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389

VYHLASKA
ze dne 15. zaf{ 2005,

kterou se méni vyhliska & 222/2004 Sb., kterou se u chemickych litek
a chemickych pfipravku stanovi zikladni metody pro zkouseni fyzikilné-chemickych
vlastnosti, vybusnych vlastnosti a vlastnosti nebezpeénych pro Zivotni prostiedi

Ministerstvo Zivotniho prostfedi stanovi podle § 8
odst. 5 pism. ¢) zdkona &. 356/2003 Sb., o chemickych
litkdch a chemickych p¥ipraveich a o zméné nékterych
zdkont:

Cl1

Vyhlaska & 222/2004 Sb., kterou se u chemickych
litek a chemickych p¥ipravki stanovi zékladni metody
pro zkouSeni fyzikilné-chemickych vlastnosti, vybus-
nych vlastnosti a vlastnosti nebezpeénych pro Zivotni
prostfedi, se méni takto:

1. V § 2 odst. 1 se slova ,&4sti L piilohy &. 2
nahrazuji slovy ,pfiloze &. 2“.

XX METODA PRO

STANOVENI

2. V § 2 se na konci odstavce 1 te€ka nahrazuje
&irkou a dopliiujf se pismena v) aZ y), kterd znéjf:
»V) aktivi(tiy pidnich mikroorganismii pfi transfor-
maci dusiku,
w) aktivity ptidnich mikroorganismd pfi transfor-
maci uhliku,
x) aerobni a anaerobn{ transformace v ptidé,
y) aerobni a anaerobni transformace v systémech
voda-sediment.“.

3. V § 2 se odstavec 2 zruSuje a zirovet se zruSuje
ozna&eni odstavce 1.

4. V pfiloze & 2 &isti I se dopltiuji body XXI az
XXV, které zngji:

AKTIVITY PUDNICH

MIKROORGANISMU PRI TRANSFORMACI DUSIKU

(metoda C.21 podle ptilohy smérnice 2004/73/ES ze dne 29. dubna 2004, kterou se po
dvacaté devaté prizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o
sblizovani pravnich a spravnich pfedpisii tykajicich se klasifikace, baleni a

oznaCovani nebezpeénych latek)

XXI.1. METODA

Tato zkuSebni metoda odpovida metodé OECD TG 216 (2000).

XX1.1.1  UVOD

Tato zkuSebni metoda popisuje laboratorni postup pro vySetfovani
dlouhodobych tGéinkd chemickych liatek po jednordzové expozici na
aktivitu plidnich mikroorganismi pfi transformaci dusiku. Je zaloZena na
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podkladech a doporudenich ndrodnich i mezindrodnich organizaci (viz
literatura 1 az 7). P posuzovani a hodnoceni toxickych vlastnosti
zkousenych latek mizZe byt nezbytné stanovit G¢inky na aktivitu padnich
mikroorganismi, napf. jsou-li poZadovany udaje o vedlej§ich ucincich
pfipravkdi na ochranu rostlin na pudni mikrofloru nebo ocekava-li se
expozice padnich mikroorganismi chemickym latkdm jinym nez
ptipravkiim na ochranu rostlin. Cilem zkousky na transformaci dusiku je
zjistit G¢inky takovych chemickych latek na pidni mikrofloru. Pokud se
zkoudeji agrochemikalie (napf. ptipravky na ochranu rostlin, hnojiva,
chemické ptipravky pro lesnictvi), provadi se jak zkouska na transformaci
dusiku, tak zkouska na transformaci uhliku. Pokud se zkouseji jiné
chemické latky neZ agrochemikalie, postatuje zkouska na transformaci
dusiku. Nachézeji-li se v8ak u téchto chemickych latek hodnoty ECs pro
transformaci dusiku v rozpéti hodnot nachézenych pro komeréné dostupné
inhibitory nitrifikace (napf. nitrapyrin), lze pro ziskani dal3ich informaci
provést zkousku na transformaci uhliku.

Pady se skladaji z Zivych a neZivych sloZek, které se vyskytuji ve formé
slozitych a heterogennich smési. Mikroorganismy hraji diileZitou roli
v rozkladu a transformaci organickych latek v tirodnych plidach, pfi¢em?z
rizné druhy pfispivaji k riznym aspektim urodnosti pidy. Jakékoli
dlouhodobé poruseni téchto biochemickych procesi by mohlo porusit
kolobéh Zivin a to by mohlo mit vliv na urodnost ptdy. K transformaci
uhliku a dusiku dochdzi u vSech urodnych pad. Ac&koliv se populace
mikroorganismti odpov&dnych za tyto procesy u jednotlivych pid lisi,
jedna se v podstaté o totéZ schéma transformace.

Popsand zkuSebni metoda slouzi ke zjisténi dlouhodobych neptiznivych
uc¢inka latky na proces transformace dusiku v aerobnich povrchovych
pidich. Tato metoda rovnéZz umoZiinje odhadnout ulinky latek na
transformaci uhliku pidni mikroflérou. K tvorbé dusi€nani dochazi po
rozpadu vazeb uhlik-dusik. Pokud je tedy u zkuSebnich a kontrolnich pid
zjist€na stejna rychlost tvorby dusiénani, je vysoce pravdépodobné, Ze
hlavni schéma odbourdvani uhliku je neporusené a funkéni. Substrat
zvoleny pro zkousku (praskova vojtéskova moucka) md pfiznivy pomér
uhliku a dusiku (obvykle od 12/1 do 16/1). Je tedy sniZen nedostatek
uhliku vpribéhu zkousky, a dojde-li k poskozeni populace
mikroorganisméi chemickou latkou, miZe k jejich obnové dojit opét do
100 dnt.

Zkouska, na ni7 je zaloZena tato zkuSebni metoda, byla zprvu vyvinuta pro
latky, u nichz lze pfedvidat mnoZstvi, které pronikne do pidy. Piikladem
jsou pfipravky na ochranu rostlin, u nichZ je polni aplika¢ni davka znama.
U agrochemikalii postatuje provést zkousku se dv€ma trovnémi davky,
které odpovidaji pfedpoklddané nebo odhadované aplikaéni davce.
U agrochemikalii 1ze zkouset u¢inné sloZky nebo piipravky v komercni
upravé. Pouziti zkouSky vSak neni omezeno pouze na agrochemikalie.
Zm&nou mnozstvi zkouSené latky aplikované na pidu a zpisobu
vyhodnoceni dat lze zkousku vyuzit také pro chemické latky, u nichZ neni
znamo, v jakém mnoZstvi proniknou do pidy. U jinych chemickych latek
nez agrochemikalii se tedy stanovuje uéinek fady koncentraci na
transformaci dusiku. Data z téchto zkousek se pouZiji k sestrojeni kfivky
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zavislosti odezvy na ddvce a k vypoc¢tu hodnot ECy, kde x je procentudlni
udinek.
XXI1.1.2 DEFINICE

Transformace dusiku: je koneény rozklad dusikaté organické latky
mikroorganismy cestou amonifikace a nitrifikace na pfisluSny konelny
anorganicky produkt — dusi¢nan.

EC, (Udinna koncentrace): je koncentrace zkousené latky v pidé, ktera
vede k x-procentni inhibici transformace dusiku na dusi¢nan.

ECsy (Medidn uéinné koncentrace): je koncentrace zkouSené latky
v pudé, ktera vede k 50% inhibici transformace dusiku na dusi¢nan.

XXI.1.3 REFERENCNI LATKY
Zadné.
XXL.14 PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Do proseté pidy se vpravi praskova rostlinnd moucka a na pdu se poté
aplikuje zkouSena latka, nebo se piida ponecha nedotéena (jako kontrola).
Pfi zkouSeni agrochemikalii se doporuuje provést zkoudku s nejméné
dvéma koncentracemi zvolenymi tak, aby byly vurfitém vztahu
k nejvyssi predpokladané koncentraci na poli. Po 0, 7, 14 a 28 dnech
inkubace se vzorky exponované a kontrolni pldy vylubuji vhodnym
rozpoustédlem a stanovi se obsah dusi¢nand. Rychlost tvorby dusi¢nani
v exponovanych vzorcich se porovnava s rychlosti v kontrolnich vzorcich
a vypoéte se procentualni odchylka hodnot experimentdlnich vzorkd od
kontrolnich vzorki. Vsechny zkousky musi probihat alesponi 28 dni.
Jsou-li 28. den rozdily mezi experimentalni a kontrolni padou 25 % nebo
vetsi, v méfeni se pokraduje az do 100 dnd. P#i zkouseni jinych latek neZ
agrochemikilii se do vzork piidy pfida fada koncentraci zkouSené latky a
mnoZstvi vzniklych dusi¢nant v experimentalnich a kontrolnich vzorcich
se mé&f po 28denni inkubaci. Vysledky zkous$ek s vice koncentracemi se
analyzuji za pouZiti regresniho modelu a vypoétou se hodnoty ECy
(tj. ECs0, ECy5 a/nebo EC)p). Viz definice.

XXI1.1.5 VALIDITA ZKOUSKY

Vyhodnoceni vysledkii zkousek u agrochemikalii se provadi s relativné
malymi rozdily (tj. priméma hodnota +25 %) mezi koncentracemi
dusiénanii v kontrolni a exponovanych vzorcich, takZe velké kolisani u
kontrolnich vzork@i miize vést k nespravnym vysledkiim. Rozdily mezi
jednotlivymi kontrolnimi vzorky by proto mély byt mensi nez +15 %.

XXL.1.6 POPIS METODY

XXI1.1.6.1 Zku$ebni zarizeni

Nadoby pouzité ve zkouSce musi byt zchemicky inertniho materialu.
Mély by mit vhodny objem, ktera by mé! odpovidat postupu pouzitému
pro inkubaci ptdy, tzn. bud’ inkubace celého mnoZstvi pidy, nebo
inkubace jednotlivych vzorkd pady (viz oddil 1.7.1.2). Je tfeba, aby
béhem zkousky doslo k co nejmensim ztratdm vody a aby byla umoznéna
vyména plyni (napf. tim, Ze se nddoby zakryji perforovanou
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polyethylenovou f6lii). Pfi zkouSeni t€kavych latek se pouZziji uzaviené
plynotésné nadoby. M¢ly by byt tak velké, aby pfiblizné jedna C&tvrtina
jejich objemu byla zaplnéna vzorkem pudy.

PouZije se standardni laboratorni vybaveni, které zahrnuje
—  tfepacku: mechanickou tfepacku nebo rovnocenné vybaveni;

— odstfedivku (3 000 g) nebo filtraéni zatizeni (za pouziti filtraéniho
papiru bez dusi¢nanil);

— méfici zafizeni pro stanoveni dusi¢nanli s vhodnou citlivosti a
reprodukovatelnosti.

XXI1.1.6.2 Vybér a pocet piid
PouzZije se jedna plda. Piida by méla mit tyto charakteristiky:
—  obsah pisku: neyjméné 50 % a nejvyse 75 %,;
— pH:55-75;
—  obsah organického uhliku: 0,5 — 1,5 %;

— stanovi se mikrobialni biomasa (viz literatura 8, 9) a jeji uhlik by
mél tvofit nejméné 1 % celkového organického uhliku v padé.

Ve vétSin€ piipadi predstavuje plida stémito charakteristikami
nejkonzervativnéj$i pfipad, nebot’ adsorpce zkouSené chemické latky je
minimalni a jeji dostupnost pro mikroorganismy je maximalni.
V disledku toho je zpravidla zkouseni s dal§imi pidami zbytené. Za
urtitych okolnosti viak muZe byt pouZiti dalgi pidy nezbytné, napf. pfi
zamy$leném hlavnim pouZiti zkousené latky na uréité druhy ptd, jako
jsou kyselé lesni ptidy nebo v piipadé elektrostaticky nabitych chemikalii.

XXI.1.6.3 Odbér a skladovani vzorki pid

XXI1.1.6.3.1 Odbér

K dispozici by mély byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je
pida odebirana. Mezi témito informacemi musi byt pfesnd poloha,
vegetace, Udaje o oSetfovani pFipravky na ochranu rostlin, pouziti
organickych a mineralnich hnojiv, p¥idavky biologického materidlu nebo
nahodné kontaminace. Pro odbér pidy by mélo byt zvoleno misto, které
umoziiuje dlouhodobé pouzivani. Vhodnymi misty jsou trvalé pastviny,
pole sjednoletymi kulturnimi plodinami (kromé& kukufice) nebo husté
oseté plochy zeleného hnojeni. Mista vybrana pro odbér vzorku by neméla
byt minimalné jeden rok pied odbérem oSetfovana pfipravky na ochranu
rostlin. RovnéZz by neméla byt alespont Sest mésicit pouZita organicka
hnojiva. Pouziti mineralnich hnojiv je pfipustné pouze tehdy, je-li to
nezbytné pro plodiny, a vzorky pidy by nemély byt odebirany dffve nez
po tfech mésicich po aplikaci. Nemély by byt pouzivany pudy s hnojivy, o
nichz je zndmo, Ze maji biocidni G¢inky (napf. kyanamid vapenaty).

Vzorky by nemély byt odebirdny pii dlouhych obdobich sucha nebo
zavodnéni (del$ich nez 30 dni) nebo po nich. Vzorky ornych pud se
odebiraji z hloubky 0 az 20 cm. U luk (pastvin) nebo jinych pid, u nichZ
po delsi dobu (alespoii po jedno vegetatni obdobi) nebyla provadéna orba,
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miliZe maximalni hloubka odbéru nepatrné piekraCovat 20 cm (napt. aZ
25 cm).

Vzorky pid by mély byt piepravovany v takovych nadobéach a za takové
teploty, aby bylo zarudeno, Ze se plivodni vlastnosti pidy vyznamné
nezméni.

XX1.1.6.3.2 Skladovani

Upfednostiiuje se pouZiti Cerstvé odebrané pidy. Pokud je skladovani
pidy v laboratofi nevyhnutelné, mize byt skladovana vtemnu pfi
(4 + 2) °C maximalné po dobu tii mésici. Béhem skladovani ptid musi byt
zajistény aerobni podminky. Pokud jsou pidy odebirany z oblasti, v nichz
jsou po dobu alespoii téi mésich vroce zmrzlé, lze zvaZit Sestimésicni
skladovani pti -18 °C az -22 °C. P¥ed kazdym experimentem se stanovi
mikrobialni biomasa skladovanych pid a uhlik pochézejici z biomasy by
mé&l tvofit nejméné 1 % celkového organického uhliku v ptidé (viz oddil
1.6.2).

XXI1.1.6.4 Zachazeni s piadou a jeji pFiprava pro zkousku

XXI1.1.6.4.1 Predbézna inkubace

Pokud byla pida skladovana (viz oddil 1.6.3.2), doporuCuje se provést
piedbéZnou inkubaci v délce 2 az 28 dnii. Teplota a vihkost pidy béhem
predb&zné inkubace by mély byt podobné podminkam pfi zkouSce (viz
oddily 1.6.4.2 a 1.7.1.3).

XX1.1.6.4.2 Fyzikalné-chemické charakteristiky

Z pudy se ruéné odstrani velké kusy (napf. kameny, Casti rostlin atd.) a
poté se za vlhka, aniZ je ptida nadmé&rn& vysou$ena, proseji &astice o
velikosti 2 mm a mensi. Vlhkost vzorku pady se upravi destilovanou nebo
deionizovanou vodou na hodnotu 40 % aZ 60 % maximalni vodni

kapacity.
XXI1.1.6.4.3 Obohaceni organickym substrdtem

Pada by méla byt obohacena vhodnym organickym substratem, napf.
zelenou travni mouckou s vojtéskou (hlavni slozka: Medicago sativa)
s pomé&rem C/N od 12/1 do 16/1. Doporucena davka vojtéskové moucky

je 5 g vojtésky na kilogram pidy (vztaZeno na susinu).
XXI.1.6.5 Priprava zkouSené litky pro aplikaci na piadu

Zkousena latka se obvykle aplikuje pomoci nosi¢e. NosiCem muZe byt
voda (u latek rozpustnych ve vod&) nebo inertni tuha latka, napf. jemny
kiemicity pisek (velikost zrna: 0,1 — 0,5 mm). Jiné kapalné nosi¢e nez
voda (napf. organickd rozpoustédla jako aceton, chloroform) by nemély
byt pouZivany, nebot’ mohou zni&it mikrofloru. PouZije-li se jako nosi¢
pisek, miiZe byt obalen zkousenou latkou rozpusténou nebo rozptylenou
ve vhodném rozpoustédle. V takovém piipadé se rozpoustédlo pred
smisenim s piidou odstrani odpafenim. Pro optimalni distribuci zkouSené
latky v ptd& se doporucuje pouZit 10 g pisku na kilogram pidy (vztazeno
na suSinu). Do kontrolnich vzorki se aplikuje pouze odpovidajici
mnoZstvi vody a/nebo pisku.
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Pfi zkouSeni tékavych chemickych latek je tfeba pokud mozZno zabranit
ztratAm pfi aplikaci a pokusit se o homogenni rozptyleni latky v pidé
(latka se napt. nastfikne do pidy na vice mistech).

XXI.1.6.6 ZkuSebni koncentrace
Pfi zkouSeni agrochemikalii se pouZiji alespoit dvé koncentrace. NiZ§i
koncentrace by méla odpovidat pfinejmensim maximalnimu ofekavanému
mnoZstvi latky, které se v realnych podminkach dostane do pidy, zatimco
vy88i koncentrace by méla byt ndsobkem niZ§i koncentrace. Vypocet
koncentrace zkousené latky pridavané do pady se provede za pfedpokladu
rovnomérného zapraveni do hloubky 5 cm a pro sypnou hustotu pidy 1,5.
U agrochemikalii, které se aplikuji pfimo do pidy, nebo u chemikalii, u
nich? lze mnoZstvi, které se dostane do pudy, pfedpovédét, jsou
doporu¢enymi zkuSebnimi koncentracemi maximalni pfedpokladané
koncentrace v Zivotnim  prostiedi (Predicted  Environmental
Concentration, PEC) a jejich pé&tinasobky. U latek, které se zpravidla
aplikuji do ptidy nékolikrat za sezonu, se zkuSebni koncentrace odvodi ze
sou¢inu PEC a oéekdvaného maximalnitho po¢tu aplikaci. Horni
koncentrace by vSak neméla piekrogit desetindsobek maximalni
jednorazové aplikované davky. U jinych latek neZz agrochemikalii se
pouZije geometrickd fada nejméné péti koncentraci. V rozpéti téchto
zkuSebnich koncentraci by se mély nachdzet stanovované hodnoty EC,.

XX1.1.7 PROVEDENI ZKOUSKY

XXI.1.7.1 Podminky expozice

XXI.1.7.1.1 Expozice a kontrola
P#i zkouseni agrochemikalii se ptda rozdé&li na tfi dily o stejné hmotnosti.
Dva dily se smisi s nosi¢em obsahujicim latku a tieti dil se smisi pouze
snosi¢em (kontrola). Doporutuje se, aby byla zkouska provedena
s minimalng tfemi duplik4tnimi vzorky exponovanych i neexponovanych
pud. Pfi zkouseni jinych latek nez agrochemikalii se plida rozd€li na Sest
dild o stejné hmotnosti. P&t vzorkidi se smisi s nosi¢em obsahujicim
zkousenou latku a 3esty vzorek se smisi pouze s nosi¢em bez chemické
latky. Doporuduje se pouzit tfi duplikdtni vzorky exponované i
neexponované ptdy. Je tieba vénovat pozornost homogennimu rozptyleni
zkouSené latky v exponovanych vzorcich pidy. P¥H miSeni by nemélo
dochézet k hutnéni nebo shlukovani pidy.

XXI1.1.7.1.2 Inkubace vzorku pud

Inkubaci vzorki pid lze provést dvéma zpisoby: se souhrnnym vzorkem
exponované pidy a souhrnnym vzorkem neexponované pidy, nebo se
sériemi jednotlivych stejné velkych dilgich vzorki jak exponované, tak
neexponované pady. U t&kavych latek se viak zkouska provadi pouze se
sériemi jednotlivych dilgich vzorkd. Pokud se inkubuji souhrnné vzorky,
pripravi se velkd mnoZstvi exponované a neexponované pidy a b&hem
zkousky se podle potieby odebiraji diléi vzorky kanalyze. Vychozi
mnozZstvi pfipravené pro exponované vzorky a kontrolni vzorky zavisi na
velikosti dil¢ich vzorkd, poétu duplikatnich vzork® pouZitych pro analyzu
a na predpokladaném po&tu intervaldi, v nichZ se odeberou vzorky. Pidy
inkubované jako souhrnny vzorek se pfed odbérem dil¢ich vzorkd
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dikladné promisi. Pokud se inkubuji série jednotlivych vzorkd pid,
rozdéli se souhrnny vzorek exponované pudy a souhrnny vzorek
neexponované pudy na pozadovany pocet dil¢ich vzorkid a ty se pouziji
podle potieby. U experiment, kdy lze pfedpokladat vice neZ dva
intervaly odb&ru, by mé&l byt ptipraven dostate¢ny pocet dil¢ich vzorki
s ohledem na vSechny duplikatni vzorky a vSechny intervaly odbéru.
Alespoit tii duplikatni vzorky zku$ebni pidy mély byt inkubovany za
aerobnich podminek (viz oddil 1.7.1.1). U v3ech zkous$ek by mély byt
pouZity vhodné nadoby s dostateénym prostorem pod vikem, aby
nenastaly anaerobni podminky. U tékavych latek se zkouska provadi
pouze se sériemi jednotlivych dil¢ich vzorki.

XX1.1.7.1.3 Podminky zkousky a jeji trvani

Zkouska se provadi vtemnu pifi pokojové teploté (20 +2)°C. Vihkost
vzorku pidy se udrzuje po dobu zkousky v rozmezi 40 % az 60 % (£5 %)
maximalni vodni kapacity pudy (viz oddil 1.6.4.2). Podle potieby se
pfidava destilovana nebo deionizovana voda.

Zkousky trvaji nejmén& 28 dnfi. PH zkouSkach agrochemikalii se
porovndvaji rychlosti tvorby dusi¢nani v exponovanych a kontrolnich
vzorcich. Pokud se 28. dne tyto rychlosti li§i o vice nez 25 %, pokraCuje
se ve zkousce do doby, nez rozdil klesne na 25 % a méng, nebo do 100
dnd, podle toho, co nastane dfive. U jinych latek neZ agrochemikalii se
zkouska ukonéi po 28 dnech. 28.den se stanovi mnoZstvi dusi¢nani
v exponovanych a kontrolnich vzorcich a vypo¢itaji se hodnoty ECx.

XXI1.1.7.2 Odbéry vzorki a analyzy pid
XXI1.1.7.2.1 Intervaly odbéru vzorku

P zkouSeni agrochemikalii se obsah dusiénanii ve vzorcich analyzuje
v 0., 7., 14. a 28. den. Pokud se zkouska prodluzuje, provede se dalsi
méfeni ve 14-dennich intervalech po 28. dni.

Pt zkouSeni jinych latek neZ agrochemikalii se pouZije alespoi pét
zkudebnich koncentraci a obsah dusi¢nand se ve vzorcich ptid analyzuje
na zacatku expoziéni doby (den 0) a na jeho konci (po 28 dnech). Je-li to
povaZovano za nezbytné, lze provést dal$i mezilehlé méfeni,
napt. v 7. den. Data ziskana 28.den se pouZiji pro stanoveni ECy
chemické latky. Podle potfeby lze data ze dne 0 u kontrolnich vzorkl
pouZit ve zpravé jako vychozi koncentraci dusi¢nanii v padé.

XX1.1.7.22  Analyza vzorki pid

Pro kazdy ¢as odb&ru vzorkd se v exponovanych i kontrolnich vzorcich
stanovi obsah dusi¢nanti. Dusi¢nany se extrahuji ze vzorkl tfepanim
s vhodnym extrakénim roztokem, napf. sO0,1M roztokem chloridu
draselného. Doporucuje se pouzit 5 ml roztoku KCl na gram suSiny pldy.
Pii optimalni extrakci by mély byt nadoby s ptidou a extrakénim roztokem
naplnény nejvy3e zjedné poloviny. Smési se extrahuji tfepanim pfi
150 ot./min. po dobu 60 minut. Smési se odstfedi nebo zfiltruji a kapalna
faze se analyzuje na dusi¢nany. Kapalny extrakt zbaveny pevnych Céstic
1ze pted analyzou skladovat pfi (-20 +5) °C po dobu Sesti mésici.
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XX1.2. DATA
XXI12.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pii zkouSeni agrochemikdlii se zaznamenda mnoZstvi vytvofenych
dusi¢nanti v kaZdém duplikdtnim vzorku a primé&€mé hodnoty se
zaznamenaji do tabulky. Rychlost pfemé&ny dusiku se vyhodnoti vhodnymi
vieobecné uznavanymi statistickymi metodami (napf. F-testem na 5 %
hladiné vyznamnosti). MnoZstvi vzniklych dusi¢nand se vyjadfi v mg
dusiénanti na kg sudiny pidy za den. Rychlost tvorby dusi¢nanii se pro
kazdou expozici porovna s rychlosti ziskanou pro kontrolni vzorky a
vypoéte se odchylka od kontrolnich vzorki v procentech.

Pfi zkouSeni jinych latek neZ agrochemikdlii se stanovi mnoZstvi
dusiénanti v kazdém duplikatnim vzorku a pro ucely odhadu hodnot ECy
se sestroji kfivka zavislosti odezvy na dévce. MnoZstvi dusi¢nani
(tj. mnoZstvi dusi¢nant v mg na kg sudiny pidy) zji§ténd v exponovanych
vzorcich po 28 dnech se porovnaji s hodnotami zjisténymi u kontrolnich
vzork®. Z t&chto udaji se pro kazdou zkuSebni koncentraci vypocte
velikost inhibice v procentech. Tyto hodnoty v procentech se vynesou do
grafu proti koncentraci a poté se statistickymi metodami vypocitaji
hodnoty EC,. Standardnimi metodami (viz literatura 10 aZ 12) se rovné€z
vypoditaji intervaly spolehlivosti (p = 0,95) pro vypo¢tené hodnoty ECy.

Zkou¥ené latky svysokym obsahem dusi¢nani mohou pfispivat
k mnozstvi dusi¢nanu vytvofeného pfi zkoudce. Pokud se zkousi vysoké
koncentrace t&chto latek (napf. chemikélie, u nichZ se ofekava opakované
pouZiti), musi byt souddsti zkousky vhodné kontrolni vzorky (tj. piida a
zkousena latka bez rostlinné moucky). Data z t€chto kontrol musi byt
zohlednéna pfi vypoctech EC,.

XX1.2.2 INTERPRETACE VYSLEDKU
Pokud je pii hodnoceni vysledkii zkouSek s agrochemikdliemi pfi
jakémkoli odbéru po 28 dnech rozdil rychlosti tvorby dusi¢nanti pfi niZ8i
expozici (fj. pi maximdlni ofekavané koncentraci) a rychlosti tvorby
v kontrolach roven 25 % nebo niZsi, lze konstatovat, Ze zkouSena latka
nema dlouhodoby vliv na transformaci dusiku v pidach. Pro hodnoceni
vysledkdl zkousek jinych latek nez agrochemikalii se pouziji hodnoty
EC50, EC25 a/nebo EC]().
XX13.  ZPRAVY
Protokol o zkoudce musi obsahovat nasledujici informace:
Uplnou identifikaci pouZité pidy zahrnujici tyto tdaje:
—  zemépisnd poloha mista (zemé&pisna Sitka a délka);

— informace a historii mista (tj. vegetatni kryt, oSetfeni
piipravky na ochranu rostlin, pouZiti hnojiv, ndhodna
kontaminace atd.);

—  zpusob vyuziti (napf. zem&délska ptda, les atd.);
—  hloubka odbéru vzorkd (cm);
—  obsah pisku/prachw/jilu (v % suSiny),
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—  pH (ve vod¢);

—  obsah organického uhliku (v % suSiny);

~—  obsah dusiku (v % susiny);

—  vychozi koncentrace dusiénantt (mg dusi¢nand na kg susiny);

—  kapacita iontové vymény (mmol/kg);

—  mikrobialni biomasa v procentech celkového organického
uhliku;

—  odkaz na metody pouZité pro stanoveni kazdého z parametri;

—  viechny informace tykajici se odbéru a skladovani vzorki
pud;

—  podrobné idaje o pfipadné pfedbéZné inkubaci ptdy.

ZkousSena latka:

—  fyzikalni povaha a pfipadné fyzikalng-chemické vlastnosti;

—  pfipadné tudaje o chemické identité, véetné strukturniho
vzorce, Cistoty (tj. procentudlni obsah G¢inné slozky u
ptipravkli na ochranu rostlin), obsahu dusiku.

Substrat:
—  zdroj substratu;

— slozeni (1j. vojtékovda moucka, =zelend travni moucka
s vojtétkou);

—  obsah uhliku, dusiku (v % suSiny);

—  velikost sita (mm).

Zku$ebni podminky:

—  podrobné udaje o obohaceni pidy organickym substratem;

— polet pouzitych koncentraci zkouSené latky, popfipad€
zdtivodnéni volby koncentraci;

—  podrobné daje o aplikaci zkousené latky na pidu;
— inkubacni teplota;
—  vlhkost ptidy na za¢atku zkousky a v jejim pribéhu;

— pouziti metoda inkubace pidy (tj.inkubace souhrnného
vzorku, nebo inkubace jednotlivych dil¢ich vzorkl pidy);

—  pocet duplikatnich vzorkd;

—  doby odbéru vzorki;

— metoda pouzita pro extrakci dusi¢nant z pady.

Vysledky:

—  postup analyzy a zafizeni pouZité pro stanoveni dusi¢nani;



Castka 134 Sbirka zikont & 389 / 2005 Strana 7151

—  jednotlivé naméfené hodnoty obsahu dusi¢nani a jejich
primérmné hodnoty v tabulkové formé¢;

— rozdily mezi duplikdtnimi vzorky u exponovanych a
kontrolnich vzorka pad;

—  podle potieby vysvétleni oprav provedenych pfi vypoctech;

—  procentudlni odchylka vrychlosti tvorby dusi¢nani pro
kazdou dobu odb&ru vzorki, poptipadé hodnota ECsp s 95%
intervalem spolehlivosti, jiné hodnoty ECy (tj. ECs nebo
ECj9) sintervaly spolehlivost a graf kiivky zavislosti
odpovédi na davce;

——  statistické zpracovani vysledki;

—  viechny informace a pozorovani uZitené pro interpretaci
vysledk.
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XXII. METODA  PRO  STANOVENI  AKTIVITY  PUDNICH
MIKROORGANISMU PRI TRANSFORMACI UHLIKU

(metoda C.22 podle piilohy smé&rnice 2004/73/ES ze dne 29. dubna 2004, kterou se po
dvacéaté devaté prizpisobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o
sbliovani pravnich a spravnich pfedpist tykajicich se klasifikace, baleni a
oznacovani nebezpecnych latek)

XXIl.1. METODA
Tato metoda odpovida metodé OECD TG 217 (2000).

XXI1.1.1 UVOD

Tato zkuSebni metoda popisuje laboratorni postup pro vySetfovani
moznych dlouhodobych G&inkd jednordzové expozice pfipravkim na
ochranu rostlin a poptipadé jinym chemicky latkam na aktivitu pidnich
mikroorganism@ pii transformaci uhliku. Je zaloZena na pokladech a
doporugenich nérodnich i mezindrodnich organizaci (viz literatura 1 az 6).
P#i posuzovani a hodnoceni toxickych vlastnosti zkousenych latek mize
byt nezbytné stanovit G¢inky na aktivitu ptidnich mikroorganismi, napf.
jsou-li pozadovany tdaje o vedlejsich tugincich pfipravkil na ochranu
rostlin na ptdni mikrofloru nebo ocekava-li se expozice pilidnich
mikroorganismi chemickym latkdm jinym neZ pfipravkim na ochranu
rostlin. Cilem zkousky na transformaci uhliku je zjistit u€inky takovych
chemickych latek na piidni mikrofléru. Pokud se zkouseji agrochemikalie
(napf. p¥pravky na ochranu rostlin, hnojiva, chemické pfipravky pro
lesnictvi), provadi se jak zkouska na transformaci uhliku, tak zkouska na
transformaci dusiku. Pokud se zkoudeji jiné chemické latky nez
agrochemikalie, postatuje zkouska na transformaci dusiku. Nachazeji-li se
viak u téchto chemickych latek hodnoty ECsy pro transformaci dusiku
vrozpéti hodnot nachézenych pro komeréné dostupné inhibitory
nitrifikace (napf. nitrapyrin), 1ze pro ziskéni daldich informaci provést

zkousku na transformaci uhliku.

Pady se skladaji z Zivych a neZivych slozek, které se vyskytuji ve formé
slozitych a heterogennich smési. Mikroorganismy hraji ddleZitou roli
v rozkladu a transformaci organickych latek v irodnych piidach, pfi¢emzZ
rizné druhy pfispivaji k riznym aspektim trodnosti pldy. Jakékoli
dlouhodobé poruseni téchto biochemickych procesti by mohlo porusit
kolob&h Zivin a to by mohlo mit vliv na arodnost piidy. K transformaci
uhliku a dusiku dochazi u véech urodnych pid. Acékoliv se populace
mikroorganismii odpovédnych za tyto procesy u jednotlivych ptd lisi,
jednd se v podstaté o totéZ schéma transformace.

Popsana zkuSebni metoda slouZi ke zjidténi dlouhodobych neptiznivych
G¢inkd latky na proces transformace uhliku v aerobnich povrchovych
pudach. Zkouska je citlivd na zmény ve velikosti a aktivit€ mikrobidlni
populace, ktera je odpovédna za transformaci uhliku, nebot’ tyto populace
budou vystaveny jak chemickému stresu, tak nedostatku uhliku. Pouziji se
pis¢ité pidy snizkym obsahem organického materidlu. Tyto pldy se
exponuji zkousené latce a inkubuji se za podminek, které umoziiuji rychly
mikrobialni metabolismus. Za t&chto podminek se zdroje snadno
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dostupného uhliku rychle vycerpaji. To zpisobi nedostatek uhliku, ktery
vede k nejen k odumfeni mikrobialnich bungk, ale také indukuje klidové
stadium a/nebo tvorbu sport. Pokud se zkouska provadi déle nez 28 dni,
Ize souhrn téchto reakci méfit v kontrolnich vzorcich (neexponovana
ptida) jako postupnou ztratu metabolicky aktivni mikrobidlni biomasy (viz
literatura 7). Pokud je biomasa v plidé s nedostatkem uhliku za podminek
zkousky ovlivnéna ptitomnosti chemické latky, pravdépodobné se nevrati
do téhoZ stavu jako kontrolni vzorek. PoruSeni stavu zplsobené
zkousenou latkou kdykoliv béhem zkousky tedy &asto pietrvava aZz do
konce zkousky.

Zkouska, na niZ je zaloZena tato zkugebni metoda, byla zprvu vyvinuta pro
latky, u nichz lze pfedvidat mnoZstvi, které pronikne do pidy. Piikladem
jsou pifpravky na ochranu rostlin, u nichZ je polni aplikacni didvka znama.
U agrochemikalii postaduje provést zkousku se dvéma urovnémi davky,
které odpovidaji pfedpoklddané nebo odhadované aplikaéni davce. U
agrochemikalii lze zkou3et G¢inné slozky nebo piipravky v komeréni
tipravé. Zkou¥ka v3ak neni omezena na chemické latky, jejichz
koncentraci v zivotnim prostfedi lze pfedpovédét. Zménou mnoZstvi
zkousené latky aplikované na pidu a zplisobu vyhodnoceni dat lze
zkousku vyuZit také pro chemické latky, u nichZ neni znamo, v jakém
mnozstvi proniknou do pady. U jinych chemickych latek neZ
agrochemikalii se proto stanovuje G¢inek fady koncentraci na transformaci
uhliku. Data z té&chto zkouSek se pouZiji k sestrojeni kiivky zavislosti
odezvy na ddvce a k vypoétu hodnot ECy, kde x je procentudlni udinek.

XXII.1.2 DEFINICE

Transformace uhliku: je rozklad organického materidlu plsobenim
mikroorganismii, jehoz vysledkem je anorganicky kone¢ny produkt oxid
uhlicity.

EC, (U¢inna koncentrace): je koncentrace zkouSené latky v pudg, ktera
- vede k x-procentni inhibici transformace uhliku na oxid uhli€ity.

ECsy (Median ué&inné koncentrace): je koncentrace zkouSen€ latky
v ptidé, kterd vede k 50% inhibici transformace uhliku na oxid uhli¢ity.

XXII.1.3 REFERENCNI LATKY
Z4dné.
XXII.1.4 PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Proseta plida se bud’ exponuje zkuSebni litce, nebo se ponecha
neexponovana (kontrola). P¥i zkoudeni agrochemikalii se doporuCuje
provést zkousku s nejméné dvéma koncentracemi zvolenymi tak, aby byly
v uréitém vztahu k nejvy3si predpokladané koncentraci na poli. Po 0, 7, 14
a 28 dnech inkubace se vzorky exponované a kontrolni pidy smisi
s glukosou a po nasledujicich 12 h se méfi respiraéni rychlost vyvolana
glukosou. Respiraéni rychlost se vyjadi jako uvolnény oxid uhli¢ity
(v mg oxidu uhli¢itého na kg susiny za hodinu) nebo jako spotfebovany
kyslik (v mg Kysliku na kg pidy za hodinu). Primérna respira¢ni rychlost
u exponovanych vzorkti piid se porovna s rychlosti u kontrolnich vzorkt a
vypodte se procentualni odchylka exponovanych vzorkil od kontrolnich
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vzorkt. VSechny zkousky musi probihat alespoii 28 dnii. Jsou-li 28. den
rozdily mezi experimentdlni a kontrolni pidou rovné 25 % nebo vé&tsi,
v méfeni se pokracuje ve 14-dennich intervalech nejdéle do 100 dnt. Pfi
zkouSeni jinych chemickych latek nez agrochemikalii se do vzorkl piidy
ptida fada koncentraci zkouSené latky a respiraéni rychlost vyvolana
glukosou (tj. primémé mnoZstvi uvolnéného oxidu uhli¢it¢ho nebo
spotfebovaného kysliku) se zmé&fi po 28 dnech. Vysledky zkousek s fadou
koncentraci se analyzuji za pouziti regresniho modelu a vypoctou se
hodnoty EC (tj. ECsp, ECa5 a/nebo ECyy). Viz definice.

XXII.1.5 VALIDITA ZKOUSKY

Vyhodnoceni vysledki zkousek u agrochemikalii se provadi s relativné
malymi rozdily (tj. primérna hodnota +25 %) mezi uvolnénym oxidem
uhli¢itym nebo spotfebovanym kyslikem u kontrolnich a exponovanych
vzorktd, takZe wvelké kolisani u kontrolnich vzorki mize vést
k nespravnym vysledkiim. Rozdily mezi jednotlivymi kontrolnimi vzorky
by proto mély byt mensi nezZ =15 %.

XXIl.1.6 POPIS METODY

XXII.1.6.1 ZkuSebni zaFizeni

Nadoby pouZité ve zkousce musi byt z chemicky inertniho materidlu.
Mély by mit vhodny objem, ktery by mél odpovidat postupu pouZitému
pro inkubaci pldy, tzn. bud’ inkubace souhrnného vzorku pldy, nebo
inkubace jednotlivych vzorkd pidy (viz oddil 1.7.1.2). Je tieba, aby
béhem zkousky doslo k co nejmensim ztratdm vody a aby byla umozZnéna
vyména plynit (napf.tim, Ze se nadoby zakryji perforovanou
polyethylenovou f6lif). Pfi zkouSeni t&€kavych latek se pouzZiji uzaviené
plynotésné nadoby. Mély by byt tak velké, aby piiblizn¢ jedna Etvrtina
jejich objemu byla zaplnéna vzorkem pudy.

Pro stanoveni respirace vyvolané glukosou jsou nezbytné inkubacni
systémy a pfistroje pro méfeni uvolilovaného oxidu uhliCitého nebo
spotfeby kysliku. Pfiklady takovych systémil lze nalézt v literatuie 8 az
11.

XXI1.1.6.2 Vybér a pocet piid
PouZije se jedna piida. Piida by méla mit tyto charakteristiky:
—  obsah pisku: nejméné 50 % a nejvyse 75 %;
— pH:55-7.5;
—  obsah organického uhliku: 0,5 - 1,5 %;

—  stanovi se mikrobidlni biomasa (viz literatura 12 a 13) a jeji obsah
uhliku by mél tvofit nejméné 1 % celkového organického uhliku
v pudé.

Ve vétdingé piipadd piedstavuje pida stémito charakteristikami

nejkonzervativngj$i pfipad, nebot’ adsorpce zkousené chemické latky je

minimalni a jeji dostupnost pro mikroorganismy je maximalni.

V disledku toho je zpravidla zkouseni s dal§imi pidami zbyteéné. Za

uritych okolnosti miiZze byt nezbytné nasazeni daldi pidy, napf. pfi
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zamy$leném hlavnim pouziti zkousené latky na urcité¢ druhy pid, jako
jsou kyselé lesni pidy nebo v piipadé elektrostaticky nabitych chemikalii.

XXI11.1.6.3 Odbér a skladovani vzorkua pad

XXIL.1.6.3.1 Odbér

K dispozici by mély byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je
ptida odebirdna. Mezi témito informacemi musi byt pfesna poloha,
vegetace, Udaje o oSetfovani pfipravky na ochranu rostlin, pouZiti
organickych a mineralnich hnojiv, pfidavky biologického materidlu nebo
nahodna kontaminace. Pro odbér pidy by mélo byt zvoleno misto, které
umoziuje dlouhodobé pouzivani. Vhodnymi misty jsou trvalé pastviny,
pole s jednoletymi kulturnimi plodinami (kromé kukufice) nebo husté
oseté plochy zeleného hnojeni. Mista vybrana pro odbér vzorkl by neméla
byt minimalné jeden rok pfed odb&rem ofetfovana ptipravky na ochranu
rostlin. RovnéZ by neméla byt alespoii 3est mé&sicli pouZita organicka
hnojiva. Pouziti mineralnich hnojiv je pfpustné pouze tehdy, je-li to
nezbytné pro plodiny, a vzorky piidy by nemély byt odebirany difive neZ
po ttech mésicich po aplikaci. Nemély by byt pouzivany pidy s hnojivy, o
nichZ je znamo, Ze maji biocidni G¢inky (napf. kyanamid vapenaty).
Vzorky by nemély byt odebirany pii dlouhych obdobich sucha nebo
zavodnéni (delSich neZz 30 dnd) nebo po nich. Vzorky omych pid se
odebiraji z hloubky 0 az 20 cm. U luk (pastvin) nebo jinych piid, u nichz
po del’i dobu (alespoti po jedno vegetaéni obdobi) nebyla provadéna orba,
miZe maximalni hloubka odb&ru mimé prekradovat 20 cm (napf. aZ
25 cm). Vzorky piid by mé&ly byt pfepravovany v takovych nadobach a za
takové teploty, aby bylo zarufeno, Ze se puvodni vlastnosti pldy
vyznamné& nezmeéni.

XX11.1.6.3.2 Skladovani

Uptednostfiuje se pouZiti Gerstvé odebrané pidy. Pokud je skladovani
pidy v laboratofi nevyhnutelné, miZze byt skladovana vtemnu pfi
(4 £ 2) °C po dobu maximalné t¥i mésich. Bé¢hem skladovani piid musi byt
zajistény aerobni podminky. Pokud jsou ptidy odebirany z oblasti, v nichZ
jsou po dobu alespori tH mésich v roce zmrzlé, lze zvazit Sestimesi¢ni
skladovani pii -18 °C. Pfed kazdym experimentem se stanovi mikrobialni
biomasa skladovanych pid a uhlik pochdzejici z biomasy by mél tvorit
nejméné 1 % celkového organického uhliku v piidé€ (viz oddil 1.6.2).

XXII1.1.6.4 Zachazeni s padou a jeji pFiprava pro zkousku

XXI1.1.6.4.1 Predbéznd inkubace

Pokud byla ptida skladovéna (viz oddil 1.6.3.2 a 1.7.1.3), doporucuje se
provést ptedb&Znou inkubaci v délce 2 az 28 dni. Teplota a vihkost pidy
béhem predbézné inkubace by mély byt podobné podminkam pii zkousce
(viz oddily 1.6.4.2 a 1.7.1.3).

XXI11.1.6.4.2 Fyzikdlné-chemické charakteristiky

Z pidy se ru¢né odstrani velké kusy (napf. kameny, ¢4sti rostlin atd.) a
poté se za vlhka, aniz je pida nadmémé vysouSena, proseji Castice o
velikosti 2 mm a mensi. Vlhkost vzorku pudy se upravi destilovanou nebo
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deionizovanou vodou na hodnotu 40% az 60 % maximalni vodni
kapacity.
XXI11.1.6.5 Pr¥iprava zkou$ené litky pro aplikaci na pidu

Zkou3ena latka se obvykle aplikuje pomoci nosi¢e. Nosiéem miiZze byt
voda (u latek rozpustnych ve vodé) nebo inertni tuh4 latka, napf. jemny
kiemicity pisek (velikost zrna: 0,1 — 0,5 mm). Jiné kapalné nosiCe nez
voda (napf. organicka rozpoustédla jako aceton, chloroform) by nemély
byt pouzivany, nebot’ mohou zni¢it mikrofléru. PouZije-li se jako nosi¢
pisek, mlZe byt obalen zkousenou latkou rozpusténou nebo rozptylenou
ve vhodném rozpoustédie. V takovém piipadé se rozpoustédlo pied
smisenim s piidou odstrani odpafenim. Pro optimdlni distribuci zkouSené
latky v pidé se doporucuje pouzit 10 g pisku na kilogram pady (vztaZeno
na susinu). Do kontrolnich vzorkd se aplikuje pouze odpovidajici
mnozZstvi vody a/nebo pisku.

Pii zkouseni tékavych chemickych latek je tfeba zabranit ztratdm pfi
aplikaci a pokusit se o homogenni rozptyleni latky v ptidé (latka se napf.
nastiikne do puidy na vice mistech).

XXI1I1.1.6.6 Zkusebni koncentrace

P#i zkouSeni pfipravkd na ochranu rostlin nebo jinych chemickych latek, u
nichZ 1ze ptedpovédét koncentraci v Zivotnim prostfedi, se pouZiji alespoit
dvé koncentrace. Nizsi koncentrace by méla odpovidat pfinejmenSim
maximalnimu ofekavanému mnoZstvi latky, které v realnych podminkéach
pronikne do pady, zatimco vy3si koncentrace by méla byt nasobkem niZ5i
koncentrace. Vypodet koncentrace zkousené latky pfidavané do pidy se
provede za piedpokladu rovnomérného zapraveni do hloubky 5 cm a pro
sypnou hustotu pidy 1,5. U agrochemikalii, které se aplikuji pfimo do
pldy, nebo u chemikélii, u nichz lze mnozstvi, které se dostane do pidy,
ptedpovédét, jsou  doporutenymi  zkuSebnimi  koncentracemi
predpokladané koncentrace v Zivotnim prostiedi (Predicted
Environmental Concentration, PEC) a jejich pétindsobky. U létek, které se
zpravidla aplikuji do plidy né€kolikrat za sezénu, se zkuSebni koncentrace
odvodi ze soutinu PEC a ogekavaného maximalniho poctu aplikaci. Horni
koncentrace by v3ak neméla prekro¢it desetindsobek maximalni
jednorazovée aplikované davky.

U jinych latek neZ agrochemikalii se pouZije geometricka fada nejméne
péti koncentraci. V rozpéti t&chto zku3ebnich koncentraci by se mély
nachazet stanovované hodnoty ECy.

XXII.1.7 PROVEDENI ZKOUSKY
XXI1.1.7.1 Podminky expozice

XXI1.1.7.1.1 FExpozice a kontrola

P#i zkoudeni agrochemikalii se piida rozdéli na t¥i dily o stejné hmotnosti.
Dva dily se smisi s nosi¢em obsahujicim latku a tfeti dil se smisi pouze
s nosi¢em (kontrola). Doporutuje se, aby byla zkouSka provedena
s minimalné tfemi duplikatnimi vzorky exponovanych i neexponovanych
pud. Pii zkouSeni jinych latek neZ agrochemikalii se piida rozd€li na Sest
dild o stejné hmotnosti. P& vzorki se smisi snosiCem obsahujicim
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zkouSenou latku a Sesty vzorek se smisi pouze s nosi¢em bez chemické
latky. Doporuduje se pouzit tfi duplikdtni vzorky exponované i
neexponované pudy. Je tfeba vénovat pozornost homogennimu rozptyleni
zkouSené latky v exponovanych vzorcich pidy. P¥i miSeni by nemélo
dochazet k hutnéni nebo shlukovani pidy.

XXII1.1.7.1.2 Inkubace vzorku pud

Inkubaci vzorki pid lze provést dvéma zpisoby: se souhrnnym vzorkem
exponované pidy a souhrnnym vzorkem neexponované pldy, nebo se
sériemi jednotlivych stejné velkych dil¢ich vzorkl jak exponované, tak
neexponované pudy. U tékavych latek se vSak zkouska provadi pouze se
sériemi jednotlivych dil&ich vzorkii. Pokud se inkubuji souhrnné vzorky,
piipravi se velkd mnoZstvi exponované a neexponované pidy a b&¢hem
zkousky se podle potieby odebiraji diléi vzorky k analyze. Vychozi
mnoZstvi pfipravené pro exponované vzorky a kontrolni vzorky zavisi na
velikosti dilich vzorkil, podtu duplikatnich vzorki pouZitych pro analyzu
a na predpokladaném poétu intervalii, v nichZ se odeberou vzorky. Piidy
inkubované jako souhrnny vzorek se pied odb&rem dil¢ich vzorki
dikladné promisi. Pokud se inkubuji série jednotlivych vzorkii pid,
rozdéli se souhrnny vzorek exponované pudy a souhrnny vzorek
neexponované pidy na poZadovany poéet dil¢ich vzorkl a ty se pouZiji
podle potfeby. U experimentd, kdy lze piedpokladat vice neZ dva
intervaly odbéru, by mé&l byt piipraven dostatecny pocet dil¢ich vzorki
sohledem na vSechny duplikatni vzorky a viechny intervaly odbéru.
Alespofi tfi duplikatni vzorky zku$ebni pidy mély byt inkubovany za
aerobnich podminek (viz oddil 1.7.1.1). U v3ech zkouSek by mély byt
pouzity vhodné nadoby s dostateénym prostorem pod vikem, aby
nenastaly anaerobni podminky. U t&kavych latek se zkouska provadi
pouze se sériemi jednotlivych dil¢ich vzorki.

XXII.1.7.1.3 Podminky zkousky a jeji trvdni

Zkouska se provadi vtemnu pii pokojové teploté (20 +2) °C. Vihkost
vzorku pady se udrZuje po dobu zkousky v rozmezi 40 % az 60 % (£5 %)
maximalni vodni kapacity pidy (viz oddil 1.6.4.2). Podle potfeby se
pridava destilovana nebo deionizovana voda.

Zkousky trvaji nejmén& 28 dnl. Pf zkouskdch agrochemikalii se
porovndvaji mnozstvi uvolnéného oxidu uhliCitého nebo mnoZstvi
spotfebovaného kysliku u exponovanych a kontrolnich vzorkd. Pokud se
28. dne tyto rychlosti 1i8i o vice nez 25 %, pokraduje se ve zkouSce do
doby, neZ rozdil klesne na 25 % a méné, nebo do 100 dnf, podle toho, co
nastane dtive. U jinych chemickych latek neZ agrochemikalii se zkouska
ukonéi po 28 dnech. 28.den se stanovi mnoZstvi uvolnéného oxidu
uhli¢itého nebo mnozstvi spotfebovaného kysliku u exponovanych a
kontrolnich vzorki a vypogitaji se hodnoty EC.

XXII1.1.7.2 Odbéry vzorkil a analyzy pud
XXII1.1.7.2.1 Intervaly odbéru vzorki

Pii zkouSeni agrochemikalii se rychlost respirace vyvolané glukosou ve
vzorcich analyzuje 0., 7., 14. a 28. den. Pokud se zkouska prodluZuje,

provede se daldi m&feni ve 14dennich intervalech po 28. dni.
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Pfi zkouSeni jinych latek neZ agrochemikalii se pouZije alespori pet
zkuSebnich koncentraci a obsah respirace vyvolané glukosou s¢ ve
vzorcich piid analyzuje na za¢atku expoziéni doby (den 0) a na jeho konci
(po 28 dnech). Je-li to povaZovano za nezbytné, lze provést dalsi
mezilehlé meéfeni, napf.7.den. Data ziskand 28.den se pouZiji pro
stanoveni ECy chemické latky. V ptipadé potfeby lze data ze dne O u
kontrolnich vzork( pouZit k odhadu vychoziho mnoZstvi metabolicky

aktivni mikrobidlni biomasy v pid¢.
XXI1.1.7.2.2 MeéFeni rychlosti respirace vyvolané glukosou

Pro kazdy &as odb&ru vzorkl se v exponovanych i kontrolnich vzorcich
stanovi rychlost respirace vyvolané glukosou. Vzorky pid se smisi
s dostateénym mnoZstvim glukosy, aby se ihned vyvolala maximalni
respiradni odezva. Mnozstvi glukosy potfebné pro vyvolani maximalni
respiraéni odezvy u dané pldy lze stanovit v orientatni zkouSce se sérii
koncentraci glukosy (viz literatura 14). U pis€itych piid s obsahem
organického uhliku od 0,5 do 1,5 % obvykle sta¢i 2 000 mg aZ 4 000 mg
glukosy na kg sudiny. Glukosu Ize rozmélnit na praSek s Cistym
kiemennym piskem (10 g pisku na kg sufiny) a homogenn¢ smisit
s pudou.

Vzorky pidy obohacené glukosou se inkubuji ve vhodné aparatute, ktera
umozZiiuje méfit respiraéni rychlosti pfi (20 + 2) °C bud’ kontinudlng, nebo
kazdou hodinu, nebo kazdé dvé hodiny (viz oddil 1.6.1). M¢éfeni
uvolnéného oxidu uhligitého nebo spotiebovaného kysliku se provadi
nepretrZité po dobu 12 h a méfeni se zahaji co nejdfive, tj. do 1 az 2 h po
ptidani glukosy. Zméfi se celkové mnoZstvi uvolnéného oxidu uhli€itého
nebo celkové mnozstvi spotfebovaného kysliku za 12h a stanovi se
primé&ma respiracni rychlost.

XXI1.2. DATA
XXI1.2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

P¥ zkouseni agrochemikalii se zaznamena mnoZstvi uvolnéného oxidu
uhli¢itého nebo mnoZstvi spottebovaného kysliku u kazdého duplikédtniho
vzorku a primémé hodnoty se zaznamenaji do tabulky. Vysledky se
vyhodnoti vhodnymi vSeobecné uznavanymi statistickymi metodami
(napt. F-testem pfi 5% hladingé vyznamnosti). Rychlosti respirace
vyvolané glukosou se vyjadH v mg oxidu uhli¢itého na kg suliny za
hodinu nebo v mg kysliku na kg sudiny za hodinu. Priméma rychlost
uvolfiovéani oxidu uhli¢itého nebo priméma rychlost spotfeby kysliku u
kazdé expozice se porovnd sodpovidajicimi hodnotami u kontrolnich
vzorkl a vypoéte se procentualni odchylka exponovanych vzorkd od
kontrolnich vzork.

P¥i zkouSeni jinych latek nez agrochemikalii se stanovi mnoZstvi
uvolnéného oxidu uhligitého nebo mnoZstvi spotfebovaného Kkysliku
v kazdém dupliktnim vzorku a pro Géely odhadu hodnot ECy se sestroji
kfivka zavislosti odezvy na davce. Rychlosti respirace vyvolané glukosou
(tj. mg oxidu uhli¢itého na kg suiny za hodinu nebo mg kysliku na kg
suSiny za hodinu) zjit&né v exponovanych vzorcich po 28 dnech se
porovnaji s hodnotami zjist&énymi u kontrolnich vzorkd. Z t&chto udaji se
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pro kazdou zkuSebni koncentraci vypoéte velikost inhibice v procentech.
Tyto hodnoty v procentech se vynesou proti koncentraci a poté se
statistickymi metodami vypoc¢itaji hodnoty EC,. Standardnimi metodami
(viz literatura 15 az17) se rovnéZ vypoditaji intervaly spolehlivosti
(p = 0,95) pro vypoétené hodnoty EC.,.

XXI12.2 INTERPRETACE VYSLEDKU

Pokud je pfi hodnoceni vysledkti zkouSek s agrochemikaliemi pfi
kterémkoli odb&ru po 28 dnech rozdil respiraénich rychlosti pfi nizsi
expozici (tj. pfi maximalni ofekavané koncentraci) a rychlosti u kontroly
roven 25 % nebo niz%i, lze Kkonstatovat, Ze zkouSend latka nema
dlouhodoby vliv na transformaci uhliku v ptdach. Pro hodnoceni
vysledkit zkouSek jinych latek neZ agrochemikalii se pouZiji hodnoty
EC50, EC25 a/nebo ECm.
XXI13. ZPRAVY

PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce musi obsahovat nasledujici informace:

Uplnou identifikaci pouZité piidy zahmujici tyto daje:

—  zemé&pisna poloha mista (zemépisna Sitka a délka);

— informace o historii mista (tj. vegetatni kryt, oSetfeni
pfipravky na ochranu rostlin, pouZiti hnojiv, nahodna
kontaminace atd.);

—  zpusob vyuzZiti (napt. zemédélska pida, les atd.);

—  hloubka odbéru vzorkt (cm);

—  obsah pisku/prachu/jilu (v % susiny);

—  pH (ve vodé);

—  obsah organického uhliku (v % susiny hmotnosti);

—  obsah dusiku (v % suSiny);

—  kapacita iontové vymény (mmol/kg);

— vychozi mikrobidlni biomasa v procentech celkového
organického uhliku;

— odkaz na metody pouZité pro stanoveni kazdého z parametrii;

—  vSechny informace tykajici se odbéru a skladovani vzorkl
pud;

—  podrobné udaje o ptipadné ptedb&zné inkubaci pidy.

ZkouSena latka:

—  fyzikélni povaha a ptipadné jeji fyzikalng-chemickeé vlastnosti;

— pifipadné udaje o chemické identité, véetng strukturniho
vzorce, {istoty (tj. procentudlni obsah ucinné sloZky u
pfipravkil na ochranu rostlin), obsahu dusiku.
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XXIL.4

ZkuSebni podminky:

—  podrobné tdaje o obohaceni pidy organickym substratem;

— pocet pouZitych koncentraci zkouSené latky, popfipade
zdiivodnéni volby koncentraci;

—  podrobné Udaje o aplikaci zkouSené latky na phidu;

— inkubacni teplota;

—  vlhkost ptidy na zaéatku zkousky a v jejim pribéhu;

—  pouzZita metoda inkubace (tj. bud’ inkubace souhrnného vzorku
pudy, nebo inkubace jednotlivych diléich vzorkd plady);

—  pocet duplikatnich vzorki;

— doby odbéru vzorki.

Vysledky:

— metoda a zafizeni pouzité pro méfeni respira¢nich rychlosti;

— data vCetn¢ jednotlivych hodnot a primémych hodnot

mnozstvi oxidu uhliéitétho nebo kysliku zpracovana
v tabulkové forme¢;

— rozdily mezi duplikatnimi vzorky u exponovanych a
kontrolnich vzorki pid,

— vpfipad¢ potfeby vysvétleni oprav provedenych pfi
vypodétech;

—  procentualni odchylka v rychlostech respirace vyvolané
glukosou pro kazdou dobu odbéru vzorkd, poptipadé hodnota
ECsp s95% intervalem spolehlivosti, jiné hodnoty EC,
(tj. ECys nebo ECyp) s intervaly spolehlivosti a graf kiivky
zavislosti odpovédi na davce;

—  ptipadné statistické vyhodnoceni vysledki;

—  viechny informace a pozorovani uZite¢né pro interpretaci
vysledk.
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XXIIL. METODA PRO STAI\’IOVENi . AVEROBNi A ANAEROBNI
TRANSFORMACE CHEMICKE LATKY V PUDE

(metoda C.23 podle piilohy smérnice 2004/73/ES ze dne 29. dubna 2004, kterou se po
dvacaté devaté ptizplsobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o
sblizovani pravnich a spravnich predpist tykajicich se klasifikace, baleni a
oznaCovani nebezpe¢nych latek)

XXIL1. METODA
Tato zkuSebni metoda odpovidé metodé OECD TG 307 (2002).

XXIIL1.1 UVOD

Postup popsany v této zkuSebni metodé je vyvinut pro ucely hodnoceni
aerobni a anaerobni transformace chemické latky v pidé. Je zaloZen na
doporudenich a smé&rnicich narodnich a mezinarodnich organizaci (viz
literatura 1 a2 9). Uelem experimenti je stanovit i) rychlost transformace
zkouSené latky a ii) povahu a rychlost tvorby a rozkladu transformacnich
produktii, kterym mohou byt rostliny a pidni organismy vystaveny. Tyto
studie jsou poZadovany u chemickych latek, které se aplikuji ptimo do
pidy nebo pravdépodobné mohou proniknout do plidniho ekosystému.
Vysledky téchto laboratornich studii mohou byt také pouZity pro
vypracovani postupl odbéru vzorki a analyzy u podobnych polnich studii.

Pro vyhodnoceni zpisobu transformace obvykle postacuji aerobni a
anaerobni studie sjednim druhem pady (viz literatura 8,10 all).
Rychlosti transformace se stanovi alespoil pro tfi dalsi pldy (viz literatura

8 a 10).

Druhy zkuebnich pid by mély byt reprezentativni pro environmentalni
podminky, vnichZ dojde kpouziti litky nebo k jejimu uvolnéni.
Naptiklad chemické latky, k jejichz uvolnéni miZe dojit v subtropickém
aZ tropickém klimatu, by mély byt zkouSeny s ferrasoly nebo nitosoly
(systém FAQ). Tato metoda se rovnéZ tykd pid ryZovych poli.

XXII1.1.2 DEFINICE
Zkousena latka: jakdkoli latka, at’ jiZ vychozi latka, nebo pfislusné
transformaéni produkty.
Transformaéni produkty: viechny latky vznikajici pfi biotickych a
abiotickych transformagnich reakcich zkouSené latky, véetn€ CO; a latek,
které jsou pfitomny ve vazanych reziduich.

Vizana rezidua: sloudeniny v padé, rostling nebo v Zivo€ichu, které po
extrakci zOstavaji v matrici ve form& vychozi latky nebo (jejiho
metabolitu (jejich metabolitd) nebo transformacnich produkti. Metoda
extrakce nesmi podstatné ménit samotné slouceniny nebo strukturu
matrice. Povahu vazeb lze &dstedné vyjasnit extrakci spojenou se zménami
v matrici a ndroénymi analytickymi technikami. Dosud byly timto
zpiisobem vyjasn&ny napt. kovalentni, iontové a adsorpéni vazby a rovné€Zz
zachyty. Tvorba vazanych rezidui obecné podstatng sniZuje biologickou
piistupnost a dostupnost (viz literatura 12) [upraveno podle [IUPAC 1984

(viz literatura 13)].
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Aerobni transformace: reakce, ke kterym dochazi za pfitomnosti kysliku

(viz literatura 14).

Anaerobni  transformace: reakce  probihajici s vylouCenim

molekularniho kysliku (viz literatura 14).

Piida: smés minerdlnich a organickych chemickych sloZek oZivend

malymi organismy (v&tSinou mikroorganismy), pfi¢emz organické slozky

obsahuji slou¢eniny s vysokym obsahem uhliku a dusiku a vysokou

molekulovou hmotnosti. Lze pracovat s dvéma formami pidy:

a) sneporuSenou  pidou, jak  vpribéhu asu  vznikla,
s charakteristickymi vrstvami riznych druhi ptdy;

b) s porusenou plidou, ktera se obvykle vyskytuje na obdélavanych
polich v ptipadg, Ze se vzorky odebiraji vyryvanim a pouZivaji se
v této zkuSebni metodé (viz literatura 14).

Mineralizace: uplny rozklad organické sloufeniny na CO;, H;O za

aerobnich podminek a na CHs, CO, a H,O za anaerobnich podminek.

V souvislosti s touto metodou, pfi niZ se pouZivaji slou¢eniny znaCené

radioisotopy, se mineralizaci rozumi rozsahly rozklad molekuly, pfi némz
se radioisotopy uhliku oxiduji za tvorby odpovidajiciho mnoZstvi “co,

(viz literatura 14).

Pologas: tys, je as, za ktery dojde k 50% transformaci zkouSené latky,
jestlize lze transformaci popsat kinetikou prvniho fadu; nezdvisi na
pocate¢ni koncentraci.

DTsp (doba odbourdni 50): doba, za kterou se poCatecni koncentrace
zkousené latky snizi o 50 %; lisi se od polo€asu tos, pokud transformace
neprobiha podle kinetiky prvniho fadu.

DT.s (doba odbourani 75): doba, za kterou se pocate¢ni koncentrace
zkousené latky snizi o 75 %.

DTy (doba odbourani 90): doba, za kterou se pocate¢ni koncentrace
zkousené latky sniZi 0 90 %.

XXIII.1.3 REFERENCNI LATKY
Referenéni latky se pouzZiji pro charakterizaci a/nebo identifikaci
transformaénich produktd spektroskopickymi a chromatografickymi
metodami.

XXII1.1.4 POUZITELNOST ZKOUSKY

Tato je metoda je pouZitelnd pro viechny chemické latky (neznatené nebo
zna&ené radioaktivnimi isotopy), pro néz je k dispozici analytickd metoda
s dostate¢nou spravnosti a citlivosti. Je pouZitelnd pro mimn¢ tékavé a
netékavé sloudeniny rozpustné i nerozpustné ve vod€. Zkouska by neméla
byt pouZita u latek, které z pidy silné t&kaji (napf. fumiganty, organicka
rozpouitédla), a nelze je tedy vpidé udrZet za experimentilnich
podminek této zkousky.

XXIII.1.5 INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

Pro stanoveni rychlosti transformace lze pouzit jak latky neznaCené
radioisotopy, tak znaCené latky. Znageny material je nezbytny pro studium
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zpusobu transformace a pro stanoveni latkové bilance. Doporuduje se
znadeni isotopem '*C, aviak uZite¢né mohou byt i jiné isotopy, napf. 1°C,
N, *H, *’P. Znatena by méla byt pokud mozno nejstabilngjsi &ast
(nejstabilngjsi ¢asti) molekuly. Pokud naptiklad zkouSena latka obsahuje
jeden aromaticky kruh, je tfeba, aby byl tento kruh oznafen. Pokud
zkouSena latka obsahuje dva nebo vice kruhi, miZe byt nezbytné provést
samostatné studie s cilem podchytit zbytky kazdého z kruhtl, a ziskat tak
vhodné informace o tvorbé transformacnich produktii.). Cistota latky by
méla byt alespoii 95 %.

Pred provedenim zkousky na aerobni a anaerobni transformaci v pid€ by
mély byt k dispozici alespori tyto informace o latce:

a)  rozpustnost ve vodé (metoda A.6)

b)  rozpustnost v organickych rozpoustédlech;

c) tlak par (metoda A.4) a Henryho konstanta;

d) rozd&lovaci koeficient n-oktanol/voda (metoda A.8);
e) chemicka stabilita v temnu (hydrolyza) (metoda C.7);

f) pK, pokud u molekuly nastdvd protonace nebo deprotonace
[smérnice OECD 112 ] (viz literatura 16).

Mezi daldi uZite¢né informace patii udaje o toxicit¢ zkouSené latky pro

pudni mikroorganismy [zku$ebni metody C.21 a C.22] (viz literatura 16).

K dispozici by mély byt analytické metody (véetné extrakénich a
izola¢nich metod) pro kvantitativni stanoveni a identifikaci zkouSené latky
a jejich transformaénich produktd.

XXI1.1.6 PODSTATA ZKUSEBNI METODY

Vzorky pldy se exponuji zkuSebni latce a inkubuji se vtemnu
v biometrickych bartikdch nebo v pritokovych systémech za fizenych
laboratornich podminek (pfi konstantni teplot¢ a vlhkosti pidy). Ve
vhodnych intervalech se vzorky ptd extrahuji a analyzuje se obsah
vychozi latky a transformaénich produktG. Vhodnym absorpénim
zafizenim se k analyze shromaZdi také tékavé produkty. Prostfednictvim
materialu znageného isotopem '*C lze po zachyceni uvolnéného '*CO,
méfit rizné rychlosti mineralizace zkousSené latky a déle lze stanovit
latkovou bilanci véetné tvorby vazanych rezidui v pidé.

XXIIL.1.7 KRITERIA JAKOSTI

XXIIL.1.7.1 Vytéznost

Extrakce a analyza provedena alesponi u dvou duplikatnich vzork( pidy
ihned po pfidani zkouSené latky poskytne prvni informaci o
opakovatelnosti analytické metody a o stejnomérnosti aplikace zkou3ené
latky. VytéZnosti pozdéjSich stupiii experimentu se zjisti z pfislusnych
latkovych bilanci. VytéZnosti by se meély nachizet v rozmezi 90 % az
110 % u znagenych chemickych latek (viz literatura 8) a v rozmezi 70 %
az 110 % u neznacenych chemickych latek (viz literatura 3).
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XXIIIL.1.7.2 Opakovatelnost a citlivost analytické metody

Opakovatelnost analytické metody (kromé uéinnosti prvni extrakce) pro
kvantitativni stanoveni zkou$ené latky a transformacnich produkti lze
ovéfit provedenim analyzy duplikétnich vzorki tychZ extraktd pidy, ktera
byla dostateéné dlouho inkubovédna, aby doSlo k vytvofeni
transformaénich produkti.

Mez detekce (LOD) analytické metody pro zkouSenou latku a pro
transformadni produkty by méla byt alespoii 0,01 mg na kg pady (pro
zkousenou latku) nebo 1 % aplikované davky, podle toho, ktera z hodnot
je niz8i. Rovnéz by méla byt specifikovana mez kvantitativni
stanovitelnosti (LOQ).

XXIIL1.7.3 Spravnost dat o transformaci

Regresni analyza zavislosti koncentrace zkousené latky na ¢ase poskytuje
vhodné informace o spolehlivosti transformaéni kfivky a umoZiuje
vypoditat intervaly spolehlivosti pro polo¢asy (v ptipad€ zdanlivé kinetiky
prvniho fadu) nebo pro hodnoty DTs, popfipadé hodnot DT75s a DToo.
XXIIL.1.8 POPIS METODY
XXIII.1.8.1 Vybaveni a chemicka ¢inidla

Inkubaénimi systémy jsou statické uzaviené systémy nebo vhodné
pritokové systémy (viz literatura 7 a 17). Pfiklady vhodnych pritokovych
inkuba¢nich aparatur a biometrickych ban€k jsou uvedeny na obrazcich 1
a 2. Oba typy inkubalnich systémt maji své vyhody a svd omezeni (viz
literatura 7 a 17).

Pro zkousku je nezbytné standardni laboratorni vybaveni, zejména:

—  analytické pfistroje, jako jsou GLC, HPLC, TLC, véetn¢ vhodnych
detek&nich systémi pro analyzu znaCenych nebo neznacenych latek
nebo pro inverzni isotopovou zfed’ovaci metodu;

—  ptistroje pro identifikaci latek (napt. MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR
atd.);

—  kapalinovy scintila¢ni spektrometr;

—  okyslidovaci zafizeni pro spalovani radioaktivniho materialu;

—  odstfedivka;

—  extrakéni aparatura (napf. centrifugatni zkumavky pro studenou
extrakci a Soxhletiv pfistroj pro kontinualni extrakcei s refluxem);

—  zafizeni pro zkoncentrovani roztokl a extraktl (napf. rotalni
odparka);

—  vodni lazer;

—  mechanické michaci zafizeni (napf. hnétaci zafizeni, rota¢ni mixér).

PouZiji se napt. tato chemicka ¢inidla:

— NaOH p.a, 2M, nebo jind vhodnd ziasada (napf. KOH,
ethanolamin);
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— H;804p.a., 0,05M;
— ethylenglykol p.a.;
—  tuhy absorpdni materidl, napf. natronové vapno, a polyurethanové
zétky;

—  organicka rozpoustédla ¢istoty p.a., napf. aceton, methanol atd.;
—  kapalny scintilator.

XXII1.1.8.2 Aplikace zkouSené litky
Za ulelem aplikace zkouSené latky do plidy a jejtho rozptyleni Ize
zkousenou latku rozpustit ve vod& (v deionizované nebo destilované vodg)
nebo lze v ptipadé potieby pouzit co nejmensi mnoZstvi acetonu nebo
jinych organickych rozpoustédel (viz literatura 6), ve kterych je zkouSena
latka dostateéné rozpustnd a stabilni. Zvolené mnoZstvi rozpoustédla vSak
nesmi mit vyznamny vliv na mikrobiélni aktivitu pidy (viz oddily 1.5 a
1.9.2 az 1.9.3). Rozpoustédla, ktera pisobi jako inhibitory mikrobidlni
aktivity, napf. chloroform, dichloromethan a jind halogenovana
rozpoustédla, nesmé&ji byt pouZita.
Latku lze do pidy pfidat také napf. ve smési s kfemennym piskem (viz
literatura 6) nebo ve formé malych diléich vzorkd zkuSebni pidy, které
byly ptedem vysuSeny na vzduchu a sterilizovany. Pokud se l4tka pfidava
pomoci rozpoustédla, mélo by byt rozpoustédlo odpafeno jesté pred tim,
nez jsou k ptivodnim nesterilnim vzorkim plidy pfidany obohacené dil¢i
vzorky.
U bé&zn& pouZivanych chemickych latek, jeZ se dostivaji do pldy
prostéednictvim zemé&d&lské aplikace kalt z Eistiren odpadnich vod, se
zkousena latka nejprve piida do kalu, ktery se poté vpravi do vzorku pidy
(viz oddily 1.9.2 a 1.9.3).
Nedoporuduje se pouZivat rutinné ptipravky v komeréni tpravé€. Napfiklad
u Spatné rozpustnych latek vSak miZe byt pouZiti pfipravku v komeréni
upravé vhodnou alternativou.

XXIIL1.8.3 Piidy

XXII1.1.8.3.1 Vybér pud

Pro stanoveni zplsobu transformace lze pouZit reprezentativni pldy;
doporuéuji se pisé¢itohlinita, prachovitohlinita, hlinitd nebo hlinitopis¢ita
pida [podle klasifikace FAO a USDA (viz literatura 18)] o hodnoté pH
5,5 az 8,0 a obsahu organického uhliku 0,5 — 2,5 %, pfi¢emZ mikrobialni
biomasa by méla tvofit nejméné 1 % celkového organického uhliku (viz
literatura 10).

Pro studie transformacnich rychlosti se pouZziji alesponi tfi dalsi pGdy
reprezentujici rozsah relevantnich pid. Pady by se mély lisit, pokud jde o
obsah organického uhliku, pH, obsah jilu a mikrobidlni biomasy (viz
literatura 10).
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U vSech pid by mély byt charakterizovany alespoil jejich: struktura
(% pisku, % prachu, % jilu) [podle klasifikace FAO a USDA (viz
literatura 18)], pH, kationtova vyménna kapacita, organicky uhlik, sypna
hustota, schopnost zadrZet vodu a mikrobialni biomasa (pouze pro aerobni
studie). Schopnost ptidy zadrZet vodu lze mé&fit jako polni kapacitu, jako
retenéni vodni kapacitu nebo jako vodni saci tlak (pF). Vysvétleni je
uvedeno v dodatku 1. V protokolu o zkousce by mélo byt uvedeno, zda
byly schopnost pidy zadrzet vodu a sypnd hustota stanoveny u
neporudenych polnich vzorkii, nebo poruSenych (zpracovanych) vzorkd.
Pro interpretaci vysledkii mohou byt uZitedné daldi informace o
vlastnostech ptidy. Pro stanoveni charakteristik pidy lze pouZit metody
doporucené v literatuie (viz literatura 19 az 23). Mikrobilni biomasa se
stanovi metodou respirace indukované substratem (SIR) (viz literatura 25
a 26) nebo alternativnimi metodami (viz literatura 20).

XXII1.1.8.3.2  Odbér, priprava a skladovani pud

K dispozici by mély byt podrobné informace o historii mista, ze kterého je
pida odebirana. Témito informacemi jsou pfesnad poloha, vegetalni kryt,
tidaje o oSetfovani chemickymi latkami, pouziti organickych a
minerdlnich  hnojiv, pfidavky biologického materidlu nebo jina
kontaminace. Pokud byla ptda v pfedchozich &tyfech letech o3etfena
zkousenou latkou nebo latkami s analogickou strukturou, neméla by byt
pouZita pro transformaéni studie (viz literatura 10 a 15).

Piida by méla byt Cerstvé odebrana z terénu (z A horizontu nebo z horni
20cm vrstvy) a méla by byt tak vlhka, aby bylo moZné snadné prosévani.
Kromé pad zryZovych poli by pidy nemély byt odebirdny v priibéhu
dlouhych obdobi (vice neZ 30 dnid) sucha, mrazi nebo zavodnéni nebo
kratce po téchto obdobich (viz literatura 14). Vzorky se pfepravuji
zptisobem, ktery minimalizuje zmé&ny obsahu vody v piidé, a uchovavaji
se vtemnu za co nejvétsiho pfistupu vzduchu. Pro tento Gcel je obecné
vhodny volné uzavieny polyethylenovy sacek.

Pada se zpracuje co nejdiive po odbéru. Pfed prosévanim na situ o
velikosti 2 mm, pfi némzZ se odstrani malé kameny, drobni ZivoCichové a
zbytky rostlin, se z piidy odstrani vegetace, v&tsi ZivoCichové a kameny.
Pied prosévanim by nemélo dojit k nadmémému vysuSeni a rozdrceni
pudy (viz literatura 15).

Pokud je v zimé& obtiZné odebrat vzorky v terénu (zmrzla pida, sn€hova
pokryvka), mohou byt odebrany zpidy skladované ve skleniku pod
vegetaénim pokryvem (napf. zatravnéné pudy nebo pldy s travni smési
s jetelem). V kazdém piipadé se upfednostiiuji studie s erstvé odebranymi
ptidami; pokud ma byt odebrand a zpracovand pida pfed zahajenim studie
skladovana, musi byt skladovana za odpovidajicich podminek a pouze po
omezenou dobu (pfi (4 +2) °C po dobu maximalné tii mésicl), aby byla
zachovéna mikrobialni aktivita. Z vysledkt neddvnych vyzkumi vyplyva,
e pdy z mirného pésma lze skladovat pfi -20 °C déle neZ tfi mésice (viz
literatura 28 a 29), aniZ dojde k vyznamné ztrat& mikrobialni aktivity.



Castka 134 Sbirka zikont & 389 / 2005 Strana 7169

Podrobné pokyny pro odbér, zpracovani a skladovéani pad pro
biotransformadni experimenty lze nalézt v literatufe (viz literatura 8, 10,
15,26 a27).

Pfed tim, neZ se zpracovanad pidda pouZije ve zkousce, provede se jeji
pfedbéina inkubace, aby se umoznilo klieni a odstranila se semena a aby
se po zménach podminek, ke kterym doslo od odbéru nebo skladovéni po
nastoleni inkuba¢nich podminek, znovu ustavila rovnovaha mikrobidlniho
metabolismu. Obecné postacuje pfedbézné inkuba¢ni obdobi v délce od 2
do 28 dni pfi podminkich teploty a vlhkosti bliZzicich se podminkam
zkousky (viz literatura 15). Skladovani a piedbézna inkubace by
dohromady nemély trvat déle neZ t¥i mésice.

XXII1.1.9 PROVEDENi{ ZKOUSKY
XXII1.1.9.1 Zku$ebni podminky

XXIL.1.9.1.1  ZkusSebni teplota
V pribéhu celé zkousky by mély byt pidy inkubovany v temnu pfi stalé
teploté, kterd je reprezentativni pro klimatické podminky, ve kterych
dojde k pouziti latky nebo k jejimu uvolnéni. Pro zkousky v3ech latek,
které se dostavaji do pidy v mimém klimatickém pasu, se doporucuje
teplota (20 + 2) °C. Teplota musi byt monitorovéana.

V pfipadé chemickych latek aplikovanych nebo uvolitovanych v chladném
klimatickém pasu (napf. v severskych zemich, béhem podzimu/zimy) se
inkubuji dalsi vzorky pidy, avSak pfi nizsi teploté (napf. pfi (10 = 2) °C).
XXI1.1.9.1.2  Vikkost

Pro ugely dostate&ného provzdusiiovani a vyZivy pidni mikrofléry by piida
neméla byt ani p¥ili§ vihka, ani pfili§ suchd. Vlhkost pady doporucena pro
optimalni rist mikroflory se nachdzi v rozmezi od 40 % do 60 % retencni
vodni kapacity a v rozmezi od 0,1 do 0,33 bar (viz literatura 6). Naposledy
uvedeny rozsah odpovida rozsahu pF od 2,0 do 2,5. Typicka vlhkost
rtiznych druhti pdd je uvedena v dodatku 2. Pro transformaéni zkousky pti
aerobnich podminkach se vihkost nastavi a udrZuje na hodnoté pF od 2,0
do 2,5 (viz literatura 3). Vlhkost pidy se vyjadfi jako hmotnost vody na
jednotku hmotnosti susiny pady, pravidelné se kontroluje (napi. kazdé 2
tydny) vaZenim inkuba&nich banék a ztrata vody se vyrovnava pfidanim
vody (nejlépe sterilng¢ filtrované vody zvodovodu). Pfi upravovani
vihkosti je tfeba zabranit ztratam zkouSené latky a/nebo transformacnich
produktil v disledku t&kani nebo pfipadné fotodegradace, nebo je tfeba
tyto ztraty minimalizovat.

V ptipadé transformacnich zkouSek za anaerobnich podminek a za
podminek ryZzového pole se ptida nasyti vodou tak, Ze se zaplavi.
XXI11.1.9.1.3  Podminky aerobni inkubace

V pritokovych systémech se aerobni podminky udrzuji obCasnym
proplachnutim nebo nepfetrZitym provétravanim zvlhéenym vzduchem.
V biometrickych barikdch se vyména vzduchu udrzuje difuzi.
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XXUI.1.9.14  Sterilni aerobni podminky

Za ucelem ziskani informaci o mozZné abiotické transformaci zkouSené
latky lze vzorky pldy sterilizovat (metody sterilizace jsou uvedeny
v literatufe 16 a 29), exponovat je sterilni zkou3ené latce (napf.
pfidavanim roztoku pies sterilni filtr) a provzdu$iiovat je zvlhéenym
sterilnim vzduchem, jak je popsano v oddile 1.9.1.3. U pid z ryZovych
poli se piida a voda sterilizuje a inkubace se provede zplisobem uvedenym
v oddilu 1.9.1.6.

XXIII.1.9.1.5  Podminky anaerobni inkubace

S cilem nastolit a udrZovat anaerobni podminky se pida, ktera byla
exponovana zkousené latce a inkubovana za aerobnich podminek 30 dnil
nebo jeden polocas nebo po dobu odpovidajici DTsy (podle toho, co je
krat$i), zaplavi vodou (vrstva vody 1 — 3 cm) a inkubacni systém se
propldchne inertnim plynem (napf. dusikem nebo argonem). Aerobni
podminky pfevazuji v povrchovych pidach a dokonce v podpovrchovych
pidach. Anaerobni podminky se mohou vyskytovat jen prileZitostné
béhem zaplaveni plidy po vydatnych sraZzkach, nebo jsou-li takové
podminky ustaveny na ryzovych polich. Zku$ebni systém musi umoZiiovat
méfeni pH, koncentrace kysliku a oxida¢né-redukéniho potencidlu a musi
byt vybaven zafizenim pro zachycovani t&kavych produkti. Biometricky
systém musi byt uzavfeny, aby bylo zabranéno pfistupu vzduchu difuzi.

XXIM1.1.9.1.6  Inkubace za podminek ryZového pole

Pro ugely studia transformace v piidach ryZovych poli se plida zaplavi
vrstvou vody o vy$ce asi 1 — 5 cm a zkouSend latka se aplikuje do vodné
faze (viz literatura 9). Doporudena tloustka vrstvy pidy je alespoil 5 cm.
Systém se provzdusiiuje vzduchem jako za aerobnich podminek. Hodnota
pH, koncentrace kysliku a oxidaéng-redukéni potencial vodné vrstvy se
monitoruji a zaznamenavaji. Pfed zahdjenim transformaénich studii je
nezbytné alespoil dvoutydenni pfedbézné inkubaéni obdobi (viz oddil
1.8.3.2).

XXIL.1.9.1.7  Délka zkousky

Studie rychlosti a zpisobu transformace by nemély za normadlnich
podminek trvat déle nez 120 dnt (viz literatura 3, 6 a 8), nebot’ poté by
podle oéekavani mélo v umélém laboratornim systému izolovaném od
pfirozeného doplfiovani postupné dochazet ke sniZovani mikrobidlni
aktivity piidy. Aerobni studie mohou byt ukonceny daleko difive nez za
120 dnt, pokud je v dané dobé jasné dosaZeno koneéného transformaéniho
schématu a koneéné mineralizace. Zkousku lze ukoncit po 120 dnech,
nebo pokud se transformovalo 90 % zkouSené latky, avsak pouze tehdy,
vytvofilo-li se alespoti 5 % CO,. Pokud je to nezbytné pro popis rozkladu
zkousené latky a tvorby a rozkladu hlavnich transformaénich produkti, 1ze
studie prodlouZit (napf. na 6 nebo 12 mésic) (viz literatura 8). Del3i
inkubaéni obdobi by mé&la byt zdivodnéna ve zpravé o zkousce a doplnéna
mé&fenim biomasy b&hem téchto obdobi a na jejich konci.
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XXII1.1.9.2 Provedeni zkousky

Do kaZdé z inkuba¢nich banék se vpravi asi 50 az 200 g pidy (hmotnost
suiny) (viz obrazky 1 a 2 vdodatku3) a plida se jednou z metod
uvedenych v oddilu 1.8.2 exponuje zkousené latce. Pokud se pro ucely
aplikace zkousené latky pouZiji organicka rozpoustédla, odstrani se z pudy
odpafenim. Plida se poté dikladné promichd Spachtli nebo se barka
protiepe. Pokud se studie provadi za podminek ryZového pole, pida a
voda se po aplikaci zkouSené latky dukladné promisi. Malé podily
(napt. 1 g) exponované plidy se analyzuji na zkousenou latku za dcelem
kontroly rovnomérnosti distribuce. Alternativni metody jsou uvedeny
niZe.

Aplikované mnozZstvi by mélo odpovidat nejvy$$imu aplikovanému
mnozstvi pfipravku na ochranu rostlin doporu¢enému podle pokyni
k pouziti a rovhomé&mému zapraveni do vhodné hloubky na poli (napf. do
horni 10cm vrstvy pady.

Vypoéet vychozi koncentrace na zékladé plochy se provede takto:

_ Alkg/ha].10°[mg/kg]
P9 [m].10°[m?/ha]d[kg,,,,/m’]

Cpasa = vychozi koncentrace v pidé [mgkg']; 4 =aplikatni davka
[kg-ha']; /=tloustka pidni vrstvy na poli [m], d = sypna hustota suché
pidy [kg'm™]. Zhruba plati, e aplikaéni davka 1 kgha'! vede ke
koncentraci v piads pFiblizng 1 mg'kg” v 10cm vrstvé (pti predpokladané
sypné hustoté 1 grem™ ).Napﬁ'klad u chemickych latek aplikovanych na list
nebo do pidy bez zapraveni se pro vypocet mnoZstvi chemické latky,
které je tfeba ptidat do kaZdé baiiky, pouZije hloubka vrstvy pady 2,5 cm.
U chemickych latek zapravovanych do pidy je pfislusna hloubka
specifikovana v pokynech pro pouziti. U chemickych latek obecné by
mélo byt aplikované mnozZstvi odhadnuto na zakladé hlavni cesty vstupu
do pudy; jsou-li napfiklad hlavni cestou vstupu do pidy kaly z Cistiren
odpadnich vod, méla by byt chemicka latka pfidana do kalu v koncentraci,
ktera odrazi oéekdvanou koncentraci v kalu, a mnoZstvi kalu zapravené do
ptidy by mélo odpovidat normalnimu mnozstvi kalu zapravovanému do
zemédélskych pid. Pokud tato koncentrace neni dostateCna pro
identifikaci hlavnich transforma¢nich produkti, miZe napomoci inkubace
samostatnych piidnich vzorki obsahujicich vy38i koncentrace, avsak
nemély by byt pouzivany nadmérné koncentrace, které maji vliv na
mikrobialni funkce (viz oddily 1.5 a 1.8.2).

Jinou mozZnosti je expozice velké davky pudy (j. 1 az 2 kg), jeji diikladné
promiseni vhodnym michacim zafizenim a pfeneseni malych podili o
hmotnosti 50 aZz 200 g do inkubalnich ban€k (napf. pomoci dé€liCe
vzorku). Malé podily (napf.1g) exponované pidy se analyzuji na
zkousenou latku za ucelem kontroly rovnomérné distribuce. Takovy
postup se upfednostiiuje, nebot umoZiiuje stejnomérngj$i rozptyleni
zkoudené latky v pudé.
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Neexponované vzorky se inkubuji za stejnych podminek (acrobnich) jako
vzorky exponované zkou$ené latce. Tyto vzorky se pouZiji pro stanoveni
biomasy béhem studii a na jejich konci.

Pokud se latka aplikuje do pidy rozpusténd v organickém rozpoustédle
(organickych rozpoustédlech), inkubuji se vzorky pldy vystavené témuz
mnoZstvi rozpoustédla (rozpoustédel) za tychZ (aerobnich) podminek jako
vzorky exponované zkousené latce. Tyto vzorky se pouZiji pro stanoveni
biomasy na zacatku studii, v jejich priib&hu a na jejich konci za ucelem
kontroly u¢inki rozpoustédla (rozpoustédel) na mikrobidlni biomasu.

Baiiky obsahujici exponovanou ptGdu se bud’ zapoji do prutokového
systému popsaného na obrazku 1, nebo se uzavfou absorbéni kolonou, jak
je uvedeno na obrazku 2 (viz dodatek 3).

XXII1.1.9.3 Odbér vzorkiu a méreni

V piislusnych ¢&asovych intervalech se vyberou duplikatni inkubacni
bariky, vzorky pid se extrahuji vhodnymi rozpoustédly riizné polarity a
analyzuji na zkouSenou latku a/nebo na transformaéni produkty. V dobte
zaloZenych studiich je k dispozici dostateny pocet ban€k, aby bylo
mozné ke kadému odbéru vybrat dv& bariky. V riiznych casovych
intervalech (v 7dennich intervalech béhem prvniho mésice a po prvnim
mésici v 17dennich intervalech) béhem inkubace kaZzdého vzorku pidy a
dale na konci inkubace se také odeberou absorpéni roztoky nebo tuhé
absorpéni materialy a analyzuji se na t&¢kavé produkty. Kromé vzorku
pady odebraného ihned po aplikaci (vzorek ze dne 0) se provede alespor
dalsich 5 odbéri. Casové intervaly se zvoli tak, aby bylo moZné stanovit
schéma rozkladu zkouSené latky a zplisob tvorby a rozkladu
transformaénich produkti (napt. po 0, 1, 3, 7 dnech; po 2, 3 tydnech; po 1,
2, 3 mésicich atd.).

V pfipad¢ zkousené latky znacené isotopem "¢ se spalenim kvantitativné
stanovi neextrahovatelna radioaktivita a pro kazdy vzorkovaci interval se
vypoéte latkova bilance.

V ptipadé anaerobni inkubace nebo inkubace za podminek ryZového pole
se puda a vodna faze analyzuji na zkouSenou latku a transformacni
produkty bud’ spole¢né, nebo se pfed extrakci a analyzou oddéli filtraci

nebo centrifugaci.
XXIII1.1.9.4 Nepovinné zkousky

Pro odhad vlivu teploty a vlhkosti pidy na rychlosti transformace
zkousené latky a/nebo jejich transformadnich produktl v pidé mohou byt
uzitecné aerobni nesterilni studie p¥i dalsi teploté nebo vlhkosti pidy.

O dalgi charakterizaci neextrahovatelné radioaktivity se lze pokusit
napiiklad pouZitim metody extrakce tekutinou v nadkritickém stavu.

XXII1.2. DATA
XXII1.2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pro kazdy vzorkovaci interval se uvede mnoZstvi zkouSené latky,
transformacnich ~ produktd, t&kavych latek (pouze v%) a
neextrahovatelnych latek v procentech vychozi koncentrace, popfipadé
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v mg na kg pidy (na hmotnost susiny). Pro kazdy vzorkovaci interval se
uvede latkova bilance v procentech vychozi koncentrace. Grafické
znazornéni zavislosti koncentrace zkousené latky na ¢ase umozni provést
odhad jejiho polo¢asu transformace nebo hodnoty DTso. Mely by byt
identifikovany hlavni transforma¢ni produkty a mély by byt také
sestrojeny kiivky jejich zavislosti na ¢ase, aby se ukazala rychlost jejich
tvorby a rozkladu. Hlavnim transformaénim produktem je jakykoli
produkt, ktery kdykoli b&hem studie piedstavuje =10 % aplikované
davky.

Zachycené té€kavé produkty jsou urditym ukazatelem t€kavosti zkouSené
latky a jejich transformaénich produkti z pidy.

Pfesné&jsi stanoveni polo¢asii nebo hodnot DTsg a popifipadé hodnot DT75 a
DT se provede vypoltem za pouZiti vhodného modelu kinetiky.
Spole¢né s hodnotami polodasu a DTsq se uvede popis pouZitého modelu
kinetiky, fad kinetiky a koeficient determinace (#%). Pokud neni r* < 0,7,
upfednostriuje se kinetika prvniho fadu. Podle moZnosti se vypocty pouziji
také na hlavni transformac¢ni produkty. Pfiklady vhodnych modeld jsou
popsany v literatufe 31 aZ 35.

V piipadé studii rychlosti provadénych pfi riznych teplotach se zavislost
rychlosti transformace na teploté popiSe v rozsahu experimentalnich teplot
pomoci Arrheniovy rovnice:

k=A-¢?" nebo nk=InA- ?B,

kde InA a B jsou regresni konstanty ziskané zuseku na ose y a ze
smérnice regresni pfimky zavislosti Inkna 1/7, kde kje rychlostni
konstanta pii teploté¢ 7 a T je teplota v Kelvinech. Je tfeba v&novat
pozornost omezeni rozsahu teplot, vnémzZ plati Arrheniova rovnice,
jestliZe transformaci uréuje mikrobialni ¢innost.

XXII1.2.2 HODNOCENI A INTERPRETACE VYSLEDKU

PfestoZe se studie provad&ji v umélém laboratornim systému, umoZiiuji
vysledky odhadnout rychlost transformace zkouSené latky a rovnéz
rychlost tvorby a rozkladu transformaénich produkti za polnich podminek

(viz literatura 36 a 37).
Studie transformacniho zpiisobu zkousené latky poskytuje informaci o
zpisobu, jakym se méni struktura aplikované latky v pidé pusobenim
chemickych a mikrobialnich reakei.

XXIIL3. ZPRAVY

XXII1.3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce musi obsahovat tyto udaje:

Zkousena latka:

— obecny nazev, chemicky nazev, &islo CAS, strukturni vzorec
(s uvedeni polohy znagiciho atomu (znacicich atomili) pfi pouZiti
radionuklidi) a relevantni fyzikdln&-chemické vlastnosti (viz

oddil 1.5);
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istota zkoudené latky (obsah nedistot);

popfipadé radiochemickd &istota znadené chemické latky a
specificka aktivita;

Referenéni latky:

chemicky ndzev a struktura referenénich latek pouZitych
k charakterizaci a/nebo identifikaci transformaéniho produktu;

Zkusebni pidy:

podrobné Udaje o misté odbéru;
datum a postup odbéru vzorkt ptdy;

vlastnosti ptidy, napf. pH, obsah organického uhliku, struktura
(% pisku, % prachu, % jilu), kationtovd vyménna kapacita, sypna
hustota, schopnost zadrzet vodu a mikrobiélni biomasa;

doba skladovani pidy a podminky skladovani (pokud byla
skladovéana);

Zku3ebni podminky:

datum provedeni studif;
mnozZstvi aplikované zkouSené latky;
pouzita rozpoustédla a metoda aplikace zkouSené latky;

hmotnost exponované piidy na zaatku zkousky a hmotnost pady
odebirané pro analyzu v kazdém intervalu;

popis pouZitého inkuba¢niho systému;

rychlosti pritoku vzduchu (pouze u pritokovych systémi1);

zkuSebni teplota;

vlhkost pidy béhem inkubace;

mikrobialni biomasa na zacatku aerobnich studii, béhem nich a na
jejich konci;

pH, koncentrace kysliku a oxida¢né-redukéni potencidl na zaCatku
anaerobnich studif a studii za podminek ryZového pole, béhem nich
a na jejich konci;

metoda (metody) extrakce;

metody kvantitativniho stanoveni a identifikace zkouSené latky a
hlavnich transformadnich produktd vpidé a v absorpcnich
materialech;

pocet duplikatnich vzorkd a pocet kontrol.

Vysledky:

vysledky stanoveni mikrobialni aktivity;
opakovatelnost a citlivost pouZitych analytickych metod;

hodnoty vytéZnosti (hodnoty v % pro platnou studii jsou uvedeny
v oddile 1.7.1);
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—  tabulky s vysledky vyjaddfenymi v % vychozi aplikované davky,
popfipadé v mg na kg pidy (vztaZzeno na hmotnost suiny ptdy);

—  latkova bilance b&hem studii a na jejich konci;

—  charakterizace neextrahovatelné (vazané) radioaktivity nebo rezidui
v pude;

—  kvantifikace uvolnéného CQO, a dalsich t€kavych sloutenin;

—  kiivky zavislosti koncentraci zkousené latky, poptipadé hlavnich
transformaénich produkti v pidé na ¢ase;

—  polocas nebo hodnoty DTsy, DT75s a DTgg pro zkouSenou litku,
poptipadé i pro hlavni transformaéni produkty vcetné piislusnych
intervalt spolehlivosti;

—  odhad rychlosti abiotického rozkladu za sterilnich podminek;

—  posouzeni kinetiky transformace pro zkouSenou latku, popfipadé i
pro hlavni transformaéni produkty;

—  ptipadny navrh zptsobu transformace;
— diskuse a interpretace vysledk;
—  nezpracovana data (tj. chromatogramy jednotlivych vzorkd, ptiklady

vypoétu rychlosti transformace a metody pouzité pro identifikaci
transformacnich produkta).

XXI1.4. LITERATURA

(1) US- Environmental Protection Agency (1982). Pesticide Assessment
Guidelines, Subdivision N. Chemistry: Environmental Fate.

(2) Agriculture Canada (1987). Environmental Chemistry and Fate.
Guidelines for registration of pesticides in Canada.

(3) Evropskd unie (EU) (1995). Smémice Komise 95/36/ES ze dne
14. dervence 19935, kterou se méni smérnice Rady 91/414/EHS o
uvadéni pfipravkd na ochranu rostlin na trh. Pfilohall ¢astA a
priloha III &ast A: Rozpad a chovani v Zivotnim prostiedi.

(4) Dutch Commission for Registration of Pesticides (1995).
Application for registration of a pesticide. Section G: Behaviour of
the product and its metabolites in soil, water and air.

(5) BBA (1986). Richtlinie fir die amtliche Priifung von
Pflanzenschutzmitteln, Teil 1V, 4-1. Verbleib von
Pflanzenschutzmitteln im Boden — Abbau, Umwandlung und
Metabolismus.

(6) ISO/DIS 11266 (1994). Soil Quality — Guidance on laboratory tests
for biodegradation of organic chemicals in soil, Technical
Committee ISO/TC 190/SC 4.

(7) ISO 14239 (1997E). Soil Quality — Laboratory incubation systems
for measuring the mineralization of organic chemicals in soil under
aerobic conditions.



Strana 7176

Sbirka zikont & 389 / 2005 Castka 134

®)

®

(10)

D

(12)
(13)

(14)

(15)

(16)
7)

(18)
(19)

(20)

(2D

(22)

(23)

(24)

(25)

SETAC (1995). Procedures for Assessing the Environmental Fate
and Ecotoxicity of Pesticides. Vyd. Mark R. Lynch.

MAFF — Japan 2000 — Draft Guidelines for transformation studies
of pesticides in soil — Aerobic metabolism study in soil under paddy
field conditions (flooded).

OECD (1995). Final Report of the OECD Workshop on Selection of
Soils/Sediments. Belgirate, Italie, 18. — 20. ledna 1995.

Guth, J. A. (1980). The study of transformations. In: Interactions
between Herbicides and the Soil (Vyd. R. J. Hance), Academic
Press, 123 — 157.

DFG: Pesticide Bound Residues in Soil. Wiley — VCH (1998).

T. R. Roberts: Non-extractable pesticide residue in soils and plants.
Pure Appl. Chem. 56, 945-956 (IUPAC 1984)

OECD Test Guideline 304 A: Inherent Biodegradability in Soil
(pfijato 12. kvétna 1981)

ISO 10381-6 (1993). Soil Quality — Sampling — Part 6: Guidance on
the collection, handling and storage of soil for the assessment of
aerobic microbial processes in the laboratory.

Pfiloha V smérnice 67/548/EHS
Guth, J. A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of

pesticides in soil. In: Progress in Pesticide Biochemistry. Vyd. D. H.
Hutson, T. R. Roberts, J. Wiley & Sons. Vol 1, 85— 114.

Soil Texture Classification (US and FAO systems): Weed Science,
33, Suppl. 1 (1985) a Soil Sci. Soc. Amer. Proc. 26:305 (1962).

Methods of Soil Analysis (1986). Part 1, Physical and Mineralogical
Methods. Vyd. A. Klute, Agronomy Series No 9, 2. vydani.

Methods of Soil Analysis (1982). Part 2, Chemical and
Microbiological Properties. Vyd. A. L. Page, R. H. Miller, D. R.
Kelney, Agronomy Series No 9, 2. vydani.

ISO Standard Compendium Environment (1994). Soil Quality —
General aspects; chemical and physical methods of analysis;
biological methods of analysis, 1. vydani.

Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen,
geomorphologischen,  mineralogischen = und  petrologischen
Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.

Scheffer, F., Schachtschabel, P. (1975). Lehrbuch der Bodenkunde.
F. Enke Verlag, Stuttgart.

Anderson, J. P. E., Domsch, K. H. (1978). A physiological method
for the quantitative measurement of microbial biomass in soils. Soil
Biol. Biochem. 10, 215 —221.

ISO 14240-1 and 2 (1997). Soil quality — Determination of soil
microbial biomass — Part 1: Substrate-induced respiration method.
Part 2: Fumigation-extraction method.



Castka 134

Sbirka zikont & 389 / 2005 Strana 7177

(26)

27

(28)

29)

(30)

€19

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

€

Anderson, J.P.E. (1987). Handling and storage of soils for
pesticide experiments. In: Pesticide Effects on Soil Microflora. Vyd.
L. Somerville, M. P. Greaves, Taylor & Francis, 45 — 60.

Kato, Yasuhiro. (1998). Mechanism of pesticide transformation in
the environment: Aerobic and bio-transformation of pesticides in
aqueous environment. Proceedings of the 16" Symposium on
Environmental Science of Pesticide, 105 — 120.

Keuken O., Anderson J.P.E. (1996). Influence of storage on
biochemical processes in soil. In: Pesticides, Soil Microbiology and
Soil Quality, 59 — 63 (SETAC-Europe).

Stenberg B., Johansson M., Pell M., Sjodahl-Svensson K.,
Stenstrém J., Torstensson L. (1996). Effect of freeze and cold
storage of soil on microbial activities and biomass. In: Pesticides,
Soil Microbiology and Soil Quality, 68-69 (SETAC-Europe).

Gennari, M., Negre, M., Ambrosoli, R. (1987). Effects of ethylene
oxide on soil microbial content and some chemical characteristics.

Plant and Soil 102, 197-200.

Anderson, J. P. E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf
Verdampfung, Abbau und Festlegung von Diallat im Boden. Z.
PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.

Hamaker, J. W. (1976). The application of mathematical modelling
to the soil persistence and accumulation of pesticides. Proc. BCPC
Symposium: Persistence of Insecticides and Herbicides, 181-199.

Goring, C. A. 1., Laskowski, D. A., Hamaker, J. W., Meikle, R. W.
(1975). Principles of pesticide degradation in soil. In: Environmental
Dynamics of Pesticides. Vyd. R. Haque, V. H. Freed, 135 -172.

Timme, G., Frehse, H., Laska, V. (1986). Statistical interpretation
and graphic representation of the degradational behaviour of
pesticide residues. II. Pflanzenschutz — Nachrichten Bayer 39, 188 —

204,

Timme, G., Frehse, H. (1980). Statistical interpretation and graphic
representation of the degradational behaviour of pesticide residues.
1. Pflanzenschutz — Nachrichten Bayer 33, 47 — 60.

Gustafson D. 1, Holden L. R. (1990). Non-linear pesticide
dissipation in soil; a new model based on spatial variability.
Environm. Sci. Technol. 24, 1032 — 1041.

Hurle K., Walker A. (1980). Persistence and its prediction. In:
Interactions between Herbicides and the Soil. Vyd. R. J. Hance ,
Academic Press, 83 — 122.



Strana 7178

Sbirka zikont & 389 / 2005

Castka 134

DODATEK 1
TLAK VODY, POLNI KAPACITA (PK) A RETENCNi VODNi KAPACITA
(RVK)
Vyska vodniho sloupce oF® bar® Poznémky
fem]
10’ 7 10* Sucha piida
1,6:10* 42 16 Bod vadnuti
10t 4 10
10° 3 1
6:107 2,8 0,6
3,3-10° 2,5 0,33°
10° 2 0,1
60 1,8 0,06 Rozpéti polni kapacity®
33 1,5 0,033
10 1 0,01 RVK (p¥iblizna hodnota)
i 0 0,001 Piida nasycena vodou

2 pF = dekadicky logaritmus vysky vodniho sloupce v cm.

b 1 bar = 10° Pa.
¢ Odpovida pribliznému obsahu vody pfi sloZeni 10 % pisku, 35 % hliny a 45 % jilu.
d Polni kapacita neni konstanta, ale méni se v zavislosti na druhu pidy od pF 1,5 do 2,5.

Tlak vody se vyjadiuje v cm vodniho sloupce nebo v jednotkéch bar. Vzhledem
k velkému rozpéti se saci tlak vyjadfuje jednoduse jako hodnota pF, ktera je
ekvivalentni logaritmu vodniho sloupce v cm.

Polni kapacita je definovana jako mnoZstvi vody, které pfirodni pida po delsim
destivém obdobi nebo po dostateéném zavlaZeni udrZi proti gravitaci 2 dny. Stanovuje
se u neporudené pidy v polnim pokusu. Naméfend hodnota tedy neni pouZitelna pro
laboratorni vzorky porusené piidy. Hodnoty PK stanovené u porusenych piid mohou

vykazovat vét§i systematické odchylky.
Retencni vodni kapacita (RVK) se stanovuje v laboratofi u neporuSené i porusenc
pudy tak, Ze se kapilarnim vzlinanim nasyti sloupec pidy vodou. VyuZije se zejména
u porusenych piid, kdy mtZe byt RVK az o 30 % vy3§i neZ polni kapacita (1). Také se

stanovuje snadnéji neZ spolehlivé hodnoty PK.
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DODATEK 2
VLHKOST PUDY (v g vody na 100 g susiny) U RUZNYCH DRUHU PUD
Z RUZNYCH ZEMI
Vihkost ptidy pfi
Druh pady Zemée
RVK' pF=1,8 pF=2,5

Pisgita Némecko 28,7 8,8 3,9
Hlinitopis&ita Némecko 50,4 17.9 12,1
Hlinitopis¢ita Svycarsko 440 353 9,2
Prachovitohlinitd | Svycarsko 72,8 56,6 28,4
Jilovitohlinita Brazilie 69,7 38,4 27,3
Jilovitohlinita Japonsko 74,4 57,8 314
Pis¢itohlinita Japonsko 82,4 59,2 36,0
Prachovitohlinitd | USA 47,2 33,2 18,8
Pis¢itohlinita USA 40,4 25,2 13,3

' Retenéni vodni kapacita
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DODATEK 3
Obrazek 1

P¥iklad pritokové aparatury pro studium transformace chemickych litek
v pudé (viz literatura 1 a 2)

1:  jehlovy ventil 4: baiilka pro studium 7,8: zatka z hydroxidu
metabolismu v pidé (zalitd sodného pro zachyceni
vodou pouze v piipadé CO;, a jinych kyselych
anaerobnich podminek a t€kavych latek
podminek ryZového pole)

2: promyvacka s vodou 5: baiika s ethylenglykolem 9: pratokomér

pro zachyceni organickych
t&kavych slouenin

3: ultramembréna (pouze ve 6: baka s kyselinou sirovou
sterilnich podminkach), pro zachycenf alkalickych
velikost pérd 0,2 um tékavych sloudenin

o
o
]

.
o]

Obriazek 2

Piiklad biometrické baiiky pro studium transformace chemickych litek v pidé
(viz literatura 3)

Natronové vapno pro absorbci CO2

Olejem napusiténa skelna vata nebo
polyurethanova péna pro absorbci
t&kavych organickych latek

Piida + zkousena latka

(1) Guth, J. A. (1980). The study of transformations. In: Interactions between
Herbicides and the Soil. Vyd. R. J. Hance, Academic Press, 123 — 157.
(2) Guth, J. A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of

pesticides in soil. In: Progress in Pesticide Biochemistry. Vyd. D.H.
Hutson, T.R. Roberts, J. Wiley & Sons. Vol 1, 85— 114.

3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf
Verdampfung, Abbau und Festlegung von Diallat im Boden. Z. PflKrankh
Pflschutz, Sonderheft VII, 141 — 146.
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XXIV. METODA PRO STANOVENI AEROBNI A ANAEROBNI
TRANSFORMACE V SYSTEMECH VODA-SEDIMENT

(metoda C.24 podle piilohy smérnice 2004/73/ES ze dne 29. dubna 2004, kterou se po
dvacaté devaté prizplsobuje technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o
sblizovani pravnich a spravnich pfedpisd tykajicich se klasifikace, baleni a
oznacovani nebezpeénych latek)

XXIV.l. METODA
Tato zkuSebni metoda je replikou metody OECD TG 308 (2002).

XXIV.1.1 UVOD

Chemické latky se mohou dostat do mélkych nebo hlubokych
povrchovych vod takovymi cestami, jako jsou pfima aplikace, unaseni
postfiku, odtok, ukladani odpadu, primyslové, komuniini nebo
zemé&délské emise a atmosféricky spad. V této zkusebni metodé je popsan
laboratorni postup posouzeni aerobni a anaerobni transformace
organickych chemickych latek v systémech voda-sediment. Je zaloZena na
doporudenich a smérnicich narodnich a mezindrodnich organizaci (viz
literatura 1 aZ 8). Tyto studie jsou poZadovany u latek, které jsou
aplikovany bezprostiedné do vody nebo které se mohou dostat do vody
vySe uvedenymi cestami.

Podminky ve vrchni vodni fazi pfirodnich systémi voda-sediment jsou
asto aerobni. Podminky v povrchové vrstvé sedimentu mohou byt bud’
aerobni, nebo anaerobni, zatimco podminky hloubgji v sedimentu jsou
obvykle anaerobni. S cilem zahrnout vSechny tyto moZnosti je v tomto
dokumentu popséna zkouska jak za aerobmich podminek, tak za
anaerobnich podminek. Aerobni zkouskou se simuluje aerobni vodni
sloupec nad aerobni vrstvou sedimentu, pod niZ leZi vrstva s anacrobnim
gradientem. Anaerobni zkouska simuluje zcela anaerobni systém voda-
sediment. Pokud je z okolnosti zfejmé, Ze je tfeba se odchylit od téchto
doporuceni, napf. pouZit nedotdené stfedni vrstvy sedimenti nebo
sedimenty, které mohly byt exponovany zkouSenou latkou, existuji jiné
metody uréené k tomuto ugelu (viz literatura 9).

XXIV.1.2 DEFINICE
Ve viech ptipadech je tieba pouZivat jednotky mezinarodni soustavy
jednotek (SI).
ZkouSena latka: jakakoli latka, at’ jiZz vychozi latka, nebo pfisluSné
transformaéni produkty.
Transformaéni produkty: viechny latky vznikajici pfi biotickych a
abiotickych transformaé¢nich reakcich zkouSené latky, véetn€¢ CO, a
vazanych rezidui.
Vazana rezidua: ,,Vizana rezidua“ jsou slouceniny v pide, rostlin€ nebo
v Zivodichu, které po extrakei zfistavaji v matrici ve formé vychozi latky
nebo jejiho metabolitu (jejich metabolitl). Metoda extrakce nesmi

podstatné ménit samotné sloudeniny nebo strukturu matrice. Povahu vazeb
lze &4ste€né vyjasnit extrakci spojenou se zm&nami v matrici a ndro¢nymi
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analytickymi technikami. Dosud byly timto zplsobem vyjasnény napf.
kovalentni, iontové a adsorpéni vazby a rovnéz zachyty. Tvorba vazanych
rezidui obecné podstatné sniZuje biologickou pfistupnost a dostupnost (viz
literatura 10) [upraveno JUPAC 1984 (viz literatura 11)].

Aerobni transformace: (oxidatni): reakce, ke kterym dochazi za
ptitomnosti kysliku (viz literatura 12).

Anaerobni transformace: (redukéni): reakce probihajici s vylouCenim
molekularniho kysliku (viz literatura 12).

Sediment: je smés minerdlnich a organickych chemickych sloZek,
pri¢emz organické slozky obsahuji slou¢eniny s vysokym obsahem uhliku
a dusiku a vysokou molekulovou hmotnosti. Ukladaji se v povrchovych
vodich a vytvafeji rozhrani s témito vodami.

Mineralizace: je uplny rozklad organické slouceniny na CO, a HyO za
aerobnich podminek a na CH4, CO, a H,O za anaerobnich podminek.
V ramci této zkuSebni metody, pfi niZ se pouzivaji sloudeniny znacené
radioisotopy, se mineralizaci rozumi rozsahly rozklad molekuly, pfi némz
se znadici atomy uhliku kvantitativné oxidugi nebo redukuji, pfi¢emzZ se
uvoliiuje odpovidajici mnozstvi 140, nebo BCH,.

Poloéas, ts, je ¢as, za ktery dojde k 50% transformaci zkousené latky,
jestlize lze transformaci popsat kinetikou prvniho fadu; nezavisi na
podateéni koncentraci.

DTso (doba odbourani 50): doba, za kterou se pocateni koncentrace
zkousené latky sniZi o 50 %.

DT,s (doba odbourani 75): doba, za kterou se pocate¢ni koncentrace
zkousené latky sniZzi o 75 %.
DTy (doba odbourani 90): doba, za kterou se pocateéni koncentrace
zkousené latky snizi o 90 %.

XXIV.1.3 REFERENCNI LATKY

Referenéni latky by mély byt pouzity pro identifikaci a kvantitativni
stanoveni transformad¢nich produkti spektroskopickymi a
chromatografickymi metodami.

XXIV.1.4 INFORMACE O ZKOUSENE LATCE

Pro stanoveni rychlosti transformace lze pouzit jak latky neznaCené
radioisotopy, tak znaCené latky, pFiemZ znacené materidly jsou
upfednostiiovany. Znafeny materidl je nezbytny pro studium zplisobu
transformace a pro stanoveni latkové bilance. Doporucuje se znaCeni
isotopem ¢, aviak uzitetné mohou byt i jiné isotopy, napt. Be, N, *H,
32p Znatena by méla byt pokud moZno nejstabiln&j$i &ast (Casti)
molekuly. Pokud napiiklad latka obsahuje kruh, je tieba tento kruh
oznaéit; pokud latka obsahuje dva nebo vice kruhl, miZe byt nezbytné
provést samostatné studie za ucelem stanoveni osudu kaZdého
zoznadenych kruhi, a ziskat tak vhodné informace o tvorbé&
transformaénich produktd. Chemickd a/nebo radiochemicka Cistota latky

by méla byt alespoti 95 %.
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Pted provedenim zkoudky by mély byt k dispozici tyto informace o latce:
a)  rozpustnost ve vodé (metoda A.6);

b)  rozpustnost v organickych rozpoustédlech;

c¢) tlak par (metoda A.4) a Henryho konstanta;

d) rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (metoda A.8);

e)  adsorpéni koeficient (podle potfeby Ky, Kr nebo Koc) (metoda C.18);

f)  hydrolyza (metoda C.7);
g) disociani konstanta (pK,) [smérnice OECD 112] (viz literatura 13);

h)  chemicka struktura zkouSené latky a pfipadné poloha znaciciho
nuklidu.

Pozndmka: Ve zpravé se uvede teplota, pfi které byla méfeni
provadéna.

Mezi daldi uZitedné informace patfi udaje o toxicit¢ zkouSené latky pro
pidni mikroorganismy, tddaje o snadné nebo vlastni biologické
rozloZitelnosti a udaje o aerobni a anaerobni transformaci v pade.

K dispozici by mély byt analytické metody (vCetn¢ extrak¢nich a
izola¢nich metod) pro kvantitativni stanoveni a identifikaci zkouSené latky
a jejich transformac¢nich produktii ve vodé a sedimentu (viz oddil 1.7.2).

XXIV.1.5 PODSTATA ZKUSEBNI METODY

V metodé popsané v této zkouSce se pouZivaji aerobni i anaerobni
systémy voda-sediment (viz dodatek 1), které umozZiiuji

i)  msfit rychlost transformace zkouSené latky v systému voda-
sediment,

ii)  méfit rychlost transformace zkouSené latky v sedimentu,

iii) mefit rychlost mineralizace zkousené latky a/nebo produktl jeji
transformace (pokud se pouZije zkouSend latka znafend isotopem
MC),

iv) identifikaci a kvantitativni stanoveni produktil transformace ve vodé
a v sedimentu, vdetné latkové bilance (pokud se pouZije znaena
zkousena latka),

v)  méfit distribuci zkouSené latky a produkti jeji transformace mezi
dvéma fazemi béhem inkubace vtemnu (aby nedo$lo napf.
k vykveteni fas) pfi konstantni teploté. Pokud to udaje umoZiiuji,
stanovi se polo¢asy a hodnoty DTso, DT7s a DTog, které by viak
nemély byt piili§ extrapolovany mimo obor experimentalnich
hodnot (viz oddil 1.2).

Pro aerobni i anaerobni studie jsou nezbytné alespon dva sedimenty a
ptislusné vodni faze (viz literatura 7). V n&kterych ptipadech by vSak
mély byt pouZity vice nez dva systémy voda-sediment, napi. u
chemickych latek, které mohou byt pfitomny ve sladkovodnim i mofském
ekosystému,
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XXIV.1.6 POUZITELNOST ZKOUSKY

Tato je metoda je pouZitelna pro viechny chemické latky (neznacené nebo
znatené radioaktivnimi isotopy), pro néz je k dispozici analytickd metoda
s dostate¢nou spravnosti a citlivosti. Je pouZitelnd pro mimé tékavé a
netékavé sloudeniny rozpustné nebo 3patné rozpustné ve vodé. Zkoudka
by neméla byt pouZita u latek, které z vody silng t&kaji (napf. fumiganty,
organickd rozpoustédla), a nelze je tedy ve vode nebo v sedimentu udrZet
za experimentélnich podminek této zkousky.

Tato metoda je dosud pouZivana ke studiu transformace chemickych latek
ve sladkovodnim systému voda-sediment, aviak miZe byt v zasadé
pouzita také na estuarni a motské systémy. Neni vhodna k simulaci
podminek v tekoucich vodach (napf. fekach) nebo na otevieném mofi.

XXIV.1.7 KRITERIA JAKOSTI

XX1v.1.7.1 Vytézinost

Extrakce a analyza provedena alespofi u dvou duplikitnich vzorkd
systému voda-sediment ihned po pfidéni zkouSené latky poskytne prvni
informaci o opakovatelnosti analytické metody a o stejnomérnosti
aplikace zkouSené latky. Vyt&Znosti pozdgjdich stupiit experimentu se
zjisti z ptislusnych latkovych bilanci (pokud se pouZije znaceny material).
VytéZnosti by se mély nachizet v rozmezi 90 % aZz 110 % u znagenych

chemickych latek (viz literatura 6) a vrozmezi 70% aZz 110% u
nezna&enych chemickych latek.

XXIV.1.7.2 Opakovatelnost a citlivost analytické metody

Opakovatelnost analytické metody (kromé u¢innosti prvni extrakce) pro
kvantitativniho stanoveni zkousené latky a transformacnich produkti lze
ovéfit provedenim analyzy duplikdtnich vzorkd tychz extrakth vzorkd
vody nebo sedimentu, které byly dostatené dlouho inkubovany, aby doslo
k vytvofeni transforma¢nich produkti.

Mez detekce analytické metody (LOD) pro zkoudenou latku a pro
transformaéni produkty by méla byt alespoit 0,01 mg na kg vody nebo
sedimentu (pro zkousenou latku) nebo 1% vychoziho mnoZstvi
aplikovaného do zkugebniho systému, podle toho, kterd z hodnot je niZsi.
RovnéZ by méla byt specifikovana mez kvantitativni stanovitelnosti

(LOQ).
XXIV.1.7.3 Spravnost dat o transformaci

Regresni analyza zavislosti koncentrace zkougené latky na ¢ase poskytuje
vhodné informace o spravnosti transformaéni kiivky a umoZfiuje vypocitat
intervaly spolehlivosti pro polo¢asy (v pfipadé zdanlivé kinetiky prvniho
tadu) nebo pro hodnoty DTsy a popfipadé hodnoty DT75 a DToo.

XXIV.1.8 POPIS METODY
XXIV.1.8.1 ZkuSebni systém a aparatura

Studie se provede se sklenénymi nadobami  (napf. baiikami,
centrifugaénimi kyvetami), pokud z pfedb&Znych informaci (napf.
z rozd&lovaciho koeficientu n-oktanol/voda, ze sorpénich dat atd.)
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nevyplyva, Ze latka miZe ulpivat na skle; v takovém piipadé lze zvazit
pouziti nahradniho materidlu (napf. teflonu). Pokud je o zkouSené latce
zndmo, Ze ulpiva na skle, Ize problém zmirnit jednou z néasledujicich
metod:

—  stanovenim hmotnosti zkouSené latky a transformacnich produktd
sorbovanych na skle;

—  zajiSténim, aby se na konci zkougky omylo rozpoustédlem veSkere
laboratorni sklo;

—  pouZitim komer&ni ipravy pfipravki (viz také oddil 1.9.2);

—  pouzitim vé&t§tho mnozZstvi pomocného rozpousStédla za ucelem
piidani zkouSené latky do systému; pokud se pouZije pomocné
rozpoustédlo, nesmi §tépit zkouSenou latku solvolyzou.

Ptiklady typickych zkuSebnich aparatur, tj. pritokové a biometrické
systémy, jsou uvedeny v dodatcich 2 a 3 (viz literatura 14). Jiné uZiteCné
inkuba¢ni systémy jsou popsany v literatufe (viz literatura 15).
Experimentalni aparatura by méla byt konstruovana tak, aby byla moZn4
vyména vzduchu nebo dusiku a zachyceni t¢kavych produkti. Rozmery
aparatury musi splfiovat pozadavky zkousky (viz oddil 1.9.1). Ventilace
musi byt zajiténa bud’ jemnym probublavanim, nebo prohinénim
vzduchu nebo dusiku nad hladinou vody. V druhém pfipadé se doporucuje
vodu seshora mirn& promichavat, aby dochézelo k lepsi distribuci kysliku
nebo dusiku ve vodé. Nemél by se pouZit vzduch zbaveny CO;, nebot’ by
doslo ke zvyseni pH vody. V Zadném pfipadé neni Zadouci, aby doslo ke
zvifeni sedimentu, a je tomu tfeba pokud moZno zabranit. Slabé tékavé
chemické latky se zkouSeji v biometrickém systému za mimn¢ho
promichéavani vodni hladiny. Lze rovnéZ pouZit uzaviené nadobky
s volnym objemem pod vickem vyplnénym atmosférickym vzduchem
nebo dusikem a vniténi ampulky pro zachycovani tékavych produkti (viz
literatura 16). U aerobnich zkousek je nezbytna pravidelnd vyména plynu
pod vickem, aby se vyrovndvala spotieba kysliku biomasou.

Mezi vhodné lapate pro shromazdovani t€kavych transformacnich
produktd patii kromé jinych roztok hydroxidu draselného nebo sodného o
koncentraci 1 mol-dm™ pro zachytavani oxidu uhli¢itého a ethylenglykol,
ethanolamin nebo 2% parafin v xylenu pro organické sloueniny.
Vzhledem k tomu, Ze alkalické roztoky absorbuji oxid uhli¢ity ze vzduchu
uréeného k provzdustiovani a oxid uhliGity uvoliujici se respiraci
v acrobnich experimentech, musi byt pravidelné vymétiovany, aby se
nevyéerpala jejich absorpéni kapacita.Tékavé latky tvofici se za
anaerobnich podminek, napf. methan, lze zachytdvat na molekulovém
situ. Takové tékavé latky lze spalit napf. na CO; v kfemenné trubice za
ptitomnosti CuO pfi teplot& 900 °C a vznikly CO, lze zachytit v absorbéru
s alkalii (viz literatura 17).

Pro chemickou analyzu zkousené latky a transformacnich produkti jsou
nezbytné laboratorni p¥istroje (napf. p¥istroje pro plynovou chromatografii
s kapalinovou stacionarni fazi (GLC), vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC), pro chromatografii na tenké vrstvé (TLC),
hmotnostni spektrometrii (MS), kombinaci plynové chromatografie a
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hmotnostni spektrometrie ~ (GC-MS),  kombinaci  kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS), jadernou
magnetickou rezonanci (NMR) atd.), véetné detekénich systémd pro
detekci sloudenin znaCenych nebo neznaenych radioisotopy. Pokud se
pouZije material znadeny radioisotopy, je tfeba mit k dispozici scintilatni
spektrometr a zafizeni pro spalovani za pfitomnosti oxida¢niho ¢inidla
(pro spalovani vzorki sedimentil pfed radiometrickym mé&fenim).

Dal3i standardni laboratorni vybaveni pro fyzikalné-chemickd a
biologickd stanoveni (viz oddil 1.8.2.2 tabulka 1), laboratorni sklo,
chemikaélie a ¢inidla se pouZiji podle potieby.

XXIV.1.8.2 Vybér a poéet vodnich sedimentii

Mista odbéru by méla byt vybrana podle G¢elu zkousky v dané situaci. Pt
vybé&ru mista odbéru vzork musi byt pfihlédnuto k historii pfipadnych
zemé&dé&lskych, primyslovych nebo komunalnich vstupii do povodi a do
vod proti proudu. Sedimenty by nemély byt pouZity, pokud byly
v ptedchozich 4 letech kontaminovény zkou$enou latkou nebo jejimi
strukturnimi analogy.

XXIV.1.8.2.1 Vybér sedimentu

Pro aerobni studie se obvykle pouziji dva sedimenty (viz literatura 7).
Tyto dva vybrané sedimenty by se mély liit co do obsahu organického
uhliku a textury. Jeden sediment by mé&l mit vysoky obsah organického
uhliku (2,5 — 7,5 %) a jemnou texturu a druhy sediment by mé&l mit nizky
obsah organického uhliku (0,5 - 2,5%) a hrubou texturu. Obsah
organického uhliku by se mél zpravidla liit alespot o 2 %. ,Jemna
textura“ je definovdna obsahem slozky [jil + prach] , ([jil + prach] je
mineralni frakce sedimentu s velikosti ¢4stic < 50 pm) vy3sim nez 50 % a
,hruba textura® je definovana obsahem sloZky [jil + prach] nizSim nez
50 %. Rozdil v obsahu slozek [jil + prach] u obou sedimentd by mél byt
zpravidla alespori 20 %. V ptipadé, Ze se miZe chemikdlie dostat do
motskych vod, mél by alespoil jeden systém voda-sediment pochazet

Z mofie.

Pro pfisn& anaerobni studii by mély byt odebrany dva sedimenty (v&etné
pfislusné vody) z anaerobnich zén povrchovych vod (viz literatura 7). Se
sedimentem i vodni fazi by mélo byt zachazeno opatrné a mély by byt
ptepravovany s vylou¢enim pfistupu kysliku.

Pro vybér sedimentu mohou byt dileZité i jiné parametry, které by mély
byt zvazovany ptipad od pfipadu. Rozpéti pH sedimenti je naptiklad
dilezité pro zkouleni chemikalii, u nichz transformace a/nebo sorpce
mohou zaviset na pH. Zavislost sorpce na pH by se mohla odrazet
v hodnoté pK, zkousené latky.

XXIV.1.8.2.2  Charakterizace vzorki systému voda-sediment

Kli¢ové parametry, které musi byt jak u vody, tak u sedimentu méfeny a
uvedeny ve zpravé (s odkazem na pouZitou metodu), a faze zkousky, ve
které maji byt méfeny, jsou shrnuty v niZe uvedené tabulce. Metody
stanoveni t&chto parametrd jsou pro informaci uvedeny v literatuie 18 aZ
21.
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Kromé toho mtie byt ptipad od pfipadu nezbytné méfit a uvadét dalsi
parametry (napf. u sladkovodniho systému: obsah ¢astic, alkalita, tvrdost,
vodivost, NO3/PQy (pomér jednotlivych hodnot); u sedimentl: kationtova
vyménna kapacita, retenéni vodni kapacita, obsah uhliitant, celkovy
obsah dusiku a fosforu; u mofskych systému: salinita). Pro posouzeni
oxida¢né-redukénich podminek, a zejména v souvislosti s anaerobni
transformaci, miZe byt také uZiteCnd analyza sedimenti a vody na
dusiénany, sirany, biologicky dostupné Zelezo, popfipadé na jiné
akceptory elektront.

Mgéfeni parametri pro charakterizaci vzorkii systémi voda-sediment (viz

literatura 7, 22 a 23)

Faze zkudebniho postupu
Parametr manipulace zahdjeni zahajeni samotna konec
odbér v terénu N
po odbé&ru aklimatizace zkousky zkouska zkousky
Voda
Pavod/zdroj X
Teplota X
pH X X X X X
TOC X X X
Koncentrace O,* X X X X X
Oxida¢né- X X X X
redukéni
potencial*
Sediment
Piivod/zdroj X
Hloubka vrstvy X
pH X X X X X
Distribuce &astic X
TOC X X X X
Mikrobidlni X X X
biomasa**
Oxidaéné- Pozorovani X X X X
redukéni (barva/zapach)
potencial*

*  Vysledky neddvnych vyzkumi ukdzaly, Z¢ méfeni koncentrace kysliku ve vod¢ a oxida¢né-redukéniho
potencidlu vody nemaji vypovidaci hodnotu, pokud jde o mechanismus ristu a vyvoje mikrobiélni populace
v povrchovych vodach, a nemaji ani pfedpov&dni hodnotu (viz literatura 24 a 25). Stanoveni biochemické
spotfeby kysliku (BOD, pfi odbéru vzorkil v terénu a pfi zahajeni a na konci zkougky) a koncentrace mikro- a
makroZivin Ca, Mg a Mn ve vodé (pti zahdjeni a na konci zkousky) a mé&feni celkového obsahu N a P
v sedimentech (pfi odbéru vzorkit v terénu a na konci zkousky) miiZe byt lepSim ndstrojem pro interpretaci a
hodnoceni rychlosti a zpiisobd aerobni biotransformace.
** Metoda méfeni rychlosti mikrobidlni respirace (viz literatura 26), fumigaéni metoda (viz literatura 27) nebo
méfeni poétu mikroorganismii (napf. bakterii, aktinomycet, plisni a celkového podtu kolonii) pro aerobni
studie; rychlost methanogeneze u anaerobnich studii.
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XXIV.1.8.3 Odbér vzorki, manipulace s nimi a jejich skladovani

XXIV.1.8.3.1  Odber

Vzorky sedimentu se odeberou podle navrhu smérnice ISO pro odbér
vzorki sedimentt (viz literatura 8). Vzorky se odeberou z celé 5 az 10 cm
silné horni vrstvy sedimentu. Soucasn¢ se sedimentem se odebere z téhoz
mista nebo lokality pfislu$ny vzorek vody. U anaerobni studie musi byt
sediment a pfislu$né voda odebrany a piepravovany s vyloucenim pfistupu
kysliku (viz literatura 28) (viz oddil 1.8.2.1). V literatufe je popsano nékolik
odbérovych zafizeni (viz literatura 8 a 23).

XXIV.1.8.3.2  Manipulace

Sediment se oddéli od vody filtraci a poté se pomoci pfebytku vody
z mista odbéru proséva za mokra na 2mm situ; voda se odstrani. Poté se
v inkubaéni batice v poZadovaném poméru (viz oddil 1.9.1) smisi znamé
mnozstvi sedimentu a vody a smés se piipravi pro aklimatizaci (viz oddil
1.8.4). U anaerobni studie musi byt vSechny kroky provadény
s vyloucenim ptistupu kysliku (viz literatura 29 aZ 33).

XX1V.1.8.3.3  Skladovani
V kazdém piipadé se doporuduje pouzivat Serstvé odebrany sediment a
vodu; je-li vSak skladovani nezbytné, sediment s vodou se proseje vyse
popsanym zpusobem a zality vodou (vrstva vody 6 — 10 cm) se skladuje
v temnu pit (4 + 2) °C (viz literatura 4) maximalné 4 tydny (viz literatura
7, 8 a 23). Vzorky pro aerobni studie se skladuji za volného pfistupu
vzduchu (napf. v otevienych nadobach), zatimco vzorky pro anaerobni
studie se skladuji s vylou€enim pfistupu kysliku. Pfi pfepravé a skladovani
nesmi sediment a voda zmrznout a sediment nesmi byt vysuSovan.

XXIV.1.8.4 Pi#iprava vzorki systému sediment-voda ke zkousce
Pied pfidanim zkousené latky musi probé¢hnout aklimatizace, pfi niZ musi
byt vzorky sedimentu-vody umistény v inkubaéni nadobé, ktera se pouZije
pfi hlavni zkoulce; podminky aklimatizace musi byt totoZné
s podminkami inkubace pfi zkousce (viz oddil 1.9.1). Doba aklimatizace
je ¢as nezbytny pro dostate¢nou stabilizaci systému, kterou lze posoudit
podle pH, koncentrace kysliku ve vodg, oxidaéné-redukéniho potencidlu
sedimentu a vody a makroskopické separace fazi. Doba aklimatizace neni
obvykle del3i neZ jeden az dva tydny a neméla by piekrocit &tyfi tydny.
Vysledky méfeni provedenych béhem této doby se uvedou ve zprave.

XXIV.1.9 PROVEDENI ZKOUSKY

XXIV.1.9.1 Zkusebni podminky
Zkouska se provede v inkuba¢ni aparatufe (viz oddil 1.8.1) pfi poméru
objemu vody a sedimentu 3:1 az 4:1, svrstvou sedimentu 2,5 cm
(£ 0,5 cm). Doporuené minimalni mnoZstvi sedimentu na inkubaéni
nadobu je 50 g (hmotnost suliny). Z nedavnych studii vyplyva, Ze
skladovéani pfi 4 °C miZe vést k poklesu obsahu organického uhliku
v sedimentu, ktery by mohl pfipadné vést k poklesu mikrobialni aktivity.

Zkouska se provadi v temnu za konstantni teploty v rozmezi 10 az 30 °C.
Vhodna je teplota (20 +2)°C. Podle potieby lze pfipad od pfipadu
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v zavislosti na zaméfeni zkoudky zvolit dalsi, niz8i teplotu (napt. 10 °C).
Inkubatni teplota se sleduje a uvede se ve zprave.

XXIV.1.9.2 Uprava zkou$ené litky a jeji aplikace

PouzZije se jedna zkuSebni koncentrace chemické latky. Zkouska s druhou
koncentraci miZe byt uZitena u chemickych latek, které se dostavaji do
vod riznymi cestami, a vykazuji tedy vyznamné odlisné koncentrace,
pokud lze niz8i koncentraci analyzovat s dostatetnou spravnosti. U
pripravkil na ochranu rostlin aplikovanych piimo do vodniho télesa se
pouzije maximalni davkovani uvedené na etiketé jako maximalni
aplikovana davka vypodtena podle plochy hladiny vody ve zkuSebni
nadobé&. Ve viech ostatnich pripadech se pouZije koncentrace zaloZena na
odhadech emise do Zivotniho prostfedi. Je tfeba spolehlivé zajistit, aby
byla aplikovéana dostate&na koncentrace zkousené latky pro charakterizaci
postupu transformace a tvorby a odbourdvéni transformacnich produkti.
V situaci, kdy se koncentrace zkouSené latky na zaCatku studie blizi
mezim detekce a/nebo kdy by nebylo moZné detekovat hlavni
transformaéni produkty, jsou-li pfitomny v mnoZstvi odpovidajicim 10 %
vychozi aplikované davky, miZe byt nezbytné aplikovat vy38i davky
(napt. 10krat vy3§i). PouZité vy$si koncentrace viak nesmi mit vyznamné
nepfiznivé U¢inky na mikrobialni aktivitu v systému voda-sediment.
S cilem dosahnout konstantni koncentrace v nadobach riznych rozmért
miZe byt nezbytné upravit mnoZstvi pouZitého materialu, pfiCemZ se
vychazi zvy¥ky vodniho sloupce v nadobé v poméru k hloubce vody
v odbérovém misté (pfedpoklada se hloubka 100 cm, moZna je v3ak i jind
hloubka). Piiklad vypoctu je uveden v dodatku 4.

V idedlnim piipadé se zkousena latka aplikuje do vodné faze zkouSeného
systému ve formé vodného roztoku. Je-li to nevyhnutelné, je pripustné
pouzit pro aplikaci a rozptyleni zkoudené latky malé mnoZstvi
rozpoustédla misitelného s vodou (napf. acetonu nebo ethanolu), aviak
jeho mnoZstvi by nemélo prekrodit 1 % (obj.) a rozpoustédlo by nemélo
mit nepfiznivé ulinky na mikrobidlni aktivitu ve zkuSebnim systému.
Ptipravé vodného roztoku zkousené latky je tieba v€novat pozornost a
k zaji$téni naprosté homogenity muZe byt vhodné pouZit generatorové
kolony a pfedem pripravené smési. Po p¥idani vodného roztoku do
zkusebniho systému se doporuduje vodnou fazi mirné promichat tak, aby
se sediment zvifil co nejméné.

Pouziti komerénich uprav pripravki se nedoporuuje, nebot’ sloZky
ptipravku mohou mit vliv na distribuci zkouSené latky a/nebo
transformaénich produktt mezi vodu a sediment. U 3patné rozpustnych
zkouenych latek vSak miize byt pouZiti komeréni tdpravy vhodnou
mozZnosti.

Podet inkubaénich nadob zivisi na poltu intervald, v nichZz maji byt
provadény odbéry (viz oddil 1.9.3). Je tfeba nasadit dostateny podet
zkusebnich systémi, aby bylo moZné v kazdém intervalu vyhodnotit dva
systémy. PouZiji-li se pro kazdy systém voda-sediment kontrolni systémy,
neexponuji se zkousené latce. Kontrolni systémy lze pouZit pro stanoveni
mikrobialni biomasy sedimentu a celkového organického uhliku ve vodé
na konci studie. Dva kontrolni systémy (tj. po jednom kontrolnim systému
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z kazdého systému voda-sediment) mohou byt pouzity pro sledovani
poZadovanych parametrii v sedimentu a ve vod¢ v prib&hu aklimatizace
(viz tabulka v oddilu 1.8.2.2). Dva dal§i kontrolni systémy musi byt
nasazeny za uéelem méfeni nepiiznivych u€inkd na mikrobialni aktivitu
ve zkuSebnim systému v piipadé, Ze se¢ zkousena litka aplikuje pomoci
rozpoustedla.

XXIV.1.9.3 Délka zkousky a odbéry vzorku

Délka experimentu by neméla piekroéit 100 dnii (6) a experiment by mél
trvat tak dlouho, dokud se nestanovi zplsob rozkladu a distribuce ve
vod&/sedimentu, nebo dokud se transformaci a/nebo t€k&nim nevycCerpa
90 % zkou3ené latky. Odbér by mél byt proveden nejméné v Sesti Casech
(v&etné ¢asu 0), pficemz vhodny reZim odbéri a délka zkousky se stanovi
nepovinnou orientaéni studii (viz oddil 1.9.4), nejsou-li k dispozici
vhodné tdaje o zkouSené latce z dfivgjsich studii. U hydrofobnich
zkouSenych latek miize byt potfeba dodateénym vzorkovanim v pribéhu
po&atedni faze studie zjistit stupeii distribuce mezi vodu a sediment.

V piislusnou dobu se k analyze odebere cely obsah inkuba¢nich nddob
(véetné duplikatnich nadob). Sediment a voda nad sedimentem se
analyzuji zvlast. Muze-li snadno dochazet k rychlé opétovné oxidaci
produktd anaerobni transformace, mély by byt béhem odbéru a analyzy
zachovany anaerobni podminky.

Voda se za minimalniho zvifeni sedimentu opatrné odebere. Vhodnymi
analytickymi postupy se provedou extrakce a charakterizace zkouSené
latky a transformaénich produkti. Je tfeba také peclivé shromazdit
materidl, ktery muZe byt adsorbovan na inkubaéni niddobé nebo ve
spojovacich trubickach pouZitych k zachyceni tékavych latek.

XXIV.1.94 Nepovinna orienta&ni zkouska

Pokud nelze délku etapy, kdy jsou odebirany vzorky, odhadnout z jinych
relevantnich studii zkou$ené latky, lze pfipadné provést orientaCni
zkousku, kterd se provede za tychZ zkuSebnich podminek, jaké jsou
navrzeny pro hlavni studii. PFisluné podminky a vysledky orientani
zkousky, pokud byla provedena, by mély byt v kratkosti uvedeny ve
zpravé.

XXIV.1.9.5 Meéieni a analyza

Pro kazdy ¢as odbéru se provede méfeni koncentrace zkousené latky a
transformacnich produkti ve vodé a v sedimentu a vysledky se uvedou ve
zpravé (jako koncentrace a v procentech aplikovaného mnoZstvi).
V zdsad® by méla byt pfi ka’dém odbéru provedena identifikace
transformacnich produktt, které obsahuji > 10 % radioaktivity aplikované
do celého systému voda-sediment, pokud nejsou dostatedné ditvody proti
tomu. Mé&ly by byt také identifikovany transformaéni produkty, jejichz
koncentrace v prib&hu studie nepfetrzité roste, tiebaze nedosahuje vyse
uvedené meze, nebot’ to miZe znamenat, Ze se jednd o perzistentni
produkty. Tento postup by mé&l byt zvaZen pfipad od pfipadu a ve zpraveé
by mél byt odiivodnén.
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Pro kazdy &as odbéru se uvedou vysledky ze systéma pro zachycovani
plynit&kavych latek (CO; a jinych t€kavych organickych sloucenin).
Uvede se rychlost mineralizace. Pro kazdy ¢as odbéru se uvedou
neextrahovatelna (vazand) rezidua v sedimentu.

XXIV.2. DATA

XXIV.2.1 ZPRACOVANI VYSLEDKU

Pro kazdy ¢as odbéru se vypotte celkové latkova bilance nebo vytéznost
(viz oddil 1.7.1) pfidané radioaktivity. Vysledky se uvedou v procentech
piidané radioaktivity. Pro kazdy &as odbéru se uvede distribuce
radioaktivity mezi vodu a sediment (vyjadfeno v koncentracich a

v procentech).

Pro zkouSenou latku se vypocita pologas a hodnoty DTso a popiipadé
hodnoty DT75s a DTy a intervaly spolehlivosti téchto hodnot (viz oddil
1.7.3). Vhodnymi hodnoticimi nastroji lze zjistit miru zaniku zkouSené
latky ve vodé a v sedimentu. MiZe jit o pouZiti zdanlivé kinetiky prvniho
fadu, o techniky proloZeni empirické k¥ivky za pouZiti grafického nebo
numerického feleni a o sloZit€j$i hodnoceni, napf. pomoci modelu
s jednou nebo vice slozkami. Dalsi podrobné informace lze ziskat z

publikované literatury 35 az 37).

Viechny piistupy maji své silné a slabé stranky a znalné se lisi
v komplexnosti. Pfedpoklad kinetiky prvniho fadu miZe byt sice
ptilisnym zjednoduSenim procesu rozkladu a distribuce, vede vSak
videdlnim piipadé k hodnotdm (rychlostni konstanté¢ nebo polo€asu),
které jsou snadno srozumitelné a maji vyznam pro simulacni modelovani
a vypodet predpokladanych koncentraci v Zivotnim prostfedi. Empiricky
ptistup nebo linearni transformace mohou vést k lepSimu proloZeni dat
k¥ivkami, a tedy k lep$imu odhadu polo&ast, hodnot DTso a popiipadé
DTys a DTgy. Pouziti odvozenych konstant vSak ma své meze. SloZkové
modely mohou poskytovat fadu uZiteénych konstant, které jsou dileZité
pro posouzeni rizika a pro popis rozkladu chemické latky v riznych
sloZkach a pro jeji distribuci. PouZiji se rovnéZ pro odhad rychlostnich
konstant tvorby a rozkladu hlavnich transformaénich produktt. V kazdém
ptipadé viak musi byt volba metody odivodnéna a experimentator by m¢l
graficky nebo statisticky prokazat jeji opravnénost.

XXIV.3. ZPRAVY
XXIV.3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol musi obsahovat nasledujici informace:

Zkousena latka:

— obecny néazev, chemicky néazev, Cislo CAS, strukturni vzorec
(suvedenim polohy znatictho nuklidu u latek znacenych
radionuklidy) a relevantni fyzikalné-chemické vlastnosti;

—  (Cistota zkouSené latky (obsah necistot);

—  popfipadé radiochemicka ¢istota znacené chemické latky a molarni
aktivita.
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Referenéni latky:

— chemicky néazev a struktura referenénich latek pouZitych
k charakterizaci a/nebo identifikaci transformaéniho produktu.

Zku3ebni sedimenty a vody:

— lokalita a popis odbérového mista (odbérovych mist) sedimentu a

rrrrr

—  vSechny informace tykajici se odbé&ru, pfipadné¢ho skladovéani a
aklimatizace systému voda-sediment;

—  charakteristiky vzorkd systému voda-sediment, jak jsou uvedeny
v tabulce v oddilu 1.8.2.2.

ZkuSebni podminky:

— pouzity zkuSebni systém (napf. pratokovy systém, biometricky
systém, zphsob provzdudiiovani, zpGsob michani, objem vody,
hmotnost sedimentu, tloustka vrstvy vody i sedimentu, rozméry
zkuSebnich nadob atd.);

— aplikace zkousené latky do systému: pouzitd zkuSebni koncentrace,
pocet duplikatnich vzorki a kontrol, zpisob aplikace zkouSené latky
(napt. pfipadné pouZiti rozpoustédla) atd.

—  inkubacni teplota;

—  doby odbéru;

— metody extrakce a i¢innosti extrakce, analytické metody a meze
detekce;

— metody charakterizace/identifikace transformacnich produkti;

—  odchylky od zku3ebniho postupu nebo zku§ebnich podminek.
Vysledky:

—  phvodni ¢iselna data reprezentativnich analyz (viechna plivodni data
musi byt uloZena v archivu vedeném podle zisad spravne

laboratorni praxe);
—  opakovatelnost a citlivost pouZitych analytickych metod;

—  hodnoty vytéZnosti (hodnoty v % pro platnou studii jsou uvedeny
v oddile 1.7.1);

—  vysledky pro zkouSenou latku, popfipadé i pro transformacni
produkty a neextrahovatelnou radioaktivitu, zpracované v tabulkové
formé& a vyjadfené v % aplikované davky a vmgkg' pro vodu,
sediment a cely systém (pouze v %);

—  latkova bilance béhem studii na jejich konci;

—  grafické schéma transformace ve vodé a sedimentu a v celém
systému (véetn¢ mineralizace);

— rychlosti mineralizace;
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—  polocas, hodnoty DTs a poptipadé¢ DT;s a DTgy pro zkouSenou
latku, poptipadé¢ i pro hlavni transformacni produkty, vcetn€
intervall spolehlivosti, pro vodu, sediment a cely systém;

—  charakteristika kinetiky transformace zkouSené latky, poptipadé€ 1
hlavnich transformaénich produkti;

—  pfipadny navrh zpsobu transformace;
—  diskuse o vysledcich.
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DODATEK 1
POKYNY K AEROBNIM A ANAEROBNIM ZKUSEBNIM SYSTEMUM

Aerobni zkuSebni systém

Aerobni zkuSebni systém popsany v této zkuSebni metodé& se skldd4 z aerobni vodni
vrstvy (typicka koncentrace kysliku v rozmezi od 7 do 10 mg'l™") a vrstvy sedimentu,
ktera je na povrchu aerobni a pod povrchem anaerobni (typické primémé oxida¢ng-
redukéni potencidly (Ep) v anaerobni zOon€ sedimentu jsou v rozmezi -80 az -190 mV).
Nad vodni hladinu v kazdé inkubadni jednotce se zavadi zvlhéeny vzduch, aby se
v prostoru pod vickem udrZovala dostate€na koncentrace kysliku.

Anaerobni zkuSebni systém

Pro anaerobni zkuSebni systém je zkuSebni postup v podstaté tentyZ, jako postup
popsany pro aerobni systém, 1i§i se v§ak tim, Ze nad hladinu vody v kaZd¢ inkubac¢ni
jednotce se zavadi zvlhéeny dusik, aby se udrZovala jeho koncentrace v prostoru pod
vickem. Sediment a voda jsou povazovany za anaerobni, pokud je oxida¢né-redukéni

potencial (Ep) nizsi -100 mV.
V anaerobni zkouSce se mineralizace posuzuje na zakladé méfeni uvolnéného oxidu
uhli¢itého a methanu.
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DODATEK 2
PRIKLAD SKLENENE PRUTOKOVE APARATURY
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DODATEK 3
PRIKLAD BIOMETRICKE APARATURY
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DODATEK 4
PRIKLAD VYPOCTU DAVKY APLIKOVANE DO ZKUSEBNICH NADOB

Vnitini pramér vélce: =8 cm
Vyska vodniho sloupce bez sedimentu: =12cm
Plocha hladiny: 3,142 x 42 = 50,3 cm’
Davkovani: 500 g zkouSené 14tky na ha odpovida

5 pg/em’

Celkové mnozstvi v ug: 5 x 50,3 =251,5ng

Piepocet celkového mnoZstvi na hloubku 100 cm:

12 x 251,5 + 100 =30,18 pg

Objem vodniho sloupce: 50,3 x 12 =603 ml

Koncentrace ve vodé: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml nebo 50

ng/l.
5. V pfiloze & 2 se &st IL. zruSuje a zirovefi se CL I
zruSuje oznadenf &4sti L. Utinnost
Tato vyhldska nabyvi wlinnosti dnem 8. fijna
2005.
Ministr:

RNDr. Ambrozek v. r.
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