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ANOTACE

Prace se zabyva biocidy, jejich legislativou aestovanim ekotoxicity glyfosatu a herbicidu
Roundupu nalaivovaném kalu, dafniich a fasach. V praci jsou popsany zakladni vlastnosti

testovanych latek, jejich pouziti a zhodnoceni jejich toxicity.

KLICOVA SLOVA

ekotoxikologické testy, dafnie, fasy, glyfosat, Roundup, biocidy

TITLE

Evaluation of biocides ecotoxicity by selected ecotoxicological tests

ANNOTATION

The thesis deals with biocides, their legislation and ecotoxicity testing of glyphosate and
Roundup herbicide on activated sludge, daphnia and algae. Basic properties of teste

substances, their use and their toxicity evaluation are described in this work.
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UvVOD

Biocid (z fe¢tiny bio = Zivot a cidoé = ni¢im) je latka, ktera se pouziva k hubeni ¢i omezovani
ristu Skodlivych organismi ve vSech oblastech lidské ¢innosti. Muze byt skodliva pro zdravi
zvitat nebo poskozovat materialy. Proto je nutné je regulovat. Biocidni pfipravky jsou soucasti
kazdodenniho Zivota a patii mezi n¢ dezinfekéni ptipravky pouzivané v domacnosti nebo
Vv nemocnicich, jed na krysy, repelenty proti hmyzu, spreje a natéry proti plisnim, tablety
pouzivani biocidi je insekticid DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethartery byl ve
velkém mnozstvi pouzivan v 50. a 60. letech ¥emé&délstvi a k potlaéeni malarie. Dal$im typem
biocidl jsou herbicidy, jejichz velice Castou ucinnou latkou je oblibeny glyfosat. Tato latka se
¢im dal castéji objevuje na mistech, kde neni Upln¢ ocekavana, naptiklad v medu, c¢okoladg,
pivu ¢i matefském mléce. Glyfosat vyvolava velké diskuze z hlediska jehai¢inki na necilové

organismy.

Cilem této diplomové prace je literarni reSerSe na téma biocid a jejich legislativy.
V experimentalni ¢asti je pozornost za#ifena na ekotoxikologick testovani glyfosatu a

herbicidu Roundup pomoci testl platnych v ramci Evropské unie a to konkrétné:

- Inhibice dychani aktivovaného kalu
- Akutni imobilizace dafnii

- Inhibice rlstu zelenych fas a sinic

Na zékladé vysledkil téchto testii budou stanoveny ekotoxikologické hodnoty. Tyto hodnoty

umozni posouzeni testovanych latek z hlediska nebezpecnosti pro Zivotni prostiedi.
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1 BIOCIDY

Biocid je chemickd smés s bioddnim ucinkem neboli schopnadstusmrtit nebo odpudit
nezadouci organismy. Biocidni G¢inek pripravku zajist'uje uc¢inna latka. Na grafu 1 je zachycen
vyvoj mnozstvi pouzivanych biocidti v Ceské republice mezi roky 1997 a 2017. Za poslednich

Sest let se podafilo snizit pouzivani pesticidii v CR celkové o 7,1 %.
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Graf 1 - Vyvoj mnozstvi pouzivanych biocida [1]

Utinné latky glyfosat se v roce 2013 \CR spotiebovalo 935 tisic litril, v roce 2017 750isic

litrt. V grafu 2je znazornén vyvoj pouzivani uc¢inné latky glyfosatu v biocidnich piipravcich.
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Graf 2 - Mnozstvi pouzitého glyfosatu [1]
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V piiloze V natizeni Evropského parlamentu o dodavéni biocidnich piipravki na trh a jejich

pouzivani jsou biocidni pfipravky rozdéleny do ¢ty hlavnich oblasti:

1. Desinfekéni prostfedky — Kk témto pripravkim nepatii Cistici pfipravky, u kterych se
nepiedpoklada biocidni ucinek, vcetné tekutych pracich prostfedki, pracich praska
apodobnych ptipravki.

2. Konzervanty— neni-li uvedeno jinak, zahrnuje tento typ piipravkl pouze piipravky
K prevenci vyvoje mikrobti a fas.

3. Regulace zivocisnych skudcd.

4. Jiné biocidni ptipravky.

Tyto oblasti jsou jesté podrobnéji roz¢lenény na 22 typu piipravku [2].

1.1  Herbicidy

Jejich uc¢inkem je potladeni nezddoucich rostlinnych druh na hospodarské puade. Podle
selektivity je 1ze rozdélit na selektivni a neselektivni. Selektivni herbicidy ptsobi pouze
nanékteré druhy nebo skupiny rostlin. Hebicidy neselektivni ni¢i veskerou rostlinnou

vegetaci. Sem patii tzv. totalni herbicid Roundup.

Podle typu ptsobeni je mizeme rozd¢lit na kontaktni a systémové. Kontaktni herbicidy plisobi
vV misté kontaktu s rostlinou, nej¢astéji na listech. Druhym typem jsou herbicidy, které plisobi
systémove. Jsou rozvedeny po celé rostlin€ a jejich Uc€inek zaleZi na typu piipravku, néktery

pusobi naptiklad pouze na koteny [3].

16



2 LEGISLATIVA BIOCIDU

Zakladni pravni predpisy tykajici se legislativy biocidnich ptipravkl lze rozdélit na pravni

ptedpisy Evropské unie a pravni predpisy naSeho statu.

a) Pravni piedpisy EU
Zakladnim dokumentem jenatizeni Evropského parlamentd. 528/20120 dodavani biocidnich
ptipravkil na trh a jejich pouzivani, zkracené BPR (Biocidal Products Regulation). Natizeni
bylo pfijato dne 22. kvétna 2012 s uc¢innosti od 1. zari 2013. Nafizeni rusi smérnici o biocidnich

piipravcich (smérnice 98/8/ES). Dal§imi dokumenty jsou:

- Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU)¢. 334/2014kterym se méni BPR, pokud
jde o urcité podminky pfistupu na trh

- Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1272/2008p klasifikaci a oznacovani
latek a smési (natizeni CLP)

- Natizeni komise (EU)X. 1062/2014 o pracowm programu syematického piezkumu
vSech stavajicich u¢innych latek obsazenych v biocidnich ptipravcich

- Prowadéci nafizeni komise (EU) ¢. 414/2013, o postuppro povolovani stejnych
biocidnich ptipravka

- Provadéci natizeni komise (EU) ¢. 354/2013, @ménach biocidnich pfipravkia

- Nafizeni komise (EU) ¢. 613/2013, kterym se méni nafizeni (ES) ¢. 1451/2007, pokud
jde odalsi ucinné latky v biocidnich pfipravcich, které maji byt zkoumany v ramci
programu piezkoumani

- Provadéci natizeni komise (EU) ¢. 564/2013, goplatcich a platbach splatnych ECHA

- Nafizeni komise v ptenesené pravomoci (EU) €. 736/2013, kterym se méni BPR, pokud
jde o trvani pracovniho programu pfezkumu stavajicich biocidnich t¢innych latek

- Natizeni komise v pfenesené pravomoci (EU) ¢. 837/2013, kterym se méni ptiloha III
BPR pokud jde o pozadavky nezbytné k povoleni biocidnich pfipravki

- Provadéci natizeni komise v pfenesené pravomoci (EU) ¢. 88/2014, kterym se stanovi

postup pro zménu piilohy I BPR.

b) Pravni p¥edpisy Ceské republiky
V ramci Ceské legislativy je S€zejni zakon €. 324/2016, 0 biocidnich ptipravcich a u¢innych
latkach a o zméné nekterych souvisejicich zakonl neboli zakon 0 biocidech Dal§im zakonem,
vztahujicim se na biocidy, jeakon ¢. 350/2011 Sb., o chemickych latkach a chemickych
smésich. Tentozakon se na biocidni pfipravky nevztahuje jako na chemické smési, ale jako na

17



biocidy. Je pvinnost oznameni biocidniho ptipravku do CHLAP (registr chemickych latek
aprostredki). Toto oznameni je zpoplatnéno, 1500 K¢ za jeden piipravek. Piiklada se protokol
o ucinnosti, bezpecnostni list, etiketa a navod k pouziti. Dale zakon ¢. 120/2002 Sb.,
0 podminkach uvadéni biocidnich pfipravka a uéinnych latek na trh. V soucasné dobé je
Vv platnosti ¢ast druhd o zmén¢ zakona o ochrané vetejného zdravi (§ 37), ¢ast tieti o zmeéné
vetelinarniho zakona (§ 38), ¢ast pata o ucinnosti (§ 40) a ptiloha definujici typy biocidnich

pripravkai.

2.1 Nafizeni Evropského parlamentu a rady (EU) ¢. 528/2012 o doddvani

biocidnich pfipravki na trh a jejich pouzivani

2.1.1 Definicea cile

Biocidni piipravek je zdedefinovan jako jakakoli latka nebo smés, ktera se sklada z jedné ¢i
vice u€innych latek uréenych k niceni, odpuzovani ¢i zneskodnovani nezadouciho organismu.
Za biocidni pfipravek se povazuje i oSetfeny piredmét, ktery ma primarni biocidni funkci.

Déle jsou definovany pojmy jako:

* ucinna latka — latka nebo mikroorganismus, ktery pisobi na Skodlivé organismy nebo
proti skodlivym organismiim

» S$kodlivy organismus — organismus, véetn¢ patogennich Ciniteld, jehoz pfitomnost je
nezadouci nebo ktery mé skodlivy Gi¢inek na ¢lovéka, jeho ¢innosti nebo predméty, které
pouziva nebo vyrabi, nebo na zvifata ¢i na Zivotni prostfedi

» reziduum — latka pfitomna v produktech rostlinného nebo zivocisného puvodu nebo
na jejich povrchu, veodnich zdrojich, pitné vodé, potravinach, krmivech anebo jinde
Vv Zivotnim prostfedi v disledku pouzivani biocidniho ptipravku, vetné metabolitl
takové latky a produktl vznikajicich pfi rozkladu nebo reakci

» stavajici u¢inna latka — latka, ktera byla dostupna na trhu ke dni 14. kvétna 2000 jako
ucinnd latka biocidniho ptipravku pro jiné ucely nez pro ucely védeckého vyzkumu
avyvoje nebo vyzkumu a vyvoje zaméfeného na vyrobky a postupy

* nova ucinna latka — latka, kterd nebyla dostupnd na trhu ke dni 14. kvétna 2000 jako
ucinné latka biocidniho pfipravku pro jiné Gcely nez pro ucely védeckého vyzkumu
avyvoje nebo vyzkumu a vyvoje zamétené¢ho na vyrobky a postupy

= latkavzbuzujici obavy —latka jind neZ G€inn4 latka, jez miZe mit diky svym vlastnostem
bezpratredné nebo ve vzdalené€jsi budoucnosti nepfiznivy ucinek na ¢lovéka, zvirata
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¢izivotni prostiedi a je obsaZzena nebo vznikd v biocidnim pfipravku v takové
koncentraci, By predstavovala riziko tohoto ucinku. Za takovouto latku byla
povazovana:
» latka klasifikovana jako nebezpe¢na nebo spliiujici kritéria pro tuto klasifikaci
podle smérnice Rady 67/548/EHS a pfitomna v biocidnim piipravku
Vv koncentraci, na zadklad¢ niz je dany piipravek povazovan za nebezpecny
ve smyslu ¢lankt 5, 6 a 7 smérnice 1999/45/ES
» latka klasifikovana jako nebezpe¢na nebo spliujici kritéria pro tuto Klasifikaci
podle natfizeni (ES) ¢. 1272/2008 a ptitomna v biocidnim piipravku
v koncentraci, na zadklad¢ niz je dany piipravek povazovan za nebezpecny
ve smyslu uvedeného natizeni
» latka, ktera spliuje kritéria pro perzistentni organické znecistujici latky (POP)
podle natizeni (ES) ¢. 850/2004 nebo ktera splituje kritéria pro perzistentni
bioakumulativni a toxické (PTB) nebo vysoce perzistentni a vysoce

bioakumulativni (vPvB) latky podle ptilohy XIII natizeni (ES) ¢. 1907/2006.

Hlavnimi cili tohoto nafizeni je zlepSeni fungovéni trhu s biocidnimi pftipravky v ramci
Evropské unie, zjednoduseni schvalovani ucinnych latek a povolovani biocidnich ptipravki.
Zavadi lhity pro hodnoceni, vytvareni stanovisek a rozhodovani ze strany clenskych stati.
Natizeni také podporuje omezeni zkousek na zvitatech prostfednictvim povinného sdileni tidajt
a podpory pouzivani alternativnich zkuSebnich metod. V neposledni tad¢ také pomdha

zajistovat vysokouuroven ochrany byvatelstva a zivotniho prostredi [4], [5].

2.1.2 Povolovani a schvalovani

Vsechny biocidni ptipravky musi mit pfed uvedenim na trh povoleni a G¢inné latky, které
biocidy obsahuji musi byt pfedem schvaleny. Existuji ovSem uréité vyjimky. Napftiklad G¢inné
latky, které jsouzahrnuté v programu piezkoumani a biocidni ptipravky obsahujici tyto u¢inné
latky 1ze uvést na trh, zatimco se ocekava konec¢né rozhodnuti ohledné jejich schvaleni. Tyto

vyjimky jsou pokryty do¢asnym povolenim.

Schvalovani a povolovani probiha v ramci &lenskych statd. Uéinné latky jsou posouzeny
¢lenskym statem a vysledky jsou pfedany Vyboru pro biocidni pfipravky agentury ECHA, ktery
vyda stanovisko do 270 dni. To slouzi jako podklad pro rozhodnuti o schvaleni. Schvaleni je

na dobu urcitou, nejdéle na 10 let a Ize ho obnovit. Mize byt uznano dalSimi staty.
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K podévani zadosti, vyménu udajli a informaci mezi Zadatelem, agenturou ECHA, pfislusnymi
organy Clenskych statli a Evropskou komisi slouzi registr biocidnich piipravki R4BP 3. Dalsim

nastrojem je IUCLID 5,ktery se pouziva k piipravé zadosti.
Pokud t¢inna latka splituje kritéria pro vylouceni z posuzovani, nebude schvalena. To zahrnuje:

- karcinogeny, mutageny, repoaické latky kategorie 1A nebo 1B dle nafizeni CLP
- endokrinni disruptory
- perzistentni, bioakumulativni a toxické latky (PBT)

- velmi perzistentni a velmi bioakumulativni latky (vPvB)

Vyjimkou je latka potebna pro veifejné zdravi a zdjem, pokud k ni neexistuje zadn4 alternativa.

V tomto piipad¢ se schvaluje na maximalné 5 let.

Béhem tohoto procesu schvalovani jsou vytipovany latky dilezité pro vefejné zdravi a zivotni

prostiedi. Je snahou zajistit vhodné alternativy. Kritéria pro vyhledavani téchto latek:

- spliluje alesponi jedno z kritérii vylouceni

- je tolatkadrazdici dychaci cesty

- vyrazn¢ niz§i toxikologické referencéni hodnoty nez hodnoty u vétSiny schvalenych
ucinnych latek pro stejny typ ptipravku a stejné pouziti

- splituje dvé z kritérii, kterd umoziuji ji povazovat za PBT

- vzbuzuje obavy hlediska zdravi lidi nebo zvifat nebo z hlediska Zivotniho prostiedi,
a to i vpiipadé velice prisnych opatieni ke zmirnéni rizik

- obsahuje zna¢né mnozstvi neaktivnich izomeri nebo necistot.

Tyto latky jsou schvalovany maximaln¢ na 7 let, v ptipadé splnéni vice kritérii pro vylouceni

jen nab let [4], [6].
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2.2 Zakon 3242016 Sb., o podminkach uvadéni biocidnich piipravki

aucinnych latek na trh

2.2.1 Definicezakona

Tento zakon upravuje piedpisy Evropské unie, keré zabyvaji dodavanim biocidnich piipravka
natrh a jejich pouzivani. Dale upravuje povinnosti pravnickych a podnikajicich fyzickych osob
pti dodavani a pouzivani biocidnich ptipravki a piisobnosti spravnich organt pti vykonu statni
spravy v oblasti biocid a sankce za poruSeni piedpisi uvedenych v predpisech Evropské unie

a vtomto zakong.

2.2.2 Povinnosti

Pfi dodavani biocidnich ptipravkli musi subjekty na vyzadani Ministerstva zdravotnictvi
poskytnoutmodel nebo navrh baleni, oznaceni nebo ptibalové informace. Dale zajistit, aby
biocidni ptipravek byl oznafen v Ceském jazyce véetné piibalovych informaci a aby byl
klasifikovan abalen dle ¢lanku 69 nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU)

¢. 528/20124dale jen natizeni), nejedna-li se o biocidni pfipravek v prechodném obdobi.

2.2.3 Povolovani

Rezimy uvadéni biocidnich ptipravkd na trh v CR je mozné na zakladé:

- Ozmmeni (§35)
- Povoleni (§7)
- Vzajemnéhouznani povoleni (§10)

- Docasnéhopovoleni (§9)

Subjekty, které piedkladaji ministerstvuzadost o povoleni biocidniho ptipravku nebo Zzadost

0 vzajemné uznani vnitrostatniho povoleni biocidniho ptipravku, predlozi:

- zadost o povoleni

- dokumentaca listiny, které jsou soucasti dokumentace

- souhrn vlastnosti biocidniho pfipravku v ¢eském jazyce

- preklad povoleni biocidniho pfipravku udéleného referencnim clenskym statem
v ¢eském jazyce, jde-li o Zadost o nasledné vzajemné uznani vnitrostatniho povoleni
biocidniho ptipravku.
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2.2.4 Statni sprava

Statni spravu tykajici se dodavani a pouzivani biocidnich piipravk a dodavani oSetfenych

predmétii vykonavaji:

- Ministerstvozdravotnictvi

- Ministerstvo zZivotniho prostiedi

- Ministerstvozemédélstvi

- krajské hygienické stanice

- Ceska inspekce Zivotniho prostiedi

- organy Celni spravy Ceské republiky (dale jen ,,celni sprava™)
- Ministerstvo obrany

- Ministerstvo vnitra

Ministerstvo zdravotnictvi

Ministerstvo zdravotnictvi je hlavnim organem statni spravy v oblasti biocidnich ptipravk.
Rozhoduje odocasném ¢&i tplném povoleni biocidniho piipravku nebo jeho zruSeni
a opodminkéach pouzivani jednotlivych biocid. Déle pfijimd ozndmeni o uvedeni na trh,
rozhodujeo piijeti, omezeni ¢i zruSeni omezeni nebo zakazu dodavani nebo pouzivani biocidi.
Muze piijmout prozatimni opatfeni ohledné povoleného biocidniho piipravku za ucelem
ochrany zdravi lidi, zejména zranitelnych skupin jako jsou téhotné Zeny a déti, zdravi zvitat

nebo zivotniho prostiedi.

M4 pravomoc rozhodnout, zda bude povolen vyzkum nebo vyvoj zahrnujici nepovoleny

biocidni ptipravek ¢i neschvélenou u¢innou latku.

Ministerstvo zdravotnictvi mé 1 informacéni povinnost, a to jak ve vztahu k Evropské komisi,
zadatelim, ale i k vefejnosti. Vefejnosti predklada informaceo vyhodach a rizicich jednotlivych
biocidnich piipravki a zplsoby minimalizace jejich pouZivani. Evropské komisi predklada
zadost o rozhodnuti, zda je latka biocidni pfipravek a také Zadost o ptezkum schvaleni Gi¢inné

latky.

Mezinirodné zastupuje Ceskou republiku v koordina¢ni skuping, ve Vyboru pro biocidni

ptipravky a ve Stalém vyboru pro biocidni pfipravky ziizenym nafizenim o biocidech.
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Ministerstvo Zivotniho prostiedi

Na zaklad¢ zadosti Ministerstva zdravotnictvi vydava zadvazné stanovisko z hlediska ochrany
zivotniho prostfedi. Podadva podnéty ke zméné Ci zruseni povoleni biocidu, posuzuje zadosti

0 jejich povoleni a provadi posouzeni souhrnu vlastnosti biocidniho pfipravku. To se vztahuje

I pro ucely vzajemného uznani vnitrostatniho povoleni.

Ministerstvo zemédélstvi

Na zaklad¢ zadosti Ministerstva zdravotnictvi vydava zavazné stanovisko z hlediska ochrany
zdravi zvitat. Stejn€ jako Ministerstvo zivotniho prostfedi podava podnéty ke zméné ¢i zruseni
povoleni biocidu, posuzuje zadosti o jejich povoleni a provadi posouzeni souhrnu vlastnosti

biocidniho pripravku. To se vztahujepro tcéely vzajemného uznani vnitrostatniho povoleni.

Kontrolni organy

Krajské hygienickd stanice (KHS)

Kontroluje dodavatele, zda dodrzuje zakon a natizeni o biocidech a uklada pokuty za poruseni.

Dale zpracovava zpravy o provedenych kontrolach, které predklada Ministerstvu zdravotnictvi.

Ceska inspekce Zivotniho prostiedi (CIZP)

Kontroluje pravnické a podnikajici fyzické osoby, zda dodrzuji zdkon a nafizeni o biocidech
auklada pokuty za porusSeni. Jako KHS také zpracovava zpravy o provedenych kontrolach,

které predklada Ministerstvu zdravotnictvi.

DalS8imi organy kontroly jsou Ministerstvo vnitra a Ministerstvo obrany.

Celni sprava

Celni sprava ma na starosti evidenci dovezenych biocidnich pfipravki. Tuto evidenci predklada
kazdoro¢n¢ Ministerstvu zdravotnictvi. Rozhoduje, zda bude biocidustén do volného
ob¢hu [7].

2.3 Aktualni situace

Evropska komise 12. prosince 2017 obnovila schvaleni u¢inné latky glyfosat na obdobi 5 let.
Konec platnosti je 15. prosince 2022, a to pro veskeré uziti této uéinné latky. V Ceské republice
plati od 1. ledna 2019 omezeni pouzivani U¢inné latky glyfosatu. Toto omezeni se tyka
desikovani plodin, a to pouze téch, které jsou potencialné ur¢ené pro potravinaiské ucely, tzn.

obiloviny a fepku. Desikace je proces extrémniho vysuSeni, pouziva se k urychleni dozravani.
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3 TESTOVANE LATKY

3.1 Glyfosat

3.1.1 Historie

Glyfosat byl objeven v roce 1950 Svycarskym chemikem Henri Martinem ve farmaceutické
spokc¢nosti Cilag. V roce 1964 si ho patentovala firma Stauffer Chemical jako chelata¢ni
¢inidlo, které je schopné vazat do komplexu prvky jako zinek, vapnik, hoicik, méd’ ¢i mangan.
V tomto stadiu neméla latka zadny farmaceuticky ucinek, a to az do 70. let, kdy bylo zjiSténo,
ze glyfosat ma herbicidni G¢inek. Spole¢nost Monsanto tehdy testovala rizné slouceniny jako
potencialni zmékcovadla vody, kdyz zjistila, ze dvé molekuly uzce spojené s glyfosatem mély
ur¢itou herbicidni G¢innost proti vytrvalym plevelim. Chemik némeckého ptivodu John E.
Franz pak syntetizoval derivaty téchto dvou sloucenin a rychle zjistil, ze glyfosat je silny
herbicid, ktery byl néasledné patentovan pod obchodnim nédzvem "Roundup®" s patentovym
¢islem DE2152826, v americké varianté¢ s patente@ym cislem US3799758 Roundup® byl
poprvé proddvan v Malajsii na ochranu kaucuku a ve Spojeném kréalovstvi na pSenici v roce
1974. Prvni americky souhlas s primyslovym pouzitim byl také v roce 1974.Po vyprSeni
patentu woce 2000 je glyfosat prodavan vice nez 40 spolecnostmi s riiznymi obchodnimi
nazvy. Glyfosat je nyni registrovan ve vSech zemich Evropské unie, v¢etné Francie, Némecka
a Svédska. V roce 2010 byla v USAatentovana smés glyfosatu a dikarboxylovych kyselin

jako prosttedek proti vytrusoveum (Apicomplexa) [8].

3.1.2 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Glyfosat je krystalicka bila latka bez zapachu, jejimz zékladem je kyselina glyfosatova. To je
organicka kyselina, jejiz molekula se sklada z aminokyseliny glycinu a fosfononistiové
skupiny.Struktura glyfosatu je na obrazku 1. V pfipravcich je pfitomna ve formé soli, glyfosata.
Nejcastéji se jedna o sodné, amonné, isopropylaminové nebo trimethylsulfonové soli. Teplota

tani glyfosatu je 184,5°C [9], [10].
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Obrazek 1 - Strukturaglyfosatu [11]

Glyfosat je aminofosfonovy analog glycini pfirodnich aminokyselin a stejné jako vSechny

aminokyseliny existuje v riznych iontovych stavech v zavislosti na pH. Jak slozky kyseliny
fosforité, takslozky karboxylowch kyselin mohou byt ionizovany a aminova skupina muze byt

protonovana a latka existuje jako fada zwitteriond. Acidobazické formy a jejich pK jsou
uvedeny na alazku 2. V rozmezi pH 3 az 9 odolava hydrolyze a je relativné odolna vuci

rozkladu na svétle. V ptirodnim prostiedi senehydrolyzuje a neoxiduje. Plan@mse rozklada

mj. za vzniku toxickych oxidi fosforu a dusiku. Teplota rozkladu je 187C. Reaguje

sezelezem a galvanizovanookeli a mize vytvaiet vysoce hoflavou nebo vybusnou smés

plynt. Suchy prach rozptyleny ve vzduchu muze byt vybusny. Je tolatka netékava. Glyfosat se

dobfe rozpousti ve vod¢, v organickych rozpoustédlech (aceton, ethanol, xylen atd.) je
prakticky nerozpustny. Jeho rozpustnost ve vodé je 12 g/l pti 25°C. Hustota je 1,7 g/cn
[91, [10].
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Obrazek 2 - Acidobazické formy glyfosatu [12]
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3.1.3 Mechanismus uc¢inku

Glyfosat blokuje enzym 5-enolpyruvylshkimat-3-fosfat (EPSP)syntazu. Tento enzym je
soucasti shikimatové drahy, pomoci niz vyssi rostliny, bakterie, houby a fasy syntetizuji pro
zivot nezbytné aminokyseliny tyrosin, fenylalanin atryptofan. Tato metabolickd draha se

nevyskytuje wivocichl. Vzhledem k této skutecnosti je akutni toxicita u zivo¢ichii nizka [13].

3.1.4 Toxikologické vlastnosti

Z hlediska klasifikace karcinogenity dle organizace EPA (Environmental Protection Agency),
ma glyfosat oznaceni D — neni klasifikovatelny, pokud jde o lidskou karcinogenitu. Zdkladem
jsou nedostatecné dikazy o karcinogenité u zvifat. Pivodné byl vroce 1985 glyfosat
klasifikovan jako C — mozny karcinogen; a to nazaklad¢ zvySené¢ho vyskytu nadort ledvin
U mysi. Po pfezkoumani v roce 1991 byla klasifikace zménéna na D v disledku nedostatku

statistické vyznamnosti a nejistoty ohledné ti¢inku souvisejicim s onemocnénim [14], [15].

Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) byl klasifikovan jako pravdépodobné
karcinogenni pro Clovéka (skupina 2A) [15]. Silné drazdi o¢i a dychaci cesty a lehce

pokozku [16].

Hodnoceni IARC je predmétem mnoha kontroverzi. Nyni existuje 16 studii genotoxicity
nahlodavcich a pouze ve dvou ptipadech vysly pozitivné. Ob¢ tyto studie byly provadény
mimo systém spravné laboratorni praxe. Toxicka latka byla podavédna intraperitonealné
(injekéng do biicha) a obé vyuzivaly nesmyslné vysoké koncentrace latky. Zadny genotoxicky
efekt se neprojeviu mysi ani potkant, jimz byla oralné podavana davka glyfosatu az
2000mg/kg (pramérny piijem glyfosatu z potravy u ob¢anti EU je 0,05 mg/kg/den). V analyze
z roku 2016byla nalezena slaba, statisticky téméf nevyznamna souvislost mezi expozici
glyfosatem a rizikem vzniku non-Hodginova lymfomu,p¥ipadé¢ ostatnich typti nadorovych

onemocnéni zadna asociace nalezena nebyla [17].

Bylo zjisténo, ze smési glyfosatu a surfaktantuTN-20 zhorSuji poSkozeni mitochondrii
aindukuji apoptozu a nekrozu. Béhem tohoto procesu se zdd, ze TN-20 narusi integritu bunécné
bariéry vaci vychytdvani glyfosatu, coz podporuje toxicitu zprostiedkovanou glyfosatem.
Komer¢ni formulace byla vice cytotoxicka nez samotna Ui€inna slozka, coz podpofilo koncepci,
ze prisady v komer¢nich formulacich hraji roli v toxicité¢ pfipisované glyfosatovym

herbicidtim [18].
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V tabulce Jjsou uvedeny hodnoty letalnich davek (koncentraci) pro jednotlivé druhy zivocicht

a hodnotafektivni koncentrace pro dafnie.

Tabulka 1 - Toxikologické hodnoty pro jednotlivé druhy zivoéichi [19], [20], [21], [22]

Drubh zvii‘ete — zpisob podani | Hodnota L Dso [mg/kg], L Cso (ECso0) [mg/l]
Potkan- inhala¢né LCs0> 4,98 (vzduchuproudil 4 hodiny)
Koza- oralné LDso=3530

Mys — oralné LDso=1568

Kralik — oralné LDso=3800

Daphnia magna ECso= 134

Piepocet letalni davky pro ¢lovéka by tedy vychazel na 946 mg/kg pro ¢loveéka s hmotnosti
70kg pii pouziti koncentrace 360 g/l volného glyfosatu, coZz je koncentrace v herbicidu
Roundup [23].

Dosavadi studie vlivu na zdravi ¢lovéka neprokazaly, ze by glyfosat zptisoboval akutni ¢i
chronickou toxicitu \koncentracich, které se nachazeji v konzumovanych potravinach ¢i pitné

vodé. OvSem neznamena to, ze nemohou byt dalSim vyzkumem tyto vlivy objeveny.

3.1.5 Vyroba

Plvodni postup vyroby glyfosatu zahrnoval reakci chloridu fosforit¢ho s formaldehydem
anaslednou hydrolyzou za vzniku fosfonatu. Glycin pak reaguje s timto fosfonatem, ¢imz se
ziskd glyfosat a jeho nazev je povazovan za kontrakci sloucenin pouzivanych v této

syntéze — glycin afosfonat. Rovnice vyroby jsou uvedeny na obrazku 3.

%
PCI, + CH,0 — Cl—P—CH,CI
|
cl
7 ¥
Cl—P—CH,Cl +2H,0 - OH-P—CH,CI
| |
Cl OH
9 S
I
OH— P—CH,CI + H,N-CH,-COOH — HO — P— CH,— NH — CH,— COOH
| |
OH OH

Obrazek 3 - Puvodni postup vyroby glyfosatu [24]
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Proprimyslovou syntézu glyfosatu jsou pouzivany dva hlavni postupy.

V prvnim postupu se nejprve piipravi kyselina iminodioctovd reakci chloracetamid
Shydroxidem vapenatym a nasledné s amoniakemza vzniku iminodiacetatové soli vapniku

anasledného okyselovani produktu (obrazek 4).

0 0
.-"'C"n- _.-’CH
2CI-CH, ONH; + Ca(OH) — [CI-CH: O |5 Ca + 2 NH; + 2 H:0

R D —
I
- C_ D-
CH;
|
— NlH Ca + NH; + 2HO + 2H,S0, —»
CH,
e
- o -
0
I
CH:
|
NlH + CaS0; + (NHJHSO: + 2 HO
CH;

\ﬁ_ OH
a
Obrazek 4 - Vyroba kyseliny iminodioctové [25]

Kyselina iminodioctoy poté reaguje s kyselinou fosforitou a kyselinou chlorovodikovou
(n€kdy se vytvaii in-situ pfidanim chloridu fosforitého) modifikovanou Mannichovou reakci.

Oxidaci pak vznika glyfosat (obrazek 5) [26].

0
0
yCGOOH  pey , CH,O HD—FF H [O | H
o A i R, —COOH [O] L,MNVGDDH
\—COOH HO N HO™ |
COOH O

Obrazek 5 - Syntéza glyfosatu z kyseliny iminodiocto¥ [25]
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V druhém postupu reaguje dimethylfosfit s glycinem a paraformaldehgth ve vhodném
organickém rozpoustédle (obvykle triethylamin a methanol) za vzniku N-hydroxymethyl-
glyfosat-fosfodimethyl esteru, ktery okyselenim kyselinou @lorovodikovou poskytuje
glyfosat. Tato reakce je popsana na obrazku 6. Timto postupem se vyrabi podstatna Cast
glyfosatu v Ciné [26].
i
\D’g'“‘H + CHZ0 + H N~ COOH

R

0
I H + Il H
No-Pu M _COoH o 5P _N._COOH
Q H20 HO

Obrazek 6 - Syntéza glyfosatu z dimethylfosftu [27]
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3.1.6 Pouziti

Glyfosat je Gc¢innou latkou celé fady herbicidi, z nichZ nejznamé;jsi je Roundup. Je pouZivan
Kk odstraniovani nejen pleveld a travin, ale i kefd a jinych dfevin, které jsou nezadouci. Ma
vyuziti jak v zahradach, tak ve velkoobjemové zemédélské vyrobé. V zemédélstvi se ovSem
nepouziva pouze k hubeni plevelll, ale i na defoliaci, urychleni zrani a suSeni. Uinek je
pozorovatelny do 7 dni, kdy sesleduje vadnuti rostliny, odumirat mtze i dva tydny, zalezi na
okolni teploté a ptfitomnost vody. Ideédlni teplota se pohybuje mezi 10 a 25 °C, pfii
dlouhodobém suchu se mtize herbicidni ucinek zastavit a dést’ do 6 hodin od aplikace piipravek
smyje.Na obrazku 7 je zobrazena mapsiti herbicidd na bazi glyfosatu v USA v roce 2013.
Nejvice zastoupena tmave hnédé barva vyjadiuje mnozstvi vétsi nez 0,15 kg/ha. Pro srovnani
bylo v Ceské republice pouzito 935 0001 glyfosatu, coz pii rozloze zemédélské plochy
odpovida ptiblizné 0,08 kg/ha.

Estimated Agricultural Use for Glyphosate , 2013 (Preliminary)

EPest-Low

Estimated use on - -
agricultural land, in
pounds per square mile

<452
Ca52-21.12
B 21.13-88.06
B > s3.06

D No estimated use

Obrazek 7 - Pouziti glyfosatu v USA v roce 2013 [28]
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Oproti tomu miZeme na obrazku 8 je mapaemi Evropské unie, kde je pouziti glyfosatovych

herbicida zakazano.

(" N
Vysvétlivky:
B Plosny zikaz
napfic celym Gzemim
| Omezeny zékaz Svédsko
v urcitych oblastech
B Potenciilni zakaz Finsko
vyjadren pozadavek (v jednani)
. Bez omezeni
. /
Estonsko
" Litva
Vetka Britanie ! Lotyssko
Irska
Holandsko Polsko
Némecko
Belgie
Lucembursko Ceska republika
Siovensko
Rakousko Madarsko
Rumunsko
Francie Slovinsko
Chorvatsko
Butharsko
panélsko
Portugalsko
Malta
*
Py Kypr

Obrazek 8 - Pouziti glyfosatu v Evropé [29]

V Ceské republice sepouzivaji ptipravky stéinnou latkou glyfosatem pro desikaci. Desikant
je latka ktera vyvolava vysuSeni nebo mu napomaha. Pouziva se k urychleni dozravani plodin
nebo kjejich dosuseni pted sklizni. Aplikuje se pfiblizné 2-3 tydny pted sklizni. Vyuziva se

nafepku, brambory, mak, sluneénici ¢i hrach [30].

3.1.7 Vliv na Zivotni prostiedi

Glyfosat je obecné méné perzistentni ve vodnim nez v ptidnim prostiedi, je siln€ vazan na ptdu.
Ve chvili, kdy se dostanedlkontaktu s ptidou, neni mobilni, ale je rychle navazovan pidnimi

hlinitymi ¢asticemi a inaktivovan. V pld¢ je glyfosat rozkladan pidnimi organismy, pfi¢emz
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vstfebavani glyfosatu se lis§i mj. v zavislosti na druhu pidy. Obvykle maji ptdni rezidua této
latky dobu rozkladu mén¢ nez 60 dni napt. glyfosat v hlinitych ptidach se za letnich podminek
rozlozi obvykle za 20-30 dni.

Rozklad glyfosatu probihd pfedev§sim za aerobnich podminek, za anaerobnich je rozklad
pomalejsi. Hlavnim produktem rozkladu glyfosatu je kyselina aminomethylfosfonova
(AMPA), ktera se nachazi v zivotnim prostiedi ve vétSich koncentracich nez glyfosat. Vznika
jeho degradaci mikroorganismy v ptidé nebo povrchovych vodach. AMPA se dale rozklada
naCQOp, NHs a anorganické fosfaty. Dalsim produktemdegradace je glyoxalat, ktery podléha
dal$imu rozkladu na oxid uhli¢ity a vodu [31], [32]. Na obrazku 9 je rovnice rozkladglyfosatu
na AMPA a jeji dal$i rozklad.

o 0
|F- N cooy Dogradace |
— ot p nNH, |+ OHC——COOH
HD""flv S mikroorganismy HG"H N
ZH OH
Y l
CDE + NH_:l + ].’G_‘} C{Jg + H:D

Obrazek 9 - Degradace glyfosatu a AMPA [33]

Pokudse glyfosat dostane do vody, tak se opét silné adsorbuje na sedimenty a ¢astice ve vode¢.
Mize také tvofit nerozpustné komplexy s kovovymi ionty a sraZeninou. Po postiiku glyfosatem
a prvnim desti vzrostly hodnoty po 27 hodinach po aplikaci a klesly pod mez detekce
po 96hodinach. Polocas rozpadu v rybnicich je 1,5-2 dny, pod mezi detekce 38. den. Rybnik,
ve kterém glyfosat mél nejdelsi polo¢as, mél 0 hodné vyssi koncentracerapniku a hoic¢iku nez

ostatni rybniky [34].

Limit pro obsah glyfosatu v pitné vodé je 0,1 ug/l a obsah vSech pesticidi nesmi piekrodit
0,5ug/l [35].

AMPA se vyskytujetastéji v lidské moci, ale glyfosat najdeme nejcastéji v matetském mléce
a ve tkanich zvifat. Studie, provadéna organizaci Friends of Earth Europe analyzovala 182
dobrovolnikti v ramci 18 zemi Evropské unie. U80 dobrovolnikd byl zjistén glyfosat v téle
o primérné hodnoté€ 0,21 pg/l, Snejvyssi koncentraci 1,82 pg/l. AMPA byla pfitomna v moci
u 65 osob grimérnou hodnotou 0,18g/1, sSnejvyssi koncentraci 2,63 pg/l. V porovnani se

vzorky ze $ojenych stati americkych, vykazuji vzorky moci 8x vyssi koncentraci latek nez
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u evropské populace. Ve vzorcich matefského mléka od americkych matek byla koncentrace
glyfosatu 76-166 pg/l. Coz je vporovnani s limitem pro pitnou vodu hodnota 760-1600
vyssi [36].

Glyfosat ¢i jeho metabolity se do naseho téla ale mohou dostat jinym zplsobem, nez je
konzumace potravin. University of La Plata, Argentinapvpdla analyzu tampond,
hygienickych vlozek a sterilni gazy. U 85 % vzorki byl zjistén obsah glyfosatu a u 62 % obsah
AMPY. V ptipadé baviny a sterilni bavinéné gazy to ovsem bylo u 100 % vzorki. V extraktu
baviny byl obsah AMPA 39¢/1 a obsahglyfosatu 13 ug/l, zatim co u gazy byl obsah glyfosatu
17 ng/l, obsah AMPA zdeprokazan nebyl [37].

3.2 Roundup KLASIK PRO

3.2.1 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Je to ®jznaméjsi herbicid na bazi glyfosatu. Jedna se o smés draselné soli glyfosatu a ether
alkylamin ethoxylatu. Je to naZloutla jantarova kapalina s mirnym aminovym zapachem. Neni
tékavy ani hoflavy a ve vod¢ je zcela rozpustny. Reagije s pozinkovanou oceli nebo
nevyvlozkovanou méekkou oceli a vytvaii vodik, extrémné hoflavy plyn, ktery by mohl

vybuchnout. Vroce 2007 to byl druhy nejpouzivanéjsi herbicid na svété [38].

3.2.2 Toxicita

Muze dojit k podrazdéni ktize nebo ocnich sliznic. Muze zplsobit podrazdéni dychacich cest.
Expozice mliZe zahrnovat nevolnost, zvraceni ¢i prijem. Ptiklady hodnot toxicity u nékterych

organismu jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 - Ekotoxikologické hodnoty pro Roundup [38]

_ Doba Hodnota L Cso (ECso) [mg/]
Druh organismu
pusobeni L Dso[g/kq]
Pstruh duhovy Oncorhynchus mykiss | 96 hodin LCso =28
Hrotnatka velka Daphnia magna 48 hodiny | EGso= 69
Zelena fasa Selenastrum capricornutum 72 hodiny | ECso (rychlost ristu) = 14
Potkan Rattus norvegicus oralné LDso= 10

33



3.2.3 Pouziti

Kromé¢ pouziti na likvidaci nezadoucich plevelt se v zemédélstvi pouziva hlavné na desikaci
plodin. Pro spravné pouziti je nutno sledovat stupen zralosti $esuli ve stfednim patie porostu,
kdy zhruba 2/3 $esuli by mély mit 2/3 semen nahnédlych. Pokud je vétSina semen zelenych, je
tteba s desikaci pockat. A naopak, pokud jsou témer vSechna semena ve stfednim patie jiz
¢erna, je na desikaci Roundupem Rapid pozdé. Podle soucasné legislativy jej nelzepouzivat

v ochranném pasmu vod II. stupné [30].

3.2.4 ,Roundup ready“ plodiny

Na pocatku 90. let 20. stoleti objevila firma Monsanto v pudé své tovarny kmen bakterii
Agrobacterium tumefaciengteré se diky dlouhodobému vystaveni glyfosatu staly viéi nému
rezistentni. Z bakterii byl izolovan gen enzymu EPSP syntazy, ktery byl vloZen do nékterych
zemé&délskych plodin, jako naptiklad soja, fepka olejna, kukufice ¢i vojtéska. Tyto rostliny jsou
potom vi¢i Roundupu odolné a ten pak zahubi pouze nechténou vegetaci. Rostliny rezistentni
vici Roundupu Sse oznacuji jako ,,Roundup ready* a tvofi vétSinu vymery oseté geneticky

modifikovanymi plodinami [26].

Masivni pouzivani glyfosatu a GM plodin vic¢i nému odolnych ziejmé vede k rozSifovani

rezistentnich pleveld. Do roku 2009 bylo nalezeno jiz 15 druhi rezistentnich plevelt [39].
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4 METODIKA TESTOVANI

4.1 Zkouska inhibice dychani aktivovaného kalu

Zkusebni metoda C.11 dleNatizeni Komise ES) ¢. 440/2008 je ekvivalentni testu OECD
¢. 209, Activated Sludge, Respiration Inhibition Test (Carbon and Ammonium Oxidation)
Mg¢ti se rychlost respirace vzorkl aktivovaného kalu ziveného syntetickou odpadni vodou
V uzaviené bunice obsahujici kyslikovou elektrodu po dobé kontaktu 3 hodiny. Cilem je

stanoveni hodnoty ECso.

4.1.1 Testovaci organismus

Tegdovacim organismem byl aktivovany kal, coz je suspendovana smés mikroorganismi (napf.
bakterie, prvoci ¢i hlistice), organickych a anorganickych latek. Kal pochézel z II. stupné
aktivaceBCOV Pardubice — Rybitvi. Odpadni voda zpracovana touto &istirnou odpadnich vod

je prevazné obecni.
4.1.2 Priprava testu

Piiprava inokula

Aktivovany kal byl odebran dva dny pted testem. Po pulhodinové sedimentaci byla vodna
vrstva slita a kal bylozdélen po 500 ml do valc 0 objemu 200@nl. Objem byl doplnén pitnou
vodou a kal byl 8 promyt. Pdl hodiny byl kal provzdusiovan a pul hodiny probihala

sedimentace.

Kondicionace syntetickou odpadni vodou

Ke kalu bylo ptidano 100ml syntetické odpadni vody, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce 3, byl
doplnén vodou a byl provzdusinovan. Poté byl kal opét 3x promyt vodou a po sedimentaci bylo
odebrano 2x 10ml suspenze kalu na stanoveni suSiny. Pak bylo opét pfidano po 100 ml

syntetické odpadni vody, doplnéno na objem a provzdusiiovano.
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Tabulka 3 - SloZeni syntetické odpadni vody

Latka Mnozstvi [g]
Pepton 8,0
Masovy extrakt 5,5
Mocovina 1,5
NaCl 0,35
MgSQx7H0O 0,1
CaCk2H.0 0,2
K2HPQ 1,4

Piiprava a vypocet susiny aktivovaného kalu

Koncentrace suspendovanych latek byla stanovena suSenim do konstantni hmotnosti pii
teploté 105 °C.

Tabulka 4 - Hodnoty pro vypocet pruimérné hmotnosti susiny

Vzorek 1 Vzorek 2
Objem vzorku 10 mi 10 mi
Hmotnost kelimku [mg] 27,53 28,11
Hmotnost vzorku [mg] 27,40 27,98
Hmotnost susiny [mg] 0,13 0,13
Primérna hmotnost susiny: 0,1300 g/10 ml = 13 g/|

Objem kalu pro zkusSebni suspenzi

Pozadovana koncentrace kalu: 3000 mg/I 3000+ 13 =231 ml/I

Kal byl 3x promyt vodou a ze suspenze po sedimentaci byla piipravena zkuSebni suspenze.
Vypoctem bylo zjiSténo, Ze na 4 1 zkuSebni suspenze bude tieba 924 ml kalu. Ten byl doplnén

do 4 | vodou. Hodnota pH byla upravena na 6,0.

Kal musi byt udrzovan za aerobnich podminek a nejdéle do 48 h od odbéru na Cistirné se musi

pouzit K testu.
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4.1.3 Prubeéh testu

Do testovacich nadob, v tomto ptipad€ odmérnych valcl, bylo odméfeno 250 ml aktivovaného
kalu, 16 ml syntetické odpadni vody a definovany objem zasobniho roztoku testované latky.
Tato smés byla doplnéna na 500 ml destilovanou vodou a bylo zméteno pH. Poté byla smés
provzdusiovana 3 hodiny. Testovaci aparatura je na obrazku 10. Tento postup se opakuje
v 15minutovych intervalech s riiznymi objemy zasobniho roztoku zkousené latky ¢i referenéni
latky. Jako referen¢ni latka byl pouzit 3,5-dichlorfenol. Prvni se pfipravuje kontrolni nddoba a
druhd kontrola se pfipravuje nakonec. Po ukonceni provzdusnovani bylo opét zméteno pH a
také obsahkysliku. Dobie promichany vzorek se pfevede do méfici aparatury a 10 minut po
ukonéeni provzdusiovani se méfi koncentrace kysliku. Vypocita se rychlost respirace. & se

poté vypocita hodnota ECsopro testovanou a referencni latku.

Obrazek 10 - Testovaci aparatura inhibice aktivovaného kalu [40]

4.1.4 Piistroje a zafizeni

» kyslikové nadoby (BSK lahve) o objemu asi 280 ml pro méteni koncentracéysliku

* odmérné valce o objemu 1000 ml

» analytické vahy AG 135 (Mettler Toledo)

» analytické vahy Kern 870-15

= oxymetr WTW Inolab OXI 730 s membranovou sondou CellOx 325 a s tiskarnou
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* michaci adaptér pro elektrodu

= pH metr WTW- pH 539 s pHelektrodou WTW SenTix 81 s teplotni sondou

» magnetickd michadla

= provzdusnovany pfistroj se sklenénymi konci (tlakovy vzduch je veden pies pachovy
aolejovy filtr)

= klimatizovara laboratof, bez prachu, s automatickym zaznamem teploty

= spolecné laboratorni vybaveni (pipety, kadinky, odmérné valce, odmérné banky a dalsi)

4.1.5 ZkuSebni podminky

Teplota: 20°C

Doba expozice: 3 hodiny

Osvétleni: denm

Michani a provzdusiovani: filtrovanym tlakovym vzduchem
Hodnota pH reakcnich smési: cca’-8

4.1.6 Vypocty

K vypoctim byly pouzity programy MS Excel a ToxRatPro Version 3.2.1.

Rychlost spotieby kysliku pro kazdou koncentraci a kontrolu (rychlost dychéani, R) byla
vypoctena z linearnich ¢asti grafii zaznamenavajicich pokles koncentrace kysliku mezi cca 7,0

a 2,0 md pomoci nasledujiciho vzorce:

R=4"% ¢ 1)
ta—ty
kde:
R rychlosespirace reakéni smési [mg/I/h]
(@ /T koncentrace kysliku na za¢atku vybraného useku linearni faze [mg/I]
Q2. koncentrace kysliku na konci vybraného tiseku linearni faze [mg/I]
to-ty ... Casovy interval mezi t€émito dvéma métenimi [min]
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Z téchto hodnot byla vypoctena inhibice spotieby kysliku pro kazdou koncentraci testované

latky a referencni latky pomoci vzorce (2):

Ip = [1 —M] x 100 )
Rrp
kde:
(& SO inhibice celkové spotieby kysliku [%6]
RT e rychlostpotieby kysliku kontrolou [mg/I/h]
Rra ... rychlost spotieby kysliku v disledku abiotickych procesii
R e prumérna rychlostzalozena na slepém testu [mg/I/h]

Specificka rychlost dychani (Rs) je vyjadfena jako mnoZstvi spotfebovaného kysliku na gram

suché hmotnosti kalu za hodinu [mg/g/h] podle vzorce (3):

R
Rs =55 3)
kde:
R rychlost respirace reakéni smési [mg/l/h]
SS.n. koncentrace suspendovanych latek v testované smési [g/1]

4.1.7 Platnost zkousky

Zkouska je platna pfi splnéni nasledujicich podminek:

1. Respiracni rychlost slepého vzorku kysliku by neméla byt nizsi nez 20 mg/g/h.

2. Variaéni koeficient rychlosti piijmu kysliku v kontrolnich replikdch by nemé¢l byt na
konci zkousky vétsi nez 30 %.

3. Hodnota EGoreferenéni latky, 3,5-dichlorfenolu, by méla byt v rozmezi 2-25 mdgl pro

uplné dychani.
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4.2 Zkouska akutni imobilizace dafnii (Daphnia sp

ZkuSebni metoda C.2 dle Nifizeni Komise ES) €. 440/2008 je ekvivalentni testu OECD ¢. 202
,Daphnia sp Acute Immobilisation Test™. Je to test akutni toxicity ke stanoveni ucinku

chemickych latek na dafnie.

Ucelem zkousky je stanoveni akutni toxicity jako zjevného nezadouciho w¢inku, ktery
V testovaném organismu vyvold testovand latka béhem kratkodobého plsobeni a zjisténi

hodnotyECso.

Dafnie byly vystaveny G¢inku riznych koncentraci testované latky ve vodé po dobu 48 hod.
Akutni toxicita byla sledovana jako imobilizace dafnii po 24 a 48 hodinach. Za imobilizované
(neschopné plavani) se povazuji dafnie, které nejsou schopné do 15 sekund po lehkém zatfepani

testovaci kadinkou zacit plavat.

ECso koncentrae, ktera béhem nepfetrzité expozice po uréitou stanovenou dobu

imobilizuje 50 % dafnii ve zkusebni skupiné béhem doby expozice

4.2.1 Testovaci organismus

Testovacim organisnrem byla Daphnia magn&traus. Dafnie jsou druhem vodnich korysu,
ktery Zije ve sladkych a brakickych (do 8 ppt salinity) vodach. Idealni teplota se pohybuje okolo

20°C. U nés jsou jejim typickym stanoviStém siln¢ eutrofni rybniky.

Daphnia magna bylaskanaacyklickou partenogenezi z vlastniho laboratorniho chovu Toxily
ve VUOS.

Pro ziskani jedincii ke zkouskdm byly gravidni samice preloveny do zied’ovaci vody a narozené
dafnie bylydo 24 hodin odseparovany do manipulac¢ni nadobky se zfed'ovaci vodou. Odtud

byly dafnie odpocitany do testu. Dospélou gravidni samici a mladé I1ze vidét na obrazku 11.
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Obrazek 11 - Dospéla gravidni dafnie a mladé pouzivané k testovani [41]

4.2.2 Priprava testu

Ptiblizn¢ 48 hodin pied zac¢atkem zkouSky byly dafnie svaji¢ky pieloveny do aklimatiza¢ni
nadrze se zfed’'ovaci vodou. Ktestu byly pouzity dafnie stafi maximaln€ 24 hodin. U zied’ovaci
vody se kontroluj@&odnota pH, obsah kysliku a jeji tvrdost.Slozeni zied’ovaci vody je uvedeno
v tabulce 5.

Stanoveni tvrdosti vody

Tvrdost se sihovovala titracn€. Do 20 ml zifed’'ovaci vody byly ptfidany 4 ml tlumivého roztoku
(NH3, NH4Cl, chelatonat hotec¢natodisodny), 1zi¢ka eriochromové Cerni a smés byla doplnéna

na 50 ml destilovanou vodouitiiovalo se pomoci Na2EDTA z riizové do modrofialové.

Tabulka 5 - Slozeni zted’'ovaci vody

MnoZstvi [g] v 500 ml Objem [ml]
Latka zasobniho roztoku v 1litru vody
CaCbx2H0 58,80 2,5
KCI 1,15 2,5
NaHCQGs 12,95 2,5
MgSQOx7H,O 24,65 2,5
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4.2.3 Prubé¢h testu

Do kadinek byly pfipraveny testované roztoky fedéné zifed’ovaci vodou a pomoci sitka a pipety
byly vneseny dafnie. Testovaci nadoby byly zakryty proti vniknuti necistot. Zkouska trva
48 hodin. Po 24 a 48 hodinach je zkontrolovan pocet imobilizovanych dafnii. Na pocatku ana

konci zkousky bylo zméteno pH a obsah kysliku u vSech testovanych koncentraci.

4.2.4 Pfistroje a zafizeni

= oxymetr WTW InolabOXI 730 s membranovou sondou CellOx 325
= pH metr WTW- pH 539

» konduktometr FE 30

» analytické vahy AG 135 (Mettler Toledo)

= zafizeni pro Upravu vody Goro

» zafizeni k udrzovani a kontrole teploty ve zkuSebnim prostoru

» kadinky, odmérné baiky, pipety

4.2.5 ZkuSebni podminky

Teplota: 2@¢2°C
Délka expozice: 48 hodin

Osvétleni: pfirozené stfidani denniho svétla a tmy
Objem zkousSeného roztoku: 50 ml (neyméné 2 ml na jedince)

Pocet testovacich organismu: 20 ks pro kazdou koncentraci a kontrolu
Koncentrace rozpusténého kysliku: vyssi nez 3 mg/I

- Bez krmeni

- Bez aerace

4.2.6 Platnostzkousky

Zkouska je platna pii splnéni nésledujicich podminek:

1. Imobilizace dafnii v kontrolnich skupinach nesmi byt na konci zkousky vétsi nez 10 %.
2. Koncentrace rozpusténého kysliku na konci zkousky neni mensi nez 3 mg/I.
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4.3  Zkous$ka inhibice rastu sladkovodnich tas a sinic

Zkusebni metoda C.3 dle Nifizeni Komise ES) ¢. 440/2008 je ekvivalentni testu OECD ¢. 201
,Freshwater Alga and Cyanobacteria, Growth Inhibition Test*. Je to testkutni toxicity ke
stanoveni U¢inku chemickych latek na fasy a sinice. Testované koncentrace S fasovou kulturou

se kultivuji 72 hodin.Cilem je stanoveni hodnoty E/Cso.

ECso koncentrace tgované latky rozpusténé ve zkuSebnim médiu, ktera pro danou

expozi¢ni dobu vede k 50%snizeni riistu testovaciho organismu

Pro jednoznaény popis hodnoty EC odvozené z ristové rychlosti (growth rate) nebo zytézku
(yield) se wpiislusnych piipadech pouzivaji symboly E:Cso a ECso.

4.3.1 Testovaci organismus

Pro tento test bylpouzita zelena fasa Desmodesmus subspicatus Brinkmann 1953/SAG 86 ze
sbirky autotrofnich organismti Botanického tstavu AV CR (obrazek 12). Tatorasa je vemi
rozsitena, zZije obzvlasté ve vodich s nizkym obsahem Zivin, diky ¢emuz mize Desmodesmus

slouZit jako bioindikator vodnich ploch.

Obrazek 12 - Desmodesmus subspicatus [42]
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4.3.2 Pfistrojové vybaveni

= zafizeni k udrZzovani a kontrole teploty ve zkusebnim prostoru
= rampa se zafivkami (typ zarivky: Philips TLD 36 W/33, bilé svétlo, ptikon 36 watt)
= mikroskop

* Erlenmeyerovy banky se zatkami propoustéjicimi vzduch

= Biirkerova pocitaci komurka

= sterilizator

= filtra¢ni aparatura a mikrofiltry 0,2 um

= laboratorni tfepacka SM 30A (Edmund Biihler GmbH)

= pH metr WTW- pH 539

= konduktometr FE 30

* Juxmetr TESTO 540

» analytické vahy Mettler AG135

= zafizeni pro Upravu vody Goro

= kadinky, odmérné banky, pipety

Biirkerova komurka

Princip pocitaci metody dle Biirkera je zaloZzen na pocitani bun€k v komurce pod krycim
sklickem za pouziti fluorescencniho mikroskopu. Piikrytim kryciho sklicka na Biirkerové
komurce vznikd vrstvicka vody o vySce 0,1 um. Na dné Biirkerovy komirky je vyryta sit
&tverct, ktera rozdéluje plochu dna komirky na 144 &tvercii o plose jednoho étverce 0,04mn?.
V Biirkerové komirce se pocitaji vSechny bunky uvnitf ¢tverce a bunky, které se dotykaji
zevnitf nebo zvenci horni a pravé strany, ostatni buiiky, které se dotykaji spodni a levé strany

se nepocitaji.

4.3.3 Priprava testu

Jako prvni bylo pfipraveno zkusebni médium, jehoz slozeni je uvedeno v tabulce ®o néj byla
naockovana inokula¢ni kultura fas, ktera se nechala 3 dny pted zah4jenim testovani nariist. Po
dokonceni inkubace byla vypoctena pocatecni koncentrace biomasy. U zkuSebniho média je

podminkou hodnota pH, ktera se musi rovnat 8,1.
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Tabulka 6 - SloZeni zkuSebniho média

Mnozstvi v zasobnim roztoku _
Objem [ml] v 1
Latka Obsah [mg] litru vody
v 1litru

NH.CI 1,5
MgClxx6H,O 1,2

Ziviny CaCbx2H,0 18 10
MgSQy x7HO 15
KHPO, 0,16
FeCkx6H,0O 0,064

Fe- EDTA b6 1
NaEDTAx2H,0 0,1
H3BOs 0,185
MnCl>x4H,O 0,415

. ZnCl, 0,003

Stopové prvky 1
CoChkx6H,0 0,0015
CuChkx2H,0O 0,00001
NaMoOsx2H0O 0,007

NaHCO3 NaHCO:; 50 1

434 Prubéh testu

Do Erlenmegerovych ban¢k byly pfipraveny testované roztoky, které byly fedéné zkusebnim
médiem a poté do nich byla nao¢kovana exponencialné rostouci fasova kultura. Banky byly
utésnény pro vzduch propustnou zéitkou a byly inkubovany 72 hodin pii konstantnich
podminkach za stalého tfepani, které zajist'uje lepsi vyménu plynti. Kazdych 24 hodin se méfi
hustota bun¢k pfimym pocitdnim v Biirkerové komiirce pod mikroskopem. Na pocatku a na
konci testovani bylo u vSech testovanych koncentraci zméfeno pH. Béhem testu byla

kontrolovana teplota a intenzita osvétleni. Na konci testu se stanovi snizeni riistu ve srovnani

s kontrolou pomoci dvou parametrii — riistova rychlost a vytézek.
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4.3.5 Zkusebni podminky

Teplota:

Osvétleni:

Délka expozice:

Objem testovaného roztoku:
Pocate¢ni hustota bun¢k:

- Bez aerace

2324 °C udrzované s presnosti na =+ 2 °C
kontinualni, min. 4 440 lux, max. 8 880 lux
72 hodin
50 ml

5 000 bunék v 1 ml

- Zajisténi promichavani kultury tfepanim

4.3.6 Platnost zkousky

Zkouska je platna pfi splnéni nasledujicich podminek:

1. Biomasa by se méla v kontrolnich kulturdch béhem 72hodinové zkuSebni doby zvysit

exponencialné, a to nejméné 16x.

2. Stfedni variacni koeficient pro specifické rastové rychlosti v jednotlivych obdobich

Vv kontrolnich kulturdch nesmi piekrocit 35 %.

3. Variaéni koeficient primérnych specifickych rastovych rychlosti béhem celého

zkuSebniho obdobi u kontrolnich kultur pouzitych k opakovani nesmi piekrocit 7 %.

4.3.7 Metodika vypoctu

K vypoétim byly pouzity programy MS Excel a ToxRatPro Version 3.2.1.

Vypocet poctu rasovych bunék

Hustota inokula¢ni kultury (pocet bun¢k v 1 ml) byla stanovena pfimym poc¢itanim bunék pod

mikroskopem \Biirkerové komurce. Bunky byly spocitany ve 40 velkych ¢tvercich

(1 ¢tverec = 0,04 mni). Pocet fasovych bun&k v 1 ml byl vypoé&itan podle vzorce (4):

__ pxvxhx1000
N P

__ bx25x10x1000

20 a=px6250 (4)
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- DR pocet bun¢k v 1 ml

P soucet bun¢k ve vSech pocitanych velkych ctvercich (40 ctverci)

V ............ pfevracend hodnota plochy jednoho ¢tverce, v némz jsou buiiky pocitany
ho prevracend hodnota hloubky komirky

1000 ...... piepocet na 1 ml

P, pocet pocitanych Ctverca

Primérna ristova rychlost
Primérna specificka ristova rychlost p pro jednotliva obdobi a primérna specificka rychlost
po celou dobu trvani zkousky pro kazdou jednotlivou nadobu s kontrolnimi a exponovanymi

vzorky byla vypocitana podle vzorce (5):

. In Xj —InX; .
Hi_]. - G-t ®)
kde:
[TTE SR rustova rychlost od doby i do doby |
) STTTRT biomasa dobé i
) STTTT. biomasa \dobg¢ |

Procentualni inhibice rastové rychlosti u jednotlivych opakovani s exponovanymi vzorky byla

vypocitana ze vzorce (6):

%I, = 2<T 100 (6)

C

kde:

Ir............procentualni inhibice primérné specifické rychlosti

[T sttedni hodnota pramérné specifické rustové rychlosti v kontrolni skupiné
[V PO primérna specifickd riistova rychlost u opakovani s exponovanym vzorkem
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Vytézek
Vytézek byl vypocitan jako biomasa na konci zkousky minus pocatecni biomasa pro kazdou
jednotlivou nadobu s kontrolnimi a exponovanymi vzorky.

Procemnualni inhibice vytézku byla vypoctena pro kazdé opakovani s exponovanymi vzorky

nasledovné (7):

Yc—Y
%ly = —<—Lx100 (7)
C
kde:
(NVZPPRRTT procentudlni inhibice vytézku
Yo stfedni hodnota vytézku v kontrolni skupiné
YT hodnota vytézku u opakovani s exponovanym vzorkem
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5 VYSLEDKY

5.1 Inhibice dychéni aktivovaného kalu

5.1.1 Roundup- ptedbézna zkouska

Na ptedbéznou zkousku inhibice dychani bylo pouzito 13 zkouSenych vzorki, jejichz
koncentrace jsou uvedeny v tabulceDale jsou uvedeny respiraéni rychlosti a procenta

inhibice. Vgrafu 3 je znazornéna spotieba kysliku na ¢ase u jednotlivych vzorku.

Tabulka 7 - Inhibice dychani aktivovaného kalu — pifedb&Zna zkouska

Oznadeni| konc. p1 p2 t1 t2 Rt, RH Rs It
vzorku [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [min] [min] |[mg/l/h]|[mglg/h]| [%]
K1 0 6,87 2,13 0,5 9,5 31,60, 21,07 0,0
Z1 10 4,99 2,15 0,5 6,0 30,98 20,65 0,0
Z2 100 6,71 2,01 0,5 10,0f 29,68 19,79 3,3
Z3 1000 8,06 6,73 0,5 10,0 8,40 5,60 72,7
Z4 1000 8,39 7,38 1,0 10,0 6,73 4,49 78,1
Z5 1000 8,56 7,50 0,5 10,0 6,69 4,46 78,3
R1 5 6,90 3,73 15 10,00 22,38 14,92 27,2
R2 10 6,94 4,14 1,0 10,0 18,67 12,44 39,2
R3 20 8,40 7,07 1,0 10,0 8,87 591 71,2
Zabl 1000 9,24 9,24 0,5 10,0 0,00 0,00 -
Zah? 1000 9,18 9,18 0,5 10,0 0,00 0,00 -
Zab3 1000 9,04 9,03 0,5 10,0 0,06 0,04 -
K2 0 6,09 2,12 0,5 8,5 29,78 19,85 0,0

Vysvétlivky:

K (kontrola)..........ccccceeeiiiinnnn. aktivovany kal, syntetickd odpadni voda

Lo aktivovany kal, syntetickd odpadni voda, Roundup

R (referencni latka) .................. aktivovany kal, synteticka odpadni voda, 3,5-dichlorfenol

ZAD ..o syntetickd odpadni voda, Roundup
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Graf 3 - Zavislost spotieby kysliku na ¢ase
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5.1.2 Roundup- Gplna zkouska

Na tplnou zkousku inhibice dychani bylo pouzito 15 zkousenych vzorki, jejichz koncentrace

jsou uvedeny v tabulce Bale jsou uvedeny respira¢ni rychlosti a procenta inhibice.

Tabulka 8 - Inhibice dychani aktivovaného kalu — uplna zkouska

Oznadeni| konc. p1 p2 t1 t2 R, RH Rs [T
vzorku | [mg/l] | [mg/l] | [mg/] | [min] [min] [[mg/l/h]|[mglg/h]| [%]

K1l 0 3,89 2,02 1,0 3,00 56,10, 37,40 0,0
Z1 1000 7,08 6,58 7,0 10,0/ 10,00 6,67 80,3
Z2 1000 6,17 4,73 0,5 10,0 9,09 6,06 82,0
Z3 660 6,87 3,76 0,5 10,0, 19,64 13,09 61,2
Z4 660 4,75 2,13 0,5 9,0/ 1849 12,33 63,5
R1 5 6,93 2,2 15 10,0 33,39 22,26 34,1
R2 10 7,07 5,66 6,0 10,0, 21,15 14,10 58,2
R3 20 8,91 8,02 0,5 10,0 5,62 3,75 88,9
Z5 440 5,73 2,26 0,5 7,0/ 32,03 21,35 36,8
Z6 440 5,14 2,10 0,5 6,0/ 33,16f 22,11 34,5
z7 290 5,73 2,04 0,5 6,0/ 40,25 26,84 20,5
Z8 290 5,95 2,34 0,5 55| 43,32 28,88 14,5
Z9 190 4,46 1,93 0,5 2,5/ 75,90 50,60 0
Z10 190 4,75 2,32 0,5 3,5/ 48,60 32,40 4,0
K2 0 6,61 2,09 0,5 6,5/ 45,200 30,13 10,8

Vysvétlivky:

K (kontrola)........ccccceeeviinnnenn. aktivovany kal, synteticka odpadni voda

Z oo aktivovany kal, syntetickd odpadni voda, Roundup

R (referenc¢ni latka).................. aktivovany kal, synteticka odpadni voda, 3,5-dichlorfenol

V grafu 4 je zndzornéna spotifeba kysliku na ¢ase u jednotlivych vzorki a v grafu 5 je zavislost

inhibice na koncentraci latky.
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Graf 5 - Inhibice v zavislosti na koncentraci

Ze ziskanych hodnot byla vypoctena hodnota ECso = 517,88 mg/l. Hodnota EGp pro referen¢ni

latku je rovna 7,65 mg/l. Tato hodnota slouzi k ovéfeni postupu testovani.
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5.2  Akutni imobilizace dafnii

5.2.1 Glyfosat — pfedbézny test

Predbézny test akutni imobilizace dafnii probihal ve Ctyfech sadach testovacich roztokl
Surcenymi nomindlnimi koncentracemi a jednim roztokem s nulovou koncentraci testované
latky, ten byl pouzit jako kontrola. Vkazdé nadobé bylo 5 organismi. V tabuke9 je uveden
pocet pohybujicich se organismu v ur¢itych nominalnich koncentracich a kontrolnim vzorku
po 24 a 48 hodinach. Dale je uvedena imobilizace organismi v procentechProtoze byla patrna

imobilizacepouze u koncentrace 100 mg/1, byl proveden jesté limitni test s touto koncentraci.

Tabulka 9 - Glyfosat: Imobilizace dafnii — pfedb&zny test

Glyfosat [mg/1]
K 1 5 | 10 | 50 | 100

fada 1 5 5 5 5 5

fada 2 5 5 5 5 5 4
pocet mobilnich dafnii | fada 3 5 5 5

fada 4 5 5 5

celkem 20| 20| 20 | 20 | 20 | 18
imobilizace [%] 24 h 0 0 0 0 0 | 10

fada 1 5 5 5 5 5

fada 2 5 5 5 5 5
pocet mobilnich dafnii | fada 3 5 5 5 5 5

fada 4 5 5 5 4 5 5

celkem 20| 20| 20 | 19| 20 | 17
imobilizace [%] 48 h 0 0 0 5 0 | 15
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V tabulce 10 jeuveden obsah kysliku v jednotlivych roztocich a v tabulce

jednotlivych roztokt. Diky témto hodnotdm Semuze test prohlasit za platny.

Tabulka 10 - Glyfosat: Obsah kyliku — ptedb&zny test

11 hodnoty pH

Glyfosat [mg/l]
K 1 5 10 50 | 100
Os [Ma/l] Oh |8,44|8,62|8,67|8,65| 8,64 | 859
48h | 8,17| 8,28 | 8,41 | 8,48 | 8,58 8,61
Tabulka 11 - Glyfosat: Hodnoty pH- pfedbézny test
Glyfosat [mg/1]
K 1 5 10 50 | 100
Oh |760|757|747|7,35|6,42| 5,24
PH 48h | 760 755|758| 759| 7,46 | 7,44

5.2.2 Glyfosat — limitni test

Limitni test akutni imobilizace dafnii probihal v Sesti sadach testovacich roztokii s koncentraci

100 mg/l a slvéma kontrolami. V kazdé nadob¢ bylo 10 organismii. V tabulce 12 je uveden

pocet pohybujicich se organismil v jednotlivych sadach a Vv kontrolnim vzorku po 24 a

48 hodinach.

Tabulka 12 - Glyfosat: Imobilizace dafnii — limitni test

Glyfosat [mg/1]

K | kK [100] 100/ 1200 | 100 | 100 | 100
pocet mobilnich 1, 190\ 9 | 10| 10| 10| 9 | 9 | 10
dafnii
imobilizace [%] | 24h | 0 | 10| 0 | 0 | 0 |10 ] 10| o
pocet mobilnich | oy 1 g | g | g | 10| 9 | 9 | 9 | 10
dafnii
imobilizace [%] | 48h | 10 | 20 | 20 | 0 | 10 | 10 | 10 | ©
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V tabulce 13 jeuveden obsah kysliku v jednotlivych roztocich a v tabulce 14 hodnotyhb

jednotlivych roztoktl. Diky témto hodnotdm semuze test prohlasit za platny.

Tabulka 13 - Glyfosat: Obsah kysliku — limitni test

Glyfosat [mg/l]
K 100

Oh | 8,64 | 8,62

48h| 8,66 | 8,42

Oz [mg/I]

Tabulka 14 - Glyfosat: Hodnoty pH- limitni test

Glyfosat [mg/l]
K 100

Oh | 7,60 | 5,28

48h| 7,39 | 5,67

pH

Protoze imobilizace v jednotlivych roztocich byla nizsi nez 50 %, mizeme fici, ze hodnota ECso

je vtomto piipadé vyssi nez nejvyssi testovana koncentrace pro ekotoxikologické testy.

Vysledek limitniho testupro glyfosat je tedy hodnot&Cso > 100 mg/I.

5.2.3 Roundup

Tento test se bohuZel nepodafilo dokoncit. Cely chov dafnii byl infikovan zneciSt€nou

destilovanou vodou.
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5.3 Inhibice rastu sladkovodnich fas

5.3.1 Glyfosat — ptedbézny test

Predbézny test inhibice ristu fas probihal ve tfech opakovanich testovacich roztoki s uréenymi
nominalnimi koncentracemi a tfemi roztoky s nulovou koncentraci testované latky, jakozto
kontrola. Vkazdé nadobé bylo na poc¢atku 5000 fasovych bunék. V tabulce 15 jsou uvedeny
prumérné hustoty bunék v jednotlivych koncentracich po 24, 48 a 72 hodinach. Tyto hodnoty

jsou uvedeny i v grafu 6.

Tabulka 15 - Glyfosat: Primérna hustota bunék — ptedbézny test

Primérna hustota bunék v 1 ml
Glyfosat [mg/1] Doba expozice [hod]
0 24 48 72
Kontrola 5000, 16667, 29167 204167
1 5000, 35417, 45833 204167
5 5000 16667, 39583 235417
10 5000, 29167 22917 91667
50 5000 20833 25000 118750
100 5000 10417 10417 4167
250000
200000
5
£ 150000
=
A& 100000
50000
0 24 48 72
Cas [hod]
=@-—Kontrola 1 mgl/l 5 mg/l 10 mg/l =—@=50 mg/| 100 mg/l

Graf 6 - Glyfosat: Primérna hustota bunék — piedbézny test
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V tabulce 16 jsou uvedeniydnoty rustové rychlosti a vytézku, z nichz se pocita hodnota

efektivni koncentrace pro inhibici ristu.

Tabulka 16 - Glyfosat: Rustova rychlost a vytéZzek — pfedbézny test

Riistova rychlost Vytézek
Glyfosat [mg/l] | pramerna riist. Priméry

rychlost [p] Redukce [%] vytézek [Y] | Inhibice [%]
Kontrola 1,24 0 199167 0
1 1,24 0 199167 0
5 1,28 0 230417 0
10 0,97 21,6 86667 56,5
50 1,06 14,6 113750 42,9
100 0 100 0 100

Poté byly vypoéteny hodnoty ECso pro glyfosat.
Hodnota efektivni koncentrace pro ristovou rychlost: ErCso= 53,7 mg/l
Hodnota efektivni koncentrace pro vytézek: EyCso= 24,4 mg/l

Na zaklad¢ téchto hodnot bylo rozhodnuto o provedeni Uplného testu s uz$im rozmezim

testovanych koncentraci pro uptesnéni hodnoty ECso.

5.3.2 Glyfosat — tplny test

Uplny test inhibice ristu fas probihal ve tiech opakovanich testovacich roztoki
s koncentracemi 68; 75; 83; 91 a 100 mdiltiemi roztoky s nulovou koncentraci testované
latky, jakoZto kontrola. V kazdé nadobé¢ bylo na pocatku 5000 fasovych bungk. V tabulce 17
jsou uvedeny primérné hustoty bunék v jednotlivych koncentracich po 24, 48 a 72 hodinach.

Tyto hodnoty jsou uvedeny i v grafu 7.
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Tabulka 17 - Glyfosat: Primérna hustota bunék — Gplny test

Glyfosat [mg/1]

Primérna hustota bunék v 1 ml

Doba expozice [hod]

0 24 48 72
Kontrola 5000] 43750 29167 114583
68 5000] 16667, 43750 18750
75 5000 8333 18750 6250
83 5000 2083 0 4167
91 5000 4167 0 4167
100 5000 0 6250 2083

Graf 7 - Glyfosat: Primérna hustota bunék — aplny test
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efektivni koncentrace pro inhibici ristu.

Tabulka 18 - Glyfosat: Rustova rychlost a vytézek — uplny test

V tabulce 18jsou uvedeny hodnoty rtstové rychlosti a vytézku, z nichz se pocita hodnota

Riistova rychlost Vytézek
Glyfosat [mg/l] | pramerna riist. Priméry

rychlost [p] Redukce $0] | vytézek [Y] | Inhibice [%]

Kontrola 1,04 0 109583 0

68 0,44 57,8 13750 87,5

75 0,07 92,9 1250 98,9

83 0 100 0 100

91 0 100 0 100

100 0 100 0 100

Na grafu 8 je znazornéna zavislost redukce rustové rychlosti na koncentraci a na grafu 9 je

zavislost inhibice vytézku na koncentraci.

100
95
90
85
80
75
70
65
60
55

Redukce [%]

68 75 83 91 100

Koncentrace glyfosatu [mg/1]

Graf 8 - Zavislost redukce rustové rychlosti na koncentraci glyfosatu
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Graf 9 - Zavislost inhibice vytéZku na koncentraci glyfosatu

Na zékladé téchto hodnot byly vypocteny hodnoty ECso pro glyfosat.

Hodnota efektivni koncentrace pro riistovou rychlost: ErCs0= 67,8 mg/l

Hodnota efektivni koncentrace pro vytézek: EyCso= 61,4 mgl/l

5.3.3 Roundup- piedbézny test

PtedbéZny test inhibice rlistu fas probihal ve tfech opakovanich testovacich roztokl s uréenymi
nominalnimi koncentracemi a tfemi roztoky s nulovou koncentraci testované latky, jakozto
kontrola. Vkazdé nadobé bylo na poc¢atku 5000 fasovych bunék. V tabulce 19 jsou uvedeny
primérné hustoty bunék v jednotlivych koncentracich po 24, 48 a 72 hodinach. Tyto hodnoty

jsou uvedeny i v grafu 10.

Tabulka 19 - Roundup: Primérna hustota bunék — ptedbézny test

Priumérna hustota bunék v 1 ml

Roundup

[mg/1] Doba expozice [hod]

0 24 48 72
Kontrola 5000/ 16667, 29167, 50000
1 5000, 250000 22917 35417

5 5000, 10417 18750 6250

10 5000; 12500 6250 4167

50 5000, 16667 2083 0

100 5000, 20833 4167 0
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Graf 10 - Roundup: Primérna hustota bunék — ptedbézny test

V tabulce 20 jsowvedeny hodnoty rtstové rychlosti a vytézku, z nichZ se pocita hodnota

efektivni koncentrace pro inhibici ristu.

Tabulka 20 - RoundupRustova rychlost a vytézek — pfedbézny test

Roundup Riistova rychlost Vytézek
[mg/l] Priimérna rist. Pl:ﬁfrvlérn}'/ N
rychlost [p] Redukce [%] vytézek [Y] | Inhibice [%0]
Kontrola 0,77 0 45000 0
1 0,65 15 30417 32,4
5 0,07 90,3 1250 97,2
10 0 100 0 100
50 0 100 0 100
100 0 100 0 100

Poté byly vypoéteny hodnoty ECso pro Roundup.
Hodnota efektivni koncentrace pro ristovou rychlost: ErCs0=1,0 mg/l
Hodnota efektivni koncentrace pro vytézek: EyCs0=1,4mgl/l

Na zéklad¢ téchto hodnot bylo rozhodnuto o provedeni Uplného testu s uz$im rozmezim

testovanych koncentraci pro upfesnéni hodnoty ErCso.
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Jiz po provedeni predbéznych testii bylo jasné, ze Roundup bude pro fasy toxictejsi nez

glyfosat. Porovnani dvou testovanych roztokt se shodnou koncentraci 5 mg/I je na obrazku 13.

Obrazek 13 - Porovnani testovaného roztoku glyfosatu G a Roundupu R [40]
5.3.4 Roundup- plny test

Uplny test inhibice ristu fas probihal ve tiech opakovanich testovacich roztoki
s koncentracemi 0,16; 0,32; 0,63; 1,25; 2,529 0 mg/1 a ttemiroztoky s nulovou koncentraci
testované latky, jakozto kontrola. V kazdé nadobé bylo na pocatku 5000 fasovych bunék.
V tabulce 21jsou uvedeny primérné hustoty bunék v jednotlivych koncentracich po 24, 48 a

72 hodinach.

Tabulka 21 - Roundup: Primérna hustota bun€k — uplny test

Primérna hustota bunék v 1 ml
RF;Z(/::]UF’ Doba expozice [hod]
0 24 48 72
Kontrola 5000, 20833 43750 114583
0,16 5000, 10417| 20833 162500
0,32 5000 8333 12500 106250
0,63 5000 8333 6250, 97917
1,25 5000 8333 4167 8333
2,5 5000 6250 2083 2083
5 5000 4167 0 4167
10 5000 4167 0 0
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V tabulce 22jsou uvedeny hodnoty rtstové rychlosti a vytézku, z nichz se pocita hodnota

efektivni koncentrace pro inhibici ristu.

Tabulka 22 - Roundup: Rustova rychlost a vytézek — uplny test

Riistova rychlost Vytézek
Roundup [ma/l] | pramerma rast. Primérny
rychlost [u] Redukce [%] vytézek [Y] | Inhibice [%]
Kontrola 1,04 0 109583 0
0,16 1,16 0 157500 0
0,32 1,02 2,4 101250 7,6
0,63 0,99 5,0 92917 15,2
1,25 0,17 83,7 3333 97,0
2,5 0 100 0 100
5 0 100 0 100
10 0 100 0 100

Na grafu 11je znazornéna zavislost redukce ristové rychlosti na koncentraci a na grafu 12 je

zavislost inhibice vytézku na koncentraci.

100

80

60

40

Redukce [%]

20

0,16 0,32 0,63 1,25 2,5 5 10
Koncentrace Roundupu [mg/l]

Graf 11 - Zavislost redukce ristové rychlosti na koncentraci Roundupu
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Graf 12 - Zavislost inhibice vytézku na koncentraci Roundupu

Na zakladé téchto hodnot byly vypocteny hodnoty ECso pro Roundup.
Hodnota efektivni koncentrace pro ristovou rychlost: ErCso= 0,98 mg/I

Hodnota efektivni koncentrace pro vytézek: EyCs0= 0,76 mg/|
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6 ZAVER

V testu inhibice dychani aktivovaného kalu byla zjisténa pro Roundup hodnota ECso = 517,88
mg/l. Testem akutni imobilizaci dafnii byl provétovan glyfosat a Roundup. Pro glyfosat byla
zjisténa hodnota ECso > 100 mg/l. Test Roundupem nebyl dokoncen z divodu infekce
vV chovu dafnii. Testem inhibice rastu fas byl zkousen Roundup i glyfosat. Pro Roundup byly
zjistény hodnoty ECso = 0,98 mg/l a ECso= 0,76 mg/l. Pro glyfeat byly zjistény hodnoty
ECs0= 67,8 mg/l a ECso = 61,4 mg/l.

Vysledky v diplomové praci odpovidaji tdajim zjisténym v literatuie. Pro glyfosat je
v tabulce 1 uvedena hodnota fg@ro dafnie 134 mg/l. Miplomové praci byla zjisténa
hodnota EGo > 100 mg/l.

U fas byla pozorovana vys$i inhibice u komeréné vyrabéného Roundupu nez u cistého
glyfosatu. Pro klasifikaci latky se pouziva Natizeni komise (EU) ¢. 286/2011 (novela natizeni
CLP), ¢cast 4: Nebezpecnost pro zivotni prostiedi, kritéria dle tabulky 4.1.0. Podk této tabulky
by byl Roundup zatazen do kategorie Akutni toxicita 1, jelikoz je vysledek testu pro fasy mensi

nez 1 mg/l.
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