazet ze zdravé kulturywesmi vykazovat
znamky stresu projevujici se vysokou mortalitotitopnnosti jedingé sangiho pohlavi a
epifii, pfitomnosti jinak zbarvenych jedilaczpoza@nim produkce prvnich potonikatd.
Presto v kapitolach Analyza dat a vyfagani vysledk je feceno, Ze pokud je jakykoliv
organismus identifikovan jako samec, je z analyay\wlouwen. Pokud je brana v Gvahu
moznost, Ze se v populaci vyskytne samec a tyta skatbudou nasledirmnalyzovat, neni
splréna podminka, ktera je kladena n&&ek testu, tj. Ze organismus nevykazuje znamky
stresu, mezi & pati i vyskyt sama. Metodiky tedy nevyltuji vyskyt samé a paitaji se
zpracovavanim dat 2dhto populaci, festo, Ze z podminek nacatku testu vyplyva, ze

tato populace by netty do testu vstupovat.
2.3 Testy toxicity

2.3.1 Vyvoj testi toxicity

Pavodre byly testy toxicity, jejich metodické postupy, tegci organismy a endpointy
vybirany na zaklatineekologickych faktdr, protoZze ekologické byly obegmevyznamné.
Prvni environmentalni problémy, které se objevilyly akutni a viditelné, zahrnovali
nag. hynuti organisri vliivem nedostatku kysliku a vedli k aplikadiepézr rybich druli

pii testovani vody. ®&odni problémy byly relativh jednoduché, zahrnovaly polutanty
typu organické hmoty, kdv a pesticid. V pribéhu stoleti se vSak z#igténi stalo
komplexrgjSim a nyni zahrnuje stei chemikalii ve vice environmentalnich slozkach
(voda, mida, tkar, atd.). Efekty zn&Sténi se jiz netykaji pouze mortality, ale do peqgi

se dostavaji dlouhodejsi a obtizsji detekovatelné vlivy jako mutagenita, karcinodani

vlivy na rist, reprodukci atd. To vede i k mohutnému rozvitginych metod stanovujicich
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priciny a efekty zn&sténi a ke zmin¢ regulanich opaiteni z npravy Skod apobenych

na ekosystému k prevenci a ochradravi ekosystéemu. (MarSalek, 2008b, 1.c.)
2.3.2 Definice a rozdleni testi toxicity

Biotest Ize definovat jako procesfi mémz je testovaci systém (tk§norganismus,
populace apod.) exponovan kepré definovanych podminkachiznymi koncentracemi
zkoumané chemické latky nebo &néehaci prirodniho vzorku. Ekotoxikologické biotesty
muzeme dlit z mnoha hledisek. Dle doby expozicé&lithe ekotoxikologické biotesty na

akutni, chronické a semiakutni (semichronické) a®4lek, 2008 a, 2.c.)

Testy akutni toxicity jsou kratkodobé, trvajiékolik hodin az dni, maximativSak do
jednoho tydne. Bhem testu fisobi na pokusné organizmy pé&me vysoké davky
toxickych latek v pitb¢hu kratkéhaiasu. (HeteSa et Sukop, 1985)

Testy chronické toxicity trvaji dlouhodéb(mésice aZz roky). Bhem testu fisobi na
pokusné organizmy po¥mé malé davky toxickych latek v fibéhu dlouhéhaiasu. Délka
pokusu niize zahrnovat i délku Zivotatkolika generaci pokusnych organiznfHeteSa et
Sukop, 1985)

Testy subchronické toxicity trvajickolik tydna a jejich pisobeni zahrnuje maximairi0
% normalni délky Zivota pokusnych organiznBéhem testu fisobi na organizmy istdre
velké davky toxickych latek v pbéhu delSi doby. (HeteSa et Sukop, 1985)

Déale mizeme dlit testy podle testovaciho usi@alani na statické, semistatické atpene.
Dle pokrailosti designu testovaciho systému rozeznavame 3ergee bioteét 1.
generace — standardni, 2. generace — mikrobiotdstyenerace — biosenzory, biosondy a
biomarkery. Ve sité jsou EZn¢ pouzivany biotesty prvni generace. Typicky se pro
testovani ekotoxicity pouzivaji ryby, bezobratlitasy, gicemz jednotlivé standardni
metody se od sebe vicemeén: odlisuji dle legislativy fislusné mezinarodni organizace.
Dle trofické Urove testovacich organisinna producenty, konzumenty a destruenty. Dle
testovaci matrice na voduigqu, vzduch, sediment odpad a chemickou latku. pékisa
testovacich organisin se rozdluji biotesty na jednodruhové (Single Species) a
vicedruhové (Multi Species sippdnimi populacemi i laboratorni $si kultur). Podle typu

testovaného vzorku seild na cisté chemické latky, sésné latky a firodni vzorky. Na

zaklad zpisobu gipravy vzorku se &i na definované koncentrace chemickych latek,
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testovani vyluhu firodnich vzork (extrakce organickymi rozpousily, DMSO, vodou,
rizné pH, teplota atd.), semipermeabilni membraniyng testy a TIE (C18, AC, pH...).
Dle stuprg komplexnosti detelniho systému na enzymy, biosondy, &ine a tk&ové
kultury in vitro, intakini Zivy organismus, populace, mikro/mezo kosmose@nini
experimenty. Dale se mohou biotestfitddle zpisobu vyhodnocovani na letalni efekty
(mortalita, imobilizace), subletalni efekty (chové&rganisni — nag. rychlost a srr
pohybu), hodnoceni fyziologické aktivity, reproduk aktivita, malformace, teratogenita
atd. V ramci specialnich biotéspro hodnoceni rizik v Zivotnim prdstli se provagi
testy dle trofie, mutagenity/genotoxicity (nejen bakteriich, ale také na rostlinach, wbin
Zijicich zviatech a rybach), teratogenity, embryotoxicity aredpkinich testech na
rybach, korysich, obojzivelnicich, ptacich, hrabbSapod. a dle detekce specialnich
mechanism. (Marsalek, 2008 a, 3.c.)

Testy prvni generace maji jednu velkou vyhodu azw jejich metodika je zakotvena
legislativreé, a proto jsou alesgiona narodni Grovni provédy relativie jednotnym
zpisobem. Na druhé stranejich provedeni je zra¢ ekonomicky naréné. Kultury
testovacich organisinje nutno dlouhodabudrzovat, navic Zividchové musi byt krmeni
dalSimi organismy. Samotné testovani zabira mnaboratorniho prostoru, sgebovava
velké mnozstvi testovaného materidlu a v neposladof vyZzaduje velky poet
laboratornich sil nebo delSi pracovni dobu nejeo provedeni testu, ale i na myti
laboratorniho skla a peo mat&né kultury. Proto se nasledujici druha generactesiio

jevi jako vyhodn@ alternativa ke konweiim tesiim toxicity. (MarSalek, 2008b, 2.c.)

Mezi biotesty 2. generace tzv. mikrobiotesty tpdy které: vyuzZivaji klidova stadia
testovacich organisim- nevyzaduji udrZzovani a kultivaci météch kultur (MetPad, SOS
chromotest, Chromotoxkit, Sediment Chromotest, bhbx, Thamnotoxkit, Rotoxkit,
Daphtoxkit, Ceriotoxkit, Porotxkit, Algatoxkit..,.)nahrazuji pouzivani zt pro testy
toxicity (in vitro tkar¢ ryb, bakterie Thamno — Roto — Chromo....) fiS&tboratorni a
kultivacni prostor, vyZzaduji jen malé objemy vzorlk Ize najednou zpracovat stovky
vzorka. (MarSalek, 2008a, 4.c)

Treti generace ekotoxikologickych tést- biosenzory je v s@asnosti na arovni
z&kladniho vyzkumu a jejich uplam se @ekava zejména v on-line monitorovacich

systémech a skreeningovych testech toxicity. (Mek32008b, 3.c.)
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Ze srovnavani citlivosti standardnich organismouzivanych pro ekologické biotesty
vyplyva, Ze citlivost k toxikariim je druho¥ zavisla. Proto je nutna baterie testoZzena
Z raiznych organisiin. Schopnost sestavit takovou baterii ekotoxikolk@git biotesd,
ktera bude mit co nejredi8i vypovidajici hodnotu a jejiz interpretace buyatesre
odpovidat na problematiku studované lokality fpdt dilezitym znalostem kaZzdého
ekotoxikologa. Ktomu je samigmé dualezité mit gehled o moZnostech nejen
v normovanych testech, ale také jejich alternativoaych publikaci oboru. (Marsalek,
20084, 5.c.)

2.3.3 Princip testi toxicity

Testovaci organizmy se vystavuji po zvolenou dagizmym koncentracim testované latky
rozpuséné v fedici vod, sowasré se testovaci organizmy nasadi glici vody bez
testované latky — kontrola. Vtitych intervalech se kontroluje stav testovacich
organiznti, zaznamenava pet uhynulych jedink v jednotlivych koncentracich a
kontrole. Ze ziskanych hodnot se probitovou analyzypcaiita stedni letalni koncentrace
LC50 véasovych usecich u ryb 24, 48, 72 a 96 hod. (24hL.@BOLC50, 72hLC50,
96hLC50) a u perloek 24 a 48 hod. (24EC50 a 48hEC50). Mortalitéipamre
imobilizace, se v jednotlivych koncentracich vyjamko procenticky podil z celkového
mnoZstvi jedind a prevede se na probitové hodnoty. Probitové hodnotyysesou do
grafu proti logaritnim koncentraci testované latky. Vynesenymi bodyrséopi metodou
nejmensichétveral prtimka. Z grafu se poté odte logaritmus koncentrace LC50 (log
LC50) odpovidajici probitové hodriob. Po odlogaritmovani ziskame hledané hodnoty
strednich letalnich (u Zabronozek a petlelo efektivnich) koncentraci. Pokud uhyne
v testu méd nez 50 % testovacich organianmak se vypodet LC50 neprovadi. (Kroupova,
2004)

2.4 ZkuSebni organismus Daphnia magna Straus

Ke zkouSce se pouzije druh Daphnia magna Straws.dfuhy dafnii mohou byt pouZzity,
pokud sphuji pripadna kritéria validity (kriterium validity tykaji se reprodudni
schopnosti kontrolnich skupin byé byt relevantni pro dany druh dafnii). PouZijisé¢
jiné druhy dafnii, musi byt jagnidentifikovany a jejich pouziti musi byt @dodnéno.
(VyhlaSka 222/2004 Sb.)
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2.4.1 Taxonomické zaazeni a vyznam

Rige: Zivogichové (Animalia)
Kmen: ¢lenovci (Arthropoda)
Podkmen: korySi (Crustacea)

Trida: lupenonozci(Branchiopoda)
Podtida: Phyllopoda

Nadad: Diplostraca

R&d: perloo¢ky (Cladocera)

V¢étSina naSich perlaek jsou filtratdi, ktefi se Zivi bakteriemi, fytoplanktonem a detritem,
piipadré seSkrabuji narostias z povrchu makrofyt (Sukop, 1998)

Perlo@gky pati k zakladni potra¥ ryb, ale Zivi se jimi i cel&ada dalSich vodnich
Zivocicht. Pro ryby jsou perlaitky cennou potravou, protoZze obsahuji velké mnozstvi
kaloricky hodnotnych a lehce stravitelnych latekuKop, 1998)

2.4.2 Popis

Jsou to drobnélenovci o rozndrech 1-5 mm. Perlddky Ziji ve sladkych vodach ghteré i
v maiich agasto se vyskytuiji ve velkych mnoZstvicSN EN 1SO 6341, 1997)

Perlogky maji netetelre ¢lankované dlo ulozené ve dvouchldgpvé skdapce, ktera
muze byt u dravych druhredukovana. Perlgégy maji ze stran zplodg lo. Skaapka
nikdy nekryje hlavu. Maji jedno velké sloZzené okepmavidla i naupliové &o. Prvni par
antén je zakrdly a ma smyslovou funkci. Druhy pér je mohutny, dwiievny a slouzi
perlocckdm k pohybu. Majictyii az Sest pdir koncetin, které jsou z pravidla listovité a
slouzi k filtraci potravnickastic a k dychani. U dravych drujsou vSak delSi, valcovité a
slouzi k gidrZzovani kdisti. Konec zadéku je pozménén ve zvlastni organ (postabdomen)
zakorteny d¥ma drapky. (Hartman ed al., 1998)

Cely Zivatich je pfisvitny. Dychani probih&a celym povrcheéhata vyneéna plyni probiha
difazi. (Heringova, 2005)
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Obr. 1: Fotografie sartky Daphnia magna. (Benediktova, 2008)

Obr. 2: Anatomie sarsky Daphnia magna. (Kozumplikova, 2006)

(B — mozek, BC — komora s krvi, C — travici truhiGE — slozené oko, F — podélna lista
skardpky, FA — prvni tykadlo, H — srdce, INT —+esto, O - éko, OV — vajéniky, R —
sosak, SG - Zlaza).
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2.4.3 Rozmnozovani

VétSina perlodek se rozmnozuje partenogeneticky i sexdialiPartenogeneticke
rozmnozovani je igvazujici, dokud nedojde ke #nd podminek prosgedi (teplota,
mnoZstvi a kvalita potravy, zkraceni délky dne). Zimamena, Ze poétsinu roku je
populace perlogek tvaena hlave partenogenetickymi sattkiami. Jsou Zivorodé, ve
sniSce maji wkolik diploidnich vajéek, ze kterych se vyvinou sathijedinci shodni
s rodtem. Pro druh Daphnia magna je doba embryonalnikiojeyxi teplot 25°C asi 46
hodin. No¥ narozena mlfiata se podobaji do&gm. F¥i sexualnim rozmnozovani nejprve
dojde ve vajéniku samiek k diferenciaci vafiek a zcasti se vylihnou sanikové.
Samekové jsou proti santkdm mensSi, maji modifikované antenuly a na prvnidmup
hrudnich kowetin maji vyvinuty h&kovity trn a dlouhou brvu, poai kterych se fichyti
samiky pii kopulaci. LiSi se od sawek i chovanim a zisobem plavani. (Heringova,
2005)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Podstata zkousky

Samiky Daphnia magna, mladsi 24 hodin, jsou po dobuwl2ilv obnovovaci zkouSce
vystaveny jsobeni zkouSené latky,jpnyslové nebo komunalni odpadni vody, povrchové
nebo podzemni vody, které jsou v koncefriien rozsahu fdany do tfedici vody.
Zaznamena ser@zivani matiskych organisri a p@ty Zivych potomk vyprodukovanych

kazdym zZivym organismem na konci zkousky.

PreZivani a reproduki vytéZzek zkuSebnich matekych organisrmn na konci zkousky
(vyjadieny jako poet kusi) se porovna s matkymi organismy v kontrole.CSN 1SO
10706, 2001)

3.2 Prostiedi zkouSky

Prostedi ve kterém se provadi zkouSky, musi byt progpam nebo prachu, jez mohou
byt toxické pro Daphnia magna StrauSSN 1SO 10706, 2001)

Zkou3ené roztoky se neprovzdug. (CSN I1SO 10706, 2001)

Koncentrace rozpudého kysliku ve zkouSenych roztocich musi byt vy&d 3 mg/l a
hodnota pH musi byt v rozsahu 6 az 9 adbghnu zkousky se nesmi 2mit o vice nez 1,5
jednotky pH. Suma vapniku aildtku musi byt vysSi nez 140 mg/l (jako CaCO3), ez s
prokazalo jako nezbytné pro podporu reprodukcéugioi kritéria platnosti. (SN 1SO
10706, 2001)

Fotoperioda p zkouSce musi byt 16 h&la a 8 h tmy. Intenzita $tla musi byt v rozsahu
600 lux az 800 lux, nesmfgsahnout 1 200 luxCSN ISO 10706, 2001)

Teplota @i zkouSce se udrzuje v rozsahu 18°C az 22°C d@hpu zkousky nesmi kolisat
0 vice nez 2°C (n&fklad od 18°C do 20°C, od 19°C do 21°C, nebo otC2@o 22°C).
(CSN ISO 10706, 2001)

24



3.3 Chemikalie a materialy

3.3.1 ZkuSebni organismus

Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea), dalendyna, ziskana za ditych
podminek kultivace nejméro ti generace acyklickou parthenogeneS§SK 1SO 10 706,
2001)

Protoze citlivost D. magna k toxickym latkamibe byt ovliviena pivodem kultury, uvadi
se v protokolu o zkousce #té zdroj D. magna({SN 1SO 10 706, 2001)

Organismus pouzivany ke zkouSce musi byt mladsh,24 druhé az paté generace D.
magna musi pochazet ze zdravé zasobni kultury,kaewyici Zzadné znaky negativniho
ovlivnéni (stresu), jako je mortality > 20%, vyskyt samtrvalych vajéek (efippii) nebo
bezbarvych organisin Produkce prvni generace nesmi byt ogoad CSN ISO 10706,
2001)

3.3.2 Priprava umélé redici vody

Pro gipravu fedici vody (dleCSN ISO 10706 filoha B — rekonstituovana sén

mineralizovana sladka voda) se navazi: 192 mg N4IC

120 mg CaS@Q2H,O0 (pog.103 mg
CaCb.2H,0),

120 mg MgSQ (pog. 246 mg MgSQ@7H,;0),
8 mg KCI.

Navazena mnozstvi seégvedou do odgrné baiky o objemu 1000 ml, kde se rozpusti

v deionizované vogla poté se odanna baika doplni deionizovanou vodou po rysku.

Redici voda se provzdudje, dokud koncentrace rozpésého kysliku nedosahne 95%
nasyceni a nedojde k ustaleni hodnoty pH. Jedutoé€, upravi se hodnota pH na 8,0,5

pridanim roztoku hydroxidu sodného, nebo roztoku kygehlorovodikoveé.
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3.4 Pristroje a pomicky
1. Analytické vahy (Sartorius)
2. Laboratorni réici pristroj pro ngteni pH a rozpushého kysliku (Inolab Multi 720)
3. Luxmetr
4. Teplongr (kontrola prosiedi)
5. Bézné laboratorni sklo

3.5 Priprava roztoka dichromanu draselného

3.5.1 Priprava zasobniho roztoku

Z&sobni roztok KCr,O; se fFipravi ve sklegné nadob. Navazka 1g KCr,O; se ffevede
do odnérné baky o objemu 1000 ml, kde se rozpusti v deionizoveo& a po té se
odmerna baka doplni deionizovanou vodou po rysku. Zasobntaloze uchovavan po
dobu zkousky $ 4°C.

3.5.2 Priprava zkouSenych roztoki

ZkouSené roztoky setipravi odpipetovanim denych objemd (viz.t¢.1) ze zésobniho
roztoku dichromanu draselného do 500 iadici vody. Vznikne tak ¢ zkouSenych

koncentraci v geometrickack.

Koncentrace byly voleny na zakkatksti akutni toxicity.
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Tabulka¢. 1: Test akutni toxicity

UHYN/
Konc. [ IMOBILIZACE
24 h 48 h

mg/I ks % ks %
1,25 8 80 10 100

7 70 10 100
1 3 30 10 100

5 50 10 100
0,75 1 10 10 100

0 0 10 100
0,5 1 10 7 70

0 0 9 90
0,25 0 0 2 20

0 0 3 30
0,1 0 0 1 10

0 0 0 0
K1l 0 0 0 0
K2 0 0 0 0

Tabulka¢. 2: Mnozstvi roztoku BCr,O; vzhledem k pdgtebné koncentraci

Koncentrace
[mg/l] 0,01 0,05 0,1 0,2 0,3
objem zasobnih

roztoku [ml] F 0,5

2,5 5 10 15

3.6 Postup zkousky

3.6.1 Kontroly

Kazda zkouska musi zahrnovat kontrolu, neobsahigitihou zkousenou latkuC$N ISO
10706, 2001)
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Pokud se pouzivaji rozpogdta nebo disperganty, vyZzaduji seédkontroly. Jedna
kontrola neobsahuje Zadné rozpeédki ani dispergant. Druhd kontrola obsahuje
rozpoustdlo nebo dispergant v nejvysSi koncentraci, v rézvgskytuje v kterémkoliv
zkouseném roztoku.CEN ISO 10706, 2001)

3.6.2 Obnova zkouSenych roztok

Norma stanovi, Ze roztoky by se&ilyn obnovovat nejméntiikrat tydre. V naSich testech

dochéazelo k obnavnegastji v pondili, sttedu a ve patek.

V praibéhu kazdého zefit tydni bylo u nejvysSi koncentrace (0,3 mg/l) K2Cr207
stanoveno mnozstvi CrVI. Stanoveni se prél@d cerstw pripravenych roztocich ared
jejich obnovou. Zjistilo se, Ze Ir,0; je stala chemicka latka, u které seqpoklada, ze

jeji koncentraceistava v rozsahu + 20% nominalni koncentrace.
3.6.3 Umisténi organismi do zkuSebnich nadob

Mladé organismy (mladsi 24 h) ze zasobni kultunpagtku zkousky byly umishy do
zkuSebnich nadob. Kazdy jedinec byl urmstdo zvlastni nadoby obsahujici 50ml

zkouSeného roztoku.

Obnovovaci zkousky vyZaduji nejmedeset organismvystavenych individuakhkazdé
zkouSené koncentraci a kontrole. Dale musi b§ase obnovy roztak piipravena druha
fada zkuSebnich nadob, do nichZz se ms&te organismy ignesou sklemou pipetou
vhodného vniniho pameru. (CSN I1ISO 10706, 2001)

Celkovéa doba expozice zkuSebnich orgarisiyla 21 dni.
3.6.4 Krmeni organismu

Ke krmeni matiskych organismn se pouzivaji zZivé hiky druhu fas Scenedesmus
subcapitatus. Norma uvadi, Ze vh&@8n je krmit organismy dern nejmér vsak i

vymeéngé roztoku. V naSem testu probihalo krmeni vzwgmeéné roztoku.

Rasa je odlita z chovné 4 | lahve dé 25 ml zkumavek, poté je odetiéna (5min).
Odstedeny roztok je dekantovan gasova suspenze jgexna a promichana s5 ml
deionizované vody. Obsah vSech #ais nded®nou fasou Scenedesmus subscapitatus se

slije do jedné higky a znovu dkladné promicha.
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Aby bylo mozno krmit organismy odpovidajicim mnest uhliku (0,1 mg az 0,2 mg

7 w2

uhliku na organismus za den), je nutnéc#ipd mnoZzstvirasovych buék v dané bace.
Pctitani se provadi v Burkeréwkomirce ve 12¢tvercich. Vysledné mnozZstvi se nasobi
faktorem 4,17. Poté se dle rovnice kotaigoiimky, ktera ukazuje zavislost hustoty Bkn
fas na mnozstvi uhliku [mg/l] stanovi poZzadovan&ghotd hustotdasové kultury (viz.
Graf ¢.1). Pomoci vzorce se vyfte objemiasové kultury, kterym by &l byt organismy

krmeny.

Objemiasoveé kultury x pouzité jako krmivo se vyjiia dle nize uvedeného vztahu:

X je objemrasove kultury v ml

c je pozadovana petna hustotéasové kultury vypétena z rovnice koretai piimky
V  je mnoZstvi testovaného roztoku v ml

a je hustota inokutai kultury (zjiS€ny pacet burgk * 5000)

Graf¢.1.: Korel&ni kiivka pro uteni potebné hustotyasové kultury

8000000

y = 53005x + 485351

7000000 -

i fas

6000000 -

5000000 -

4000000 -

3000000 -

2000000 +

hustota bun &k/I 5x zkoncentrovaného krmiva na baz

1000000 -

T T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120 140
mg C/I 5x koncentrovaného krmiva na bazi  fas
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Korelani piimka musi byt osfena nejmé# jednou r@né nebo pi zméné podminek
kultivacetas. CSN ISO 10 706, 2001)

3.7 Pozorovani a néreni

VSechny udaje se zaznamenavaji do tabulky.

Trikrat tydre byla provadna obnova media, tyto dny také dochazelo ke stamoae
zaznamenavani rozpaseho kysliku, teploty, sumy vapniku atéiku a hodnoty pH

v kontrole a v nejvyssSi zkousené koncentraci.
Do formul&e se vypiuje i intenzita s¥tla u povrchu zkouseného roztoku.

Zivé narozené potomstvo, vyprodukované kazdym relfen organismem, se §itd a
odebird denfy krome vikendi. Zaznamenava se vyskyt mrtvych ntakgch organisri,
potomki, samé nebo trvalych vagek. (SN 1ISO 10706, 2001)

3.8 Platnost zkousky
ZkousSka se povazuje za platnou, pokud jsoucsiyimasledujici pozadavky:

celkovy p@et organism v kontrolach, vykazujicich mortalitu dagdych a vyvoj v samce,
je na konci zkousky 20%,

pramérny paiet Zivych potomi na Zivy matésky organismus v kontrole 60,

variani koeficient porodnosti (@tu potomkKi na matésky organismus za den)

v kontrolach nefesahuje 20%.

Organismy v kontrolach musi byt sexufiliosg@lé a musi produkovat prvni potomky do
11 dni od p&atku zkousky, jinak neni mozné spinit pozadavek(@BNISO 10706, 2001)

Ma-li byt zkouSka platna, musi byt u kontrolni skuyp (kontrolnich skupin) spbna
nésleduijici kriteria reproddki schopnosti:

mortalita mateskych organismn (dafnii samiiho pohlavi) nesmi na konci zkousky
prekrasit 20%,
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stredni hodnota pitu Zivych potomk pochéazejicich z jednoho mate&ho organismu
Zivého na konci zkousky je >60. (Vyhlaska 222/2004)
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4 VYSLEDKY

Zavadni nové laboratorni metody do praxe &pé v tom, Ze je poeba zavést kontrolu,
kterd musi splovat kritéria pro platnost zkousky. Kontrola buda&ly probihat satastré
pii testovani ufité latky. Pokud by na konci testu nebyla spian kritéria, ktera jsou

stanovena pro kontrolu, byl by cely test neplatny.
4.1 Zavadéni kontroly

V tabulce¢. 3 jsou uvedeny podminky viiEhu zavadni kontroly. V tabulces. 4 jsou
zaznamenany @ty narozenych potonik v jednotlivych nadobach v fbéhu zavadni
kontroly. Tabulka¢. 5 obsahuje Udaje o{gmérném pdtu narozenych potonikna zivy
mate'sky organismus, sénodatnou odchylku a vakai koeficient porodnosti.
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Tabulka¢. 3: Podminky v pib¢hu zavadni kontroly

Den testu 0 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 17 18 |19 |20 |21
Obnova

media X X X X X X X X X

pH K 8,5 8,1 8,2 8,1 8,5 8,3 8,2 3 8 ¢
pH K 8,4 8,6 8,2 8,4 8,4 8,5 719 7,9 8,4
02 (mg/l )

K 8,7 9,1 10,35 10,5 8,7 10, 10 9,9 10 ¢
02 (mg/l )

K 9,7 8,7 8,5 8,5 8,4 8 8,6 8|7 7,9
Teplota

(°C) 22 20 21 21 21 22 20 20 22 22 21 P2 P1 |21 (211 |2
Datum 15.2.| 18.2] 19.2 20.2. 21.p. 22 25.2. 2.26.27.2.| 28.2.| 29.2] 3.3 B 5[3 3 1.3
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Tabulka¢. 4: Paty Zivych potomk pii zavadni kontroly

Den
testu 3| 4 5 6 7 10 1112 |13/14| 17| 18| 19| 20|21
Pctet
Zivych
potomki 0| 0| O] O] O] 1380|168/ 41| O | 158/ 88|180 0 | Celken
Nadoba| 1) 00 0 Q O 0 2 D 22 |0 [0 PO |O (14| 0| O 18
2/ 0| 0| 0] O] Of 6/ @ 4 210| 19| 0| 30/ 0] O 80
3/ 00| 0 0, 0 19 Q 20 0 O 13 BO | 0| O 82
4/ 0] 0/ 0] O] O 2/ Q 0O 200|25| 0| 24 0] O 71
5/0/ 0/ 0/ 0 0 18 0 256 0 DO 9 |0 25 |0 |O 77
6|/ 0/ 0] 0] O, O 16 Q 19 0 O 13 266 | 0| O 80
7/ 0/ 0] O] O, O 8 QO 24 0 O 27 |0 25 |0 |0 74
8/ 0/ 0/ 0] 0, 0, 4 0 4 0 0O 16 0 26 |0 |O 50
9| 0| 0 O] O] O 18 Q 28 0 O 12 B0 | 0| O 85
1000 0| 0] O] O] 25 O 27 O O 14 O 30 |0 |0 96
Tabulka¢. 5: Pamer, smérodatna odchylka a vatiai koeficient narozenych potorink
Den
testu 3| 4] 5/ 6/ 7 1011|12| 13| 14|17| 18| 19|20]| 21| Celkem
Pamér | 0| O| O] O| O] 14 0 |17/4,1/0|16/8,8(18| 0| 0| 77,3
SO 0| 0| 0/ 0O/ O 8110|10/86| 0|46/ 14|12/ 0| 0| 11,75
VC(%) | 0| 0| O] O] O] 59 0 |60(211) 0 |29|162/67| 0| 0| 15,20

Zhodnoceni pomoci kritérii, kterd jsou stanoverpgbatnost zkousky:

mortalita mateskych organismn (dafnii samiiho pohlavi) nesmi na konci zkousky

prekrazit 20%. (Vyhlaska 222/2004 Sb.)

Toto kriterium bylo splano.

Stredni hodnota pitu Zivych potomk pochazejicich z jednoho mat€ho organismu
Zivého na konci zkousky je >60. (Vyhlaska 222/2@®4)

Toto kritérium bylo spléno.

34



Celkovy p@et organism v kontrolach, vykazujicich mortalitu dagdfch a vyvoj v samce,
je na konci zkousky 20%. CSN 1SO 10706, 2001)

Toto kritérium bylo splano.

Pramérny paset zivych potomf na Zivy matésky organismus v kontrole je 60. CSN
ISO 10706, 2001)

Toto kritérium bylo splano.

Variaéni koeficient porodnosti (@bu potomki na matésky organismus za den)
v kontrolach nefesahuje 20%({SN ISO 10706, 2001)

Toto kritérium nebylo spkno.

Zawer: Kontrola sphuje podminky pro platnost zkousky, které jsou uvgdee vyhlasSce.
222/2004 Sb., ale nespije kritéria platnosti, které jsou uveden¢ 8N ISO 10706.

4.2 Test s refereréni latkou €. 1

V tabulcet. 8 jsou uvedeny podminkyfigestuc.1 s refereéni latkou. Tabulk&. 6
obsahuje pé&ty narozenych potonikv kontrole. Tabulk&. 7 ukazuje pfrmér narozenych
potomki za den, sirodatnou odchylku a vaiai koeficient porodnosti. V tabulkach9,
10, 11, 12, 13 jsou zaznamenanytggotomki narozenych v jednotlivych koncentracich.
Tabulkac¢. 14 ukazuje procento inhibice v jednotlivych konttacich. Aby bylo mozné
zZjistit EGso a EGobyl sestrojen graf.2. z rovnice linearnifiimky (ktera vznikla po
proloZeni bod, které znazatuji procento inhibice v zavislosti na koncentrdmjijo

vypocteno EGo a EGy.
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Tabulka¢. 6: .Kontrola

Den testu 31 4| 5| 6| 7| 10| 1112| 13| 14| 18| 19/20|21

Patet

Zivych

potomki Ol 0| Of O] O] 1170 | 15/160( O [ 110 7 | O | 86| Celkem

Nadoba 11 0o 00 g O O 14 0 O 18 |0 16 |0 | O |1462
21 0| 0O 0] Of Of O § 9 9 S 5 S |s |s 0
3/0| 0 O] O O 19 0 O 12 O 14 |7 |0 (563
4, 0| 0] O] O O 18 0 O 24 O 13 |0 |0 poes5
5,0 0 0] O 0 13 0 O 26 O 13 |0 |0 1062
6| 0| O O] Of Of O § 9 9 S 5 S |S |s 0
7/0| 0| O O] O 186 0 O 26 O 8 0 |0 p1e61
8| 0| O] O] Of 0Of 0O s H 9 S 5 S |s |s C
9/0| 0 O] O 0 13 @ O 20 O 15 |0 |0 1361
100, 0| O] O] Of 16/ Of 8 21 O 1. D O 4 60

Tabulka¢. 7: PaGmer, smérodatna odchylka a vatiai koeficient narozenych potorink

Den
testu 3 5 6 7 1011 12|13{14|18| 19| 20| 21 |Celkem
Primer 00|05 0l O] 150(1,1/21/013/0,9/ 0| 11| 61,86
SO 0 O 00 g 180 3| 5| 0]|2723|013,7 1,57
VC
(%) 0| O] O O O] 120 |273/24| 0| 21255/ 0| 33| 2,54
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Tabulkac¢.8: Podminky fi testuc. 1 s refereéni latkou

Den testu 0 3 4 5 6 7 10 11 12 11 14 18 19 20 21
Obnova

medi: X X X X X X

pH K 8,25 | 8,08 8,03 8,25 8,39 8,38 8,50 8,49 ¢
pH K 8,74 8,18 8,08 8,35 8,4b 8,34
pH NK 8,22 | 8,10 8,14 8,27 8,06 8,33 8,50 8,46 ¢
pH NK 8,88 8,29 8,42 8,3% 8,49 8,33
02 (mg/l) K| 8,79 | 8,11 7,73 8,21 8,7% 8,60 8,15 7,81 ¢
02 (mg/l) K 8,26 7,61 8,06 8,69 8,20 7,70
02 (mg/l

NK 8,88 | 8,13 7,78 8,62 8,03 8,65 8,24 8,03 ¢
02 (mg/l )

NK 8,32 7,97 8,81 8,78 8,2b 7,92
Ca + Mg

(mmalil 2,09 1,76 1,52 1,71 1,78

Ca + Mg

(mmall 1,62 | 1,80 1,69 1,60 1,68

Teplota 21,0 19,5 1950200 | 19,0 20,00 205 19,0 20,0 20 190 20,0 20,00,02 19,0
Datum 7.3. 10.3| 11.3 12.3 13. 14 17. 18.3 19.30.3 | 21.3| 253, 26.3 273 283
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Zhodnoceni pomoci kritérii, kterd jsou stanoverpgbatnost zkousky:

mortalita mateskych organismn (dafnii samiiho pohlavi) nesmi na konci zkousky
prekratit 20%. (Vyhlaska 222/2004 Sb.)

Toto kriterium bylo splano.

Stredni hodnota pitu Zivych potomk pochéazejicich z jednoho mat&ho organismu
Zivého na konci zkousky je >60. (Vyhlaska 222/2003S

Toto kritérium bylo splano.

Celkovy pa@et organism v kontrolach, vykazujicich mortalitu dagdjch a vyvoj v samce,
je na konci zkousky 20%. CSN 1SO 10706, 2001)

Toto kritérium nebylo spkno.

Pramérny paset zivych potomf na zivy matésky organismus v kontrole je 60. CSN
ISO 10706, 2001)

Toto kritérium bylo splano.

Variagni koeficient porodnosti (@tu potomki na matésky organismus za den)
v kontrolach nefesahuje 20% (SN ISO 10706, 2001)

Toto kritérium nebylo spkno.

Zawer: Kontrola sphuje podminky pro platnost zkousky, které jsou uwgdee vyhlasce
&. 222/2004 Sb., ale negpie kritéria platnosti, které jsou uveden¢’ 8N ISO 10706.
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Tabulka¢. 9: Koncentrace 0,01 K2Cr207 [mg/l]

Den

testu 3| 4 5 6] 7 1D11|12| 13| 14|18|19|20|21

Patet

Zivych

potomli 0| 0] Of| O] O] 8§10(22|132, 0|91| 0| 3| 9| Celkem

Nadoba | 1| Of 00 O Q@ O O 100 | 14| O] 1000 | 3| O 37
2| 0| 0| O] O] O 50| 0| 27| 0| 13 0] 0] O 55
3/ 0] 0] O] Of O 140 | 0| 19| 0] 14 0| O] 5 49
41 0| O O] Of O O s 5 S 5 S |s |s |s 0
5/ 0| 0] 0] 0| O, 100 |22, O | O] 9| O| O] 3 44
6| 0| O] O] O] Of 150 | 0| 29| 0| 17 0] 0| O 61
71 0] 0] O] O Of O s 9 S 5 S |sS |[s |s 0
8| 0| 0] O] Of O 16 0| O | 19| O] 17 0| 0] 1 53
9/, 0| 0| O] O] O] 16 0| 0| 24| Ol 140 0| O 54
10 0| 0| O] O O] O s| s S $ 5 S |s |s 0

Tabulka¢. 10: Koncentrace 0,05 K2Cr207 [mg/l]

Den testu 34| 5| 6| 7| 1011|12|13|14|18|19|20|21

Patet

Zivych

potomki O] Ol O] O] Ol 640 |42/76| 0|66/ 0| O| 6| Celkem

Nadoba 1, 00 00 0 Q@ O s 5 s |s |s |s |s|s| s 0
2| 0| O] O] O] Of s 9 s 5 S |S |sS |s |s (
3, 0| O, O Of O s § s 5 S |s |s |s |s C
4,0 0| O Of Of 150|140 0]213] 0] 0] 5 47
5/ 0] 0] 0, Of O 1200|270} 9| 0] O] O 48
6| 0| O] O] O] Ol 170 |28/ 0| 01710 0] 1 63
7/ 0| O] O] O] Of 8 O Q 210|110} 0] O 40
8, 0| O O Of O s § s 5 S |s |s |s |s C
9/ 0| O] O] O 04 00 O O O o o0 0 0
10/ 0| 0| O] O] O] 15 0| 0|28/ 01610 0| O 59
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Tabulka¢. 11: Koncentrace 0,1 K2Cr207 [mg/l]

Den testu 3|14 5| 6| 7/ 1011|1213(14|18|19|20|21

Patet

Zivych

potomki O] Ol O] O] Ol 8823[24|63|19|56|16|12| 24| Celkem

Nadoba 11 00 00 0 Q 0 130 0|23/ 0| 7| 0| 0| 6 49
2/ 0| 0] 0| O] O] 160 0| O| 1990|1610 O 51
3/ 0] 0] O, Of O 150 (220 0] 9] 0] 12120 58
4,0 0| O Of Of s § s 5 S |S s |s |s (
5|1 0| 0] Of Of O 12231 | 0| O 7| O] O] b 49
6/ 0| 0] Of O] 0] 120| 0|19/ 0|12 0| 0] 3 46
7/0| 0] Of O] 0] 110/ 0}21/0| 9] 0| O] O 41
8, 0| O, O Of O s § s 5 S |s |s |s |s C
9| 0| O] O] O] Of s 9 s 5 S [S |S |S |s (
10/ 0| O0O| O] O] O] 9/ Of 11 O Q 1O | 0} 9 31

Tabulka¢. 12: Koncentrace 0,2 K2Cr207 [mg/l]

Den testu 3|4 5| 6| 7| 1011|12|13|14|18|19|20]|21

Paiet

Zivych

potomlki O| 0] O] O] O 478 | 0|62/18/56|14|16| 0 | Celkem

Nadoba 1, 00 00 0 Q O 1200|2110 |18/ 0| 0] O 51
2|1 0] O] O] O] Of s 9 s 5 S |s |s |s |s C
3/ 0] 0] O, O, 0L OO0 8 O 0O 0 120|150 35
4,0 0 Of O Of 8§ 0 Q 210|214, 0| 0] O 43
5] 0] 0] O Of Of s 9 s 5 S S |S |S |s (
6| 0| O] O] O 0, 040 OO O O O O O DpP P 0
7/ 0| O] O] O] O] 140, 0|20/ 0|12/ 0} 0] O 46
8| 0] O] O Of Of s 9 s 5 S S |S |S |s (
9/ 0| O] O] O 0 00 OO 9 O O O O DpP P 0
100 0, O] O] O/ 13 0| 0|, 0|28/ 014|210 46
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Tabulka¢. 13: Koncentrace 0,3 K2Cr207 [mg/l]

Den testu 3|14 5| 6| 7/ 1011|1213(14|18|19|20|21
Patet
Zivych
potomki O] 0Ol O] O] 0O, 16 0| 0| 34| 0|25/ 0| O] 0| Celkem
Nadoba 11 00 00 0 Q 0 180| 0|20 0|130, 0 0 46
2|1 0] O] O] O] Of s 9 s 5 S |s |s |s |s C
3/ 0] 0] O, O, O, OO 00 0 O O O O D P 0
4,0 0 O O Of 3 0 @ 140|212 0| 0] O 29
50| 0, O Of O s § s 5 S |s |s |s |s C
6| 0| O] O] O O, 00 OO g Q@ O O O DpP P 0
7/ 0| O] O] O O, 00 OO O O O O O DpP P 0
8| 0] O] O Of Of s 9 s 5 S [S |S |S |s (
9/ 0| O] O] O 0 00 OO 9 O O O O DpP P 0
10,0, 0| O Of O O O 040 0 Q@ O O O © 0
Tabulka¢. 14: Procento inhibice v jednotlivych koncentré&cic
Koncentrace
(mg/l) 0,01 0,05 0,1 0,2 0,3
Nadoba 1 37 S 49 51 46
2 55 S 51 S S
3 49 S 58 35 0
4 S 47 S 43 29
5 44 48 49 S S
6 61 63 46 0 0
7 S 40 41 46 0
8 53 S S S S
9 54 0 S 0 0
10 S 59 31 46 0
Suma 353 257 325 221 75
Pramer 50,43 51,40 46,43 44,20 37,50
Inhibice (%) 18,47 16,90 24,94 28,54 39,37
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Graf¢.2: Uhyn nebo imobilizace v zavislosti na koncetitk2Cr207

EC

Inhibice a
70007 mortalita %
60,00 - y = 74,219x + 15,847
50,00 - R? = 0,9397
40,00 -|
30,00 - .
20,00 - <
10,00 -

0,00 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Koncentrace mg/I

21dEC20 = 0,056

21dEC50 = 0,46
4.3 Test s refereréni latkou €. 2

V tabulce¢. 15 jsou uvedeny podminkyigestuc.2 s referetni latkou. V tabulkacks. 16
— 21 jsou zaznamenany {dp narozenych potonik v kontrole a v jednotlivych

koncentracich.
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Tabulka¢.15: Podminky P testué.2 s refereéni latkou

Den testu 0 3 4 5 6 I 10 11 12 1 14 17 18 19 20 21
Obnova

medi: X X X X X X X X X

pH kontrola| 8,42| 8,47 8,47 8,50 8,05 8,45 8/48,50 8,46 ¢
pH kontrola 8,49 8,49 8,34 8,68 8,15 8,40 8|75 8,40 8,34| s
pH ( mg/)) I

NK 8,50 | 8,41 8,34 849 8,42 8,38 8,50 8,50 8,49 ¢
pH  (mg/l)

NK 8,43 8,45 8,41 8,54 8,10 8,38 8,49 8,61 8,33
02 (mg/l) K| 8,05 | 8,03 7,60 7,66 8,62 8,95 8,60 8,59 8,52 ¢
02 (mg/l) K 8,00 7,60 8,60 8,00 8,20 8,79 8,b6 7|70
02 (mgl/l) i

NK 8,09 | 8,09 7,57 7,68 8,78 8,715 8,52 8,60 8,63 ¢
02 (mgl/l)

NK 8,21 7,50 7,90 8,72 8,08 8,21 8,47 8,65 7,92
Ca + Mg

(mmol/I\ 1,77 1,62 1,72

Ca + Mg

(mmal/D 1,56 1,70 1,63

Teplota 18,0/ 19,0 20,0 188 185 175 195 182 617185 195| 19,8 20,0 185 17,5 18,0
Datum 28.3| 31.3 1.4. 2.4 3.4. 4.4, 7.4 8l4. 9.410.4 | 11.4| 144 154 164 174 184
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Tabulkac¢. 16: .Kontrola

Den

testu 3| 4/ 5 6 7 1011|12|13|14(17]18|19|20|21

Paiet

Zivych

potomli O] Ol 0| O O 6/ 8§ 3 2 6 217 | 4| 10| 1 |Celkem

Nadoba| 1 00 0 @ O O 6 O B 0O |0 [O (O |O |O|O 9
2, 0] 0] 0] O] O sf 9§ $ B 5 IS |s |s |s|s D
3/ 00| 0] 0] O sf § $ & B |S |s |s |s|s D
4, 0| 0| 0, 0L OO 004 5 0 2 0 0 0 0 1 8
5710/ 0| 0] 0] O sf] 9 $ & s |s |s |s |s|s D
6/ 0] 0] O O O, OO O O Y [ O |0 |0 14
7,0 0] O] O] O sf § $ B s IS |s |s |s|s D
8, 0] 0| 0] O OO OO0 @ 0 0 v O @4 |3 |0 14
9,0 0] O O O OO 3 0 0 & v O pP |7 |0 23
100 0| O] O| O] s| sf 9 $ & 5 s |s |s |s 0

Zhodnoceni pomoci kritérii, kterd jsou stanoverapgbatnost zkousky:

mortalita mateéskych organisrn (dafnii samiiho pohlavi) nesmi na konci zkousky
prekratit 20%. (Vyhlaska 222/2004 Sb.)

Toto kriterium nebylo spkno.

Stredni hodnota pitu Zivych potomk pochéazejicich z jednoho mat&ho organismu
Zivého na konci zkousky je >60. (Vyhlaska 222/2004S

Toto kritérium nebylo spkno.

Celkovy p@et organism v kontrolach, vykazujicich mortalitu dagdfch a vyvoj v samce,
je na konci zkousky 20%. CSN 1SO 10706, 2001)

Toto kritérium nebylo spkno.

Pramérny paset zivych potomf na zZivy matésky organismus v kontrole je 60. CSN
ISO 10706, 2001)

Toto kritérium nebylo spkno.
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Variagni koeficient porodnosti (@tu potomki na matésky organismus za den)
v kontrolach nefesahuje 20% (SN 1SO 10706, 2001)

Toto kritérium nebylo spkno.

Zawr: Kontrola nespluje podminky pro platnost zkousky, které jsou uwgdee vyhlasce
&. 222/2004 Sb. a ani neapje kritéria platnosti, které jsou uveden¢'8N 1SO 10706.

Tabulka¢. 17: Koncentrace 0,01 K2Cr207 [mg/l]

Den

testu 3| 4 5 6 7 1011(12(13(14|17|18]19|20|21

Pcatet

Zivych

potomki O[O0l 0| O] 0] 102 (111 0| 6(12/13| 0| 9| 3| Celkem

Nadoba| 1| 04 00 @ Q O 4 O |7 O |0 |5 |7 |0 |0 |O 283
2,0, Ol Of O Of s 9 $ & s |s |s |s |s|s D
3,0 0 O O O 4 0 4 0 O v b PO |0 |3 24
41 0| 0] O] O] O sf § $ & 5 |s |s |s |s|s D
5,0, 0 0L O O 22 2 0 0 & O O P 9 |0 19
6/ 0| Ol O O O 00 § 8 & B s |s |s |s |s D
71 0| 0] O] O O] s|] 9§ $ & 8 IS |s |s |s|s D
8/ 0| O] 0] O O] s|] 9§ $ & B IS |s |s |s|s D
9, 0| Ol Of O Of s 9 $ & s |sS |s |s |s|s D
10/ 0] 0| O] O] O s|] s § $ & 8 Is |s |s |s 0
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Tabulka¢. 18: Koncentrace 0,05 K2Cr207 [mg/l]
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Tabulka¢. 19: Koncentrace 0,1 K2Cr207 [mg/l]
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Tabulka¢. 20: Koncentrace 0,2 K2Cr207 [mg/l]
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Tabulka¢. 21: Koncentrace 0,3 K2Cr207 [mg/l]
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5 DISKUSE

5.1 Zavadéni kontroly

Pt zavadni kontroly byly dodrZzeny vSechny podminky wip¢hu testu. Jediné kritérium
pro platnost zkousky, které nebyldi gavadni kontroly splgno, bylo, Ze variéni
koeficient porodnosti (piu potomKi na matésky organismus za den) v kontrolach
negresahuje 20%. Kontrola tedy sipje pozadavky kladené vyhlaskou 222/2004 Sb, ale
nesphuje podminkyCSN ISO 10706.

5.2 Testé. 1 s referer@ni latkou

Pii prvnim testu s referéni latkou (dichromanem draselnym) byly dodrzenychés

podminky v péibéhu testu. Nebyla spéma dw kritéria pro platnost zkousky:

celkovy p@et organism v kontrolach, vykazujicich mortalitu dagych a vyvoj v samce,
je na konci zkousky 20%. CSN 1SO 10706, 2001),

variani koeficient porodnosti (@tu potomkKi na matésky organismus za den)
v kontrolach nefesahuje 20%.(SN ISO 10706, 2001). Test tedy #yje pozadavky
kladené vyhlaskod. 222/2004 Sb., ale negple podminkyCSN ISO 10706.

5.3 Testé. 2 s refereréni latkou

Pfi druhém testu s referémi latkou (dichromanem draselnym) nebyla dodrzesdng

z podminek v ptbéhu testu. Teplotaiptomto testu se pohybovala od 17,5°C do 20,0°C,
coz nesplnilo poZzadavek, Ze teplotazkouSce se ma udrZovat v rozsahu 18°C az 22°C a
v pribéhu zkousky nesmi kolisat o vice nez 2°C.idg¢lddku toho dosSlo k nizké reprodukci

potomk.

Pohlavi je uwfovano ped narozenim (Mitchell, 2001). Z toho plyne, Ze paaky, které

ovliviuji vyvoj v samce, byly fitomny i v mistnosti s chovem Dafhnii.
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5.4 Variaéni koeficient

Kritérium: variani koeficient porodnosti (@tu potomki na matesky organismus za den)
v kontrolach nefesahuje 20%{SN ISO 10706), nebylo sgino ani v jedné z kontrol.
Toto kritérium se mi jevi jako nesmysIné a i v budau nesplinitelné. Znamenalo by to, Ze
Vv pripact, Ze dojde jeden den k narozeni vice jak jednotiorpka u jednoho maitekeho

organismu, jiz neni mozno toto kritérium splnieattje proto neplatny.
5.5 Pritomnost samd

V podminkach kladenych na zkuSebni organismus geleno, Ze organismy pochazeji ze
zdravé zasobni kultury, nevykazujici zadné znantless, mezi & pati i vyskyt sama.
Piesto se v OECD TG 21X SN ISO 10706 a vyhlasce 222/2004 Sb. pita se

zpracovavanim vysledkz kultur, kde se samci vyskytuji.
5.6 Kladné stranky metody

Chronické testy toxicity se od téstakutni toxicity liSi dobou {sobeni latky na
organismus. Testy akutni toxicity ukazuji pouzethoédobé fisobeni latek na organismus,
ale nepostihuji kumulativnic¢inky latek v organismu. Testy chronické toxicityofr maji
VEtSi vypovidajici schopnost o tom, jak bude daniéalgfisobit na organismy v Zivotnim

prostedi.
5.7 Zaporné stranky metody

Vysledky, které vyplynou z aplikace této metody,jinmlegislativniho hlediska pouze
malé uplatini. Ve vztahu k odpduoin tyto vysledky neslouzi jako kritérium pro stanoive
vlastnosti H14 ekotoxicita. Ve vztahu k chemickydtkm je uplaténi testi toxicity dané
vyhlaskou¢. 232/2004Sb. ip klasifikaci latek jako nebezpeych pro Zivotni prosedi.

Toto uplatrni vSak neni velké (viz. kap. 2.2.1.).
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zavést metodu stamibchronické toxicity na Daphnia
magna Straus. V ramci této diplomové prace bylaguena jedna samostatna kontrola a
dvé¢ kontroly spolu stesty s referen latkou (dichromanem draselnym). Ve dvou
kontrolach byly splany kritéria pro platnost zkousky podle vyhlasky 222/2004 Sb.
Ve treti kontrole nedoSlo ke sgni t&chto kritérii, vzhledem k p@tnému vyskytu sanic

a pomalé reprodukci saéich matéskych organisrin Pro snazSi obhajobu této metody

pied akreditani komisi bych dopoxiila tento test zopakovat.

V prab¢hu zavadni metody doSlo k vyskytuékolika nejasnosti, které se tykali neshod
v legislativ (viz. 2.2.3.,2.2.4). Vzhledem krhto odlisnostem bych dopafita CSN 1SO

10706 aktualizovat a zvazit, zda jsou kritériamieti nastavena spravn
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8 PRILOHY

Priloha¢. 1: Formulé k zavadni kontroly
Prilohac. 2: Formuld pro test. 1 s refereéni latkou
Prilohac. 3: Formuld pro test. 2 s refereéni latkou

Prilohac¢. 4: Formuld pro stanoveni akutni toxicity na Daphnia magna
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