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Cilem prace je posouzeni vybranych pfipravku, které by svymi vlastnostmi mohly vhodné
doplnit a Obohatit $kalu piipravki pouzivanych v rybaiské a akvaristické praxi. V sou¢asné
dob¢ existuje velmi malo piipravkl a lééebnych prostiedku, které je dovoleno pouzivat do
vodniho prostiedi. Rada preparati, které se minulosti osvédgily jako antiparazitika.
antimykotika apod. jsou dnes zakdzany. Z toho divodu je tieba hledat pripravky, které by
alesponl Castecné nahradily ty drive pouzivané a soucasné byly Setrné k rybam a celému
vodnimu ekosystému. Prvnim krokem, ktery je tfeba pti hledani novych preparati ucinit. je
stanoveni jejich akutni toxicity. Z toho divodu budou provadény testy akutni toxicity s
vybranymi preparaty na rybach a dalSich vodnich organizmech, aby se z potencialniho
vyuziti vyloucily ty pfipravky, které by predstavovaly neumérné riziko pro vodni ekosystémy.

Z hlediska akutni toxicity pro ryby a dal$i vodni organizmy budou otestovany 2 pripravky.
Metodicky bude postupovano podle platnych standardné operacnich postupt, které bylv
zpracovany akreditovanou toxikologickou laboratoti VURH JU Vodiany. Tyto postupy
vychazeji z norem OECD a ISO pro testy akutni toxicity na zastupcich vodnich organizmi.
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Ekotoxikologické hodnoceni p¥ipravki vybranych pro potencialni

vyuZziti v rybaiské a akvaristické praxi

Cilem préce bylo posouzeni 4 1é¢ebnych pfipravkii: NaCl, KMnO,, BioCare SPC a
formaldehyd, z hlediska jejich akutni toxicity pro organismy vodniho prosttedi a
inhibi¢nich G¢inkd na rist kofene hotdice bilé. Pro posouzeni téchto vlastnosti byly
pouZity testy akutni toxicity na nasledujicich organismech. Ryby Poecilia reticulata,
Oncorhynchus  mykiss, perlootky Daphnia  magna, zelené sladkovodni fasy
Desmodesmus subspicatus a hoiice bila Sinapis alba. Na zakladé provedenych testd
byly stanoveny hodnoty 96hLC50 pro ryby, 48hEC50 pro perlootky a 72hIC50 pro fasy
a rust kofene hoicice bilé.

Podle téchto hodnot byly légebné ptipravky zafazeny do odpovidajicich skupin
podle toxicity.

Vysledky provedenych testt a pokusi prokézaly: NaCl je latka, ktera byla zatazena
do skupiny latek $kodlivych pro organismy. KMnO, je latka, kterd byla zafazena do
skupiny latek vysoce toxickych pro organismy. BioCare SPC je latka, kterd byla
zafazena do skupiny latek toxickych pro organismy. Formaldehyd je latka, ktera byla

zafazena do skupiny latek toxickych pro organismy.

Kli¢ova slova: akutni toxicita, Poecilia reticulata, Oncorhynchus mykiss, Daphnia
magna, Desmodesmus subspicatus, Sinapis alba, NaCl, formaldehyd, BioCare SPC,
KMnO,

Eco-toxicological assessment of preparations chosen for potential use

in fishery and aquaristical use

The aim of the study was to assess four therapeutic preparations: sodium chloride,
potassium permanganate (KMnO,), BioCare SPC and formaldehyde, thanks for their
acute toxicity for organisms in a water environment and inhibitive effects on the growth
of the roots of white mustard. For the assessment of these properties tests of acute
toxicity on the following test organisms were used: fish Poecilia reticulata,
Oncorhynchus mykiss, Daphnia magna, green fresh water algae Desmodesmus

subspicatus and white mustard Sinapis alba. On the basis of the tests that were carried



determined: 96hLC50 for fish, 48hEC50 for daphnia and 72hIC50 for algae and the
growth of white mustard roots.

According to these values, the therapeutic preparations was integrated into the
corresponding groups by toxicity.

The results of the acute toxicity tests and laboratory experiments showed:

Sodium chloride is preparation, which was classified in the group of substances
harmful for organisms. Potassium permanganate (KMnOQy) is preparation, which was
classified in the group of substances highly toxic for organisms. BioCare SPC is
preparation, which was classified in the group of substances toxic for organisms.
Formaldehyde is preparation, which was classified in the group of substances toxic for

organisms.

Keywords: acute toxicity, Poecilia reticulata, Oncorhynchus mykiss, Daphnia
magna, Desmodesmus subspicatus, Sinapis alba, NaCl, formaldehyde, BioCare SPC,
KMDO4
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Seznam pouzitych zkratek a symbolii

A
¢

EC50

Iai

ICS0

I1CS504

IC50,

LC50

LOEC

NOEC

SOP
ta

plocha pod riistovou kiivkou, test inhibice ristu sladkovodnich fas
koncentrace (ml.I™", resp. mg.1™)
koncentrace, ktera zptisobi hyn nebo imobilizaci 50 % testovacich Daphnia
magna
inhibice ristu sladkovodnich fas pro danou koncentraci zjisténa na zaklade
porovnani ploch pod riistovymi kiivkami, je-li 1ai <0, jedna se o
stimulaci rastu (%)
inhibice riistu kofene hoi¢ice bilé v dané koncentraci, jeli I <0, jedna se o
stimulaci rastu (%)
inhibice ristu sladkovodnich fas pro danou koncentraci zjisténa na zakladé
porovnani riistovych rychlosti, je-li I; <0 jde o stimulaci ristu
koncentrace, ktera zpisobi 50% inhibici ristu kofene hoi¢ice bilé (Sinapis
alba) ve srovnani s kontrolou ve zvoleném &asovém useku, resp. 50%
inhibici ristu sladkovodnich fas (Desmodesmus subspicatus)
koncentrace, ktera zptisobi 50% inhibici ristu sladkovodnich fas ve srovnani
s kontrolou ve zvoleném ¢asovém useku, vyhodnocena pomoci integrald
biomasy
koncentrace, ktera zptisobi 50% inhibici ristu sladkovodnich fas ve
srovnani s kontrolou ve zvoleném ¢asovém tseku, vyhodnocena pomoci
rastovych rychlosti
koncentrace vodného vyluhu, ktera zpasobi uhyn 50 % testovacich ryb
(Poecilia reticulata, Oncorhynchus mykiss) ve zvoleném Case
nejnizsi koncentrace testovaného vzorku, pfi které jsou pozorovany ucinky
(lowest observed effect concentration)
hustota bun&k v dobg t, (po&et bunék v 1 ml), test inhibice ristu sladkov. fas
nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevyvolavajici Zadné pozorovatelné
uginky (no observed effect concentration)
standardni opera¢ni postup
doba n-tého méfeni od poc¢atku testu (ve dnech)

rychlost rustu fasové kultury
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1. UVOD

LéCiva, a to jak huménni tak i veterinarni, podléhaji velmi pfisnému reZimu
povolovani podmifujicimu jejich uvedeni na trh. Divodem je odpovédnost za
objektivnost posouzeni vztahu mezi pfinosy a riziky spojenymi s pouZivanim légiv, tedy
za zajisténi maximalni mozné u¢innosti pfi zachovéni maximalni moZné bezpetnosti
(Skaloud a Siminek, 1997).

Touto problematikou se zabyva farmakovigilance. V Ceské republice je budovan
takovy systém veterinarni farmakovigilance, ktery je jiz vyuzivan ve vét§ing stati EU.
Veterinarni farmakovigilance u ryb vyZaduje zpracovani metodickych postupi
sledovanim nezadoucich u¢inkii aplikace veterinarnich 1é&iv na ryby a dal$i vodni
organismy. Zvlastni kapitolou celého systému farmakovigilance u ryb je pak hodnoceni
dopadl pouZzivéani I€¢iv na Zivotni prostfedi, v&etn& navrhii postupti a opatieni, které

povedou k monitorovani rizik spojenych s 1é¢bou ryb (Skaloud a Siminek,1997).

Nyn&jsi problém je harmonizovat s EU oblast farmakovigilance lé¢ebnych a
pomocnych pfipravki aplikovanych v podminkach akvakulturnich chovii v CR a
navrhnout jednotné zasady lé¢ebnych postupi v chovech ryb. Soudasna paleta v CR
registrovanych piipravkd zahrnuje pouze lé¢iva s antimikrobialnim u¢inkem. Proto se
jevi jako Zadouci nejen rozifeni vybéru 1é¢iv s antimikrobidlnim G¢inkem, nybrz mit
k dispozici lé¢iva t¢inna proti dal$im onemocnénim. Je konstatovana potieba dalsich
lé¢ivych pripravkd pro ryby v Ceské republice s upozornénim na nutnost legalniho
postupu pfi jejich uvedeni do obéhu — registrace. Na druhé stran& by vsak pro pouZiti u
ryb byla Zadouci legalizace pouziti urditych chemickych latek, které nemaji charakter
typickych I€¢iv. Chybé&jici ptipravky budou nejprve vyhledany mezi piipravky

pouzivanymi a registrovanymi v zemich EU (Skaloud a Siminek, 1997).

Ve své diplomové préci jsem se proto zaméfila na posouzeni ekotoxicity 1é&ebnych
pripravki (KMnO4, formaldehyd NaCl, BioCare SPC) s cilem zatadit p¥ipravky do ttid
toxicity pomoci R vét. Sledovani jsem provadéla formou akutni toxicity na rybach
(Poecilia reticulata a Oncorhynchus mykiss), perloockach (Daphnia magna), fasach
(Desmodesmus subspicatus) a test inhibice ristu kofene kulturni rostliny hoigice bilé

(Sinapis alba).
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2. TEORETICKA CAST
2.1 TESTY TOXICITY

Testy toxicity se provadéji na tfech urovnich, a to (Svobodova et al., 1992):
a) naurovni bun€k a tkani
b) na drovni jedinci (organismi)
¢) na urovni spolecenstev (biocendz).

Testy na tGrovni bunék a tkani se ¢asto pouZivaji pro teoretické objasnéni poznatki,
ziskanych pii pokusech na organismech. Vyhodou je jejich dobra reprodukovatelnost a
naopak nevyhodou je zna¢na odlisnost vysledka in-vitro od vysledki obdrzenych in-
vivo. Na trovni biocendz se sleduje toxicky ucinek v ptirodé ¢i na modelu, nevyhodou
je fakt, Ze toxicky ucinek se nemusi projevit vZdy stejné, rtizné reakce na urgity druh,
naruSeni potravnich ret€zcl. Vétsina testl se provadi na urovni organismi. U téchto
testi se mizZeme setkat s potizemi s reprodukovatelnosti (Svobodova et al., 2003,

Svobodova et al., 2000).

Testy toxicity délime podle doby trvani na testy akutni a chronické toxicity.

Testy akutni toxicity se provadéji po dobu 48 — 96 hodin. Tyto testy se pouZivaji
napiiklad pro testovani odpadi uréenych pro skladkovani, vyluhti skladek a déle pro
testovani nov€ vyrabénych a do praxe zavadénych latek. Vysledkem téchto testi jsou
hodnoty xhLL.C (EC, IC50), kde

X - e pocet hodin expozice
LC50 - letalni koncentrace pro 50 % testovacich organismii — v testech na rybach
EC50 - efektivni koncentrace, ktera vyvola 50% thyn, ¢i imobilizaci testovacich
organismi - v testech na zastupcich zooplanktonu
IC50 - inhibi¢ni koncentrace, tj. koncentrace, kterd zptsobi 50% inhibici ristu ve
srovnani s kontrolou — v testech na zelenych fasach, kofenu hoi¢ici bilé a na okfehku.

V testech chronické toxicity jsou organismy vystavovany testované latce po dobu
90 dnii. Poté se ucinky latky na organismech vyhodnoti a vysledkem testi chronické
toxicity je

- NPK hodnota (nejvyssi pfipustna koncentrace) tj. koncentrace, ktera neposkozuje

organismy ani pti dlouhodobém pisobeni




- NOEC - nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevyvolavajici Zadné
yrovatelné ucinky
- LOEC — nejnizsi koncentrace testovaného vzorku, pfi které jsou pozorovany

ky.

Fi zjist'ovani hodnot LC50, EC50 a IC50 se vychazi z koncentraci, ve kterych doslo
e nez nulové a méné nez stoprocentni mortalité, imobilizaci ¢i inhibici ristu.
hoto divodu je mozno provést nejdiive tzv. limitni test, pii kterém se zjiSt'uje
ce testovacich organizmit na koncentraci 100 mgl” testovaného vzorku. Kdyz
mto tesu neuhyne zadny z testovacich organizmi, provede se ovérovaci test
$§im poctem organismu. V opaéném piipadé nastupuje predbézny test. PredbéZny
se provadi s mensim poétem testovacich organismti — napf. 3 — 5 ks ryb nebo 10 ks
ii v kazdé koncentraci a nasazuje se Siroké rozmezi koncentraci testované latky. Na
adé vysledka predbézného testu se voli uzsi rozsah koncentraci u¢inkem pro tzv.
adni test. Do zakladniho testu se nasazuje vétsi pocet testovacich organizm, napf.
7 — 10 ryb nebo 20 dafnii do kazdé koncentrace i kontroly. Z vysledkt zakladniho
1 se potom vypo¢itava hodnota LC, EC, IC50 (Svobodova et al., 2000).

fi testech toxicity se provadi v ur€itych ¢asovych intervalech tzv. vnitini kontrola.
14 se vlastné o zékladni test, v némz je testovanou latkou standard. Jako standard je
is 1 v zahrani¢i vyuzivan dichroman draselny (K>Cr,O; p.a.). Provedeni testu se
dardem a porovnani takto ziskané hodnoty LC50 (EC50, IC50) s obecné platnymi
1otami umoZiuje laboratofi kontrolu spravnosti postupu i citlivosti pouzitych

yvacich organismu (Svobodova et al., 2000).

Vedle vnitini kontroly ma kazdd ekotoxikologickda laboratof moZnost vnéjsi
troly, a to formou tulasti na tzv. okruZnich testech toxicity chemické latky,
ravku nebo odpadu (Svobodova et al., 2000). Okruzni testy organizuje napf.
_AB (VUV Praha).

Fkotoxicita je oznaGovana, podle Zakona ¢. 185/2001 Sb. o odpadech a Zakona ¢.
/2003 Sb. o chemickych latkach a chemickych ptipravcich, jako vlastnost, ktera
noti na zakladé souboru toxikologickych testd, které se provadéji vodnym vyluhem

tfech vodnich organismech a semenech kulturni rostliny.
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Hodnoceni chemickych latek a piipravki véetné pesticidd se v soucasné dobé
provadi podle Zakona ¢. 356/2003 Sb. o chemickych latkach a ptipraveich. Cilem této
klasifikace je upozornit uZivatele na nebezpe¢i plynouci z pfitomnosti a néasledujicich
efektt latek, ptipravki a odpadti v ekosystému. Testované latky a ptipravky se oznaduji
z hlediska specialnich rizik nasledujicimi R vétami:

RS0: vysoce toxické pro vodni organismy LC(EC,IC) 50 <1 mg.1"
RS1: toxické pro vodni organismy 1 mg.I"'<LC(EC, IC) 50 10 mg.I"
RS52: skodlivé pro vodni organismy 10 mg.I" < LC(EC, IC) 50 < 100 mg.1”

Rozhodujici pro zafazeni latky nebo piipravku do tfidy toxicity je zjisténa hodnota
LC(EC, IC)50 pro nejcitlivéjsi druh testovacich organismi. Zafazeni se provadi podle
nejnizsi zjisténé hodnoty LC(EC, IC)50 (Svobodova et al., 2000).

2.2. VYUZITI TESTU TOXICITY
2.2.1. VYUZITI TESTU AKUTNI TOXICITY

Pfi hodnoceni akutni toxicity chemickych latek, pfipravki a odpadi, piipadné
odpadnich vod se zjistuji hodnoty LC50 (letalni koncentrace pro 50 % testovanych
organismi - v testech na rybach), hodnoty EC50 (efektivni koncentrace, ktera vyvola
50% uhyn ¢i imobilizaci testovacich organismu - v testech na zastupcich zooplanktonu
a efektivni koncentrace, ktera snizuje o 50 % luminiscenci emitovanou mofskymi
bakteriemi) a hodnoty IC50 (inhibi¢ni koncentrace, ktera zpisobi 50% inhibici ristu ve
srovnani s kontrolou - v testech na zelenych fasach, hoi¢ici bilé a na okiehku). Pii
hodnoceni toxicity testovaného vzorku je pro organizmus dilezita nejen koncentrace
latky, ale také doba jejiho ptsobeni (Svobodova et al., 2000).

Doba piisobeni je dana metodikou pfislusného testu toxicity a uvadi se ve vysledku.
V testech na baktériich je doba trvani testu 15 min a vysledkem je hodnota 15minECS50,
analogicky pro zelené fasy trva test 72 hodin a vysledkem je hodnota 72hIC50, pro
dafnie se stanovuje 48hECS50, pro ryby 96hLC50, pro semena hoicice bilé 72hIC50 a
pro okiehek mensi 168hIC50 (Svobodova et al., 2000).
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2.2.2. VYUZITI TESTU CHRONICKE TOXICITY

Cilem testl toxicity je stanoveni hodnot LC50, NOEC, LOEC. Za uéelem stanoveni
téchto hodnot jsou vyuzivany standardizované metody akutnich a prolongovanych testi
toxicity podle OECD (Organization for Economic Cooperation of Development),
ptipadné ISO (International Organization for Standardization).

Dlouhodobé testy toxicity (3 — 6 mésicti) se provadéji za ucelem stanoveni
nejvyssich piipustnych koncentraci (NPK) latek a p¥ipravki z hlediska chovu ryb (Citek
et al., 1997).

Pii laboratornich testech je tieba pracovat v souladu se znénim Zakona ¢. 77/2004
Sb. na ochranu zvifat proti tyrani a dale vyhlasky MZe CR &. 311/1997 Sb. o chovu a

vyuziti pokusnych zvitat.

2.2.3. NORMY POUZIVANE V OBLASTI VODNI TOXIKOLOGIE

OECD Guideline for Testing of Chemicals 201 Alga, Growth Thibition Test. 1984, 14
pp.

OECD Guideline for Testing of Chemicals 202 Daphnia sp. Acute Immobilisation Test.
(Draft Updated Guideline, July 1999)

OECD Guideline for Testing of Chemicals 203 Fish, Acute Toxicity Test, 1992, 9 pp.

OECD Guideline for Testing of Chemicals 204 Fish, Prolonged Toxicity Test: 14-day
Study. 1984, 9 pp.

OECD Guideline for Testing of Chemicals 210 Fish, Early-life Stage Toxicity Test.
1992, 18 pp.

OECD Guideline for Testing of Chemicals 211 Daphnia sp. Reproduction Test. Revised
draft document, 1998

OECD Guideline for Testing of Chemicals 212 Fish, Short-termToxicity Test on
Embryo and Sac-fry Stages. 1998

OECD Guideline for Testing of Chemicals 215 Fish, Juvenile Growth Test (Draft New
Guideline, August 1999)

OECD Guideline for Testing of Chemicals , Lemna sp. Growth Inhibition Test (Draft
New Guideline, June 1999)




ISO 6341 Water Quality — Determination of the inhibition of the mobility of Daphnia
magna Straus (Cladocera, Crustacea). International Organization for
Standardization, 1982, 9 pp.

ISO 7346/1 Water Quality — Determination of the acute lethal toxicity of substances to a
freshwater fish /Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/ -
Part 1: Static method. International Organization for Standardization, 1984, 9 pp.

ISO 7346/2 Water Quality — Determination of the acute lethal toxicity of substances to a
freshwater fish /Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/ -
Part 2: Semi-Static method, International Organization for Standardization, 1984,
9 pp.

ISO 7346/3 Water Quality — Determination of the acute lethal toxicity of substances to a
freshwater fish /Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/ -
Part 3: Flow-through method. International Organization for Standardization,
1984, 9 pp.

CSN EN ISO 8692 Jakost vod. Zkouska inhibice riistu sladkovodnich zelenych.fas (idt
ISO 8692:2004). CNI Praha, 2005, 17 s.

CSN EN ISO 6341 Jakost vod. Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni toxicity. CNI Praha, 1997, 16 s.

CSN EN ISO 7346-1 Jakost vod. Stanoveni akutni letdlni toxicity latek pro sladkovodni
ryby /Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/. Cast 1:
Statickd metoda. CNI Praha, 1999, 16 s.

CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod. Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby /Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/. Cast 2:
Obnovovaci metoda. CNI Praha, 1999, 16 s.

CSN EN ISO 7346-3 Jakost vod. Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni
ryby /Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/. Cast 3:
Priito¢na metoda. CNI Praha, 1999, 16 s.

CSN EN ISO 10229 Jakost vod. Stanoveni subchronické toxicity latek pro sladkovodni
ryby — Metoda vyhodnoceni G&inki latek na riistovou rychlost pstruha duhového
/Oncorhynchus mykiss Walbaum (Teleostei, Salmonidae)/. CNI Praha, 1996, 20 s.

CSN EN ISO 1138-2 Jakost vod — Stanoveni inhibi¢niho vlivu vzorkl vod na svételnou
emisi Vibrio fischeri (Zkouska na luminiscen¢nich bakteriich) — Cast 2: Metoda se

susenymi bakteriemi. CNI Praha, 1999, 17 s.
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TNV 75 7741 Mikrometoda stanoveni toxicity a trofického potencialu fasovym testem.
HYDROPROIJEKT a.s., Praha, 1997, 15 s.

2.3. CHOVY RYB A MOZNOSTI LECBY

Chovy ryb lze rozdélit na chovy zdjmové (akvarijni a okrasné ryby) a chovy
produk¢ni, spadajici do kategorie chovi potravinovych zvifat (potravinové ryby). U
potravinovych zvitat nelze aplikovat 1é¢ivo, u kterého nebyl stanoven MRL (maximalni
rezidudlni limit). U ryb se ochranna lhita (OL) vyjadiuje v dennich stupnich
(stupniodnech). Jeden stuperi je predstavovan primérnou teplotou 1 °C po dobu jednoho
dne (24 hodin) — napt. 100 stupiiodnii = 10 dni pfi primérné teploté vody 10 °C. Pokud
nelze ochrannou lhitu uréit, pfitazuje se danému piipravku nejdelsi ochranna lhita: 500
stupfiodnti. U potravinovych ryb lze aplikovat pouze léCivé ptipravky, které jsou

registrované (Kolarova, Nepejchalova, 2005).

Pro registraci veterinarnich 1é¢ivych ptipravki je nutné respektovat nasledujici
pravni normy (Koléatova, Nepejchalova, 2005):

Zékladnim predpisem Evropské unie je Directive 2001/82/EC of the European
Parliament and of the Council on the Community code relating to veterinary medicinal
product (Directive, 2001) (Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2001/82/ES o
kodexu Spolecenstvi tykajiciho se veterinarnich 1é¢ivych piipravki). Tato smérnice je
v soucasné dob¢€ implementovana do Ceské legislativy a vychazi z ni zakon ¢&. 79/1997
Sb. o lé¢ivech (Zakon €. 79, 1997), ve znéni pozdé€jsich piedpisu, a vyhlasky, které se
k nému vztahuji.

Vyhlaska €. 288/2004 Sb. (Zakon ¢. 79, 1997), kterou se stanovi podrobnosti o
registraci 1éCivych piipravkl, jejich zménach, prodlouZeni, o klasifikaci lé¢ivych
ptipravkli pro vydej, ptevodu registrace, vydavani povoleni pro soub&zny dovoz,
predkladani a navrhovéni  specifickych 1é¢ebnych  programt s vyuzitim
neregistrovanych humannich Ilé¢ivych ptipravkd, o zplGsobu oznamovani a
vyhodnocovani nezadoucich uéinka 1é¢ivého ptipravku, vetné nalezitosti periodicky
aktualizovanych zprdv o bezpe¢nosti, a zplisob a rozsah oznameni o pouziti
neregistrovaného 1é¢ivého piipravku (registra¢ni vyhlaska o 1é¢ivych ptipravcich), ve

znéni pozdéjsich predpist, u které v souasné dobé probiha novelizace.
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Vyhlaska ¢. 472/2000 Sb. (Zakon &. 79,1997), kterou se stanovi spravna klinicka
praxe a blizs${ podminky klinického zkougeni, ve znéni pozdgjsich predpist.

Vyhlaska ¢. 504/2000 Sb. (Zakon &. 79, 1997), kterou se stanovi spravna laboratorni
praxe v oblasti Ié€iv, ve znéni pozdé&jsich predpisi.

Vyhlaska ¢. 325/2003 Sb. (Zékon &. 79, 1997), kterou se stanovi pravidla pro
pouzivani 1éCivych piipravki pfi poskytovani veterinarni péde, véetnd souvisejiciho
predepisovani a vydeje 1é¢ivych ptipravki a pozadavka pro vedeni zaznami o téchto
¢innostech a naleZitosti ozndmeni o nakladani s latkami nebo pfipravky, vcetné
podminek pro vedeni a uchovévani zaznami o téchto &innostech. Tato vyhlaska
stanovuje pravidla pouZiti veterinarnich a humannich lé&ivych piipravka v terapii zvifat,
pokud neni pro icely poskytovani veterinarni pée k dispozici veterinarni p¥ipravek
registrovany podle § 23 zikona pro danou indikaci a pro dany druh a kategorii zvifat.

Veterinarni 1ékaf miize pouZit jako 1é¢ivo prvni volby pripravek registrovany pro
dany druh zvifete. Lé¢iva urdend k aplikaci u ryb jsou v soucasné dobé v CR ptipravky:
Flumiquil 50% plv. ad. us. vet. (flumequin — OL: 80 stuptiodnd; Ceva Animal Health
Sk), Rupin special gran. ad. us. vet. (oxytetracyklin — OL: 378 stupfiodnii; Univit, . r.
0., CZ) a centralizovanou procedurou registrovany hormonélni veterindrni 1éCivy
piipravek Gonazon koncentrat pro pfipravu injekéniho roztoku pro jikernacky
lososovitych ryb (Azagly — nafarelin acetate — OL: bez ochrannych lhiit, Intervet
International B. V.).

Dalsi moznosti veterinarniho Iékafe je pouzit 1é¢ivy ptipravek uréeny pro jiny druh
zvifete €i pro jinou indikaci nebo 1é¢ivo humdanni. Pokud takovyto ptipravek bude
pouZit pro chov trznich ryb, je potfeba dodrzet ,.standardni“ ochrannou lhéitou, tzn.
Nejméne 500 stuptiodnd. TotéZ plati také pro ptipad pouziti 1é¢iva piipraveného dle
receptu ,,magistra-liter”. V této souvislosti je tfeba ptipomenout, e odpovédnost za
pouZiti této skupiny 1é¢iv na sebe bere veterinarni 1ékat. Proto je doporudeno v takovych
ptipadech pouzit formulaf ,souhlas s neregistrovanym pouzitim 1é&ivého pripravku®
(Hera et al., 2004).

Veterinarni lékaf mize k 1é¢b& ryb vyuzit piipravky registrované pro ryby
v zahrani¢i. V tomto pipadé musi Zadat Statni veterinarni spravu CR o povoleni dovozu
daného ptipravku a to pfi kazdém jednotlivém dovozu (Kolafova, Nepejchalova, 2005).

Pro preventivni zdsahy, zejména v chovech lososovitych ryb, jsou vramci EU
registrovany také vakciny proti nejéastéj$im bakteridlnim infekcim: furunkuléza

(Aeromonas salmonicida), vibridza (Vibrio anguillarum), hemoragicko-septikemické
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onemocnéni oznaCované jako ,Hitra disease* nebo ,,Cold water vibriosis* (Vibrio

salmonicida) (Kolafova, Nepejchalova, 2005).

2.4. LECEBNE KOUPELE VYUZiVANE V RYBARSKE
PRAXI

2.4.1. OBECNA PRAVIDLA

Lécivem rozumime 1é¢ivé latky nebo jejich smési anebo 1é¢ivé piipravky urdené
k podani zvifatim, vcetné homeopatik; pfiGemz léivymi latkami se rozumi latky
pfirodniho nebo syntetického ptvodu, zpravidla s farmakologickym, ¢ imunologickym
G¢inkem nebo ovliviiujici organismus, které slouzi k prevenci, 1é&eni a mirnéni chorob,

urCeni diagnozy a k ovlivnéni fyziologickych funkci (Skaloud a Siminek, 1997).

LéCebné plsobici latky a pkipravky se vyuzivaji predev§im na tlumeni
ektoparazitalnich, plistiovych a bakteridlnich onemocnéni povrchu téla a Zaber.
V nékterych piipadech lze 1é¢ebné koupele po vstiebani G¢innych latek kiizi a zabrami
vyuzit i k tlumeni pivodcl vnitinich nemoci. Lécebné koupele se podle délky trvani
rozdéluji na (Citek et al.,1997):

a) ponoiovaci

b) kratkodobé

c) dlouhodobé

Ponofovaci koupele trvaji nejdéle 5 minut. P¥i tomto typu koupele se pouzivaji
pomérné vysoké koncentrace ucinnych latek. Kratkodoba koupel trvd 5 minut az 2
hodiny, dlouhodobé koupel trva 2 hodiny aZ n&kolik dni. Tyto koupele vyuZivaji nizsi
ucinné koncentrace lé¢ebnych prostiedka po delsi dobu piisobeni. Mezi dlouhodobé
koupele patfi i oSetfeni celych chovnych nadrzi a rybniki 1é¢ebnymi prostredky (Citek
et al.,1997).

Pfi provadéni 1é¢ebnych koupeli musi byt dodrZena fada obecnych zésad, jejich

cilem je maximalizovat u¢innost koupeli a minimalizovat ztraty.
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K obecnym zasadam patii (Citek et al., 1997):

Soustavn€ sledovat zdravotni stav obsadky, aby mohla byt v piipadé potieby
pohotove zvolena nejucinngjsi 1ééebna koupel (ryby s pokrogilym stupném onemocnéni
jsou velmi oslabené, a proto dochazi pii koupelich k vysokym ztratdm. Kontrola
zdravotniho stavu se provadi 1 — 2krat tydng, podle sta¥i ryb, v rybni¢nim za¥izeni 1krat
mesicng).

Na zéklad¢ vysledki vy3etfeni je stanoven druh lé¢ebné koupele. Vétsina Ié¢ebnych
preparatl je pro ryby ve vysSich koncentracich toxick4, a proto je tieba dodrzovat
presny postup koupele. Davku lécebného prostiedku pro provedeni koupele je tieba
presn€ vypocitat, aby byla dodrzena doporu¢ena koncentrace koupeli. Pro tyto ucely se
zjistuje tzv. terapeuticky index, coz je pomér letalni koncentrace pro ptivodce a letalni
koncentrace pro ryby. Jeho hodnota by neméla byt mensi nez 4, optimum je 10. Lé¢iva
se pfidavaji do vody pfedem rozpusténd, koncentrovany roztok se rozstiika na hladinu.

Fyzikéln¢ chemické vlastnosti vody ovliviiuji u€innost 1é&ebnych prostiedkd i jejich
latek, KNK do pH 4,5, suma Ca + Mg a dalsi. ZvySena teplota vody zvySuje uginnost,
ale i toxicitu vSech lécebnych prosttedkii. ZvySena koncentrace organickych latek
snizuje u€innost a toxicitu napf. KMnOQ,.

Pted provedenim vSech druhl lé¢ebnych koupeli je nutné provést tzv. zkousku
snaSenlivosti. To znamend provést na n€kolika rybach biologicky pokus, pfi némz se
ovefuji ucinky lécebné koupele pro danou rybi obsadku za danych podminek. Zkouska
snaSenlivosti je zvlasté potiebna napt. pred provedenim lé&ebnych koupeli u akvarijnich
ryb. Citlivost jednotlivych druhti téchto ryb k doporuovanym Iégivim je velmi
rozdilna.

Pted ponofovaci nebo kratkodobou koupeli se ryby 24 hod pied koupeli nekrmi. Pti
dlouhodobych né€kolikadennich koupelich se ryby ptikrmuji.

V okamZiku zahdjeni koupele se zaéne méfit ¢as a pozoruje se chovani o3etfovanych
ryb. V pfipadé vyraznych zmén v chovani ryb ukondime lazen v krat$im &asovém
limitu. Pfi nékterych lé¢ebnych koupelich dojde obvykle i k thynu nejvice napadenych
jedinct. Tyto kusy je nutné ihned z koupelového roztoku odstranit. P¥i né€kolikadennich
koupelich se ucinnost 1é¢iva postupné snizuje. Proto je tieba nadrZ s roztokem Ié¢iva

obnovovat.
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Ovefeni Gcinnosti provedenych lé¢ebnych koupeli se provadi makroskopicky a

mikroskopicky po pfeloveni ryb do &isté vody.

Obecnym pozadavkem je nepouzivat lécebné koupele trznich ryb 14 dni pred jejich

dodénim na trh. Ochrannou Ihitu pfed konzumaci ryb uréi veterinarni specialista.

2.4.2. LECEBNE KOUPELE U RYB

Tab. 1. Prehled nejdilefitéjSich chemickych litek a pripravkii pouzivanych k

lécebnym koupelim ryb (Citek et al., 199 7).

LECEBNE KOUPELE
Ponorovaci Kratkodobé dlouhodobé
Lyzol NaCl Malachitova zeleri
Vépenné mléko Formaldehyd Trichlorfon (Soldep, Masoten,
Neguvon)
KMnO, Malachitova zelen Akriflavin
Cpavek a trypaflavin Malachitova zeleri a formaldehyd Metronidazol (Entizol)
Malachitova zelen Oxychlorid médi (Kuprikol 50) NaCl
CuSO,45H,0 KMnO, Formaldehyd
Antibiotika, sulfonamidy KMnO,
Chloramin B Antibiotika
Sladk4 voda ) CuSO,-5H,0
Levamisol
Praziquantel

Chlorové vapno

") uzivd se v morské akvaristice (doba trvani koupele 15 — 20 minut)

2.4.3. STRUCNA CHARAKTERISTIKA TESTOVANYCH LATEK

2.4.3.1. Manganistan draselny (KMnQy)

Poutziti a pFiprava: Manganistan draselny se pouziva ve formé (Citek et al., 1997):

Q ponoFovacich koupeli (1 g.I"' po dobu 30 az 45 sekund)
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Q  krdtkodobych koupeli (0,1 g1 5 az 10 minut; 0,01 gl po dobu 60 az 90
minut)

Q dlouhodobych koupeli (0,3 az 0,6 mg.l" po dobu 12 hodin — manipula¢ni
rybniky), doporuduji se k protiplisiovému, antiparazitdlnimu (pfi nédlezu
protozodz) a antibakterialnimu oSetieni ryb.

K lé&eni eudiplozoondzy kapra se osvédéila koupel v manganistanu draselném v
koncentraci 1 g.I"" po dobu 2,5 minuty. Lé&ebné koncentrace manganistanu draselného
jsou velmi blizké letalnim koncentracim pro ryby, a proto se musi oSetfeni provadet
zvla$t uvazend, zejména u akvarijnich ryb. Proto je zde nezbytné provést zkousku
snadenlivosti. V 1ét& pii vyssi teploté vody jsou koupele pro ryby nebezpecné. Pii
manipulaci s generaénimi rybami se Gasto pouZiva lokdlni oSetfeni mista poranéni
tamponem namod&enym v roztoku manganistanu draselného (Citek et al., 1997).
Manganistan draselny je latka stiedné aZ siln¢ jedovatd pro ryby, zjist€na letalni
koncentrace pro kapra byla 40 mg.l"', pro okouna fiéniho 6 mg.I"(Svobodova et al.,

1987).

2.4.3.2. Formaldehyd

Pouziti: Formaldehyd je distribuovan ve form¢ 36 az 38% vodného roztoku. K
antiparazitirnimu oSetfeni ryb se pouZivd pouze ¢&iry roztok bez usazenin
paraformaldehydu (bila usazenina na dng). Pfi vlastnim provadéni koupele je tieba z
&initeld ovliviujicich G&innost a toxicitu koupele vzit v ivahu pfedevsim teplotu vody.
Soudasné je velmi ddlezité dbat na bezpe¢nost pracovnikii provadéjicich lécebnou
koupel. Formaldehyd byl zatazen mezi kancerogenni latky. OSetfeni trznich ryb
formaldehydovou koupeli se provéadi nejpozdg&ji 14 dni pfed jejich dodanim na trh.
Formaldehyd se pouzivé vétsinou ve formé kratkodobych koupeli, a to pfi ndlezu druhi
rodi Cryptobia, Ichthyobodo, Chilodonella, Trichodina, Trichodinella, Dactylogyrus,

Gyrodactylus, Silurodiscoides a pti povrchovém zaplisnéni (Citek et al., 1997).

Piiprava: Formaldehydova lazeii se pfipravuje s pfihlédnutim k teplot¢ vody
(pouziva 36 aZ 38% vodny roztok formaldehydu):
<10 °C se v koncentraci 0,25 ml.1"

10 az 15 °C v koncentraci 0,20 ml.1"!
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> 15 °C v koncentraci 0,17 mL.I"" (doba piisobeni je 30 az 60 minut).

Pro oSetfeni ranych stadii plidku kaprovitych ryb a sumce se doporucuje
koncentrace 0,25 mll' a délka koupele 30 minut pii teplot¢ vody 25 °C.
Formaldehydové dlouhodobé solné koupele se pouzivaji ve stejném piipadé jako
dlouhodobé solné koupele, a to 36 az 38% vodny roztok formaldehydu v koncentraci
0,025 az 0,030 mlLl™". Aplikuje se jednorazové do ptitoku, délka lazné neni Casové

omezena (Citek et al., 1997).

2.4.3.3. Chlorid sodny (NaCl)

Pouziti: V rybafstvi se bézné vyuziva k antiparazitarnim zasahtim pii odchovu
ryb od ranych stadii az do trzni velikosti. Je to umoznéno nejen jeho dostupnosti a
cenovou vyhodnosti, ale také pomérn¢ dobrym antiparazitdlnim ufinkem a relativni
neskodnosti pro ¢lovéka. Protoze rozdil mezi letalnimi koncentracemi NaCl pro ryby a
pro parazity neni pfili§ vysoky, je tieba pii oSetfeni ryb pfesné dodrzovat obecné
zasady, predevsim pokyny pro provadéni testu snasenlivosti koupeli. Pro aplikaci solné
koupele se zasadné nepouzivaji pozinkované nadoby (Citek et al., 1997).
Kuchyriska stl se pouziva vétsinou ve formé kratkodobych koupeli, a to u¢inné pti
nalezu druhti rodt Cryptobia, Ichthyobodo, Chilodonella, Trichodina, Trichodinella, s
niz8i u€innosti pti nalezu druhii rodt Dactylogyrus, Gyrodactylus, Piscicola, Argulus a

pfi povrchovém zaplisnéni (Citek et al., 1997).

Priprava: Solna lazen se ptipravi rozpusténim 10 az 30 g NaCl v 1 litru vody, doba
trvani koupele je 15 az 30 minut. Solna koupel se mize, pokud je to tieba, u vétsiny
druht ryb opakovat. U vyvojovych stadii pladku ryb se pfi teplot€¢ vody 20 az 25 °C
osv&dgila koupel v NaCl o koncentraci 10 g.I"' po dobu 30 minut. V chovu kaprovitych
ryb se pouziva NaCl v koncentraci 20 g.I"! po dobu 15 minut k oetfeni slabsiho pladku.
Tato koupel se pouziva i pro oSetfeni lososovitych ryb. U siln€jsiho pliidku a u vysSich
roéniki kaprovitych ryb se pouziva lazei o koncentraci 30 g.I" po dobu 25 az 30 minut.
Kuchyiiska stl se také pouziva ve formé dlouhodobé koupele pii vyskytu chilodoneldzy
u ryb drzenych v sadkach nebo v manipulacnich rybni¢cich v podzimnim nebo jarnim
obdobi, a to v koncentraci 1 az 2 g.I"! po dobu 1 aZ 2 dnt. Uginek solnych koupeli se p¥i

teplotach vody pod 5 °C podstatné snizuje (Citek et al., 1997).
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2.4.3.4. BioCare SPC (firemni materialy)

Pouziti a priprava: Dezinfekéni ptipravek, ktery se pouziva v chovech ryb. Lze jej
proto pouzit k prevenci parazitalnich onemocnéni ryb, ke sniZeni bakteridlniho a
parazitalniho zatizeni vody a k vy¢isténi vody od latek, které mohou drazdit zabry, jako
naptiklad od fas a rtiznych ¢astic. BioCare SPC se dodava v granulované formé a proto
neprasi a nedrazdi oci ani dychaci organy (granule jsou nelepivé).

Bio Care SPC zvysuje obsah kysliku ve vodé¢ a proto jej 1ze pouzit i v situacich, kdy
je vys$si organické zatizeni vody, napiiklad v 1ét€. Davkovani ptipravku vsak pfi vyssich
teplotach musi byt upraveno. Zvysena dodavka kysliku je zadouci ptedevsim v situacich
kdy zabry ryb jsou siln€¢ poskozené, napiiklad v dusledku napadeni parazity.
Prokysli¢eni vody je rovnéZ potfebné pokud je béhem procesu dezinfekce pritok vody
docasn¢ zastaven.

Pii stanoveni davek piipravku je nutné vzit v uvahu tyto faktory:

- kvalitu vody (¢im vys$si znecisténi, tim vyssi davky)

- teplotu vody (¢im vyssi teplota, tim niz$i davky)

- zdravotni stav ryb (niz8i davky pii prevenci, vys$§i pifi propuknuti
onemocneni)

Nelze proto piesné urcit pausalni davky piipravku. Doporucuje se piizpiisobit davky

konkrétnim podminkam pitisluSného chovu.

Pouziti pFipravku BioCare SPC p¥i prevenci onemocnéni plidku:
Pfi odlovu plidku se zpravidla pouziva ¢istd voda a proto je davkovani
dezinfekéniho piipravku relativné mensi a to i pfi nizSich teplotach. Velmi dobré

preventivni u¢inky ma aplikace 40 — 60 g pfipravku na m’

vody 2 — 3krat tydné.
Nedoporu¢uje se pouZivat piipravek ve dvou po sobé jdoucich dnech (nebezpeci

zdufeni Zaber).

Pouziti pFipravku BioCare SPC pfi prevenci parazit. onemocnéni vétSiny ryb:

Parazité, bakterie a plisné ¢asto napadaji Zabry ryb chovanych v zemnich rybni¢cich
i betonovych Zlabech. Zaberni a tim i dychaci problémy byvaji rovnéz zplsobeny
podrazdénim fasami, organickymi ¢asticemi ve vodé apod. Pouziti ptipravku BioCare

SPC v t&chto situacich znamena zlepSeni kvality vody jeji dezinfekci, a tim i
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odstranénim mikroorganismi a déle odstranénim &asti organického znegisténi vody.
Vedlejsim efektem rozkladu piipravku ve vod¢ je vytvéareni kysliku, které mé pozitivni

vliv pfedevsim pfi 1é¢bé ryb trpicich dychacimi problémy.

Davkovani zavisi na teploté a kvalit vody, ¢asto se v letnim obdobi (teplota vody
12 — 18 °C) doporucuje davka 50 — 100 g.m™ . P poklesu teploty vody se davka
zvySuje. Efekt pouziti ptipravku BioCare SPC pii 1é&bé onemocnéni zptisobenych
parazity Ichthyophthirius multifilis a Gyrodactylus.

Gyrodaktylus — parazit je b&hem 18 hodin kompletn& eliminovan pii pouziti
koncentrace 80 g.m™ (pii pouZiti polovi¢ni koncentrace je u¢innost 92 %).

Ichthyophthirius multifilis — pouzita koncentrace ptipravku 63 g.m™ vody prokazala
mimofadn€ dobry a rychly efekt (béhem jedné hodiny) na theronty, tj. mimo t&lo Zijici
stadium. Urcity efekt byl rovnéz zjistén po nékolika hodinach pti pouziti koncentrace 13
gm>. Pripravek bohuZel nepiisobi na tornonty — tj. cystdlni stddium paraziti.
Doporu€eny postup aplikace vychazi ze skuteénosti, Ze se v praxi ¢asto na dné rybnicka
nachazi pocetné cysty, z nichZ se pribézné¢ uvoliiuji aktivni stadia paraziti. Theronty
hledajici po uvolnéni z cyst svého hostitele, je nutné paralizovat pravé v tomto stadiu.
Relativné nizké koncentrace ptipravku se aplikuji kazdy den tak dlouho, dokud cysty
uvoliuji theronty. Délka této doby zavisi na teploté vody. Pfi vyssich teplotach to miize

byt tyden, pfi niz$ich teplotach déle.

Konkrétni priklad z praxe - popis dezinfekce zemniho rybni¢ku s chovem pstruha
duhového

Zemni rybni¢ek 250 m® byl dezinfikovan pii teplot¢ vody 16 stupiit. Pritok vody
byl zastaven po dobu 24 minut. Davka ptipravku 7 kg (tj. 28 g.m™) byla rovnomé&mé
aplikovana po celém povrchu rybni¢ku. Pro ilustraci zmén hladiny kysliku bylo
provadéno meéfeni obsahu kysliku. Pozorované zmény. Béhem né&kolika minut po
aplikaci ptipravku byly ze dna rybnicka na povrch vyplaveny na povrch uhynulé ryby.
V pribéhu prvnich minut se obsah kysliku snizil (v disledku zastaveni priitoku vody),
po 10 — 12 minutach se objevily na mnoha mistech kyslikové bubliny. Obsah kysliku
zagal stoupat a po cca 20 minutéch doséhl vrcholu, tj. o cca 1,4 mg.l ' vice, nez pred

zastavenim prutoku.
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Tab. 2. Pouziti dezinfek¢nich prostfedka na bazi peroxidu vodiku

BETONOVE BETONOVE
ZEMNI RYBNICKY | ZLABY (MENSI ZLABY (VETSI
PRUTOK) PRUTOK)
Voda s vy$$im
Oc“t:)éS:t}il: rrr'la(;ragtazim(c lkg ih 3 Nizsi koncentrace tj Neegistaje obeqné
4 ; Asi 100 g.m’ " | doporuceni, snazit se

12 stupiiti) —
standardni voda na
pstruhaistvi

50 - 75 g.m™

snizit pratok vody

Béhem zimy

Zvysena koncentrace. Onemocnéni maji ¢asto méné dramaticky
prib&h. Mensi frekvence aplikace mize znamenat stejné dobry
vysledek. Prodlouzit dobu aplikace.

Béhem léta

Snizit koncentraci a ndhradou zvysit frekvenci aplikaci (pokud je to

nutné).

Studni¢ni voda nebo
voda z vrti, nebo
obecné ¢ista voda

Snizit koncentraci, nebot’ voda je Cistd. Nesnizovat koncentraci prilis,
pokud je teplota vody hodné nizka!

Preventivni aplikace
(pred zjisténim
patogentl)

Zhruba 10 — 20 % bézné davky jedenkrat za tyden.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. CHARAKTERISTIKA TESTOVANYCH LATEK
3.1.1. Manganistan draselny (KMnO,)

Manganistany se odvozuji od kysli¢niku manganistého Mn,0», ktery vystupuje jako
anhydrid kyseliny. Manganistany patii do soli oxokyselin. V roztocich jsou pfitomny
fialové ionty [MnO4]” (ionty manganistanové, sedmimocny mangan). Nejvetsi vyznam
z manganistani ma manganistan draselny, roéné se ho vyrobi nékolik desitek tun
(Greenwood et al., 1993).

Fyzikilni a chemické vlastnosti: V zakladnim pevném sloZeni tvofi manganistan
draselny lesklé purpurové &ervené, tmavé, téméf Cerné, hnédavé hranoly. Rozklada se
pfi teploté pod 240°C. Ve vodé je stredné rozpustny (za obycejné teploty mélo pies 1/3
molu v 1 litru). Intenzivng Cervenofialovy roztok ma charakteristické absorp¢ni
spektrum (Remy, 1972).

Manganistan draselny je s chloristanem draselnym izomorfni a poskytuje s nim
plynulou fadu smésnych krystald. Roztoky manganistanu jsou vnitiné nestalé a
vkyselém roztoku probihaji pomalu. V neutralnich nebo slabé alkalickych roztocich
vtemnu je rozklad nem&fiteln& pomaly. Rozklad je vSak katalyzovan svétlem, takze
standardni roztoky manganistanu se maji uchovavat v tmavych ldhvich ( Remy, 1972).

Biologické ucinky: Managanistan draselny miize zplisobit poleptani pokozky , ale
toxicky je pouze pii poZiti.

Pouziti: Manganistan draselny ma rozsihlé pouziti jako oxida¢ni &inidlo jak
v analytické, tak i v preparativni chemii. V preparativni organické chemii je
manganistan draselny oblibenym oxidaénim é&inidlem. Slouzi pfi vyrobé sacharinu a
kyseliny benzoové. Jinak slouzi k odstrafiovéni organickych znecisténin z latek, nap.
empyreumatickych slozek ze surové kyseliny octové (Remy, 1972). Oxidaéni vlastnosti
manganistanu se také vyuzivaji v pyrotechnice (anonym, online).

Manganistan draselny je oblibenym dezinfekénim prostiedkem. Velmi &asto se
uplatiiuje v laboratofi k promyvani plynii. Tomuto éelu slouzi také v technice, napft. pii
Cisténi kysliéniku uhli¢itého ve vyrob& mineralnich vod. Jeho dezinfekéni ucinky se
déle pouzivaji pfi Gpravé pitné vody, kde se nahrazuje chlor, oproti nému ma mnohé

pfednosti. Pfedné nedodava vodé nezadouci pfichut’ a kromé toho jeho u¢inkem vznika
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MnO,, ktery piisobi jako koagulatni prostfedek k odstranéni koloidnich necistot

(Greenwood et al., 1993). Likviduje plisng.

3.1.2. Formaldehyd (methanal, formalin)

Formaldehyd patii do karbonylovych slougenin, nové€ji oznacované jako

oxoslouceniny, které obsahuji alespoi jednu karbonylovou skupinu (oxoskupinu):

Podle substituentu vazaného na zbyvajici valence formaldehyd miZeme dale zafadit
do skupiny zvané aldehydy (Kalag, 1996).

Formaldehyd se vyrdbi oxidaci methanolu a pouzivd se ve formé 30 — 40%
vodného roztoku (formalin).

CH-OH - H;-CH=0
methanol  formaldehyd

Fyzikalni vlastnosti jsou urovany pfitomnosti polarni karbonylové skupiny a jejim
pomérem k nepolarni ¢asti molekuly. V karbonylu existuje posun elektronii, ktery je
zdrojem mezimolekularnich pfitazlivych sil. Ty sice nedosahuji u€innosti vodikovych
mistkd, ale ve srovnani s uhlovodiky zieteln& ovliviiuji teploty varu a tani (b. v. — 21°C,
b. t. — 91°C). Rozpustnost je uréovana poStem karbonylovych skupin a jejich pomérem
vici uhlikovému fetézci. Znagna polarita molekul formaldehydu zplisobuje velmi
dobrou rozpustnost ve vodg, s rostouci molekulovou hmotnosti rozpustnost ve vodé
klesa (Kala¢,1996).

Biologické uc¢inky nizSich aldehydii jsou drazdivé a tlumivé na ustiedni nervstvo.
Formaldehyd ma mimotadné silné drazdivé ucinky (Kala¢,1996).

Technické roztoky formaldehydu (30 az 40% formalin) obsahuji soucasné dost
methanolu a mravenéi kyseliny. Formaldehyd pfi inhalaéni expozici drazdi o¢i a horni
cesty dychaci, z plic se vstiebava. Jeho vyrazny zapach viak plsobi varovné. Roztoky i

pary formaldehydu poskozuji kazi. Po poziti dochdzi k t¢Zkym nekrosam v ustech,
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jicnu, Zaludku i ve stfevech, protoze formaldehyd srazi bilkoviny. Dale dochazi ke
kte¢im, bolesti a ke krvavému zvraceni (Kacl, 1959).

Chemické vlastnosti: Aldehydy i ketony jsou velmi reaktivni slouceniny.
Karbonylova skupina je zna¢né€ polarizovana. To umoziuje iontové adiéni reakce.

Pro biologické materidly je vSak Cast€jSi reakce aldehydd a ketond s aminy, resp.
s aminoskupinami jinych latek. Na téchto reakcich je zaloZzena konzerva¢ni a
dezinfekéni ucinnost formaldehydu. Pii teplotach skladovani pod asi 10 °C formaldehyd
polymerizuje a usazuje se jako pevny paraformaldehyd. Tim koncentrace roztoku
znacné klesa. Zahiatim ¢i pfidanim mineralni kyseliny vSak paraformaldehyd snadno
depolymerizuje. Jako konzervaéni latka potravin a krmiv se jiz formaldehyd nepouziva

vzhledem k mutagennim u¢inkim (Kalac¢, 1996).

3.1.3. Chlorid sodny (NaCl)

Chlorid sodny vyskytujici se v pfirodé ve velikém mnozstvi, je zfidka ve formé
Cisté. U alkalickych chloridu jde o soli silnych zéasad se silnou kyselinou, reaguji jejich
vodné roztoky neutraln€. Déle se znateln¢ hydrolyzuji ptehidtou vodni parou.

NaCl se v ptirodé vyskytuje kromé v moiské vode, kterd primérné obsahuje 2,7 %
NaCl, dale jako kamenna stl ve velikych loziscich o mocnosti 1000 a vice metrQ
(Remy,1972).

Ziskavani: kuchyriska sil se ziskava hlavné tfemi metodami (Remy, 1972):

1. dolovanim kamenné soli

2. rozpousténim kamenné soli v hlubiné a odpafovanim ziskané solanky, ¢astecné

také z ptirodnich solanek

3. zmotské vody samovolnym odpafovanim tzv. solnych zahrad, ve velmi

studenych krajich vymrazovanim.

Kamenna sil je znei$téna hlavné siranem vapenatym a hofeénatym. Urcitého
vy¢isténi l1ze dosahnout jiz ruénim vybiranim kousktl anhydritu a sadrovce z hrubé
rozdrcené soli. Déle se Cisti tavenim nebo omyvanim ¢istou solankou (Remy, 1972).

Fyzikilni a chemické vlastnosti: NaCl je bezbarva krystalicka latka (b. t. 801 °C,
b.v. 1413 °C). Cisty chlorid sodny neni hygroskopicky. Zndmé vlhnuti jedlé soli na

vlhkém vzduchu je zplsobeno nedistotami, které v ni zbyly. Chlorid sodny krystalizuje
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v bezbarvych krychlich, hustoty 2,17 g.cm™ . Pfi teploté tani je jiz zietelné tékavy.
Rozpustnost chloridu sodného se jen malo méni s teplotou (Bezina et al.,1968).

Biologické vlastnosti: Zajist'uje isotonicitu krevni plazmy, denni spotieba ¢lovéka
je 3 —4 g (Kacl, 1959).

Pouziti: Kromé potravinaiského vyuziti ma téZ primyslové vyuziti. V technice je
chlorid sodny vychozi latkou pro pfipravu téméf vSech ostatnich sodnych sloudenin.
Kamenna stl tvofi zéklad pramyslu kyseliny chlorovodikové a sirand, vyroby sody,
chloru a hydroxidu sodného. Mimo to slouzi k mnoha primyslovym a femeslnickym
ucelim, napt. k vyluCovani mydla, k vysolovani organickych barviv, k chloraénimu
prazeni, pti n€kterych metalurgickych pochodech a v kozeluzstvi k nasolovani kizi, ke

zhotovovani chladicich smési (Remy, 1972).

3.1.4. BioCare SPC

Chemicky vzorec této latky je Na;COj;-%2 Hy0,. BioCare SPC, chemicky hydrogen
peruhli¢itan sodny, je pfipravek vyuzivajici piisobeni peroxidu vodiku. Peroxid vodiku
je chemicka latka, kterd se rozklada b&éhem reakce na vodu a kyslik. Béhem tohoto
procesu dezinfikuje vodu a reaguje s organickym materidlem ve vodé (Smith, 2005).

Biologické ucinky: Nebezpecny v ptipadé, Ze dojde ke kontaktu skuzi nebo
zasdhne oci. Citliva pokozka reaguje vytvofenim popalenin, ¢i viedd. Déale nebezpeény
pii poziti, ¢i vdechnuti (Smith, 2005).

Fyzikilni a chemické vlastnosti: Hydrogen peruhli¢itan se pouZiva ve formé bilych
pevnych krystalt. Molekularni hmotnost této latky je 157,01 g.mol™. Rozpustnost ve
vodé je nizké, ale stoupa s teplotou vody. Spatn rozpustnost je ve formaldehydu.
BioCare SPC je dale velice reaktivni latka, reaguje hlavné s kyselinami, dale jesté
reaguje s organickymi latkami a kovy (Smith, 2005).

Pouziti: Peroxid vodiku je latka nachazejici se v pfirozené formé v Zivotnim
prostiedi. V menSich mnozstvich se rovnéz pfidava napf. do mléka nebo do medu k
zamezeni rozkladnym procesi. Déle je souast dezinfekénich prostfedki na bazi

peroxidu vodiku (Smith, 2005).
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3.2. TESTOVACI ORGANISMY
3.2.1. Ryby

Poecilia reticulata

Ryby pouzité k testim akutni toxicity byly pohlavné diferencované, v rozmezi délek
t€la 15 - 25 mm, ve véku 3 az 4 mé&sich. Ryby se pouzivaly v pfirozeném poméru
pohlavi (1:1). Samice nemély zietelnou zarode¢nou skvrnu. Ryby se do jednotlivych
testovacich nadob vybiraly nahodné.
Oncorhynchus mykiss

Ryby byly pouZity k testovani v rozmezi délek téla 9 — 13 ¢cm, o primérné hmotnosti

24 + 5 g. Ryby byly do jednotlivych testovacich nadrzi vybirany ndhodné.

3.2.2. Daphnia magna

K testu byly pouzity Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea), ve staii do 24
hodin, nejmén¢ tfeti generace, ziskana cyklickou partenogenezi za podminek zdravého
prosperujiciho chovu.

3.2.3. Desmodesmus subspicatus

Testovacim organismem byla planktonni sladkovodni ftasa Desmodesmus
supspicatus = Scenedesmus subspicatus Chodat. V testech bylo pracovano s kulturou ze

sbirky autotrofnich organismi botanického ustavu AVCR v Tieboni.

3.2.4. Sinapis alba

Ktestu byly pouzity piebrand semena hoiCice bilé (Sinapis alba) s kli¢ivosti

minimalné 90%, stiedni velikosti (1,5 aZ 2,5 mm), okrové Zluta.
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3.3. METODIKY EKOTOXIKOLOGICKYCH TESTU

3.3.1. Test akutni toxicity na rybach Poecilia reticulata a Oncorhynchus
mykiss

Princip testu

Ryby Poecilia teticulata, Oncorhynchus mykiss byly vystaveny po dobu 96 hod.
G¢inkiim riznych koncentraci testované latky rozpusténé v fedici vodé a soucasné byly
nasazeny testovaci organismy do fedici vody bez testované latky — kontrola. V intervalu
24 hod. byl kontrolovan stav ryb a zaznamenaval se pocet uhynulych jedinct
v jednotlivych koncentraci a v kontrole. Ze ziskanych hodnot byly uzitim probitové
analyzy  vypolitany  stfedni letdlni koncentrace = 96hLC50. V souvislosti
s doporu€ovanymi koncentracemi a délkami expozice terapeutickych koupeli byla

sledovana mortalita i v mensich ¢asovych intervalech.

Testy byly provadény v souladu se znénim Zakona ¢. 77/2004 Sb. Na ochranu zvifat
proti tyrani a dale Vyhlasky MZe CR & 311/1997 Sb. o chovu a vyuZiti pokusnych

zvirat.

Podminky testu

A) Test akutni toxicity na rybach Poecilia reticulata

a Teplota: 21 £ 2 °C

o Délka expozice: 96 + 2 hodin

0 Objem liazné: 1000 ml v pfedbéZném testu, 2000 ml v zakladnim testu (Poecilia
reticulata)

o Redici voda: v testech byla pouzZita voda pfipravena podle ISO 7346

0 Vymeéna liazné: 48 £ 2 hodinach

a Osvétleni: 12 hodin denn¢

0 Pocet testovacich organismu (ryb): 3 kusy v jedné koncentraci v ptedbéZzném
testu, 7 kust v jedné koncentraci v zakladnim testu

0 Pocet paralelnich stanoveni: jeden paralelni test

0 Bez aerace: v potravinaiskych sklenicich (Poecilia reticulata)

0 Ostatni podminky: bez krmeni
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B) Test akutni toxicity na rybach Oncorhynchus mykiss
a Teplota: 16 £2 °C
o Délka expozice: 96 + 2 hodin
0 Objem lizné: 20 litrh v pfedbéZzném testu, 20 litrt v zdkladnim testu
o Redici voda: - vodovodni (zékladni parametry: pH = 8,3; KNK4 5 = 1,2 mmol
I'"; CHSKmn = 1,1 mg.1™"; NH;" < 0.05 mg.I"; NOs"=9,7 mg.1")
- voda rybnic¢ni (zékladni parametry: pH = 8,3; KNK45 = 0,8
mmol.I""; CHSKy, = 8.7 mg.l'l; NH," = 0,05 mg.l'l; NO5; =8,0 mg.l'l)
0 Vymeéna lazné: 48 + 2 hodinach
a Osvétleni: 12 hodin denn¢
o Pocet testovacich organismu (ryb): 3 kusy v jedné koncentraci v pfedbéZném
testu, 7 kusti v jedné koncentraci v zakladnim testu
o Pocet paralelnich stanoveni: jeden paralelni test
o S aeraci: v akvariich

0 Ostatni podminky: bez krmeni

Pomucky a zafizeni: oximetr, pHmetr, analytické vahy, laboratorni véhy
s pfesnosti na 0,1 mg, odmérné bariky, pipety, sklenéné nalevky, kadinky, sitky a
pomucky pro odlov a ptenaSeni ryb, potravinaiské sklenice (Poecilia reticulata),

akvaria (Oncorhynchus mykiss)

Pracovni postup
Adaptace ryb: pted testem byly ryby aklimatizovany po dobu 48 hodin na osvétleni
a teplotu vody, ryby nebyly krmeny 24 hod pied zah4jenim testu

Provedeni piredbézného a ziakladniho testu

PredbéZny test obsahoval fadu koncentraci testované latky, volenych v Sirokém
rozpéti. Do jednotlivych koncentraci testované latky se nasazovalo po 3 kusech ryb.
Stejnym zpiisobem byla nasazena kontrola. Zhruba po 48 hodinach byly ryby pteloveny
do &erstvé pripravenych, vytemperovanych roztokt testované latky. V pribéhu trvani
piedb&Zného testu byla sledovéna a zaznamenavana mortalita a chovéani ryb. Na zaCatku

testu a ve 24 hodinovych intervalech byla méfena teplota a pH lazn€ a koncentrace
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rozpusténého kysliku. Po ukoneni testu byla zmé&fena délka téla (od tlamy ke kofeni
ocasu). Na zaklad€ vysledk tohoto testu byly voleny koncentrace pro zakladni test.
Zakladni test obsahoval 6 (7) rGznych koncentraci testované latky v rozmezi
stanoveném na zdklad¢ vysledkt piedbéZného testu. Do jednotlivych koncentraci
testované latky bylo nasazeno po 7 kusech ryb. Dale bylo postupovano stejnym

zpusobem jako v pfedbéZném testu.

Kontrola podminek testu

Na zaCatku testu, po 24, 48, 72 hodinach a na konci testu byla méfena teplota, pH a
koncentrace rozpusténého kysliku. Kontrola chovani organism@ byla provadéna
v Casovych tsecich 24, 48, 72 a 96 hodin. Po ukonéeni testu byla zméfena délka téla (od
hlavy ke kofeni ocasu) a 10 % v testu pouzitych ryb bylo zaznamenano do pracovniho

protokolu.

Platnost testu (validace) dle CSN EN ISO 7346-2
Vysledky byly povaZovany za platné, jestlize byla splnéna nasledujici kritéria:
- koncentrace rozpusténého kysliku v testovacich roztocich a v kontrole
béhem celého testu neklesla pod 60 % nasyceni
- o koncentraci zkousené latky neni znamo (nebo se nepiedpokladd), ze
by béhem zkousky vyznamné poklesla
- mortalita kontrolnich ryb nepiekro¢ila 10 % nebo 1 ryba na nadrz
- zjiSt€éna hodnota 24hLC50 standardu byla ve shodé s vysledky

odpovidajicimi pro tento standard.

Test akutni toxicity na rybach byl proveden podle standardniho opera¢niho postupu
SOP 01, ktery vychazi znormativnich postupti CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod —
Stanoveni akutni letdlni toxicity latek pro sladkovodni ryby /Brachydanio rerio
Hamilton Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/ Cast 2: Obnovovaci metoda a OECD 203
Fish, Acute Toxicity Test.
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3.3.2. Akutni imobilizacni test na perloockach Daphnia magna

Princip testu

Perloo¢ky byly vystaveny po dobu 48 hodin u¢inku riznych koncentraci testované
latky. Soucasn€ byly nasazeny testovaci organismy do vody bez testované latky —
kontrola. V intervalu 24 hodin byl kontrolovan stav perloo¢ek a zaznamenavani uhynuli
a imobilizovani jedinci v jednotlivych koncentracich a v kontrole. Vzhledem k tomu, Ze
makroskopicky lze mortalitu a imobilizaci perloo¢ek odliSit jen obtizné, je nadale
pouzivan pouze vyraz imobilizace. Ze ziskanych hodnot byla stanovena stfedni

efektivni koncentrace EC50 v ¢asovém useku 48 hodin (48hECS50).

Podminky tetu:

o Teplota: 20 +2 °C

a Délka expozice: 48 hodin

o Redici voda: kpiipravé fedici vody se pouzila destilovand nebo
demineralizovana voda s konduktivitou do 1 mS.m™

0 Mnozstvi testovaného roztoku: minimalné 5 ml na jedince pti dodrzeni vySe
sloupce vody (roztoku) minimalné 30 mm

o Pocet testovanych organismu (dafnii): 10 kusi v jedné nadobé, 20 kush
v jedné koncentraci (2 naddoby pro jednu koncentraci)

o Ostatni podminky: bez aerace, bez krmeni, bez osvétleni

Pomiucky a zarizeni: kadinky o objemu cca 150 ml, soustava tfidicich sitek,
odmérné valce 100 ml, pipety s balonkem, odmérné bariky (100 ml), Pasteurovy pipety
nebo tenkosténné sklenéné trubicky se svétlosti 2 az 4 mm, pH metr, oximetr,

analytické vahy

Pracovni postup

Provedeni predbézného a zakladniho testu

Nejprve byl proveden predbézny test a na zékladé predbézného testu byly voleny
koncentrace do zakladniho testu. Do testovacich i kontrolnich nadob s polovi¢nim
objemem fedici vody (50 ml) nezZ je koneény objem testovaného roztoku (tj. 100 ml)
bylo nasazeno 10 kust dafnii ve stafi do 24 hod. P¥i nasazovani dafnii do testovacich 1

kontrolnich nadob bylo postupovano takto: Do piipravenych kadinek s 50 ml fedici
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3.2. Akutni imobilizac¢ni test na perloockach Daphnia magna

Princip testu

Perloocky byly vystaveny po dobu 48 hodin Gé¢inku riznych koncentraci testované
ky. Souasn¢ byly nasazeny testovaci organismy do vody bez testované latky —
ntrola. V intervalu 24 hodin byl kontrolovan stav perloo¢ek a zaznamenavani uhynuli
mobilizovani jedinci v jednotlivych koncentracich a v kontrole. Vzhledem k tomu, Ze
kroskopicky lze mortalitu a imobilizaci perloo¢ek odlisit jen obtizné, je nadale
uzivan pouze vyraz imobilizace. Ze ziskanych hodnot byla stanovena stfedni

ktivni koncentrace EC50 v ¢asovém tseku 48 hodin (48hEC50).

Podminky tetu:

a Teplota: 20 £ 2 °C

o Délka expozice: 48 hodin

o Redici voda: k pfipravé fedici vody se pouzila destilovanda nebo
demineralizovana voda s konduktivitou do 1 mS.m™

0 Mnozstvi testovaného roztoku: minimalné 5 ml na jedince pfi dodrZeni vyse
sloupce vody (roztoku) minimalné 30 mm

0 Pocet testovanych organismi (dafnii): 10 kust v jedné nadobé&, 20 kust
v jedné koncentraci (2 nadoby pro jednu koncentraci)

o Ostatni podminky: bez aerace, bez krmeni, bez osvétleni

Pomicky a zafizeni: kadinky o objemu cca 150 ml, soustava tfidicich sitek,
mérné valce 100 ml, pipety s balonkem, odmérné baiiky (100 ml), Pasteurovy pipety
bo tenkosténné sklenéné trubicky se svétlosti 2 az 4 mm, pH metr, oximetr,

alytické vahy

Pracovni postup

Provedeni predbézného a zikladniho testu

Nejprve byl proveden predbézny test a na zakladé predbézného testu byly voleny
ncentrace do zékladniho testu. Do testovacich i kontrolnich nadob s poloviénim
jemem fedici vody (50 ml) neZ je kone¢ny objem testovaného roztoku (tj. 100 ml)
lo nasazeno 10 kust dafnii ve staii do 24 hod. P¥i nasazovani dafnii do testovacich i

ntrolnich nadob bylo postupovano takto: Do piipravenych kadinek s 50 ml fedici
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vody byly pomoci sklenéné trubicky prenaseny dafnie (10 ks). Dafnie byly opatrné
vypous$tény pod hladinu, aby nedoslo k zavzdus$néni. Po napoéitani dafnii byla do
kadinky doplnéna testovana latka v 50 ml fedici vody. Testovana latka byla davkovéana
formou piipraveného vodného roztoku tak, aby vysledna koncentrace odpovidala jeji
pozadované koncentraci. Do kontrolni kadinky bylo pfidano 50 ml fedici vody bez

ptidavku testované latky.

Kontrola podminek testu a testovacich organismu

Na za¢atku testu, po 24 hodinach a na konci testu byla méfena teplota, pH a
koncentrace rozpus$téného kysliku. Kontrola organismti byla provadéna v Casovych
usecich 24 a 48 hodin. Byli spo¢itani mobilni jedinci v kazdé testovaci nadobég. Jedinci,
ktefi nebyli schopni se rozplavat za 15 s po mirném zamichani roztoku, byli povazovani

za imobilizované, i kdyby jesté pohybovali tykadly.

Platnost testu (validace) dle CSN ISO 6341
Vysledky byly povazovany za platné, jestlize byla splnéna nasledujici kritéria:
koncentrace rozpusténého kysliku v testovacich roztocich na konci testu
byla vétsi nebo rovna 2 mg.1”!
- imobilizace kontrolnich organismt byla mensi nebo rovna 10 %
- zjidténa hodnota 24hEC50 dichromanu draselného byla v rozsahu od
0,6 mg.1" do 1,7 mg.I"

Akutni imobilizaéni test na perloockdch Daphnia magna byl proveden podle
standardné opera¢niho postupu SOP 02, ktery vychdzi z normativnich postupii CSN
ISO 6341 jakost vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) a OECD 202 Part I — the 24h EC 50 acute immobilisation test.

3.3.3. Test inhibice rustu sladkovodnich Fas Desmodesmus subspicatus
Princip
Zelené sladkovodni fasy Desmodesmus subspicatus byly po né€kolik generaci
kultivovany v definovaném Zzivném roztoku (tento roztok byl fedici vodou), ktery
obsahoval testovanou latku v urdité koncentraci. Rasy byly inkubovény po dobu 72

hodin. V priibéhu inkubace byly fasové suspense nékolikrat denné ptelovovany.
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Jedenkrat za 24 hodin byla méfena hustota bunék. Utinek testované latky na fasovou
kulturu se projevil jako inhibice (sniZeni ristu nebo rustové rychlosti ve vztahu k ristu
kontrolnich kultur) a potom bylo vyhodnoceno 72hIC50. V n&kterych piipadech ucinek
testované latky se projevil jako stimulace (zvySeni ristu nebo ristové rychlosti ve
vztahu k ristu kontrolnich kultur), v tom pfipadé¢ vypoéet 72hIC50 nebyl proveden.
Pokud testovana latka pulsobila stimulaéné pouze v nizkych koncentracich a vyssi
koncentrace piisobila inhibi¢n&, vyhodnocovalo se IC50 za pouziti koncentraci, kde byla

prokazana inhibice ristu.

Podminky testu:
o Teplota: 25+2°C

O

Osvétleni: kontinualni, 6000 lux, max. 10 000 lux
Délka expozice: 72 hod

Mnozstvi testovaného roztoku: 25 ml ve 100ml Erlenmayerovych barikach

0O 0O O

Redici voda: Zivny roztok podle mezinarodni normy CSN EN ISO 8692 (viz
Ptiloha)

o Podatecni koncentrace Fasové suspenze: 10 000 + 2000 bun€k v 1 ml

o Pocet paralelnich testii: 2

o Ostatni podminky: bez aerace, promichavani fasové suspenze minimdln€ 3krat

denné

Pomiicky a za¥izeni: termoluminostat, kultivaéni nadoby — Erlenmayerovy baiky
stejného typu o objemu (250) ml, parafilm na uzavieni banék, svételny mikroskop,
Burkerova pogitaci komirka, autoklav pro sterilizaci zivnych medii, pipety s balonkem,

odmérné bariky, pHmetr, analytické vahy

Pracovni postup

Provedeni predbézného a zikladniho testu

Rasové inokulum a p¥iprava inokula

Rasové inokulum bylo pro tyto testy odebirdno z exponencidlné rostouci inokula¢ni
kultury, kterd se pfipravila nasledujicim zpisobem: k cca 100 ml Zivného roztoku
(pfipraveného smichanim 1 objemového dilu zasobniho roztoku zivin s 8 dily vody) se
pridala zasobni fasova kultura tak, aby vysledna koncentrace fasové suspenze byla cca

10 000 bungk v 1 ml. Inokulaéni kultura byla udrZovéna po dobu 3 dnl za podminek
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testu (pfedkultivace byla provedena v temoluminostatu) a poté byla pouzita pro piipravu
inokula do testu. UdrZovani kmenové kultury bylo provedeno na $ikmém 15% agaru ve
standardnim zivném mediu, na nepfimém dennim svétle pfi laboratorni teploté,
pfeockovavala se 1krat za 2 mé&sice a dale zdsobni kultury ve 250 ml Erlemnayerovych
baiikach se 100 ml standardniho Zivného media, za stejnych podminek jako udrZovaci
kmenova kultura. Pkiprava inokula byla provedena tak, Ze fasova suspenze Vv Zivném
roztoku inokula¢ni kultura se nechala usadit, horni &ira vrstva Zivného roztoku se slila.
Tim se fasovd suspenze zahustila a v po&itati komiirce se stanovila jeji hustota.
Vypoctem byl uréen objem fasové suspenze, kterym se inokulovala koncentraéni fada a

kontrola. .

Vypocet potiebného objemu inokula

V pocitaci komiirce byla stanovena hustota inokulka¢ni kultury z piedkultivace.
Testovaci i kontrolni roztoky byly naotkovany stejnym mnozstvim fasové suspenze tak,
aby po naockovani bylo ve vSech testovacich i kontrolnich kulturach 10 000 bungk v 1
ml. Vypocet mnoZstvi inokulaéni suspenze x priddvané k testovanému roztoku V bylo

provedeno nasledujicim zptsobem:

V.¢
D G , kde
a
x = byl potfebny objem inokula v ml

¢ =byla pozadovana hustota fasové kultury na za¢atku testu (10 000 bun&k v 1ml)

\Y%

bylo mnozstvi testovaného roztoku v ml

I

a byla hustota inokula¢ni kultury (po&et bunék v 1 ml)

Stanoveny objem fasové suspenze x byl davkovan do pfipravené koncentra¢ni fady a
do kontroly. Pokusné i kontrolni baiiky se uzaviely parafilmem a umistily do

termoluminostatu.

Kontrola podminek testu a ristu ras
Na zacétku testu a ve 24 hodinovych intervalech byla mé&fena teplota a hodnota pH
roztokil. Dale ve 24 hodinovych intervalech byla zjisténa fasova suspenze pocitanim

bunék v Blirkerové pocitaci komtrce.
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Platnost testu (validace) dle CSN EN 8692
Vysledky byly povazovany za platné, jestlize byla splnéna nasledujici kritéria:
- hustota buné€k u kontrolniho vzorku se musel v priab&hu 72 hodin zvysit
vice nez 67krat
- pH v kontrolnim vzorku se neméla zménit béhem testu o vice nez 1,5
jednotky
- zjisténd hodnota 72hIC50 dichromanu draselného byla ve shodé

s vysledky odpovidajicimi pro tento standard.

Test inhibice ristu sladkovodnich fas byl proveden podle standardniho operaéniho
postupu SOP 03, ktery vychézi z normativnich postupi OECD 201 a CSN EN 8692
Jakost vod - Zkouska inhibice rustu sladkovodnich zelenych, OECD 201 Alga Growth
Inhibition Test.

3.3.4. Test inhibice riustu kofene Sinapis alba

Princip

Semena hoi¢ice bilé byly vystaveny po dobu 72 hodin G¢inku riznych koncentraci
testované latky rozpuSténé ve standardné pripravené fedici vodé€, soucasné byly
nasazeny po dobu 72 hodin semena do fedici vody bez pfitomnosti testované latky —
kontrola. Po 72 hodinach pisobeni bylo v jednotlivych koncentracich i v kontrole

stanoveno pocet vykli€enych semen a zméfila se délka kofend.

Podminky testu:

a Teplota: 20 £2 °C

0 Mnozstvi roztoku: cca 5 ml na jednu Petriho misku o priméru 120 — 140 mm
(mnozZstvi roztoku bylo zavislé na velikosti misky na kvalité filtraéniho papiru)
Pocet testovacich semen: 30 semen na jedné Petriho misce
Délka expozice: 72 hodin
Redici voda: byla pfipravena z demineralizované vody dle CSN ISO 6341

Pocet paralelnich stanoveni: 1 paralelni stanoveni

0 0O 0O O DO

Ostatni podminky: inkubace ve tmé
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Pomiucky a zarizeni: Petriho misky, filtraéni papir hrub$i poérovitosti, pinzeta,
pipety s balonkem, odmérné bariky, milimetrové méfitko, nlizky, termostat, analytické

vahy

Pracovni postup

PredbéZzny a zakladni test

Nejprve byl proveden piedbézny test a na zéklad¢ predbézného testu byly voleny
koncentrace pro zékladni test. Pro ptedbézny a zakladni test bylo nasazeno 30 semen na
jednu Petriho misku. Pti nasazeni testu byl pouzit objem 50 ml kazdé koncentrace.

Na dno Petriho misky byla vloZzena 1 vrstva filtraniho papiru, na ktery byl
nadadvkovan pipetou testovany roztok v mnozstvi 5 ml, tak aby byl filtrani papir
dostatecné vlhka, ale nestdla na ném voda. Na zvlheny filtra¢ni papir byla pinzetou
poklddana piebrand semena hoicice bilé, misky byly pfikryty vickem a ulozeny do
termostatu. Po 72 hodinach inkubace byly misky vyjmuty z termostatu a u jednotlivych
vykli¢enych semen byla méfena délka kofene s presnosti na 1 mm (Obr. 1.). Soucasné

byla nasazena a kultivovana kontrola.

Obr. 1. Méreni délky korene hor¢ice bilé

Platnost testu (validace)
Vysledky byly povaZovany za platné, jestlize byla splnéna nasledujici kritéria:
- v kontrole muselo byt dosazeno minimalni kli¢ivosti 90 %
- zjisténa hodnota 72hICS50 dichromanu draselného byla ve shodé

s vysledky odpovidajicimi pro tento standard
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Test inhibice ristu kofene hot¢ice bilé byl proveden podle standardniho operaéniho
postupu SOP 04, ktery vychazi z postupu podle Metodického pokynu ¢. 6 odboru
odpadi MZP ke stanoveni ekotoxicity odpadi (véstnik MZP ¢. 6/2003).

3.4. HODNOCENI TESTU TOXICITY

3.4.1. Test akutni toxicity na rybach Poecilia retculata a Oncorhynchus

mykiss

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci probitové analyzy tj. analyzy kvantalnich dat,
iréenych relativni ¢etnosti uhynulych jedinct v zavislosti na koncentraci, resp. na jejim
ogaritmu, pfi¢emZ esovita regresni kiivka aproximovala distribu¢ni funkci normalniho
ozlozZeni.

Probitova analyza byla provedena pomoci pogitatového programu, ktery umoznil
ednoduché a rychlé vyhodnoceni a stanoveni LC50, nebo graficky.

Pii pouziti grafické metody bylo potieba nejméné 5 hodnot, tj. 5 koncentraci, kde
oSlo k uhynu 5 aZ 95 % ryb. Koncentrace testované latky, ve