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Metody zkouseni vlastnosti, latek a pfipravki, nebezpecnych pro zivotni prostiedi, popsané v této pfiloze vyhlasky
MZP, jsou shodné s obdobnymi metodami stanovenymi piilohou smérnice Komise ES &. 87/302/EHS a piilohou
smérnice Komise ES ¢. 92/69/EHS. Souvztaznost metod je nasledujici:

Oznaceni metody podle prilohy | Oznaceni metody podle ptilohy
k vyhlasce MZP smérnice ES 92/69/ES
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Metody pievzaté z ptilohy smérnice 87/302/EHS nejsou v této piiloze ¢iselnym kdédem oznaceny.

Poznémka:

Pokud pro stanoveni vlastnosti existuje platny ¢esky pravni nebo technicky piedpis (napt. CSN) vyhovujici obecnym
podminkam provedeni zkousky podle vyhlasky MZP, je mozné postupovat pii zkouseni podle tohoto piedpisu. Tato
skute¢nost musi byt uvedena do protokolu o zkouSce. Na vyzadani musi zkusebni laboratof dolozit, Ze ji pouzity
postup mé&feni poskytuje shodné vysledky s postupem podle vyhlasky MZP.
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AKUTNI TOXICITA PRO RYBY
METODA
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Ugelem této zkousky je urit akuti letélni toxicitu latek pro sladkovodni ryby. Aby se co nejvice
usnadnil vybér nejvhodnéjsi zkuSebni metody (statické, semistatické nebo pritokové) a zajistily se
dostatecné konstantni koncentrace zkousené latky po celou dobu experimentu, je nutné mit v co
nejuplnéjsi mife k dispozici udaje o rozpustnosti latky ve vod€, o tenzi pary, o chemické stabilité, o
disociacni konstant¢ a o biologické rozlozitelnosti zkoumané latky.

Jak pfi planovani tak i pfi interpretaci vysledkd je tfeba brat v uvahu dalsi potfebné udaje (napf.
strukturni vzorec, stupen Cistoty, druh a procentualni podil vyznamnych neéistot, pfitomnost a
mnozstvi aditiv, jakoZ i rozdélovaci koeficient n - oktanol/voda).

DEFINICE A JEDNOTKY

Akutni toxicitou se rozumi zjevny nezadouci uéinek, ktery v organismu vyvola b&hem kratké doby
pusobeni (fddové dny) dana latka. Pfi této zkouSce se vyjadiuje akutni toxicita jako stfedni letalni
koncentrace (LCso); to je takova koncentrace latky ve vodé, ktera béhem trvalé expozice po uréitou
dobu usmrti 50 % jedinct zkusebni skupiny ryb.

Koncetrace zkousené latky se udavaji jako hmotnost na objem (mg.I"t). Mohou se také vyjadfit ve
hmotnostnich podilech (mg.kg™?).

REFERENCNi LATKY

Aby se prokdzalo, ze se reakce zkuSebnich druhidl ryb za experimentalnich podminek v laboratofi
podstatné nezménila, je mozné provést kontrolni zkousku s referencni latkou.

Referencni latky nejsou pro tuto zkousku stanoveny.

PRINCIP METODY

Aby se prokazalo, Ze LCs je vyS$$i neZz 100 mg.I* miize se provést limitni zkouska. Ryby se vystavi
G¢inku riznych koncentraci studované latky piidané do vody po dobu 96 hodin. Uhyny se zjistuji
nejméné kazdych 24 hodin a pokud je to mozné, vypoctou se pii kazdém pozorovani také
koncentrace, které usmrti 50 % ryb (LCso)

KRITERIA KVALITY

Kritéria kvality se vztahuji na limitni zkousku i na Gplnou zkousku.

Uhyn v kontrolnich skupindch nesmi piesiahnout 10 % (nebo jednu rybu, pokud se pouzije skupina
mensi nez deset jedincit) az do konce zkousky.

Koncentrace rozpusténého kysliku se musi udrzet na 60 % hodnot nasyceni vzduchem.

Koncentrace zkousenych latek by neméla poklesnout pod 80 % piivodnich koncentraci po celou dobu
trvani zkousky.

U latek, které se lehce rozpoustéji ve zkuSebnim médiu a davaji stabilni roztoky (netékaji,
nerozkladaji se, nehydrolyzuji se ¢i se neadsorbuji) se pocateéni koncentrace muze pokladal za
ekvivalentni s nominalni koncentraci. To, Ze se koncentrace udrzela na urcité trovni po celou dobu
zkousky a Ze kritéria kvality byla dodrZzena musi byt dokladovano.

Pro latky, které jsou:

M slabé rozpustné ve zkuSebnim médiu, nebo

(if)  schopné vytvaiet stabilni emulze nebo disperze, nebo

(iii)  nestabilni ve vodnych roztocich,

musi byt pocatecni koncentrace brana jako koncentrace namétend na zacatku zkousky. Koncentrace
musi byt stanovovana po urc¢itém obdobi jejiho ustdleni, ale pfed vlozenim ryb.

Za Ucelem stanoveni aktualni expozi¢ni koncentrace a kontroly dodrzeni kritérii kvality se musi ve
vSech ptfipadech provadét dalsi meéteni koncentrace béhem zkousky.

pH by se nemélo zménit o vice nez o 1 jednotku.
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POPIS METODY

Zkouska miZe byt provedena jednou ze tii metod:

Statickd metoda: Zkouska, pii které zkouseny roztok neprotéka. (Roztoky se neméni beéhem
celé doby trvani zkousky.)

Semistaticka metoda:  Zkouska bez pritoku zkouseného roztoku, ale s jeho pravidelnou obménou
po delsich ¢asovych tsecich (napi. po 24 hodinach).

Pritokova metoda: Zkouska toxicity, pfi niz se voda ve zkusebnich nadobach neustale obménuje,
pfi¢emz studovana latka se pfivadi s vodou pro obnovu zkuSebniho média

Cinidla

Roztoky zkouSenych latek

Zékladni roztoky pozadované sily jsou pfipravovany rozpusténim latky v deionizované vodé nebo ve
vodeé podle odstavce 1.6.1.2

Zvolené koncentrace jsou pfipravovany ziedénim zékladniho roztoku. KdyZ jsou zkouSeny vysoké
koncentrace latky, 1ze tuto latku ptimo nafedit na potfebnou koncentraci.

Latky by mély byt zkouSeny az do hranice jejich rozpustnosti. U nékterych latek (napi. s nizkou
rozpustnosti ve vodé nebo vysokym Pow, nebo spise tvoticich stabilni disperze nez pravé roztoky ve
vodé ) je mozné provést zkousku pii koncentraci vysSi nez je hranice rozpustnosti, abychom si
zajistili, Ze bude dosaZzena maximalni rozpustné/stabilni koncentrace. Je oviem nutné, aby tato
koncentrace jinak nenaruSovala zkusebni systém (napf. vytvofenim filmu na hladiné branicimu
okysli¢eni vody, atd).

Pro piipravu zékladnich roztoku latek s nizkou rozpustnosti ve vodé se mohou pouzit ultrazvukova
dispergace, organicka rozpoustédla ¢i emulgaéni latky. Kdyz jsou pouzity pomocné latky mély by
vdechny zkouSené vzorky a koncentrace, véetné kontrol, obsahovat téchto latek stejné mnozstvi.
Koncentrace pomocnych latek by méla byt minimalni a v zddném piipadé by neméla piesahnout 100
mg.I"! zkouSeného média.

Zkouska by se méla provadét bez korekei pH. Dochazi-li k vyrazné zméné pH, doporucuje se provést
znovu zkouSku s korekei pH a vysledky zaznamenat.

V téchto ptipadech by méla byt hodnota pH zakladniho roztoku ptizpisobena pH rozpoustédla (vody);
pokud neexistuji specifické divody tak neucinit . Pfednost se dava pouziti HCl a NaOH. Ptizpasobeni
pH nesmi ovlivnit vyznamné koncentraci zkousené latky v zakladnim roztoku. Vznik chemické reakce
nebo fyzikalni precipitace ve zkuSebnim médiu jako nasledek pfizptisobeni pH se musi zaznamenat.

Voda pro chov ryb a ziedovdni

Je mozné pouzivat pitnou vodu (nekontaminovanou skodlivymi koncentracemi chloru, tézkych kovt
nebo jinych latek), kvalitni pfirodni vodu nebo upravenou vodu (viz pfiloha 1). Nejlépe se hodi voda o
celkové tvrdosti od 10 do 250 mg.I? (vztazeno na CaCOg3) a pH od 6,0 do 8,5.

Pristroje

Vsechny piistroje musi byt z chemicky inertniho materialu:

- zafizeni pro automatické zfed’ovani (pro pritokovou metodu),
- pfistroj pro méfeni koncentrace kysliku,

- pfistroj pro stanoveni tvrdosti vody,

- pfistroj pro méfeni teploty,

- pfistroj pro méfeni pH

Pokusné ryby

Ryby by mély byt zdravé a bez zjevnych malformaci.

Pouzity druh by mél byt zvolen dle praktickych kritérii jako je jejich dostupnost po cely rok, snadny
chov, vhodnost pro zkouSeni, relativni citlivost k chemickym latkém a jakékoliv dalsi vyznamné
ekonomické a biologické faktory Také by mél byt brat ohled na potiebu srovnatelnosti ziskanych dat a
na mezinarodni spolupraci (1) pfi volbé pouzivaného druhu ryb.

Seznam doporucenych druhd ryb pro provadéni zkousek je uveden v ptiloze 2; preferovanymi druhy
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jsou danio pruhované a pstruh duhovy.

Chov
Je tieba, aby ryby pochazely pokud mozno z jednoho chovu a byly pfiblizné stejné délky a stejného
stari. Nejméné 12 dni je tfeba je chovat v téchto podminkach:

Néadoby:

‘‘‘‘‘‘

teplé vodé nadoby o minimalnim obsahu 100 L.

Pocet ryb (obsadka):
Podle metody (recirkula¢ni nebo pritokové zafizeni) a druhu ryb,

Voda:
Viz1.6.1.1

Osvétleni
12 az 16 hodin svétla denné

Koncentrace rozpusténého kysliku
Nejméné 80 % hodnoty nasyceni vzdusnym kyslikem

Krmeni
Ttikrat tydné nebo jednou denné; vysazeni krmeni 24 hodin pfed zacatkem experimentu

Mortalita
Po aklimatiza¢ni dob¢ 48 hodin se sleduje mortalita a pouZivaji se tato kritéria:
- Uhyny ¢ini vice nez 10 % populace za 7 dni:
cela obsadka ryb se musi vyfadit;
- Uhyny ¢ini 5 az 10 % populace:
dobu chovu je tfeba prodlouzit o dal§ich 7 dni. Pokud nedojde k dal§im pfipadiim uhynu, je rybi
obsadka pro zkousku pouZitelnd, jinak nikoli;
- Uhyny ¢ini méné nez 5 % populace:
rybi obsédka je pro zkouSku pouZzitelna.

Aklimatizace
Vsechny ryby je tfeba nasadit nejméné na 7 dna pred pouZitim pro zkouSku do vody stejné kvality a
stejné teploty, jaka se ma pouzivat pti zkousce.

Provedeni zkousky

Pred vlastni zkouskou je mozno provést zkousku predbéznou. Tato predbézna zkouska poskytuje

informace o rozsahu koncentraci pro vlastni zkousku.

Mimo zkousky s rtiznymi koncentracemi zkousené latky je tfeba provést kontrolni zkousky bez

zkousené latky a kontrolni zkousky s nosi¢em, pokud se néjaky pouzije, avsak bez zkousené latky

V zdvislosti na fyzikalnich a chemickych vlastnostech zkou3ené latky se zvoli staticky, semistaticky ¢i

pratokovy systém a dba se na dodrZeni kritérii kvality.

Ryby se exponuji zkouSené latce, jak je popsano déle:

Trvani: 96 hodin

Pocet jedinct : Nejméné 7 na kazdou koncentraci.

Nadrze: Vhodny objem vzhledem k doporuéenému poctu ryb (obsadce)

Pocet ryb: Jako nejvétsi mnozstvi ryb se ve statickém a semistatickém usporadani doporucuje 1,0 g.1?,
v prutokovém usporadani je mozné mnoZzstvi vetsi.

Koncentrace pti zkouSce: Nejméné 5 riznych koncentraci, které jsou odstupniovany cinitelem

nepfevysujicim 2,2 a které pokryvaji rozsah 0 % az 100 % mortality.



Voda: Viz 1. 6. 1. 2.

Osvétleni: 12 az 16 hodin svétla denné

Teplota: Podle druhu ryb (pfiloha 2), kolisajici v mezich = 1 °C pii kazdé jednotlivé zkousce.
Koncentrace rozpusténého kysliku: Ne nizsi nez 60 % hodnoty nasyceni vzdusnym kyslikem pii dané
teplote.

Krmeni: Zadné.

Ryby se kontroluji po prvnich 2 - 4 hodinach a dale nejméné kazdych 24 hodin. Ryby se povaZuji za
mrtvé, jestlize pti dotyku ocasni ploutve nedochazi k zadné reakci a nejsou-li patrné zadné dychaci
pohyby. Mrtvé ryby je tieba odstranit ihned jakmile se zpozoruji, a je tieba o tom ucinit zdznam.
Zaznamenavaji se vSechny zjevné abnormality (napf. ztrata rovnovahy, zmény v plavani v dychaci
funkci v pigmentaci atd.). .

Mg¢teni pH, obsahu rozpusténého kysliku a teploty je nutné provadét denné.

Limitni zkouska

S vyuzitim postupl popsanych v této metodice se mize provést limitni zkouska pii koncentraci 100
mg.I" za Gi¢elem prokazani skutecnosti, Ze LCso je VyS$§i neZ tato koncentrace.

Jestlize je povaha zkousené latky takova, Ze nelze ve vodé dosahnout koncentrace 100 mg.1%, méla by
byt provedena limitni zkouska pfi koncentraci odpovidajici rozpustnosti této latky v pouzitém médiu
(nebo pii maximalni koncentraci, kdy latka vytvaii stabilni disperzi) (viz také bod 1.6. 1. 1).

Limitni zkouska by méla byt provadéna na 7 az 10 rybach a pfi stejném poctu ryb v kontrolach. (Podle
binomické teorie pouziti 10 ryb s nulovym thynem znamena 99,9 % pravdépodobnost, ze LCso je
vétsi nez 100 mg.It. Zadny uhyn ve zkouskach na 7, 8 nebo 9 rybach znamena nejméné 99 %
pravdépodobnost, ze LCsp je vEtsi nez koncentrace pouzita v limitni zkousce.

Jestlize dojde k thynim, musi se provést tplné zkouseni. Jsou-li pozorovany subletalni G&inky, musi
byt zaznamenany.

UDAJE A VYHODNOCENI

Na pravdépodobnostni lognormalni papir se pro kazdou doporucenou a skute¢né provétrovanou délku
expozice (24, 48, 72 a 96 hodin) vynese Uhyn proti koncentraci.

Pokud je to mozné, mélo by se pro kazdou délku expozice stanovit LCsq a hranice spolehlivosti (p =
0,05). Tyto hodnoty se zaokrouhli na jedno, pfipadné dvé desetinnd mista.

V piipadech, kdy je tihel stoupani kiivky zavislosti procenta thynl na koncentraci latky pfilis strmy a
hodnoty LCsp nelze vypoditat, sta¢i graficky odhad téchto hodnot.

Kdyz dvé po sobé jdouci koncentrace odlisené ¢initelem 2,2 vyvolavaji tthyn 0 a 100 % je ziejmé, ze
LCso se nachazi mezi témito hodnotami.

Pokud neni mozné udrzet stabilitu nebo homogenitu studované latky, je tfeba to zminit ve zpravé z
experimentu a interpretace vysadkt by méla byt opatrna.

ZAVERECNA ZPRAVA

Pokud je to mozné, obsahuje zavérecna zprava nasledujici informace:

- udaje o pouzitych rybach (védecky nazev, kmen, dodavatel nebo zdroj odbéru, predchozi osetiena
velikost a pocet pii jednotlivych koncentracich pfi experimentu),

- ulatek s malou rozpustnosti ve vodé¢ udaj o metod¢ pfipravy zakladnich a zkusebnich roztokd,

- koncentrace viech pomocnych latek,

- prehled pouzitych koncentraci a veskeré informace, které jsou k dispozici o stabilité¢ zkousené
latky pti pouzitych koncentracich,

- pfi provadéni chemickych analyz udaje o pouzitych metodach a vysledky,

- vysledek limitni zkousky, pokud byla provedena,

- davody pro volbu a podrobnosti provedeni zkousky (napf. trvani zkousky, statické nebo
semistatické uspotradani, rychlost davkovani, pritokova rychlost, zda byla voda provzdusnovana;
pocet ryb, atd.),

- popis zkusebniho zatizenti,

- svételny rezim,



- koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota roztoku pfi zkousce kazdych 24 hodin,

- dikaz, ze byla splnéna kritéria kvality,

- tabulka kumulativnich uhynG pifi kazdé koncentrace a pii kontrolni zkousSce (pfipadné i pfi
kontrolni zkousce s nosi¢em) pii kazdé z doporu¢enych dob pozorovani,

- grafické znazornéni kiivky zavislosti u€inku na koncentraci na konci zkousky,

- hodnoty LCso pti kazdé z doporucenych dob pozorovani (pokud mozno s 95% mezi spolehlivosti),

- pouzité statistické metody stanoveni hodnot LCsp,

- pfi pouziti referencni latky udaj o vysledcich zkousky s touto latkou,

- nejvyssi koncentrace bez thynu ryb po dobu zkousky,

v
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Upravena voda

Priklad vhodné zredovaci vody

Vsechny chemikalie musi byt analytické Cistoty.

Voda musi byt kvalitni destilovana nebo deionizovana s vodivosti mensi nez 5 uS.cm™.
Destila¢ni piistroj nesmi obsahovat zadné médéné casti.

Zakladni roztoky:

CaCl, . 2H,0 - dihydrat chloridu vapenatého 11,76 g
Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.
MgSOs. 7H20 - heptahydrat siranu hofecnatého 4,93 ¢
Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.
NaHCO:s - hydrogenuhli¢itan sodny 2,59¢
Rozpusti se ve vode¢ a doplni se vodou na 1 litr.
KCI - chlorid draselny 0,23 g

Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.

Upravena zired'ovaci voda

Smisi se po 25 ml v8ech ¢étyt vykladnich roztokd a doplni vodou na 1 litr.

Provzdusiuje se tak dlouho, az koncentrace rozpusténého kysliku odpovida koncentraci nasyceni
vzdusnym kyslikem.

Hodnota pH musi ¢init 7,8 £ 0,2.

Pokud je tfeba, upravi se pH pomoci NaOH (hydroxidem sodnym) nebo HCI (kyselinou
chlorovodikovou).

Tato zfed’'ovaci voda se necha 12 hodin stat bez dalsiho provzdusiovani.

Uhrn iontd Ca a Mg v tomto roztoku &ini 2,5 mmol.1I". Pomér ionti Ca : Mg &ini 4 : 1 a pomér ionti
Na : K ¢&ini 10 : 1. Celkov4 alkalita tohoto roztoku &ini 0,8 mmol.I"%.

Odchylnd piiprava zied'ovaci vody nesmi zménit sloZeni ani vlastnosti vody.

PRILOHA 2

Druhy ryb doporucené pro zkousku

Doporuceny druh Doporuceny rozsah Doporucena celkova
teplot pii zkousce (°C) délka ryb (cm)

Brachydanio rerio (Teleostei, Cyprinidae)
(Hamilton - Buchanan) 20az 24 3,0+£05
Danio pruhované
Pimephales promelas (Teleostei, Cyprinidae) 20 az 24 50+£2,0
Cyprinus carpio (Teleostei Cyprinidae) (Linne
1758) 20az 24 6,0+£2,0
Kapr
Oryzias latipes (Teleostei,Poeciliidae) (Schlegel
1850) 20az 24 30+£1,0
Halancik japonsky
Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae)
(Peters 1859) 20az 24 30+£1,0

Zivorodka duhova (gupka)

Lepomis macrochirus (Teleostei,
Centrarchidae) (Linne 1758) 20az24 50+£2,0
Sluneénice modra




Salmo gairdneri (Teleostei, Salmonidae)
(Richardson 1836) 13az17 6,0+2,0
Pstruh (americky duhovy)

Leuciscus idus (Teleostei, Cyprinidae) (Linne
1758) 20az 24 6,0+2,0
Jelec jesen

Ziskavani

Vyse uvedené druhy ryb lze snadno chovat a/nebo jsou po cely rok lehce dostupné. Daji se chovat v
zafizenich pro chov ryb nebo v laboratofi za podminek kontroly nemoci a parazitli, takze jsou zdravé a
znamého ptvodu.

Tyto druhy ryb lze ziskat v mnoha ¢astech svéta.

PRILOHA 3

Priklad k¥ivky zavislosti mortality na koncentraci
Priklad stanoveni LCsg na pravdépodobnostnim papite
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AKUTNI TOXICITA PRO DAFNIE
METODA

UvoD

Utelem této zkousky je stanovat stiedni u¢innou koncentraci zkouSené latky pro mobilizaci (ECso)
dafnii ve sladkovodnim prostiedi. Pfed zacatkem experimentu je tfeba mit v co nejuplnéjsi mife k
dispozici udaje o rozpustnosti latky ve vod¢, o tenzi pary, o chemické stabilité, o disociacni kontant¢ a
o0 biologické rozlozitelnosti zkouSené latky.

Jak pfi planovani, tak i pfi interpretaci vysledkt zkouSek je tfeba brat v tivahu dalsi udaje, jako napft.
strukturni vzorec, stupenl Cistoty, druh a procentudlni podil vyznamnych necistot, pfitomnost a
mnozstvi piidavnych latek, jakoz i rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda.

DEFINICE A JEDNOTKY

Pozadavek ptedpisti na stanoveni LCso pro dafnie se napliiuje stanovenim ECsp, jak je popséno v této
zku§ebni metode.

Ve smyslu této zkuSebni metody se rozumi akutni toxicitou imobilizace dafnii stfedni efektivni
(a¢innou) koncentraci (ECsp). Je to takova koncentrace (vztazeno na vychozi koncentraci), ktera
imobilizuje 50 % dafinii zkusebni skupiny béhem doby plsobeni (doby expozice).

Neschopnost plavani - imobilizace

Za neschopné plavani se povazuji ty dafnie, které po lehkém pohybu experimentalni nadobou
nevykazuji béhem 15 sekund zadné plavaci pohyby.

Veskeré koncentrace zkouSené latky se vyjadiuji jako hmotnost na objevy (mg.1™) nebo hmotnost na
hmotnost (mg.kg™-

REFERENCNi LATKY

Aby se prokazalo, ze se reakce zkuSebnich dafnii za experimentdlnich podminek v laboratofi
podstatné nezménila je mozné provést kontrolni zkousku s referenéni latkou.

Referencni latky nejsou pro tuto zkousku stanoveny.

Souhrn vysledki okruzniho testu laboratofi EHS s pouzitim 4 riznych latek je uveden v ptiloze 2.

PRINCIP METODY

Aby se prokazalo, Ze ECs je vy3$i nez 100 mg.I"2, miZe se provést limitni zkouska. Dafnie se vystavi
na 48 hodin G¢inku zkou$ené latky ptidané v riznych koncentracich do vody. PouZije-li se doba
kratsi, zdivodni se ve zprave.

Za jinak stejnych experimentalnich podminek a v odpovidajicim rozmezi zkouSenych koncentraci
pusobi rizné koncentrace dané zkouSené latky na schopnost plavani dafnii rozdilng. Pfi riznych
koncentracich se pak po uplynuti zkusebni doby objevi vzdy urcité procentudlni podily dafnii
neschopnych plavani. Koncentrace zpusobujici neschopnost plavani u 0 % resp. 100 % se ziskaji
pfimo pozorovanim, zatimco hodnota ECso pro 48 hodin se ziska, pokud je to mozné, vypoctem.

Pii této metodé se pouziva staticky postup. Experimentalni roztoky se tedy b&hem doby expozice
neobnovuji.

KRITERIA KVALITY

Kritéria kvality se vztahuji na limitni i Gplnou zkousku.

Imobilizace v kontrolnich skupinach nesmi piesahnout 10 % na konci zkousky.

Dafnie v kontrolnich skupinach nesmi byt zachyceny na povrchu vody.

Je Zadouci, aby koncentrace rozpusténého kysliku ve zkusebnich nadobéch ziistala vy3si nez 3 mg.l*
po celou dobu zkousky. Za Zadnych okolnosti nesmi poklesnout pod 2 mg.I2.

Koncentrace zkousenych latek by se méla udrzet v rozmezi 80 % puvodnich koncentraci po celou
dobu trvani zkousky.

U latek, které se lehce rozpoustéji ve zkuSebnim médiu a dévaji stabilni roztoky (netékaji,
nerozkladaji se, nehydrolyzuji ¢i se neadsorbuji), se pocatecni koncentrace mize pokladat za
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ekvivalentni nominalni koncentraci. To, Ze se koncentrace udrzela na ur¢ité urovni po celou dobu
zkousky a Ze kritéria kvality byla dodrzena musi byt dokladovano.

Pro latky, které jsou:

(i) slabé rozpustné ve zkusebnim médiu, nebo

(if)  schopné vytvaret stabilni emulze nebo disperze, nebo

(iii)  nestabilni vodné roztoky,

musi byt pocatecni koncentrace brana jako koncentrace naméfend na zacatku zkousky. Koncentrace
musi byt stanovovana po uréitém obdobi ustaleni, ale pfed vnesenim dafnii.

Ve vsech pripadech se musi provadi dal$i méfeni koncentrace béhem zkousky za uéelem stanoveni
aktualni expozi¢ni koncentrace a kontroly dodrzeni kritérii kvality.

pH by se nemélo zménit o vice nez 1 jednotku.

POPIS METODY
Cinidla

Roztoky zkouSenych latek

Zakladni roztoky v poZzadovanych koncentracich se piepravi rozpu$ténim zkousené latky v
deionizované vodé nebo ve vod¢ podle bodu 1. 6. 1. 2.

Zvolené zkousené koncentrace se pripravi zfedénim zakladniho roztoku. Kdyz se zkouseji vysoké
koncentrace, latka se mize rozpustit pfimo ve vode¢.

Latky by mé&ly byt zkouseny az do hranice jejich rozpustnosti. U né&kterych latek (napf. s nizkou
rozpustnosti ve vodé, nebo vysokym Pow nebo spiSe tvoficich stabilni disperze nez pravé roztoky ve
vod¢) je mozné provést zkousku pii koncentraci vyS$§i nez je hranice rozpustnosti, abychom si zajistili,
Ze bude dosazena maximalni rozpustna/stabilni koncentrace. Je ovSem nutné, aby tato koncentrace
jinak nenarusovala systém (napf. vytvofenim filmu na hladin€ branicim okysli¢eni vody, atd).

Pro pfipravu zékladnich roztoku latek s nizkou rozpustnosti ve vodé se mohou pouzit ultrazvukova
dispergace, organicka rozpoustédla ¢i emulgacni latky. Kdyz jsou pouzity pomocné latky mély by
v8echny zkouSené vzorky a koncentrace, véetné kontrol obsahovat téchto latek stejné mnozstvi.
Koncentrace pomocnych latek by méla byt minimalni a v zddném piipadé by neméla piesahnout 100
mg.I"! zkouSeného média.

Zkouska by se méla provadét bez korekci pH. Dochazi-li k vyrazné zméné pH, doporucuje se provést
znovu zkou3ku s korekci pH a vysledky zaznamenat. V t&chto pfipadech by méla byt hodnota pH
zakladniho roztoku prizptisobena pH rozpoustédla (vody), pokud neexistuji specifické divody tak
neucinit. Pfednost se dava pouziti HCl a NaOH. Pfizpisobeni pH nesmi ovlivnit vyznamné
koncentraci zkouSené latky v zakladnim roztoku. Vznik chemické reakce nebo fyzikalni precipitace ve
zkusebnim médiu jako nasledek pfizpisobeni pH se musi zaznamenat.

Voda pro kultivaci a zied'ovani

Pro tuto zkouSku je mozné pouzivat kazdou vodu vhodnou ke kultivaci dafnii, at’ je to pfirodni nebo
upravena voda (viz pfiloha 1, literatura (2): ISO 6341)

Aby nebylo nutné aklimatizovat dafnie na experimentalni podminky, doporucuje se pro kultivaci
pouzivat stejnou vodu jako pro zkousku.

Pristroje

Pouzivaji se obvyklé piistroje a vybaveni experimentalnich pracovist. Casti, které piichazeji do styku

se zkouSenymi roztoky maji byt nejlépe celé ze skla:

- pfistroj pro méfeni koncentrace kysliku (s mikroelektrodou, nebo jiny vhodny pfistroj na méfeni
koncentrace rozpusténého kysliku v malych vzorcich),

- pfistroj pro méfeni teploty,

- pH metr,

- pfistroj pro stanoveni tvrdosti vody.

Pokusné organismy
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Prednost se dava druhu Daphnia magna. Povolen je také druh Daphnia pulex. Jedinci musi byt na
zacatku zkousky mladsi nez 24 hodin, laboratorné odchovani, bez zjevnych nemoci, zndmého pivodu
(napt. chov - pfedchozi OSetieni, ; manipulace).

Provedeni zkousky

Pted vlastni zkouskou je mozné provést predbéznou zkousku. Touto predbéznou zkouskou se zjistuji
informace o rozsahu koncentraci, které je mozné pouzit ve vlastni zkousce.

Mimo zkouzky s riznymi koncentracemi zkousené latky je tieba provést kontrolni zkousku bez
zkousené latky a kontrolni zkousku s nosi¢em, pokud se néjaky pti zkouseni pouziva.

Dafnie se exponuji zkouSené latce, jak je popsano dale:

Doba:
Nejlépe 48 hodin.

Pocet jedincu:
Nejméné 20 na kazdou koncentraci, nejlépe rozdélené ve 4 skupinach po 5 dafniich nebo ve 2
skupinéach po 10 dafniich.

MnozZstvi média:
Nejméné 2 ml zkuSebniho roztoku na 1 dafnii.

Koncentrace pri zkousce:

Zkusebni roztok je tfeba pfipravit bezprostfedné pied nasazenim dafnii, pokud mozno jen s vodou
jako jedinymi rozpoustédlem. Koncentrace se pfipravi jako geometrickd fada s Cinitelem
nepievysujicim 2,2. Spolu s kontrolni zkouskou je tieba pouzit koncentrace, které dostacuji k vyvolani
0 % a 100 % neschopnosti plavani, jakoz i fadu koncentraci mezi témito hodnotami, umoziujici
vypocet hodnoty ECso pro 48 hodin

Voda: Viz 1. 6. 1. 2.
Svétlo: Zadouct je cyklus svétla a tmy.

Teplota: Teplota musi byt v rozmezi od 18 °C do 22 °C. Pro kazdou jednotlivou zkouSku mé v3ak
zustat konstantni v mezich + 1 °C.

Provzdusnovani: Zkusebni roztoky je tfeba provzdusiovat jen lehce. Nesmi byt provzdusnovany
probublavanim.

Krmeni : Zadné.

Na konci zkousky je tfeba stanovit pH a obsah rozpusténého kysliku pro kontrolni zkousky a pro
kazdou koncentraci. Hodnota pH zkuSebnich roztokti se nesmi zménit.

Téekavé sloucCeniny je tfeba zkouset v uzavienych nadobach naplnénych po okraj, dostate¢né velkych,
aby se vyloucil nedostatek kysliku.

Dafnie se pozoruji nejpozdéji po 24 hodinach a znovu po 48 hodinach expoziéni doby.

Limitni zkouSka

S vyuzitim postupli popsanych v této metodice se miize provadét limitni zkouska pii 100 mg. I za
ucéelem prokazani faktu, ze ECsp je vy3Si neZ tato koncentrace.

Jestlize je povaha zkouSené latky takova, Ze nelze doséhnout ve vodé koncentrace 100 mg.1" méla by
byt provedena limitni zkouska pfi koncentraci odpovidajici rozpustnosti této latky (nebo pfi
maximalni koncentraci, kdy latka vytvari stabilni disperzi v pouzitém médiu (viz také bod 1. 6. 1. 1).
Limitni zkouska by méla byt provadéna na 20 dafniich, rozdélenych do 4 skupin, se stejnym poétem v

kontrolni skuping. Jestlize dojde k imobilizaci, musi se provést Uplné zkouseni.



UDAJE A VYHODNOCENI

Neschopnost plavani pro kazdou koncentraci po 24 a 48 hodinach expozi¢ni doby se vynese na papir s
pravdépodobnostnim rastrem proti koncentraci. Body se propoji ptimkou. Odeéte se koncentrace,
kter& odpovida 50 %-nimu uéinku.

Pro kazdou dobu pozorovani se stanovi standardnimi metodami, pokud to dovoluji ziskané Udaje,
ECso a rozsah jeji spolehlivosti (P = 0,05) ; vysledky se zaokrouhluji na jedno nebo nejvyse na dvé
vyznamna mista ( ptiklad zaokrouhlovani na dvé& mista: 170 pro 173,5; 0,13 pro 0,127; 1,2 pro 1,21)
Pokud je pribeh kiivky zavislosti uc¢inku na koncentraci pro vypocet ECsp prili§ strmy, staci graficky
odhad této hodnoty.

Vyvolavaji-1i dvé po sobé nasledujici koncentrace, které se 1isi o ¢initele 2,2, neschopnost plavani 0 %
a 100 %, pak je to postadujicim prikazem toho, ze ECsq leZi v této oblasti.

Pokud se pozoruje, ze neni mozné zachovat stabilitu nebo homogenitu zkousené latky, je to tieba
uvést ve zprave z experimentu a piislusnym zptisobem to zohlednit pii interpretaci vysledkda.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zavére€na zprava ma, je-li to mozné, obsahovat:

- udaje o pouzitych organismech (védecky nazev, kmen, chovatel nebo zdroj odbéru, zachazeni pred
zkouskou, metoda odchovu véetné ptivodu, druh a mnozstvi potravy frekvence krment),

- pocet dafnii pouzitych pti kazdé zkuSebni koncentraci,

- prehled pouzitych koncentraci a veskeré informace, které jsou k dispozici o stabilit¢ zkousené
latky v pouzitych roztocich,

- popis experimentalnich nadob, objem piislusného zkuSebniho média, pocet jedinct na nadobu,

- pfi provadéni chemickych analyz udaj o pouzitych metodach a vysledky,

- metody popravy zakladnich a zkusebnich roztokti v piipadé zkouSeni ve vodé malo rozpustné
latky,

- koncentrace vSech nosi¢t (organicka rozpoustédla, dispergacni ¢inidla, apod.),

- poméry osvétleni,

- nejvyssi pouzita zkuSebni koncentrace, pii které v pribéhu zkousky nedo$lo k inhibici dafnii,

- tabulku kumulativni neschopnosti plavani pfi kontrolni zkousce, pfi kontrolnim zkousce s nosi¢em
a pii kazdé zkusebni koncentraci v doporuc¢enych intervalech pozorovani (24 hodin nebo 24 a 48
hodin),

- hodnoty ECsp v kazdém doporu¢eném intervalu pozorovani (pokud mozno s 95 % mezi
spolehlivosti),

- grafické znazornéni kiivky zavislosti u€inku na koncentraci na konci zkousky,

- je-li to mozné, stoupani a 95 % mez spolehlivosti

- pouzité statistické metody stanoveni hodnot ECsp,

- koncentrace rozpusténého kysliku, hodnoty pH, teplota v roztocich pii testu,

- pfi pouziti referencni latky udaj o vysledcich,

- dikaz, Ze byla splnéna kritéria kvality,

- popis vybaveni,

- vysledky limitniho zkousky.
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PRILOHA 1
Upravena voda
Priklad vhodné zredovaci vody (podle ISO 6341)
Vsechny chemikalie musi byt analytické Cistoty
Voda musi byt kvalitni destilovana nebo deionizovana s vodivosti mensi nez 5 uS.cm™.
Destilaéni pfistroj nesmi obsahovat zadné médéné ¢asti.

Zakladni roztoky:

CaCl,. 2H0 - dihydrat chloridu vapenatého. 11,76 ¢
Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.
MgSOs. 7H20 - heptahydrat siranu hofecnatého 4,939
Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.
NaHCOs3 - hydrogenuhli¢itan sodny 2,59¢
Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.
KCI - chlorid draselny 0,23¢g

Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.

Upravena zired'ovaci voda

Smisi se po 25 ml vSech Ctyt zakladnich roztokd a doplni se vodou na 1 litr. Provzdusiyje se tak
dlouho, az koncentrace rozpusténého kysliku odpovida koncentraci nasyceni vzdusnym kyslikem.
Hodnota pH musi ¢init 7,5 £ 0,2.

Pokud je tfeba, upravi se pH pomoci NaOH (hydroxidem sodnym) nebo HCI (kyselinou
chlorovodikovou).

Tato zfed’ovaci voda se necha 12 hodin stat bez dal$iho provzdusnovani.

Uhrn iontd Ca a Mg v tomto roztoku &ini 2,5 mmol.1I". Pomér ionti Ca : Mg &ini 4 : 1 a pomér ionti
Na : K ¢&ini 10 : 1. Celkové alkalita tohoto roztoku &ini 0,8 mmol.I"%.

Odchylna piiprava zied'ovaci vody nesmi zménit sloZeni ani vlastnosti vody.

PRILOHA 2
Souhrn vysledkit EEC kruhového testu provadéného v roce 1978 (2).

Upozornéni: u€elem tohoto kruhového testu bylo stanoveni ECso 24 hod.
Pouzité latky :

1) Dichroman draselny

2) Kyselina tetrapropylbenzensulfonova

3) Kyselina tetrapropylbenzensulfonova, sodna stl



4) Kyselina trichloro-2, 4, 5 - fenoxyoctova, draselna stl

. Pocet ucastnicich se ., o ECso 24 hod.
Latka laboratof Podet vysledka mg.I

1 46 129 15

2 36 108 27

3 31 84 27

4 32 72 770




Imobilizace v %

99

PRILOHA 3

Piiklad zavislosti procenta imobilizace dafnii na koncentraci zkouSené latky
Priklad stanoveni ECso s pouzitim log-probitového papiru
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ZKOUSKA INHIBICE RUSTU RAS
METODA

uUvoD

Cilem zkousky je urCeni vlivu latky na rist jednobunéénych zelenych fas. Relativné kratkodobé
pokusy (72 hodin) mohou byt pouZzity na zhodnoceni uc¢inkii na né€kolik generaci fas. Tato metoda
miZze byt upravena pro pouziti na nékolika druzich fas, pfic¢emz protokol o zkouSce musi obsahovat
popis metodiky.

Metoda je vhodna zejména pro stabilni latky rozpustné za podminek zkousky ve vode.

Metoda je pouZitelna pro latky, které piimo neinterferuji s méfenim rastu fas.

Pokud je to mozné, je zaddouci mit jeste pied zacatkem testu informace o rozpustnosti latky ve vodé, o
tenzi par, o chemické stabilité, o disociatnich konstantich a o biologické rozlozitelnosti
odbouratelnosti latky.

Jak pfi planovani zkousky, tak pfi interpretaci vysledkd by mély byt brany v uvahu dal$i informace
(napt. strukturni vzorec, stupenl Cistoty latky, podstata a procento znecisténi latky, pfitomnost a
mnozstvi aditiv, rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda).

DEFINICE A JEDNOTKY

Hustota buné¢k: pocet bunék na 1 ml.

Rist: zvySovani hustoty bun¢k béhem doby trvani zkousky.

Rychlost rustu: ptirtstek hustoty bunék za jednotku casu.

ECso: koncentrace zkouSené latky, kterd inhibuje rist bunék nebo snizuje rastovou rychlost o 50 % ve
srovnani s kontrolou.

NOEC (no observed effect concentration): je nejvyssi zkoumana koncentrace, pii které nedochazi k
zadnému statisticky zjistitelnému snizeni rstu nebo rustové rychlosti ve srovnani s kontrolou

REFERENCN{ LATKY

Referencni latka mtize byt pouzita jako prostfedek na ovéieni faktt, ze za laboratornich podminek
zkousky se citlivost zkuSebnich organizmti vyznamné nezménila.

Pouziti referenéni latky je nutné uvést do protokolu o zkousce. Jako referenéni latka mtze byt pouZit
dichroman draselny, ale jeho barva mize ovlivnit kvalitu a integritu svétla dostupného bunikam a také
spektrofotometrickd méfeni. Dichroman draselny byl pouZzit v mezindrodnich mezilaboratornich
zkouskach (viz.(3) a ptiloha 2).

PRINCIP METODY

Za Udelem prokazani, ze ECso je vy$§i nez 100 mg.l? je mozné provést limitni zkousku pii této
koncentraci.

Exponencielné rostouci kultury vybranych zelenych fas jsou vystaveny ucinku riznych koncentraci
zkouSené latky za definovanych podminek.

Zkou3ené roztoky se inkubuji 72 hodin, b&hen nichz se méfi hustota bunék v kazdém roztoku
pfinejmensim kazdych 24 hodin. Je stanovovana inhibice riistu ve vztahu ke kontrolni kultute

KRITERIA KVALITY

Kritéria kvality se vztahuji na limitni zkousku i na Gplnou zkousku.

Hustota bun¢k v kontrolnich kulturach by se méla zvysit pfinejmensim Sestnactkrat za 3 dny.
Koncentrace zkousenych latek by se méla udrzet v rozmezi 80 % pivodni koncentrace po celou dobu
trvani zkousky.

U latek, které se lehce rozpoustéji ve zkuSebnim médiu a davaji stabilni roztoky (netékaji,
nerozkladaji se, nehydrolyzuji ¢l adsorbuji), se pocatecni koncentrace miize pokladat za ekvivalentni s
nomindlni koncentraci. To, Ze se koncentrace udrzela na urcité trovni po celou dobu zkousky a ze
kritéria kvality byla dodrZena, musi byt dokladovano.

Pro latky, které jsou:

M slabé rozpustné ve zkusebnim médiu, nebo
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(if)  schopné vytvafet stabilni emulze nebo disperze, nebo

(iii)  nestabilni vodné roztoky,

musi byt pocatecni koncentrace brana jako koncentrace namétfena na zacatku zkousky. Koncentrace
musi byt stanovovana po jejim ustaleni.

Ve vSech pfipadech se musi provadét dalsi méfeni koncentrace béhem zkousky za ucelem stanoveni
aktualni expozi¢ni koncentrace a kontroly dodrzeni kritérii kvality.

Je zndmo, Ze podstatna ¢ast zkousené latky se mize béhem zkousky zabudovat do biomasy fas. Proto
by se za ucelem prokazani dodrzeni kritérii kvality mélo brat v uvahu jak mmnozstvi latky
inkorporované do biomasy fas, tak latka v roztoku (nebo, kdyz to neni technicky mozné zméfit, ve
vodnim sloupci). Protoze vSak stanoveni koncentrace latky v biomase fas mize predstavovat
technické obtize, dodrzeni kritérii kvality mtze byt prokdzano zméfenim nejvyssi koncentrace latky
ve zkuSebni nadobé& bez fas a stanovenim koncentrace v roztoku (nebo, jestlize to neni technicky
mozné, ve vodnim sloupci) na zac¢atku a na konci zkousky.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Reagencie

Roztoky zkouSenych latek

Zékladni roztoky pozadované sily jsou pfipravovany rozpusténim latky v deionizované vodé nebo
vodeé podle odstavee 1. 6. 1. 2.

Zvolené koncentrace jsou pfipravovany ptidanim odpovidajiciho mnozstvi latky k predkulturam fas
(viz ptiloha 1).

Latky by mély byt zkouSeny aZ do hranice jejich rozpustnosti. Abychom si zajistili, Ze bude dosaZena
maximalni rozpustna/stabilni koncentrace je mozné u nékterych latek (napf. s nizkou rozpustnosti ve
vodé, nebo vysokym Pow, nebo spiSe tvoficich stabilni disperze nez pravé rokoky ve vod¢) provést
zkouskcu pfi koncentraci vyssi neZ je hranice rozpustnosti. Je oviem nutné, aby tato koncentrace jinak
nenarusovala systém (napf. vytvorenim filmu na hladiné branicim okysliceni vody, atd).

Pro pfipravu zakladnich roztoku Iatek s nizkou rozpustnosti ve vodé se mohou pouzit ultrazvukova
dispergace, organicka rozpoustédla ¢i emulgaéni latky. KdyZ jsou pouzity pomocné latky mély by
vSechny zkousené vzorky a koncentrace, véetn¢ kontrol obsahovat téchto latek stejné mnozstvi.
Koncentrace pomocnych latek by méla byt minimalni a v zddném piipadé by neméla piesahnout 100
mg.I"! zkouSeného média.

Zkouska by se méla provadét bez korekci pH. Dochazi-li k vyrazné zméné pH, doporucuje se provést
znovu zkou$ku s korekei pH a vysledky zaznamenat.

V téchto ptipadech by méla byt hodnota pH zakladniho roztoku ptizptisobena pH rozpoustédla (vody),
pokud neexistuji specifické divody tak neucinit. Pfednost se dava pouziti HCI a NaOH. Ptizpasobeni
pH nesmi vyznamné ovlivnit koncentraci zkousené latky v zakladnim roztoku. Vznik chemické reakce
nebo fyzikalni precipitace ve zku$ebnim médiu jako nasledek ptizpiisobeni pH se musi zaznamenat.

ZkuSebni médium

Voda by méla byt kvalitni destilovana nebo deonizovana s vodivosti mensi nez 5 pS.cm™

Destila¢ni aparat nesmi obsahovat médeéné casti.

Doporucovano je nasledujici médium:

Pripravi se Ctyfi zasobni roztoky dle nasledujici tabulky. Tyto roztoky se sterilizuji memranovou
filtraci nebo autoklavovanim a skladuji se v temnu pfi 4 °C. Zasobni roztok ¢.4 by se mél sterilizovat
pouze membranovou filtraci. Redénim téchto roztokii se ziskaji konedné Zivné koncentrace
zkuSebnich roztoku.

Konecéné koncentrace
zkuSebnich roztoki

Ziviny Koncentrace zakladnich roztoki

Zasobni roztok ¢.1: makroZiviny
NH,CI 15¢.l? 15 mg.I?
MgCl; . 6H,0 1,2 g.l? 12 mg.I?
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CaCl; . 2H,0 1,8 g.l? 18 mg.I*
MgSOys . 7H,0 15g.l? 15 mg.I?
KH,PO, 0,16 g.I* 1,6 mg.I*
Zasobni roztok ¢.2: Fe - EDTA

FeCls . 6H,0 80 mg.I* 0,08 mg.I*
Na;EDTA . 2H,0 100 mg.I* 0,1 mg.I*
Zasobni roztok ¢.3: stopové prvky

H3BO; 185 mg.I* 0,185 mg.I*
MnCl; . 4H,0 415 mg.I*t 0,415 mg.I*?
ZnCl; 3mg.I?t 3.10°%mg.I*
CoCl, . 6H,0 1,5 mg.I? 1,5.10°% mg.I*
CuCl, . 2H,0 0, 01 mg.I* 1.10%mg.I*?
Na;MoOQy . 2H,0 7 mg.I* 7.10°mg.I*
Zasobni roztok ¢.4: NaHCOs

NaHCOs | 50 g.I* | 50 mg.I*

Po provzdusnéni by mélo mit Zivné médium hodnotu pH piiblizné 8.

Pristroje

- bézné laboratorni vybaveni.

- kultivacni baiikky o vhodném objemu (napi. Erlenmayerovy baitkky o objemu 250 ml se 100 ml
zkouseného roztoku). VSechny pouzivané baniky by mély byt identické co se tyCe materidlu a
rozméru.

- kultivaéni zafizeni: klimatizovana mistnost nebo box s teplotou 21 - 25 °C + 2 °C a stadlym
osvétlenim ve spektralnim rozsahu vinovych délek od 400 do 700 nm. Jestlize fasy v kontrolnich
kulturdch dosdhnou doporuéené rychlosti riistu, miizeme piedpokladat, ze podminky pro jejich
rust, véetné intenzity svétla jsou odpovidajici.

Pfi primérnych hladinach zkousenych roztokii se doporucuje pouzit svételnou intenzitu v rozmezi
60 - 120 uE.m™2. s (35 - 70 . 10*8 fotont , m? s%) p¥i méfeni vhodnym zafizenim v rozsahu 400 -
700 nm. Pti méfeni intenzity luxmetry je vyhovujici oblast 6000 - 10 000 Ix.

Této svételné intenzity ke dosahnout umisténim Ctyi az sedmi 30 W zafivek univerzalniho bilého
typu (barevna teplota ptiblizné 4 300 K) ve vzdalenosti 0,35 m od kultury fas.

- méfeni hustoty bun€k by se mélo provadét piimym pocitdnim zivych bunék, napi. pomoci
mikroskopu a pocitacich komurek. Za predpokladu dostatecné citlivosti a korelace s bun¢énou
hustotou mohou byt pouzity i dalSi postupy (fotometrie, turbidimetrie, ...).

Zkusebni organismy

Ptedpoklada se, ze pouzité druhy zelenych fas jsou rychle rostouci, vhodné pro kultivaci a zkouSeni.
Doporucovany jsou zejména nasledujici druhy:

- Selenastrum capricornutum, napi. ATCC 22662 nebo CCAP 278/4,

- Scenedesmus subspicatus, napi. 86, 81 SAG.

Poznamka:

ATCC = American Type Culture Collection (U.S.A)

CCAP = Culture Centra of Algae and Protozoa (U.K.)

SAG = Collection of algal culture (Géttingen, F.R.G.)

Pouziti jiného druhu fas musi byt uvedeno ve zprave.

Postup zkousky

Koncentra¢ni rozmezi, ve kterém je uCinky latek nejlépe zjistovat, se urci orientacni zkouskou.

Dva zpiisoby méfeni riistu (biomasa a rychlost ristu) mohou poskytovat zcela rozdilné miry inhibice
ristu; v orientacni vyhledavaci zkousce se pouziji oba, aby mohlo byt umoznéno se ubezpecit, Ze
geometricky rust koncentrace dovoli odhadnout jak ExCso tak Erso.

Pocatecni hustota bunék
Doporucuje se. aby pocatecni hustota bunék fasy Selenastrum capricornutum a vasy Scenedesmus




subspicatus ve zkuSebnich roztocich byla pfiblizng 10* bun&k ml™. PouZije-li se jiny druh fasy, méla
by byt pocate¢ni hustota biomasy srovnatelna.

Koncentrace zkouSené latky

Do zkoudky se nasazuje nejméné pét riznych koncentraci zkouSené latky v geometrické fadé s
pozorovatelny Uc¢inek na rust fas. Nejvyssi zkouSena koncentrace by méla omezit rlst ve srovnani s
kontrolni zkouskou nejméné o 50 %, nejlépe kdyZ zastavi rist zcela.

Opakovani a kontroly
Plan zkousky musi zahrnovat tfi opakovani kazdé zkusebni koncentrace, tfi kontroly a je-li pouZita
pomocna latka téz tfi kontroly s pfidavkem této latky. Je-li pro to divod, mize byt plan zkousky
upraven tak, Ze se pouZije vice koncentracnich Grovni a snizi se pocet opakovani zkousky v kazdé
nasazené koncentraci.

Provedeni zkoudky

Zkusebni roztoky o urcité koncentraci zkousené latky se pfipravi smichanim nafedéného mnozstvi
zasobniho roztoku zkousené latky s roztokem zivin, inokula a vody (viz ptiloha).

Kultivaéni baiiky se protiepaji a umisti se do kultivaéniho zafizeni. Rasové buiiky se udrzuji v suspens
ttepanim, michanim nebo probublavanim vzduchem, ¢imz se zlepSuje vyména plynii a zmensuji se
zmény pH zkuSebnich roztokt. Kultury se inkubuji pii teploté 21 - 25 °C udrzované s piesnosti + 2
°C.

Hustota bunék se v kazdé baice odecita nejméné po 24, 48 a 72 h po zahajeni zkousky. Pouziva-li se
k rnéfeni hustoty bunék jiné metody nez je jejich pfimé pocitani pouzije se jako srovnavaci vzorek
filtrovany fasovy roztok obsahujici pfislusnou koncentraci zkousené chemikalie.

pH se méfi na zacatku zkousky a po 72 hodinach.

Hodnota pH by se neméla béhem zkousky zménit vic jak o 1,5 jednotky.

ZkouSeni tekavych latek

V soucasné dobé neexistuje obecné piijatelny zpiisob zkouseni té€kavych latek. Je-li znamo, Ze méa
latka tendenci se snadno vypafovat, mohou byt pouzity uzaviené kultivani nadoby se zvétSenym
parnim prostorem. Pfi stanovovani objemu parniho prostoru kultivaénich ban€k se musi zohlednit
potteba odvodu CO; ze zkouseného roztoku. Byla navrzena fada variant této metody (4).

Mg¢la by byt vyvinuta snaha o stanoveni mnozstvi zkouSené latky, ktera v roztoku zistala. V kazdém
ptipadé by mély byt vysledky zkouseni tekavych latek v uzavienych systémech mimotadné opatrné.

Limitni zkouska

S vyuzitim postupll popsanych v této metodice se miiZe provadét limitni zkouska pii 100 mg.l? za
ucéelem prokazani skuteénosti, ze ECso je vy3Si nez tato koncentrace.

JestliZe je povaha zkousené latky takova Ze nelze ve vodé dosdhnout koncentrace 100 mg.I't, méla by
byt provedena limitni zkouska pfi koncentraci odpovidajici rozpustnosti této latky v pouzitém médiu
(nebo pii maximalni koncentraci, kdy latka vytvari stabilni dispersi) (viz také bod 1. 6. 1.1).

Limitni zkouska by méla byt provadéna minimalné ve tfech vzorcich se stejnym poctem kontrol.
Limitni zkouskou by mély byt stanoveny obé méfitka rustu (biomasa a rychlost ristu).

V piipadg, Ze se limitni zkouskou prokaze pokles rtstu biomasy nebo rychlosti ristu o 25 % a vice ve
srovnani s kontrolnimi vzorky, je nutné provést Gplné zkouseni.

DATA A VYHODNOCENI

Namgéfené hustoty bunék ve zkusebni kultufe a v kontrolach jsou spolu s poslusnymi koncentracemi a
sledovanymi parametry zapisovany do tabulek. Sestroji se rustova kiivka pro kazdou zkousSenou
koncentraci a kontrolu v podob¢ grafu stfedni hustoty bunék v zavislosti na ¢ase.

Vztah mezi koncentracia ti€¢inkem je stanovovan dvéma nasledujicimi postupy.

Nekteré latky mohou pii nizkych koncentracich simulovat riist. V uvahu by méla byt brana jenom data
indikujici inhibici mezi 0 a 100 %.
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SROVNAN{ PLOCH POD RUSTOVOU KRIVKOU
Plocha mezi ristovou kiivkou a vodorovnou ¢arou N = Np se vypocita podle nasledujici rovnice:

_ N, + N, — 2N Ny + N, —2N

A= N2.t1+ 1T ; St —t)+..+ ”‘1+2” = (ty —th )
kde je

A - plocha

No - pocet bunék . ml v &ase to (na pocatku zkousky)

N; - zméfena hustota bunék v Case ty,

Ni - zméfend hustota bunék v Case tn

t1 - doba prvniho méfeni od pocatku zkousky

tn - doba n-tého méfeni od pocatku zkousky

n - pocet mefeni od pocatku zkousky

Inhibice rastu v % (Ia) pro kazdou koncentraci zkousSené latky se vypocitd podle rovnice:

| =u.100

a
c

kde

A = plocha mezi ristovou kiivkou kontrolni zkousky a horizontalni linii N = Np,

A = plocha mezi ristovou kfivkou pfi koncentraci t a horizontalni linii N = N

Hodnoty l. se nanesou na semilogaritmicky nebo na semilogaritmicko-probitovy papir proti
jednotlivym koncentracim. Po vyneseni bodll na papir se tyto spoji od oka nebo vypoétenou regresni
primkou.

Hodnota ECso se odedita na pruseciku regresni ¢ary a rovnob&zky s osou x v bodé I.= 50 %. Abychom
tuto hodnotu oznadili jednoznaéné podle pouzité metody vyhodnoceni doporucuje se pouzit symbol
EpCso. Dulezité je, Zze hodnota EyCso je spojena s oznaenim piislu$né exposi¢ni doby tj. EpCso (0-
72h).

SROVNANi RYCHLOSTI RUSTU
Priamérna specificka rychlost ristu (1) pro exponencialné rostouci kultury se vypocte jako:

_InN; —InN,
tn - tO
kde to je Cas pocatku zkousky.

Procento inhibice specifické rychlosto rustu pii kazdé koncentraci zkousené latky (I) se vypocte
podle vzorce:

| = He "Mt 100

He
kde
Hc = pramérna specificka rychlost ristu kontrol,
Mt = primérna specificka rychlost riistu pii koncentraci t.
Snizeny pramérny rist v % ve srovnani s kontrolni hodnotou, pfi vSech koncentracich zkousené latky
se nanese proti logaritmu koncentrace. Z takto vzniklého grafického znazornéni lze odecist hodnoty
ECso. Pro ptesné oznaceni bodu ECsg zjisténého touto metodou se doporucuje pouzit symbol E;Cso.
Musi se uvést ¢asy pozorovani, tzn.. hodnoty vztazené k dobach 0 - 72 h se oznaéi symbolem E,Cs (0
- 72 h):
Poznamka : Specificka rychlost ristu je logaritmicky vyraz, nepatrné zmény rychlosti rstu mohou
odpovidat velkym zménam biomasy- Hodnoty E,C a E,C jsou proto numericky nesrovnatelné.

VYPOCET NOEC
Hodnota NOEC se stanovi vhodnou statistickou metodou pro mnohocetné srovnavani vzorka (napf.
analyza variance a Dunnettiv test) s vyuzitim jednotlivych hodnot ploch oblasti pod ristovymi



ktivkami A (viz bod 2. 1) nebo specifickych rychlosti ristu p (viz bod 2.2).

ZAVERECNA ZPRAVA
Ve zprave je dobré uvést, pokud mozno nasledujici tidaje:
- zkouSena latka: udaje o chemické identifikaci
- zkuSebni organismy: ptivod, laboratorni kultura, ¢islo kmene, metoda kultivace
- zkuSebni podminky:
- datum zahdjeni a ukonc¢eni zkousky, doba zkouseni
- teplota,
- sloZeni média,
- kultivacni zafizeni,
- hodnoty pH roztoku na pocatku a na konci zkousky (zméni-li se hodnota pH o vice nez 1,5
jednotky, mély by se uvést divody, pro¢ k tomu doslo),
- nosi¢ a metoda rozpousténi zkousené latky, koncentrace nosic¢e ve zkusebnich roztocich,
- intenzita a kvalita svétla,
- zkoumané koncentrace (méfené nebo nominalni).
- vysledky:
- koncentrace bunck v jednotlivych bankach v kazdé dobé méfeni, metoda méfeni koncentrace
bunék,
- pramérné hodnoty koncentrace bunék,
- rustové kiivky,
- grafické znazornéni vztahu koncentrace - ucinek,
- hodnoty EC a metoda vypoctu,
- NOEC,
- dalsi pozorované ucinky.
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PRILOHA 1
Priklad postupu pro kultivaci iras

Obecné

Uctelem kultivace dale popsanym postupem je ziskani fasovych kultur pro zkousky toxicity.

Metody pouzité k tomuto uCelu musi zaruéit, aby kultury fad nebyly infikovany bakteriemi (ISO
4833)

Za urcitych okolnosti mohou byt zaddouci i axenické kultury, avSak zdkladem jsou jednodruhové
kultury,

Aby nemohlo dojit ke kontaminaci bakteriemi a jinymi fasami, provadéji se vSechny pracovni kroky
za sterilnich podminek.

Postupy pfi ziskani Fasovych kultur

Priprava Zivnych roztoki (média)

Médium muize byt pripraveno zfedénim koncentrovanych zakladnich roztoka zivin.

K ziskani pevného média se pridava 0,8 % agaru. Pouzité médium by mélo byt sterilni. Sterilizace
autoklavem mize vést ke ztraté NHa.



Kmenova kultura

Kmenové kultury jsou malé kultury tas, které se pfenaseji pravidelné do Cestvého média. Slouzi jako
vychozi zkuSebni material. Nejsou-li kultury pravidelné pouzivany, vyoCkovavaji se na §ikmy agar a
pak se prenaseji nejméné jednou za dva mésice do Cerstvého média.

Kmenové kultury se péstuji v Erlenmayerovych bainkach obsahujicich vhodné mediurn (pfiblizné
objem 100 ml). Jsou-li fasy inkubovany pfi teploté 20 °C a stalém osvétleni musi se ptrenaset kazdy
tyden.

Pii preockovani se pfenese sterilni pipetou do banky s Cerstvym mediem takové mnozstvi ,,staré*
kultury, aby vychozi koncentrace ¢inila u rychle rostouciho druhu fas asi 1/100 koncentrace kultury
staré.

Rychlost rtistu daného druhu fas 1ze odecist z ristové kiivky. Z této rustové kiivky lze odhadnout
hustotu, pfi nizZ musi byt kultura pfenesena do cerstvého média. K tomu musi dojit pfed fazi odumirani
kultury.

Predkultura

Utelem piedkultur je poskytnout dostateéné mnoZstvi fas potiebnych pro naockovani zkusebnich
kultur. Pfedkultura se inkubuje za zkuSebnich podminek a pouzije se jesté béhem exponencialniho
rustu, to znamena obvykle po tfidenni inkubac¢ni lhuté. Obsahuji-li kultury fas deformované nebo
abnormalni bunky, musi se vyhodit.

PRILOHA 2
ISO 8692 - Kvalita vody - Rastova inhibiéni zkouska na sladkovodnich fasach Scenedesmus

subspicatus uvadi vysledky mezilaboratornich zkousek dichromanu draselného provedenych 16
laboratofemi.

Priméry ( mg.l™) Rozsah ( mg.I?%)
E,Cso (0 - 72 hod ) 0,34 0,60 - 1,03
ExCso (0 - 72 hod ) 0,53 0,20 - 0,75




STANOVENI SNADNE BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI
OBECNE UVAHY

UvoD

Je popsano Sest zkuSebnich metod, které umozZiuji vyhledavaci posouzeni snadné biologické
rozlozitelnosti chemickych latek v aerobnim vodnim prostredi.

(A) ubytek rozpusténého organického uhliku (DOC)

(B) Modifikovana vyhledavaci zkouska OECD - Gbytek DOC

(C)  Uvoltiovani oxidu uhli¢itého (CO2) (modifikovana Sturmova zkouska)

(D)  Manometricka respirometrie

(E)  Zkouska v uzavienych Iahvi¢kach

(F)  Zkouska MITI (Ministerstvo zahrani¢niho obchodu a primyslu - Japonsko)

Obecné a spolecné uvahy pro vSech Sest zkouSek Jsou uvedeny v ¢asti I metody. Specifické body
jednotlivych metod jsou uvedeny v &astech II az VII. Pfilohy obsahuji definice, vzorce a orientaéni
poznamky.

Mezilaboratorni srovnavaci pokus OECD, provedeny v roce 1988, ukazal, Ze uvedené metody
poskytuji shodné vysledky. V zavislosti na fyzikalnim charakteru zkouSené latky vSak mize byt v
daném piipad¢ nejvhodnéjsi urcitad konkrétni metoda.

VYBER VHODNE METODY

Pro volbu nejvyhodnéjsi metody jsou nezbytné informace o rozpustnosti, o tenzi par a o adsorpéni
charakteristice dané chemické latky. Pro vypocet teoretickych hodnot a ovéfeni naméfenych hodnot
parametrt, napi. TSK, TCO,, DOC, TOC, CHSK (viz pfilohy 1 a 2) je nutné znat chemickou
strukturu nebo vzorec.

ZkouSené chemické latky, jejichZ rozpustnost ve vodé &ini alespoii 100 mg.l?, je mozZné zkouset
v8emi metodami za ptedpokladu, Ze jsou netékavé a neadsorbuji se. Pro latky malo rozpustné ve vodg,
tékavé nebo adsorbovatelné jsou vhodné metody uvedeny v tabulce 1. Zptsob, kterym je tieba
zachazet s latkami malo rozpustnymi ve vod¢ a t€kavymi, je popsan v piiloze 3. Mirné t€kavé latky je
mozno zkouSet metodou ubytku DOC, pokud ve zkuSebnich nddobéach (které musi byt vhodné
uzavieny) existuje dostatecné velky prostor pro plyn. V tomto pfipadé musi byt provedena abioticka
kontrola pro podchyceni ptipadné fyzikalni ztraty.

Pro interpretaci ziskanych vysledki, zejména pokud jsou vysledky nizké nebo marginalni se vyzaduji
informace o Cistoté nebo relativnich podilech hlavnich slozek zkouSeného materialu.

Pro volbu vhodnych koncentraci pro zkousku mohou byt velmi uzitecné informace o toxicité
zkousené chemické latky pro bakterie (pfiloha 4). Tyto informace mohou mit zasadni vyznam pro
spravnou interpretaci nizkych hodnot biologického rozkladu.

Tabulka 1: Pouzitelnost zkuSebnich metod

Zkusebni metoda Analyticka : , Vhodntzst prro latky _
metoda malo rozpustné tékavé adsorbujici
IV-A DOC - - +/-
IV-B DOC - - +/-
IvV-C Respirometrie : + B +
vyvin CO;
IV-D Manometricka
respirometrie : + +/- +
vyvin CO;
IV-E Respirometrie :
rozpudtény kyslik - " "
IvV-F Respirometrie :
spotieba kysliku " - *
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REFERENCNI LATKY

Pro ovéfeni postupu se zkouseji soubézné se studovanou latkou referencéni chemické latky, které
spliiuji kritéria snadné biologické rozlozitelnosti.

Vhodnymi chemickymi latkami jsou anilin (Gerstvé ptedestilovany), octan sodny a benzoan sodny.
Tyto referencni chemické latky se uvedenymi metodami vSechny rozkladaji i kdyz se zamérné nepiida
Z4dné inokulum.

Bylo navrzeno hledat referencni chemickou latku, ktera by byla pohotové rozlozitelna, avSak
vyzadovala by pfidani inokula. Byl navrzen hydrogenftalat draselny. O této latce je tieba jeste ziskat
vice udajl, nez ji bude mozné piijmout jako referenéni latku.

V respirometrickych zkouskach mohou ptijem kysliku ovlivnit latky obsahujici dusik v dasledku
nitrifikace (viz ptilohy 2 a 5).

PRINCIP ZKUSEBNICH METOD

Roztok nebo suspenze zkouSené latky v mineralnim prostfedi se naockuje a inkubuje v aerobnich
podminkach v temnu nebo v difiznim svétle. Mnozstvi DOC piipadajici ve zkouseném roztoku na
Endogenni aktivita inokula se zohledni na zéklad¢ paralelni slepé zkousky s inokulem, avSak bez
zkousené latky. Pritom endogenni aktivita bunék v pfitomnosti zkouSené latky neodpovida piesné
aktivité v endogenni kontrolni zkousce. Za ucelem kontroly postupu se provadi soubézné zkouska s
referencni latkou.

Obecné feceno po rozkladu nasleduje stanoveni parametrl jako DOC, tvorba CO; a pfijem kysliku.
Mefeni se provadi v dostate¢né Castych intervalech, aby bylo mozné identifikovat zacatek a konec
biologického rozkladu .Méteni automatickymi respirometry je kontinualni. Nékdy se méfi doplikove
k jinému parametru DOC, avsak obvykle pouze na zacatku a na konce zkousky. Je rovnéz mozné
pouzit specifickou chemickou analyzu, kterou se vyhodnoti primarni rozklad zkouSené latky nebo se
stanovi koncentrace kteréhokoli vzniklého meziproduktu (ve zkousce MITI povinng).

Zkouska normalné trva 28 dni. Méfeni je v8ak mozné ukonéit pfed uplynutim 28 dni, tj. jakmile
ktivka biologického rozkladu dosahla na zakladé nejméné tfi stanoveni faze vodorovného prubéhu.
Meéfeni je také mozné prodlouzit i po 28 dnech, vyplyva-li z kiivky, Ze blologicky rozklad zacal,
avsak Ze v 28. den nebylo jesté dosazeno vodorovné ¢asti kiivky.

KRITERIA KVALITY

Reprodukovatelnost

Vzhledem k charakteru biologického rozkladu a smésnych populace bakterii pouzivanych jako
inokula je nutné provadét stanoveni nejméné dvojmo.

Je béznou zkusenosti, ze ¢im vy$§i je koncentrace mikroorganizmi pfidanych na pocéatku do
zkusebniho média, tim mensi jsou rozdily mezi replikovanymi méfenimi. Okruzni zkousky rovnéz
ukazaly, Ze mezi vysledky ziskanymi riznymi laboratofemi mohou byt velké rozdily, avsak u snadno
biologicky rozlozitelnych slou¢enin se obvykle dosahuje dobré shody.

Platnost zkousky

Zkouska se povaZuje za platnou, je-1i rozdil krajnich hodnot vysledku replikovanych méteni rozkladu
zkouSené latky na vodorovné Casti kiivky, bud’ na konci zkousky nebo na konci 100-denniho okénka,
podle toho, ktera z téchto eventualit pfichazi v uvahu, mensi nez 20 %, a dosahl-li procentualni stupen
rozkladu referen¢ni latky arovné snadné biologické rozlozitelnosti do 14 dni. Neni-li splnéna kterakoli
z téchto podminek, je nutné méfeni opakovat. Vzhledem k narocnosti metod neznamenaji nizké
hodnoty nutné, ze studovana latka neni v podminkach zivotniho prostfedi biologicky rozlozitelna, ale
ukazuji, Ze k zajisténi biologického rozkladu je tieba vice prace.

Jestlize ve zkouSce toxicity, zahrnujici jak studovanou latku, tak referen¢ni chemickou latku, doslo
béhem 14 dnti k méné nez 35 % rozkladu (na bazi DOC) nebo k méné nez 25 % rozkladu (na bazi
TSK nebo TCO,), je mozné zkousené chemickeé latky povazovat za inhibujici (viz také prilohu 4. Sérii
méfeni je tieba opakovat, pokud mozno s nizsi koncentraci studované chemické latky a (nebo) vyssi
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koncentraci inokula, avak ne s koncentraci vyssi nez 30 mg tuhych latek v litru.

VSEOBECNE POSTUPY A PRIPRAVY

Obecné podminky pro zkousky jsou piehledné uvedeny v tabulce 2. Aparatury a dalsi experimentalni
podminky, specifické pro jednotlivé metody, jsou popsany dale v kapitolach pro tyto prislusné
metody.

Zied’ovaci voda

Pouziva se deionizovana nebo destilovana voda, prosta inhibujicich koncentraci toxickych latek (napf.
Tontti Cu”. Voda smi obsahovat nejvyse 10 % obsahu organického uhliku, vneseného zkousenou
latkou. Aby se vyloudily vysoké hodnoty ve slepych pokusech je nutna vysoka éistota vody pro
zkousky. Ke kontaminaci miize dojit pfitomnymi neéistotami ze studované latky a z iontoménnych
pryskyfic a rozkladnymi latkami z bakterii a fas. Pro kazdou sérii méfeni je tfeba pouzivat pouze
jednu Sarzi vody, ktera byla pfedem piekontrolovana analyzou DOC. Tato kontrola neni nutna u
zkousky v uzavienych lahvickach, spotieba kysliku vodou vsak musi byt nizka.

Tabulka 2: Experimetalni podminky v jednotlivych zkouskach

Ubytek Uvolito- Manome- | Modifi- Uzaviené | Zkouska
DOC vani CO; tricka kovana lahvicky MITI (1)
. respiro- vyhleda-
Zkouska metrie vaci OECD
zkouska
C4.-A C4.-C C4.-D C4.-B C4.-E C4.F
Koncentrace
zkousené latky
mg.I 100 2-10 100
mg DOC. I 10-40 10-20 10-40
mg ThOD.I 50 - 100 5-10
Koncentrace <30 mg.I"t SL <0,5ml <0,5ml 30 mg.I*t
inokula nebo < 100 ml vytoku.l! sekund. vytoku.I? SL
vytoku.I?
(buiiky.1'%) (10 - 108) (109) (10%-10%) | (10- 109)
Koncentrace prvku
v minerélnim
mediu (mg.I?%)
P 116 11,6 29
N 1,3 0,13 13
Na 86 8,6 17,2
K 122 12,2 36,5
Mg 2,2 2,2 6,6
Ca 9,9 9,9 29,7
Fe 0,05-0,1 0,05-0,1 0,15
pH 7,4+0,.2 nejlépe 7,0
teplota 22+2°C 25+1 °C

DOC = rozpustény organicky kyslik
ThOC = teoreticka spotieba kysliku
SL = suspendované latky

Zasobni roztoky mineralnich slozek

Pro piipravu zkusebnich roztokl se pfipravuji zasobni roztoky o vhodnych koncentracich mineralnich
slozek. Nize uvedené zasobni roztoky je mozné pouzit (pii riznych zied’'ovacich faktorech) pro
metody Ubytku DOC, pro modifikovanou vyhledavaci metodu OECD, pro metodu uvoliiovani COsy,
pro manometrickou respirometrii a pro uzaviené lahvicky.
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Ztedovaci faktory a specifickd pfiprava mineralniho media pro zkousku MITI jsou uvedeny v
kapitolach pro jednotlivé zkousky.

Zasobni roztoky:
Zasobni roztoky se pripravuji s pouzitim ¢inidel analytické Cistoty.

(a) dihydrogenorthofosfore¢nan draselny, KH, PO4 8,509
monohydrogenorthofosfore¢nan didraselny, KoHPO4 21,759
dihydratmonohydrogenorthofosfore¢nan disodny Na,HPO4 . 2H,0 33,4049
chlorid amonny, NH4CI 0,509

Rozpusti se ve vode¢ a doplni na 1 litr. pH roztoku musi byt 7,4

(b) chlorid vapenaty bezvody, CaCl, 27,509
nebo dihydrat chloridu vapenatého, CaCl, . 2H,0 36,409

Rozpusti se ve vode¢ a doplni na 1 litr.

(c) heptahydrat siranu hoteénatého, MgSO4. 7H,0 22,50 ¢

Rozpusti se ve vode¢ a doplni na 1 litr.

(d) hexahydrat chloridu zelezitého, FeCls. 6H,0 0,25¢g

Rozpusti se ve vode¢ a doplni na 1 litr.

Pozndmka: Aby nebylo nutné piipravovat tento roztok bezprostfedné pied pouzitim, piida se jedna
kapka koncentrované kyseliny chlorovodikové nebo 0,4 g disodné soli kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) na 1 litr.

Zasobni roztoky chemickych latek

Pokud je rozpustnost vyssi neZz 1 g.I", rozpusti se naptiklad 1 - 10 g (podle potieby) zkousené nebo
referencni latky v deionizované vod¢ a doplni se na 1 litr. Jinak se pfipravuji zasobni roztoky v
mineradlnim médiu, nebo se chemicka latka ptida pfimo do mineralniho média. Pokud se tyka prace s
méné rozpustnymi chemickymi latkami, viz piilohu 3. Ve zkousce MITI (metoda IV-F) nelze
pouzivat ani rozpoustédla, ani emulgaéni ¢inidla.

Inokula

Inokulum je mozné ziskat z fady zdroju: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod (nechlorovanych), z
poruchovych vod a ptd, nebo jako jejich smési. PouZiva-li se aktivovany kal ve zkouSce Ubytku DOC,
uvoliiovani COz a manometrické respirometrie, je tfeba jej odebirat z Cistirny nebo z laboratorni
jednotky Ccistici prevazné domovni odpadni vody. U inokuli z jinycb zdroju byl zjistén vétsi rozptyl
vysledkd. V modifikované vyhledavaci zkousce OECD a ve zkouSce v uzavienych lahvickach je tfeba
ziedéngjsi inokulum bez vlocek kalu. Nejvhodnéj$im zdrojem Je voda z druhého stupné Cistirny
domovnich odpadnich vod nebo z laboratorni jednotky. Pro zkouSku MITI se inokulum ziskava ze
smési zdroju a je popsano v kapitole o této zkousce.

Inokulum z aktivovanych kali

Je tfeba odebrat Cerstvy vzorek aktivovaného kalu z aeracni nddrze Cistirny odpadnich vod nebo
laboratorni jednotky ¢istici prevazné domovni odpadni vody. Je-li tieba, odstrani se hrubé castice
filtraci jemnym sitem a kal se udrZuje v aerobnich podminkach.

Alternativnim zptsobem je odsazeni nebo zcentrifugovani (napf. pifi 1 100 g po dobu 10 min.) po
odstranéni hrubych ¢astic. Voda nad usazeninou se slije. Kal je mozno promyt mineralnim médiem.
Koncentrovany kal se suspenduje v mineralnim médiu na koncentraci 3 - 5 g suspendovanych tuhych
latek na litr a provzdusnuje se az do pouziti.

Kal je tfeba odebrat z dobie pracujici konvencni Cistirny. Je-li nutné kal odebrat z Cistirny s vysokym
prosazenim nebo piedpoklada-li se, Ze obsahuje inhibitory, je tfeba jej promyt. Znovu suspendovany
kal se po dikladném promichani nechd usadit nebo se zcentrifuguje, voda nad usazeninou se sleje a
promyty kal se opét suspenduje v nové davce minerdlniho média. Tento postup se opakuje, aZ se kal
povazuje za prosty piebytecného substratu nebo inhibitoru.

Po dokonalém suspendovani nebo z neupravovaného kalu se odebere tésné pted pouzitim vzorek pro
stanoveni susiny suspendovanych tuhych latek.

Dalsi alternativou je homogenizace aktivovaného kalu (3 - 5 g suspendovanych latek v litru). Kal se
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zpracuje v mechanickém misic¢i po dobu 2 min. pfi stfedni rychlosti. Promichany kal se necha usadit
po dobu 30 min nebo v piipadé potieby déle a kapalina se slije pro pouziti jako inokulum v
koncentraci 10 ml.I"* mineralniho média.

Jiné zdroje inokula

Inokulum je mozné ziskat z vystupu druhého stupné ¢istirny odpadnich vod nebo laboratorni jednotky,
pracujicich pfevazné s domovnimi odpadnimi vodami Odebere se Cerstvy vzorek a béhem piepravy se
udrzuje v aerobnich podminkach. Necha se po dobu 1 hodiny usadit nebo se zfiltruje ptes hruby
filtraéni papir a slita kapalina nebo filtrat se udrZzuje v aerobnich podminkach az do pouZziti. Tohoto
typu inokula je moZné pouZit az 100 ml na 1 litr média.

Dalsim zdrojem inokula je povrchova voda. V tomto pfipadé se odebere vzorek vhodné povrchové
vody, napf. fi¢ni nebo jezerni a uchovava se v aerobnich podminkach az do pouziti. V pfipadé potieby
se inokulum zkoncentruje filtraci nebo zcentrifugovanim.

Piedbézné kondiciovani inokula

Inokula je mozné predbézné kondicionovat na expenmentalni podminky, ale ne pfedbézné adaptovat
na zkousenou latku. Pfedb&zna kondicionace spoc¢iva v aeraci aktivovaného kalu v mineralnim médiu
nebo vystupu z druhého stupné Cistirny po dobu 5 - 7 dni pfi teploté zkousky. Predbézné
kondicionovani nékdy zlepsi presnost zkuSebnich metod snizenim hodnot ze slepych pokust.
Piedbézné kondicionovat inokulum MITI se nepovazuje za nutné.

Abiotické kontrolni zkousky

V piipadé potieby se kontroluje mozny abioticky rozklad zkousené latky stanovenim ubytku DOC,
pfijmu kysliku nebo tvorby oxidu uhli¢itétho ve sterilnich kontrolnich pokusech bez inokula.
Sterilizace se provadi filtraci membranou (0,2 - 0,45 pum) nebo pifidanim vhodné toxické latky v
pfislusné koncentraci. Pouziva-li se membranové filtrace, odebiraji se vzorky asepticky za tcelem
zachovani sterility. Pokud nebyla pfedem vylouéena adsorpce zkousené 1atky, musi zkousky, kterymi
se sleduje biologicky rozklad podle ubylku DOC, zejména pfi pouziti inokula z aktivovaného kalu,
zahrnovat abioticky kontrolni pokus, ktery byl naockovan a intoxikovan.

Pocet nasazenych banék

Pocet pouzitych nadob (nasazenych pokusti) v typické zkousce je uveden v kapitolach pro jednotlivé

zkousky.

Lze pouzivat tyto typy nasazenych nadob:

ZkouSena suspenze : obsahuje zkouSenou latku a inokulum

Slepéa zkousSka s inokulem : obsahuje pouze inokulum

Kontrola postupu : obsahuje referen¢ni latku a inokulum

Abioticka sterilni kontrola : sterilni, obsahuje zkouSenou latku (viz 1.6.6)

Kontrola pro adsorpci: obsahuje zkouSenou latku, inokulum a steriliza¢ni ¢inidlo. Kontrola toxicity :
obsahuje zkousenou latku, referenéni latku a inokulum

Stanoveni ve zkouSené suspenzi a slepy pokus s inokulem se musi povinné provadét soubézné.

Stanoveni v ostatnich nadobach se doporucuje provadét rovnéz soubéznge.

To vsak nemusi byt vzdy mozné. Je tieba zajistit, aby se odebiral dostatecny pocet vzorkd nebo se

provadél dostate¢ny pocet odect pro vyhodnoceni procenta ubytku v 10-dennim okénku.

VYSLEDKY A JEJICH VYHODNOCENI

Pfi vypoctu Dy, procentniho ubytku, se pouzivaji sttedni hodnoty z dvojich méfeni daného parametru v
obou zkusebnich nadobach a ze slepého pokusu pro inokulum Piislusné vzorce jsou uvedeny dale v
kapitolach pro jednotlivé zkousky. Pribéh rozkladu se znazorni graficky a oznadi se 10-denni okénko.
Vypoéte a uvede se procentni tbytek dosazeny na konci 10-denniho okénka a hodnota pro
vodorovnou ¢ast kfivky nebo na konci zkousky podle toho, kterd z nich je vhodné;jsi.

V respirometrickych zkouskadch mohou latky obsahujici dusik ovlivnit pfijem kysliku v disledku
nitrifikace (viz ptiloha 2 a 5).
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Rozklad zjist'ovany na zakladé stanoveni DOC

Za ucelem posouzeni platnosti zkousky (viz 1.5.2 ) se musi v kazdém casovém okamziku, ve kterém
se odebral vzorek, vypocitat oddélené pro kazdou nadobu obsahujici zkousenou latku, pomoci
sttednich hodnot dvojic méfeni DOC, procentni rozklad, D:. Vypo¢te se podle rovnice

D, = (1_ﬁ].100
0~ Cho

kde

Di= procento rozkladu v Case t,

Co= stiedni pocatecni koncentrace DOC v naockovaném kultivaénim médiu obsahujicim zkousenou
latku (mg DOC.I'Y),

Ci= stifedni koncentrace DOC v nao¢kovaném kultivaénim médiu obsahujicim zkouSenou latku v
ase t (mg DOC.1Y),

Cho = stiedni pocateéni koncentrace DOC ve slepém nao¢kovaném mineralnim médiu (mg DOC.I?).

Cpt = stiedni koncentrace DOC ve slepém nao¢kovaném mineralnim médiu v ¢ase t (mg DOC.I)

Vsechny koncentrace se zjist'uji experimentalné.

Rozklad méieny pomoci specifické analyzy
Je-1i mozné ziskat specifické analyticke udaje, vypocte se primarni biologicky rozklad z rovnice:
b, = 5o =Sa) 40
b
kde
Di= procento rozkladu v Case t, obvykle 28 dni
Sa=  zbylé mnoZstvi zkouSené latky v médiu s inokulem na konce pokusu (mg),
Sp=zbylé mnoZstvi zkouSené latky ve slepém pokusu s vodou/médiem, do kterych byla pifidana
pouze zkouSena latka (mg).

Abioticky rozklad
PouZiva-li se abiotickd sterilni kontrolni zkou$ka, vypolte se procentni abioticky rozklad podle
rovnice:

9% antibiotického rozkladu = =€~ %50 100
s(0)
kde:
Cs(0) = koncentrace DOC ve sterilni kontrolni zkouSce v den 0
Cs(y = koncentrace DOC ve stenilni kontrolni zkouSce v den t

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkouSce ma obsahovat, je-li to mozné, tyto Udaje:

- zkousena a referencni chemicka latka, jejich Cistota;

- podminky pfi zkousce;

- inokulum: charakter a misto (mista) odbéru, koncentrace a predb€zna kondicionace;

- podil a charakter priimyslového odpadu obsazeného v odpadni vodé, jsou-li zndmy;

- doba trvani zkousky a teplota;

- v pfipadé malo rozpustnych zkousenych latek pouzity zptsob zachazeni;

- pouzita metoda zkouSeni; je tfeba uvést védecké divody a vysvétleni pro kazdou zménu postupu;

- prehled dat;

- veSkeré pozorované projevy inhibice;

- jakykoliv pozorovany abioticky rozklad;

- analytické udaje o meziproduktech, pokud existuji;

- graf procentniho rozkladu v zavislosti na ase pro zkouSenou a referencni latku, je tfeba zietelné
oznacCit fazi zdrzeni, fazi rozkladu, 10-denni okénko a smérnici (pfiloha 1). Byla-li pfi zkousce
splnéna kritéria kvality, je mozné pro graf pouzit stfedni hodnotu procentniho rozkladu v baiikach



obsahujicich zkousenou latku;
- procentni rozklad po 10-dennim okénku, na vodorovné &asti kiivky a na konci zkousky.
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ZKOUSKA UBYTKU DOC

PRINCIP METODY

Zméfeny objem naockovaného mineralniho média, obsahujiciho zndmou koncentraci zkousené latky
(10 - 40 mg DOC.I') jako jmenovity jediny zdroj organického uhliku, se provzdusiiuje v temnu nebo
v difuznim svétle pii 22 £ 2 °C.

Rozklad se sleduje v cCasech intervalech béhem 28-denniho obdobi analyzou DOC. Stupeii
biologického rozkladu se vypocita tak, ze se koncentrace rozlozeného DOC (opravena na koncentraci
v kontrolni zkouSce s inokulem) vyjadii jako procento koncentrace pfitomné na zaCatku. Stupen
primarniho biologického rozkladu je rovnéz mozné vypocitat z doplitkové chemické analyzy,
provedené na zacatku a na konci inkubace.

POPIS METODY

Aparutura

(@  Erlenmeyerovy batiky, napt. od 250 ml do 2 1, podle objemu potiebného pro analyzu DOC.

(b)  Trepacka pro umisténi Erlenmeyerovych banék, bud’ s automatickou regulaci teploty nebo
pouzivanad v mistnosti s konstantni teplotou, a s dostate¢nym vykonem pro udrZeni aerobnich
podminek ve vSech baiikach.

(c)  Filtragni aparatira s vhodnyma membranami.

(d)  Analyzator DOC.

(e)  Piistroj pro stanoveni rozpusténého kysliku.

()] Odstredivka.

Ptiprava mineralniho média

Pfiprava zasobnich roztokt viz I. 6. 2.

Smisi se 10 ml roztoku (a) s 800 ml zted’ovaci vody, pfida se 1 ml roztokt (b) az (d) a doplni se na 1 1
zied’ovaci vodou.

Ptiprava a predbézna kondicionace inokula
Inokulum je mozné ziskat z fady zdroju: aktivovany kal; splaskové odpadni vody; povrchové vody;

ptuda nebo smés z uvedenych typt.
Vizl1.6.4,1.6.4.1,1.6.4.2al.6.5.

Ptiprava banék

Je naptiklad mozné naplnit podily po 800 rul minerdlniho média do 21 Erlenmeyerovych banék a do
jednotlivych banék pridat dostatecna mnozstvi zdsobnich roztokl zkousené a referencni latky tak, aby
se ziskaly koncentrace latky odpovidajici 10 - 40 mg DOC.I. Zkontroluji se hodnoty pH a ptipadné
se upravi na 7,4. Baiiky se naockuji aktivovanym kalem nebo jinym zdrojem inokula (viz . 6. 4), aby
se ziskala vyslednd koncentrace nejvySe 30,mg suspendovanych tuhych latek na litr. Pfipravi se
rovnéz kontrolni zkousky s inokulem v minerdlnim médiu, avsak bez zkouSené nebo referencni latky.
V piipadé potieby se pouzije jedna nddoba ke kontrole mozného inhibi¢niho efektu zkousené latky
nao¢kovanim roztoku, ktery v minerdlnim médiu obsahuje srovnatelnd mnozstvi jak zkouSené tak
referencni latky.

Je-1i tieba, pouzije se rovnéz dalsi, sterilni, batika s roztokem dané chemické latky bez inokula (viz 1.
6, 6) ke kontrole zda je zkouSena chemicka latka rozkladana abioticky.

Existuje-li dale podezieni, Ze se zkouSena latka vyznamné adsorbuje na skle, kalu apod., provede se
predbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce a tim vhodnosti zkousky pro danou latku (viz
tabulku 1). PouZzije se baiika obsahujici zkousenou latku, inokulum a steriliza¢ni ¢inidlo.

Obsah vSech ban€k se doplni minerdlnim médiem na 11 a po promichani se z kazdé baiky odebere
vzorek pro stanoveni pocateéni koncentrace DOC (viz ptiloha 2, odst. 4). Usti ban¢k se zakryji napf.
hlinikovou félif tak, aby byla mozna volna vyména vzduchu mezi baitkami a okolni atmosférou. Pak
se nadoby umisti do tfepacky a zah4ji se zkouska.
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Pocet banék v typické zkousSce

Barka 1 a2: ZkouSena suspenze
Barka 3 a 4: Slepy pokus s inokulem
Barnka 5: Kontrola postupu

Pokud moZzno a je-li tieba:

Barika 6: Abioticka sterilni kontrola
Barnka 7: Kontrola adsorpce

Barka 8:  Kontrola toxicity

Viz také bod I. 6. 7.

Provedeni zkousky

Béhem zkousky se ve znamych casovych intervalech stanovi dvojmo koncentrace DOC v kazdé
balice, a to dostate¢né Casto, aby bylo mozné ur¢it zacatek 10-denniho okénka a procentni Ubytek na
konci 10-denniho okénka. Pro kazdé stanoveni je tieba odebirat pouze minimalni nutné mnozstvi
zkouSené suspenze.

Pied odbérem vzorkl se piipadné nahradi ztraty odpafovanim z ban¢k pfidanim potiebného mnozstvi
zied’'ovaci vody (L. 6. 1). Pfed odbérem vzorki je tfeba kultivaéni médium dobfe promichat a zajistit,
aby latky ulp€lé na sténach nadob ptesly do roztoku nebo suspenze. Thned po odbéru je tfeba vzorky
zfiltrovat pfes membranu nebo zcentrifugovat (viz ptilohu 2. 4). Zfiltrované resp. zcentrifugované
vzorky je tfeba analyzovat tyZz den, jinak je mozné je pfechovavat nejdéle 48 hodin pii 2 - 4 °C nebo
po delsi dobu pii teploté nizsi nez - 18 °C.

VYSLEDKY A ZPRAVA

Zpracovani vysledka

Procentni rozklad v ¢ase t se vypocte, jak je uvedeno v bodé 1. 7. 1. (stanoveni DOC) nebo piipadné v
bode L. 7. 2 (specificka analyza)

Vsechny vysledky se uvedou na polozenych piehledech dat.

Platnost vysledki
Viz bod I. 5. 2.

Protokol o zkousce
Viz bod I. 8.

PREHLED DAT
Priklad prehledu vysledkd mize byt nasledujici:

ZKOUSKA UBYTKU DOC
1. LABORATOR
DATUM POCATKU ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
Nézev:
Koncentrace zasobniho roztoku: mg.I* jako chemicka latka
Pocateéni koncentrace v médiu, to : mg.I" jako chemicka latka
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedena tiprava: Pfedbézna kondicionace, pokud byla provedena:
Koncentrace suspendovanych tuhych latek v reakéni smési: mg.1*
5. STANOVENI UHLIKU

N

Batika ¢. DOC po n dnech (mg.I')

Zkousena 1 a 0 Ny n, N3 Ny

latka a




a inokulum

a, prumeér
Ca

bs

b2

b, prumer
Chy)

Cisté
inokulum
bez
zkousené
latky

C1

C2

¢, prumér
Ceny

ds

dz

d, primér
Cug

Cbl(t) =

Cey + Cuyy

2

6. VYHODNOCENI NAMERENYCH UDAJU

Barika ¢. DOC po n dnech (mg.I'h)
0 Ny ny N3 Nx
1 0
C.,n—-C
D, =[1-—20 W | 100
Ca0) — Coio)
2 0
Coiy —C
D, =|1-—20_¥O |.900
Chi0) — Coi(o)
D,-D 0
Pramér* D=1 _—2
2
* D1 a D2 nesmi byt primérovany, pokud je mezi nimi vyznamny rozdil.
7. ABIOTICKA KONTROLA (NEPOVINNA)
Doba (dny)
0 t
DOC (mg/l) ve sterilni kontrole Cs(0) Cstt)

8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (NEPOVINNA)

Zbyvajici mnozstvi
zkouSené chemikélie na
konci zkousky

% primarniho rozkladu

(mg.I")
Sterilni kontrola Sh
Neockované zkusebni médium Sa ((Sp- Sa) / Sp).100
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. 1

1. 2

1. 2.1

1.2.2

1.2.3

1. 2.4

MODIFIKOVANA VYHLEDAVACI ZKOUSKA OECD

PRINCIP METODY

Zméteny objem mineralniho média, obsahujiciho znamou koncentraci zkousené Jatky (10 - 40 mg
DOC.I") jako vyhradné jediného zdroje organického uhliku se naockuje 0,5 ml piecisténé odpadni
vody na 1 litr média. Smés se provzdusituje v temnu nebo v difiznim svétle pii 22 + 2 °C.

Rozklad se sleduje analyzou DOC v castych intervalech béhem 28-denniho obdobi. Stupeii
biologického rozkladu se vypoéita tak, Zze se koncentrace odstranéného DOC (korigovana na
koncentraci ve slepém pokusu s inokulem) vyjadii jako procento koncentrace pfitomné na zacatku.
Stupeii primarniho biologického rozkladu je rovnéz mozné vypocitat z doplikové chemické analyzy,
provedené na zacatku a na konci inkubace.

POPIS METODY

Aparatura

(@  Erlenmeyerovy batiky, napt. od 250 ml do 21, podle objemu potiebného pro analyzu DOC;

(b)  Trepacka - pro umisténi Erlenmeyerovych bangk, bud’ s automatickou regulaci teploty nebo
pouZivana v mistnosti s konstantni teplotou a s dostateénym vykonem pro udrzeni aerobnich
podminek ve vSech bankach;

(c)  Filtragni aparatura s vhodnymi membranami;

(d)  Analyzator DOC;

(e)  Piistroj pro stanoveni rozpusténého kysliku;

()] Odstredivka.

Ptiprava mineralniho média

Pfiprava zasobnich roztokd viz I. 6. 2.

Smisi se 10 ml roztoku (a) s 80 ml zfed’'ovaci vody, prida se 1 ml roztoku (b) az (d) a doplni na 11
zifed'ovaci vodou.

Tato metoda pouziva jako inokulum pouze 0,5 ml precisténé odpadni vody a proto je nutné médiu
dodat stopové prvky a ristové faktory. Toho se dosdhne pfidanim 1 ml kazdého z dale uvedenych
roztokli na 1 litr vysledného média:

Roztok stopovych prvki:

Tetrahydréat siranu manganatého, MnSQ;, . 4H,0 39,9 mg
Kyselina borita, HsBO3 57,2 mg
Heptahydrat siranu zine¢natého, ZnSO,4 . 7TH20 42,8 mg
Chelat Fe (FeCls s ethylendiamintetraoctovou kyselinou) 100,0 mg

Rozpusti se ve zfed’'ovaci vodé a doplni se na 1000 ml.
Vitaminovy roztok:

Kvasni¢ny extrakt 15,7 mg
Kvasni¢ny extrakt se rozpusti ve 100 ml vody. Sterilizuje se priichodem membranou 0,2 um, nebo se
ptipravi Cerstve.

Priprava a predbézna kondicionace inokula

Inokulum se ziskd z vystupu druhého stupné Cistirny nebo laboratorni jednotky zpracovavajici
pfevazné domovni odpadni vody.

Viz1.6.4,2al.6.5.

Priprava banék

Je naptiklad mozné naplnit podily po 800 ml mineralniho média do 21 Erlenmeyerovych banék a do
jednotlivych banék pfidat dostatecna mnozstvi zdsobnich roztokl zkousSené a referencni latky tak, aby
se ziskaly koncentrace latky odpovidajici 10 - 40 mg DOC.I"). Zkontroluji se hodnoty pH a piipadné
se upravi na 7,4. Banky se naockuji vytokem z druhého stupné ¢isténi odpadnich vod (viz 1. 6. 4. 2).
Pripravi se rovnéz kontrolni pokusy s inokulem v minerdlnim médiu, avSak bez zkouSené nebo
referencni latky.



.25

1.2.6

1. 3

3.1

1. 3.2

111.3.3

1. 4

V piipadé potfeby se pouzije jedna baika ke kontrole mozného inhibi¢niho efektu zkousené latky
naockovanim roztoku, ktery v mineralnim médiu obsahuje srovnatelné koncentrace jak zkousené, tak
referencni latky.

Je-li tfeba, pouzije se rovnéz dalsi, sterilni, banka ke kontrole, zda je zkouSena chemicka latka
rozkladana abioticky, pomoci roztoku dané chemickeé latky bez inokula (viz I. 6. 6).

Existuje-li davodné podezieni, Ze se zkousena latka vyznamné adsorbuje na skle, kalu apod.. provede
se predbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce a tim vhodnosti zkousky pro danou latku (viz
tabulka 1). Pouzije se batika obsahujici zkouSenou latku, inokulum a steriliza¢ni ¢inidlo.

Obsah vsech banék se doplni mineralnim médiem na 11 a po promichani se z kazdé baiky odebere
vzorek pro stanoveni po&ate¢ni koncentrace DOC (viz piiloha 2. 4) Usti bank se zakryji napf.
hlinikovou folii tak, aby byla mozna volna vymeéna vzduchu mezi bankkami a okolni atmosférou. Pak
se nadoby umisti do tfepacky,éimz se zahaji zkouska

Pocet banék v typické zkousSce
Batika 1 a2: ZkouSena suspenze
Baiika 3 a 4: Slepy pokus s inokulem

Barika 5: Kontrola postupu

Pokud moZno a je-li tieba:

Barka 6: Abioticka sterilni kontrola
Barika 7: Kontrola adsorpce

Barnka 8: Kontrola toxicity

Viz také bod I. 6.7

Provedeni zkousky

Béhem zkousky se ve znamych casovych intervalech stanovi dvojmo koncentrace DOC v kazdé
barice, a to dostate¢né ¢asto, aby bylo mozno urdit zacatek 10-denniho okénka a procentni Ubytek na
konce 10-denniho okénka. Pro kazdé stanoveni je tfeba odebirat pouze minimalni nutné mnozstvi
zkousené suspenze.

Pfed odbérem vzorkt se pfipadné nahradi ztraty odpafovanim z ban€k pfidanim potiebného mnozstvi
zied’'ovaci vody (L. 6. 1). Pfed odbérem vzorki je tfeba kultivaéni médium dobfe promichat a zajistit,
aby latky ulp€lé na st€nach nadob presly do roztoku nebo suspenze. Thned po odbéru je tfeba vzorky
zfiltrovat pfes membranu nebo zcentrifugovat (viz ptilohu 2. 4). Zfiltrované resp. zcentrifugované
vzorky je tfeba analyzovat tyz den, jinak je mozné je piechovavat nejdéle 48 hodin pii 2 - 4 °C nebo
po delsi dobu pii teploté nizsi nez - 18 °C.

DATA APROTOKOL

Zpracovani vysledka

Procentni rozklad v ¢ase t se vypocte, jak je uvedeno v bodé 1. 7. 1. (stanoveni DOC) nebo piipadné v
bod¢ 1. 7. 2. (specificka analyza).

Vsechny vysledky se uvedou na pfilozenych piehledech dat.

Platnost vysledki
Viz bod I. 5. 2,

Protokol
Viz bod 1. 8.

PREHLED ZiSKANYCH VYSLEDKU
Priklad prehledu vysledki:

MODIFIKOVANA VYHLEDAVACI ZKOUSKA OECD
1. LABORATOR
2. DATUM POCATKU ZKOUSKY



3. ZKOUSENA LATKA
Nézev:
Koncentrace zasobniho rodova: mg.I"! jako chemicka latka
Pocateéni koncentrace v médiu, to: mg.I"? jako chemicka latka
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedena Uprava:
Predbézna kondicionace, pokud byla provedena:
Koncentrace suspendovanych tuhych latek v reakéni smési: mg.1*
5. STANOVENI UHLIKU

Batika ¢. DOC po n dnech (mg.I')
a1 0 n ny N3 Nx
1 b __
Zkousena 3, pcmmer
latka bf"“)
a inokulum L
b,
2 T
b, prumer
Chy)
C1
3 C2__
5 ¢, prumér
Cisté Cerny
inokulum di
bez dz
zkousené 4 d. pramé
) , prumer
latky Cao
c. S *Caw
bI(t) = —2
6. VYHODNOCENI NAMERENYCH UDAJU
Barika ¢ DOC po n dnech (mg.I'h)
0 N1 Ny N3 Nx
1

Cay — Coiqy

A
!

1- -100 0

Ca0) ~ Coio)

2
Coiy —C
D, =|1-—20_ ¥ |.900 0
Chio) ~ Chio)
Primér* D= % 0

* D1 a D2 nesmi byt primérovany, pokud je mezi nimi vyznamny rozdil.
Poznamka: obdobny vzor muze byt pouZit i pro referen¢ni latku a pro kontrolu toxicity.

7 ABIOTICKA KONTROLA (NEPOVINNA)

Doba (dny)
0 t
DOC (mg/l) ve sterilni kontrole Cs) Csy

8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (NEPOVINNA)
| | Zbyvajici mnozstvi | % primarniho rozkladu |




zkousené chemikalie na
konci zkousky

(mg.I")
Sterilni kontrola Sh
Neockované zkuSebni médium Sa ((Sp- Sa) / Sp).100
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IV.2.3

V. 2.4

ZKOUSKA UVOLNOVANI OXIDU UHLICITEHO

PRINCIP METODY

Odméfeny objem inokulovaného mineralniho média se znaimou koncentraci zkousené latky (10 - 20
mg.I1), kterd je jedingm zdrojem uhliku je provzdustovan ve tmé& nebo v difusnim svétle ¥izenym
proudem vzduchu prostého CO,. Rozklad je sledovan po dobu 28 dnii podle mnoZstvi prokukovaného
CO; jimaného v roztoku hydroxidu sodného nebo barnatého, kde je titracné stanoven jako
anorganicky uhlik. Mnozstvi uvolnéného CO», po korekci na slepy pokus, je vyjadfovano jako %
TCO,. Stipeii biologického rozkladu muze byt také stanoven podle DOC stanoveného na zaéatku a na
konce pokusu.

POPIS METODY

Aparatura

a) bariky 2 - 5 | vybavené vzduchovaci trubici, kterd dosahuje az ke dnu nadoby, a vypusti;

b) magnetickd michacka pro zkouSeni §patné rozpustnych latek;

c) absorp¢ni nadobky;

d) zatizeni pro Fizeni a méfeni mnozstvi vzduchu;

e) zafizeni pro prani vzduchu, pro pfipravu CO; prostého vzduchu, pfipadné akternativné

sméSovaci zafizeni na smés CO, prostého kysliku a CO, prostého dusiku z lahvi. Ma se
pouzivat spravny pomér 20 % kysliku a 80 % dusiku;

) zafizeni na stanoveni CO; bud’ titra¢n€ nebo pomoci analyzatord anorganického uhliku;

9) zafizeni pro membranovou filtraci (nepovinng);

h) analyzator DOC (nepovinng)

Ptiprava mineralniho média

Pfiprava zasobnich roztokt je popséna v casti 1. 6. 2.

Roztok (a) v mnozstvi 10 ml se smichad s 800 ml zfed’'ovaci vody, pfida se 1 ml roztokd (b) az (d) a
doplni do 1 1 zfed’'ovaci vodou.

Ptiprava a prediprava inokula

Inokulum mé pochézet z riznych zdroji: aktivovany kal, odtok z méstské Cistirny, povrchova voda,
pudy ¢i smés z uvedenych.

Viz. ¢ast1.6.4,1.6.4.1,1.6.4.2al.6.5.

Ptiprava banék

Jako ptiklad je uvadéno usporadani pro 5 1 baiiky s obsahem 3 1 suspenze.

V pfipad¢ pouziti jinych objemti se hodnoty umérné upravi tak, aby se zapsalo pfesné méfeni
vytvoreného COs.

Do kazdé 5 1 banky se vnese 2400 ml mineralniho média. Pfida se vhodné mnozstvi ptipravené¢ho
inokula (viz 1. 6. 4. 1 a . 6 5) tak, aby koncentrace aktivovaného kalu byla 30 mg.I" v kone¢ném
objemu 3 1 inokulované smés. Alternativné lze ziedit kal tak, aby se ziskala suspenze 500 - 1000 mg.I
v minerdlnim médiu a to je3te pred pridavkem alikvotni ¢4sti do 5 1 batiky k dosaZeni koncentrace 30
mg.I. Tento postup zajistuje vétsi presnost. Mohou byt pouZita i jina inokula (viz 1. 6. 4. 2).
Inokulovana smés se pres noc probublava vzduchem prostym CO; k odstranéni absorbovaného COs.
Pfid4 se zndmy objem zasobniho roztoku zkousené latky a referencni latky, ¢imz se vytvofi dvojice
ban&k se Zivnou koncentraci ze zkouSené a referen¢ni latky v rozmezi 10 az 20 mg.l' DOC nebo
TOC. N&které lahve se nasazuji jako kontrola a to bez chemikalii. Spatn& rozpustné latky se piidavaji
pfimo do ban€k na hmotnostni nebo objemové bazi nebo se postupuje podle ptilohy 3.

Jestlize je to pozadovano, pouZije se 1 sterilni batika bez inokula ke zjisténi abiotického rozkladu (viz
| 6. 6). Sterilizace se provadi pomoci vhodné koncentrace toxickeé latky.

Ve vSech baiikach se upravi objem na 3 1 pfidavkem mineralniho média prostého CO, Mohou se
odebrat vzorky pro stanoveni DOC (viz pfiloha 2) a/nebo specifickou analyzu. Pak se pfipoji
absorp¢ni nadobky.



IV.2.5

IV.2.6

V.3

IV.3.1

V piipadé pouziti hydroxidu barnatého se spojuji 3 nadobky, kazd4 s obsahem 100 ml 0,0125 mol.I"%.
Ba(OH), v sérii pro kazdou 5 1 baiiku. Roztok musi byt prosty srazeniny siranu a uhli¢itanu barnatého
a bezprostfedné pfed pouzitim musi byt stanovena jeho koncentrace. V piipad¢ pouziti hydroxidu
sodného spojuji se 2 jednotky, z michz druha slouZi jako kontrola, Ze vSechen CO, byl absorbovan v
prvni nadobce. Jako uzavéry absorpcnich nadobek jsou vhodné sérové uzavery. Do kazdé nadobky se
pfida po 200 ml 0,05 mol NaOH, coz je dostatecné k absorpci veskerého COa. ktery se uvolni pfi
uplném rozkladu latky. Roztok hydroxidu sodného i kdyz je Cerstvé piipraven, obsahuje stopy
uhli¢itand, coZ se koriguje odeétenim slepého pokusu.

Pocet banék v typickém pokusu
Barka ¢. 1 a2: Zkou3ena suspenze
Baika ¢. 3 a4:  Slepy pokus inokula

Banka ¢. 5: Kontrola postupu

a dale s vyhodou a kdyz je to potiebné:
Barika €. 6: Abioticka sterilni kontrola
Banka ¢. 7: Kontrola toxicity

Viz. také ¢ast 1. 6. 7.

Provedeni zkousky

Zkouska se zahajuje probublavanim suspenze vzduchem prostym CO- rychlosti 30 - 100 ml.mim,
Pravidelné se odebiraji a analyzuji vzorky absorbatu CO> . Doporuéuje se, aby v pribéhu prvnich 10
dnl byly analyzy provadény kazdy druhy az tfeti den a dale kazdy paty den az do 28. dne, coz
umoziuje urceni periody 10 denniho okna.

Na konci pokusu, 28. den, miize byt odebran vzorek na stanoveni DOC a/nebo na specifickou analyzu,
zméfi se pH suspenze a pak se do kazdé banky ptida 1 ml koncentrované HCI. Provzdusiuje se pies
noc k odstranéni v suspenzi ptitomného CO; . Posledni analyza CO, se provede 29. den.

Ve dnech, kdy se méfi CO. se odpojuje ten absorbér, ktery je nejblize bance a roztok hydroxidu se
titruje 0,05 mol HCI na fenolftalein. Zbyvajici absorbér se posune o jedno misto blize k lahvi a novy
absorbér se 100 ml Cerstvé pfipraveného 0,0125 mol.l? hydroxidu barnatého se zapoji na mist&
posunutého, na konec série. Potfebné titrace se provadi tehdy, je-li pozorovana srazenina v prvnim
absorbéru a pted tim nez je pozorovatelna ve druhém, nebo nejméné jednou tydné.

Alternativné, v pripadé pouziti NaOH jako absorbentu, se pomoci injekcni stiikacky odebere z
absorbéru, ktery je nejblize baiice maly vzorek, ktery se nastiikne ptimo do analyzatoru uhliku.

Druhy absorbér se analyzuje pouze na konci zkousky, aby se tak mohl korigovat Gnik CO5.

VYSLEDKY A ZPRAVA

Zpracovani vysledka
Mnozstvi CO; zachyceného v absorbéru je pfi titraci dano:
mg CO, =(100. Cg -0,5.V .Cn) . 44
kde
V = spotieba HCl pro titraci 100 ml v absorbéru
Cs - koncentrace roztoku Ba(OH), v mol.I"
Ca = koncentrace HCI v mol I
V ptipadg, ze Cg je 0,0125 mol a Ca 0,05 mol je spotieba pro titraci 100 ml roztoku Ba(OH), 50 ml a
hmotnost CO; je dana

%.44. mIHCI = 1.1- mIHCI

Tedy, v tomto piipadé se hmotnost produkovaného CO; ziska nasobenim spotifeby HCI faktorem 1,1.
Vypoéita se hmotnost CO, vyprodukovaného samotnym inokulem, inokulem se zkouSenou latkou s
pouzitim piislusnych vysledka titrace. Jejich rozdil je hmotnost CO», ktery byl vyprodukovén
samotnou zkouSenou latkou.

Napt. kdyz samotné inokulum poskytuje titraci 48 ml a inokulum se zkou$enou latkou 45 ml,



IV.3.2

V3.3

V. 4

CO; z inokula=1,1 (50 - 48) - 2,2 mg
CO; z inokula a zkousené latky = 1,1. (50 - 45)= 5,5 mg
a z toho hmotnost CO; vyprodukovana zkousenou latkou je 3,3 mg.
Procentni biologicka rozlozitelnost se vypocita z:
% rozkladu = (mg CO_ . 100) / (TCO; . mg zkouSené latky)
nebo
% rozkladu = (mg CO; . 100) / (mg TOC . 3,67)
kde 3,67 je ptepocitaci koeficient 44/12 pro uhlik na COa.
Takto se postupuje pro kazdé méfeni jez se provadélo po celou dobu zkousky vzdy s dosazenim TCO;
spocitané pro kazdy den..
Pti absorpci do NaOH se vypocita hmotnost produkovaného CO», vyjadiené¢ho jako anorganicky
uhlik, vynasobenim této koncentrace objemem absorp¢niho roztoku.
Procento rozkladu se vypocita ze vztahu:
% TCO, =[(mg IC ze zk. b. -mg IC ze sl. p.) / mg TOC ve zk. 1] . 100
kde
IC = anorganicky uhlik,
sl.p. = slepy pokus,
zk. b. = zkusebni banka
zk. . = zkou3en4 latka
Ubytek DOC se miize spo¢itat podle &asti I. Viechny vysledky se zapisuji do sestavy dat.

Platnost vysledkii

Pocateéni hmotnost anorganického uhliku ve zkuSebni suspenzi v minerdlnim médiu nesmi byt na
pocatku pokusu vétsi nez 5 % celkového uhliku. Celkové mnozstvi CO2 vyvinutého v inokulovaném
slepém pokusu nesmi piekrocit na konci pokusu 40 mg na litr média. V pfipadé, Ze se ziskaji hodnoty
vétsi nez 70 mg CO-. I}, mély by se experimentalni postup i vysledky kriticky posoudit.

Viz také I. 5. 2.

Zprava o vysledcich
Viz Cast 1. 8.

Piehled ziskanych vysledki
Priklad prehledu vysledki:

ZKOUSKA VYVINU OXIDU UHLICITEHO
1 LABORATOR
DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
Nézev:
Koncentrace zasobniho roztoku: mg latky na litr
Pocateéni koncentrace v médiu: mg latky v mediu
Mnozstvi celkového uhliku nasazeného do baiky: mg C
TCO2: mg CO;
4 INOKULUM
Zdroj:
Zpuisob upravy:
Pieduprava : pokud byla
Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési: mg CO:
5 TVORBA OXIDU UHLICITEHO A ROZLOZITELNOST
Metoda: Ba(OH), / NaOH / jina

N

5 ma CO kumulativni TCO,

Cas mg CO; v vingutéhczn ve mnozstvi

(dny) | vyvinutého ve zkousce sIZ m pokuse vyvinutého Kumulativni C0O,.100
pemp CO; (pramér TCO,




ve zkousSce
minus prameér

ve slepém
pokuse)
1 2 pramér 3 4 prumér 1 2 1 2 pramér
0
N1
N2
N3
28

Poznamka: podobné uspotadani lze pouzit i pro referencni latku a pro kontrolu toxicity.

6. ANALYZA UHLIKU (nepovinng)
Analyzator uhliku:

Cas (den) Slepy pokus, mg.I*! Zkousena latka, mg.I*!

0 Cu Co

20 (*) Co) G

(*) nebo na konci inkubace

7. ABIOTICKY ROZKLAD (nepovinng) % abiot. rozkladu = (produkce mg CO2 ve steril. podm. po
28 dnech / TCO2) . 100

_ Ci—Cup
%odstr. DOC =|1-— = |-100
Co - Cb(o)
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MANOMETRICKA RESPIROMETRICKA ZKOUSKA

PRINCIP METODY

Zméfeny objem inokulovaného mineralniho média, jeZ obsahuje znamou koncentraci zkouSené latky
(100 mg.I* latky, jeZ poskytuji nejméné 50-100 mg.l"t TSK) jako jediny zdroj uhliku je michan v
uzaviené nadobé¢ pii konstantni teploté (= 1 °C nebo lepsi) po dobu 28 dnii. Spotieba kysliku se
stanovuje jednak méfenim mnoZstvi elektrolyticky produkovaného kysliku, ktery je potfebny k
udrZeni konstantniho objemu plynu v respira¢ni nddobce nebo ze zmén objemu nebo tlaku nebo obou
v aparatufe. Vyvinuty CO, je absorbovdn v roztoku KOH nebo v jiném vhodném absorbentu.
Mnozstvi kysliku, jenz je zkouSenou latkou spotiebovan, korigované o spotiebu slepého pokusu jenz
bézi paralelné se vyjadiuje jako procento TSK nebo CHSK. Piipadné mtze byt z doprovodné
specifické chemické analyzy provedené na zacatku a na konci inkubace pocitana primarni biologicka
rozlozitelnost a z analyzy DOC Uplny rozklad.

POPIS METODY

Zarizeni

a) vhodny respirometr,

b) regulator teploty s pfesnosti + 1 °C nebo lepsi,
c) aparatura pro membranovou filtraci,

d) analyzator DOC (nepovinné),

Ptiprava mineralniho média

Pfiprava zasobnich roztokt je popsana v casti . 6. 2

Smiché se 10 ml roztoku (a) s 800 ml zfed'ovaci vody a pfida se po 1 ml roztoki (b) az (d) a doplni se
do 1 | zted'ovaci vodou.

Piiprava a prediprava inokula

Inokulum ma byt ziskdano z riznych zdroji: aktivovany kal, vyci§téna méstska odpadni voda,
povrchova voda a ptda nebo jejich smés.

Vizcastl. 6.4,1.6.4.2al.6.5.

Ptiprava nadobek

S pouzitim zasobnich roztokl se pfipravi roztoky zkousené a referen¢ni latky v mineralnim médiu,
koncentra¢né ekvivalentni 50 - 100 mg.I"t TSK.

V pftipadech, kdy 1ze vyloucit nitrifikaci vypocita se TSK za ptedpokladu tvorby amoniovych soli, v
opacném piipad¢é na bazi tvorby dusi¢nanti (viz piiloha 2.2). Zméii se pH a v pfipadé potieby se
upravina 7,4 +0,2.

Spatné rozpustné latky se ptidavaji v pozd&jsim stadiu (viz dale).

Ma-1i se stanovit toxicita zkousené latky pfipravi se dalsi roztok v mineralnim médiu, jenz obsahuje
referenéni a zkouSenou latku dohromady a to ve stejnych koncentracich jako v individualnich
roztocich.

Je-1i pozadovano stanoveni fyzikalné-chemické spotieby kysliku, pfipravi se roztok zkousené latky pfi
obvyklé koncentraci 100 mg TSK.I* steritizovany pfidavkem vhodné toxické latky (viz I. 6. 6)
Pfipravené roztoky zkouSené a referencni latky se vnesou, nejméné v duplikdtech, do nadobek. Do
dalsich nddobek se vnese pro kontrolu inokula pouze minerdlni médium a v piipadé, Ze je to
pozadovano, smés zkousené latky a referenéni latky a sterilni roztok.

V pripadé, ze je zkouSena latka Spatné rozpustnd, pfidava se v této fazi piimo navazenim nebo
odmeéfenim objemu nebo se postupuje podle ptilohy 3. Do absorbéru CO; se ptida KOH, pelety NaOH
nebo jiny absorbent.

Pocet nadobek v typické zkousce
Nadobka €. 1 a 2: zkouSena suspenze
Nédobka €. 3 a 4: slepy pokus



V.2.6

V. 3.

V.3. 1

V.3.2

Nadobka €. 5: kontrola postupu
kdyz je to potiebné:

Nadobka ¢ 6: sterilni kontrola
Nadobka ¢. 7: kontrola toxicity
Viz ¢ast1. 6. 7.

Provedeni zkousky

Po vytemperovani nadobek na zvolenou teplotu se do vybranych nadobek pfida inokulum tak, aby se
ustavila koncentrace suspendovanych latek ne vétsi nez 30 mg.I-L. Nddobka se zkompletuje, prezkousi
na té€snost, pusti se michani a zahaji se méfeni spotieby kysliku. Obvykle neni potfebné vénovat
pokusu zadnou jinou pozornost vyjma dennich odectl a kontroly teploty a michani.

Vypocita se spotieba kysliku z pravidelnych a ob¢asnych odecti postupem, jenz doporucuje vyrobce
pfistroje. Na konce inkubace, obvykle po 28 dnech, se zméfi pH v nadobkach a to zvlasté tehdy, je-li
spotfeba kysliku mala nebo vétsi nez TSK pocitana na vznik amoniaku (plati pro latky s obsahem
dusiku).

Je-li to pozadovano, odebira se vzorek z nddobek ke stanoveni DOC nebo specifickou analyzu - viz
pfiloha 2. Pfi prvnim odbéru z nadobky je nutné znat zbyvajici objem v nadobce. V pripadé zkousky s
dusikatymi latkami stanovuje se pfirustek koncentraci dusi¢nanti a dusitand v prib&hu 28 dnii a z nich
se pocita korekce spotieby kysliku podle ptilohy 5

VYSLEDKY A ZPRAVA

Zpracovani vysledka

Spotieba kysliku zkousenou latkou po zvoleném casu a po korekci na slepy pokus se déli hmotnosti
zkousené latky v nadobce.

To poskytuje BSK vyjadienou jako mg.mg™:

BSK = M (mgmg_l)
m

kde

SKzL = spotieba kysliku zkousenou latkou (mg),

SKo = spotieba kysliku ve slepém pokusu (mg),

m = hmotnost zkouSené latky v nadobce.

Procentni biologicky rozklad se vypocte z rovnice

% biologického rozkladu = % TSK = _E;:—E-loo

nebo ze vztahu

BSK
CHSK

Je nutné poznamenat, Ze oba metody nemusi poskytovat stejné hodnoty; upfednostiiuje se pouZiti
prvni metody.

Pro latky, jez obsahuji dusik se pouziva vhodné TSK (pro NH4 nebo NO3) podle toho co je zndmo
nebo odhadovano o vyskytu nitrifikace (pfiloha 2). Jestlize se nirifikace vyskytuje, ale neni uplna,
koriguje se spotfeba kysliku podle zmén koncentrace dusitanti a dusi¢énand (pfiloha 5).

V piipadé, Ze se stanovuje organicky uhlik a /nebo se provedla specificka analyza, pocita se stupen
rozkladu podle odstavce 1.7.

VSechny vysledky se zapisuji do tabulkovych sestav.

% CHSK = 100

Platnost zkousky

Normélni spotieba kysliku inokulem je 20 - 30 mg.I"t a nema byt vétsi nez 60 mg.1? v prib&hu 28
dnti. Hodnoty v&tsi nez 60 mg.I"t vyzaduji kritické hodnoceni vysledkli a expenmentalni techniky.

V pftipadé, Ze pH je mimo rozsah 6 - 8,5 a spotieba kysliku zkousenou latkou je mensi nez 60 % je



nutno zkousku opakovat s nizsi koncentraci zkouSené latky.
Viz odst. 1.

V.3.3 Protokol o zkousce
Dale je uveden piiklad protokolu.

MANOMETRICKA RESPIROMETRICKA ZKOUSKA

1. LABORATOR
DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3 ZKOUSENA LATKA

Nézev:

Koncentrace zasobniho roztoku:

Pocateéni koncentrace v médiu:

Objem v nadobce:

TSK nebo CHSK v mg.mg* zkousené latky (NHa, NO3):
4. INOKULUM

Zdroj:

Provedena Uprava

Predtprava, pokud byla provedena.

Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési:
5 TABULKA SPOTREB KYSLIKU

N

Cas (dny)
0 7 14 21 28
spotieba kysliku 1
(mg) zkouSenou 2
latkou a, pramér
spotieba kysliku 3
(mg) ve slepém 4
pokusu b, primér
opravena BSK (mg) | (ai-bm)
(a2-bm)
(a1-bm)
BSK na mg zkou$ené
latky ’ CoV
(a2-bm)
CoV
% rozkladu Bl Ezlg
(BSK/TSK).100 2o
primér

V = objem media ve zkuSebni nddobé

* pokud je mezi D1 a D2 vyrazny rozdil, nemtize byt poéitan jejich pramér
Poznamka: Obdobny formulaf mize byt pouzit pro referencni latku a pro kontrolu toxicity

6 OPRAVA NA NITRIFIKACI (Viz piiloha 5)

Den 0 28 Rozdil
(i) Koncentrace dusi¢nanti (mg N.17) (N)
(i) Kyslikovy ekvivalent (4,57. N. V) (mg) - -
(iil) Koncentrace dusitanti (mg N. 1) (N)
(iv) Kyslikovy ekvivalent (3,43 . N . V) (mg) - -
(ii + iv) Celkovy kyslikovy ekvivalent - -

7 ANALYZA UHLIKU (nepovinnd)



Analyzator uhliku:

Cas (dny) Slepy pokus (mg.I?) Zkousena latka (mg.l™%)
0 (Cspo) (Co)
28* (Csp) (&)

* nebo na konci inkubace

8.

9.

% odstr. DOC = (1— ﬂ) .100
0 CSPO

ROZKLAD VYCHOZI LATKY (nepovinng)
Sy = koncentrace ve fyzikalné - chemické kontrole (sterilni) po 28 dnech
Sa = koncentrace v inokulované nadobé po 28 dnech
% BR = 2> % 100
b
kde

% BR = biologicky rozklad vychozi latky vyjadieny v %.

ABIOTICKY ROZKLAD
a = spotieba kysliku ve sterilni kontrole po 28 dnech, (mg)
spotieba kysliku na mg chemické latky = a / CoV
(viz Cast 1 a 3)
% abiotického rozkladu=a/ ( CoV)




IV.E

VI.L2.1

VI. 2.2

VI.2.3

VI.2.4

ZKOUSKA V UZAVRENYCH LAHVICKACH

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Roztok zkouSené latky, obvykle 2 - 5 mg.I* v minerdlnim médiu, se inokuluje malym mnoZstvim
smérné kultury a udrzuje se ve zcela naplnénych uzavienych lahvich, bez pfistupu svétla, pfi
konstantni teplote.

Rozklad se sleduje analyzou rozpusténého kysliku v pribéhu 28 dnti. Mnozstvi spotfebovaného

kysliku po korekce na slepy pokus, ktery se provadi paralelng, se vyjadiuje jako procento TSK nebo
CHSK.

POPIS METODY

Pristroje

a) BSK lahvi¢ky se sponkami, 250 - 300 ml.

b) Vodni lazen nebo inkubator, ve kterych se lahvicky udrzuji pii konstantni teploté (+ 1°C nebo
lepsi) za nepfistupu svétla.

c) Velké sklenéné lahve 2 - 51 pro pfipravu média a pro naplnéni lahvicek.

d) Kyslikova elektroda a oximetr nebo vybaveni a chemikalie pro Winklerovu metodu.

Ptiprava mineralniho média
Zasobni roztoky se piipravuje podle L. 6. 2.
Smicha se 1 ml roztokt (a) az (d) a doplni se do I I zfed’ovaci vodou.

Ptiprava inokula

Inokulum se bézné ziskdva z odtoku z biologické Cistirny nebo z laboratorni jednotky, které cisti
prevazné komunalni odpadni vody. Alternativnim zdrojem inokula miZze byt povrchova voda. Bézné
se uziva jedna kapka az 5 ml filtratu na 11 média. Vhodné mnozstvi inokula se musi vyzkousSet (viz. I.
6.4.2al.6.5)

Ptiprava lahvi

Mineralni médium se silné provzdusiuje po dobu 20 minut. V jedné zkousce je nutné pouzit jedno
mineralni médium. Obecné je médium pfipraveno pro praci po 20 h stani pfi pracovni teploté. Pro
kontrolu se stanovi obsah kysliku v médiu. Jeho obsah by mél byt okolo 9 mg.I'* pii 20 °C. Viechny
operace s médiem nasycenym vzduchem se provadi tak, aby nevznikly bublinky, napf. se pouzije
sifon.

Ptipravuji se paralelni skupiny BSK lahvi¢ek pro simultdnni méfeni zkousené latky a referencni latky.
Ptipravi se dostatecny pocet lahvicek, véetné slepych pokust tak, aby v kazdém zvoleném casovém
intervalu napt. 0, 7, 14, 21 a 28 dnil byly k dispozici vzdy alesponi 2 lahvicky. K tomu, aby bylo
mozné urcit 10 denni okno je potieba vice lahvicek.

Do velkych lahvi se do 1/3 naplni provzdusnéné médium, pak se pfida zasobni roztok zkousené latky
a referen¢ni latky do zvlastni lahve tak, aby kone¢na koncentrace latek byla max. 10 mg.I%. Slepy
pokus se nasazuje bez zkouSené a referencni latky.

Ke zjisténi, zda aktivita inokula neni limitujici, nesmi koncentrace kysliku v lahvickach klesnout pod
0,5 mg.I"X. Toto omezuje koncentraci zkousené latky na 2 mg.I"t. OvSem pro latky tézce rozpustné ve
vodé a s nizkou TSK lze pouzit koncentraci 5 - 10 rng.I"t. V nékterych piipadech lze doporudit
provadét paralelng méfeni pfi 2 koncentracich studované latky napt. 2 a 5 mg.I't. B&Zn& se TSK pocitd
pro tvorbu amonnych soli, ale v piipadech, kdy se piredpoklada nitrifikace, pocita se TSK pro tvorbu
dusi¢nant (viz ptiloha 2). V pfipadech, kdy nitrifikace neni plnd, pocita se korekce z analytickych
koncentraci dusi¢nanti.

V ptipadé, ze zkouSend latka je toxicka (napi. v piipadé diive zjisténé nizké biologické
rozlozitelnosti), musi se nasadit nové série lahvicek.

Nasazuje se za stejnych podminek jako v piedchozim piipade.

Roztok ve velkych lahvich se inokuluje odtokem z biologické Cistirny (1 kapka az 5 ml) nebo jinym
inokulem jako napf. fi¢ni vodou (viz I. 6. 4. 2). Nakonec se lahve doplni na objem provzdusnénym



VI. 2.5

VI.2.6

VI. 3

VI.3. 1

médiem a s pomoci hadicky, ktera saha na dno, se pfipravi homogenni roztok.

Pocet lahvic¢ek béZného pokusu

V bézném pokusu se pouzivaji nasledujici lahvicky:

nejméné 10 se zkouSenou latkou a inokulem,

nejméné 10 jen s inokulem,

nejméné 10 s obsahem referencni latky a inokulem

a dale, je-li to zapotiebi 6 lahviéek obsahujicich zkouSenou latku, referen¢ni latku a inokulum
(kontrola toxicity). Pro zjisténi 10 denniho okna je zapotiebi dvojnasobny pocet lahvicek.

Provedeni zkousky

Ptipraveny roztok se ihned po ptiprave plni do ptislusné skupiny lahvicek a to ze spodni Ctvrtiny lahve
(nikoliv ze dna), tak, aby se vSechny lahvicky uplné naplnily. Jemné se poklepe, aby se odstranily
bublinky. Lahvicky uréené pro pocatek pokusu se ihned analyzuji na obsah kysliku Winklerovou
metodou nebo pomoci oximetru. Obsah lahvicek lze konzervovat pro pozdgjsi analyzu ptidavkem
siranu manganatého a hydroxidu sodného: Takto fixované lahvicky, které obsahuji hnédé zbarvené
hydratované oxidy Mn?®" se skladuji na temném misté& pfi teplot& 10 -20 °C nejdéle po dobu 24 h.
Zbyvajici lahvicky se uzaviou (bez bublinek) a inkubuji se pti 20 °C ve tmé. Kazda série musi byt
doprovazena slepym pokusem, ktery kontroluje inokulum.

V duplicitnich lahvickach se nejméné 1 x tydné stanovuje kyslik a to po celou dobu 28 dnd.

Tydenni vzorky umoZiiuji stanoveni 14 denniho okna, kdeZto vzorky kazdé 3 - 4 dny dovoluji stanovit
10 denni okno, cozZ vyZaduje dvojnasobny pocet lahvicek.

Pro latky, které obsahuji dusik se musi provést korekce na nitrifkaci. To se provadi tak, Ze se zméfi
kyslik pomoci oximetru a pak se stanovi dusi¢nany a dusitany.

Spotteba kysliku na tuto oxidaci se pocka podle piilohy 5.

VYSLEDKY A ZPRAVA

Zpracovani vysledka

Nejprve se vypoéte BSK po kazdé Sasové periodé tak, Ze se odedte spotieba kysliku v mg.1? slepého
pokusu od spotieby se zkousenou latkou. Takto ziskany vysledek se déli koncentraci zkousené latky a
tim se zisk& specificki BSK v mg kysliku na mg latky. Pak se vypogitd procentni biologicka
rozlozitelnost jako podil specifické BSK a specifické TSK (pocitané podle pfilohy 2. 2) nebo CHSK
(stanovené analyticky podle piilohy 2. 3).

mg O, (zk.l.) —mg O, (sl.p.)
mg zk.l. v lahvi

BSK = = mg Kkysliku na mg latky

BSK (mg kysliku na mg zk.l.)

% rozkladu = - -100
TSK (mg kysliku na mg zk.l.)
nebo
% rozkladu — BSK (mg kyslllfu na mg zk.l.) 100
CHSK (mg kysliku na mg zk.l.)
kde

zKk.l. = zkouSena latka

sl.p. = slepy pokus

Je potfeba podotknout, ze tyto dvé metody neposkytuji nezbytné stejné vysledky. Upfednostnit by se
meéla metoda s pouzitim TSK.

Pro zkou3enou latku obsahujici dusik se pouziva vhodnd TSK ( NH. nebo NOs) podle toho, co se vi
nebo ocekava o vyskytu nitrifikace ( viz pfiloha 5 ). V piipadé, Ze se nitrifikace vyskytuje, ale neni
uplna, koriguje se spotfeba kysliku podle analytickych koncentraci dusitanti a dusi¢nan.



VI. 3.2

VI. 3.3

V1. 4

Platnost vysledkii

Spotieba kysliku ve slepych pokusech nesmi byt vyssi nez 1,5 mg.I? po 28 dnech. Vyssi hodnoty
vyZaduji prozkoumani pouzité experimentalni techniky. Zbytkova koncentrace kysliku v lahvi¢kach
nesmi byt nizsi nez 0,5 mg.I' v jakémkoliv ¢asovém tUseku zkousky. Tyto kyslikové hladiny jsou
platné jen v piipad¢, Ze metoda, jiz se stanovuje kyslik, je schopna tyto koncentrace pfesné meéfit.

Viz také cast 1. 5. 2

Zavérefna zprava
Vizl.8

PREHLED VYSLEDKU
Priklad uspotadani vysledkll mtize byt nasledujici:

ZKOUSKA V UZAVRENYCH LAHVICKACH
1. LABORATOR
DATUM ZACATKU ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
Nézev:
Koncentrace zasobniho roztoku: mg.I*t
Pocate¢ni koncentrace v lahvice mg.1*
TSK nebo CHSK: mg O, . mg zkousené latky?
4. INOKULUM
Zdroj:
Uprava:
Prediprava v ptipad¢, Ze byla pouzita:
Koncentrace v reakéni smési: mg/1
5. PROVEDENA STANOVENI
Metoda: Winkler / oximetr

N

Stanoveno (mg.l?)
0 N1 1]

Slepy pokus 1 Ci

2 C.
Primér Cl + C2

m, =—— —

2

Zkousena latka 1 a1

2 a
Primér m, = a, .;az

Poznamka : Podobny vzor mize byt pouzit i pro referen¢ni laku a pro kontrolu toxicity

6. OPRAVA NA NITRIFIKACI

Doba inkubace (dny) 0 Ny Ny N3

(i) Koncentrace dusi¢nanti (mg N.I'Y)

(i) Zména koncentrace dusi¢nanii (mg N.1'%)

(iii) Kyslikovy ekvivalent (mg.I)

(iv) Koncentrace dusitanii (mg N.I"%)

(v) Zména v koncentraci dusitanti (mg N.I'Y)

(vi) Kyslikovy ekvivalent ( mg.I")

(iii + vi) Celkovy kyslikovy ekvivalent ( mg.I*%)

7. DOSAZENE ODSTRANENI: % ROZKLADU




Odstranéni po n dnech ( mg.1")

Lahev 1: (M - Mix) - (Mpo - Mpx) Ny Ny N3

Lahev 2: (M - Mix) - (Mpo - Mpx)

Lahev 1:
%D. = [(myg —my )= (mye — M, )]-100
1=
konc. ve zk. - TSK

Lahev 2:
%D. = [(mto - mtx)_ (mbo - mbx)]-loO
), =
konc. ve zk.- TSK

%Dprum,:M

Primér nelze pocitat v ptipadé¢ velkych diferenci replikatt.
M = hodnota ve zkuSebni lahvicce v case 0

M = hodnota ve zkusSebni lahvicce v Case x

Mpo = hodnota slepého pokusu v Case 0

Mpx = hodnota slepého pokusu v ¢ase x

Uplatni se vSechny korekce na nitrifikaci iii + vi z ¢asti 6

8. SPOTREBA KYSLIKU VE SLEPEM POKUSU
Spotieba kysliku ve slepém pokusu je ( mpo - Mhzg) v mg.IL. Tato spotieba je dilleZita pro platnost
zkousky. Mé&la by byt mensi neZ 1,5 mg.1™%.




IV. F
VIl 1
VII. 2
VIl 2.1
VII. 2.2
VII. 2.3
VIl 2. 4

ZKOUSKA MITI

PRINCIP METODY

Me¢feni spotieby kysliku michaného roztoku nebo suspenze zkousené latky v mineralnim médiu, které
je inokulovano specialni kulturou neadaptovanych mikroorganismi je provadéno automaticky po
dobu 28 dnii ve stinéném uzavieném respirometru pti 25 £ 1 °C. Uvolnény CO; je absorbovan v
hydroxidu sodném. Biologickd rozlozitelnost je vyjadfena jako procenticky ubytek kysliku
(korigovany slepym pokusem) teoretické spotieby kysliku (TSK). Procento primarni biologické
rozloZitelnosti lze také pockat z doprovodné chemické analyzy provedené na zaatku a na konci
inkubace, piipadné podle analyzy DOC.

POPIS METODY

Pristroje

a) automaticky elektrolyticky méfic BSK nebo respirometr vybaveny 6 baitkkami, kazda objemu
300 ml s uzavéry, které umoziuji absorbei CO;

b) mistnost s konstatni teplotou nebo vodni lazen s teplotou 25 + 1 °C,

c) zafizeni pro filtraci s membranovymi filtry (nepovinné),

d) analyzator CO; (nepovinng)

Priprava mineralniho média
VZdy 3 ml dale uvedenych roztokti a, b, c, a d se doplni deionizovanou vodou na objem 1000 ml.

@ Hydrogenfosfore¢nan draselny KoHPO4 21,759
dihydrogenorthofosfore¢nan draselny, KHz PO4 8,509
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného Na;HPO4 . 12H,0 44,60 g
chlorid amonny, NH4CI 0,50 ¢

se rozpusti v 1000 ml vody. Hodnota pH by méla byt 7,2

(b) heptahydrat siranu hofeénatého, MgSO.. 7H,0 22,50 g

se rozpusti v 1000 ml vody

(© chlorid vapenaty bezvody, CaCl; 27,50 g

se rozpusti v 1000 ml vody

(d) hexahydréat chloridu Zelezitého, FeCls. 6H,0 0,25¢

se rozpusti v 1000 ml vody

Priprava inokula

Odeberou se vzorky z nejméné deseti lokalit, kde se pouzivaji a vypoustéji rizné chemikalie. Z mist
jako jsou Cistirny méstskych a primyslovych odpadnich vod, fek, jezer a mofi se odebird 1 litr kalu,
povrchovych ptd, vody a j., které se peclivé smichaji. Po odstranéni vyflotovanych latek a odstati se
pH supernatantu upravi na 7 + 1 hydroxidem solenym nebo kyselinou fosforecnou. Do prace se bere
vhodny objem tohoto filtrovaného supematantu a naplni se jim nadoba, ktera se 23,5 h provzdusiuje.
Tticet minut po ukonceni provzdusiovani se odlije 1/3 objemu a doplni stejnym objemem rozoku ,
ktery obsahuje vzdy po 0,1% glukosy, peptonu a hydrogenfosfore¢nanu draselného a obnovi se
provzdusiiovani. Tento postup se opakuje jednou denné. Kalova jednotka musi byt provozovana podle
zasad dobré laboratorni praxe : odtok musi byt ¢iry, teplota musi byt udrzovana pti 25 + 2 °C, pH ma
byt 7 + 1, kal ma dobfe sedimentovat, provzdusiiovani musi byt dostate¢né za vSech okolnosti, maji
byt pfitomni provoci a aktivita kalu se méa kontrolovat pomoci referencni latky nejméné kazdé 3
mesice.Takto ziskané inokulum se nepouziva diive nez po 1 mésici kultivace a déle nez po Ctyiech
meésicich. Proto je nutné odebirat vzorky ze zvolenych 10 mist kazdé 3 mésice.

K udrzeni stejné aktivity Cerstvého a starého kalu se filtrovany supernatant starého kalu smichava se
stejnym objemem nového kalu a smés se kultivuje podle popsaného postupu. Do prace se kal bere 18 -
24 h po pridavku zivin.

Ptiprava banék
Pfipravuje se 6 ban¢k podle schematu



VII. 2.5
VII. 3.
VI 3.1

. zkousena latka ve zed'ovaci vodé& 100 mg.1*

.2,3,4 zkousena latka v mineralnim médiu 100 mg.I*

5 refereneni latka (napf. anilin) v mineralnim médiu 100 mg.I*

6 mineralni médium

Malo rozpustné latky se pridavaji pfimo odvazenim nebo odmérenim objemu nebo se zpracuji jak je
uvedeno v priloze ¢. 3, s vyjimkou téch, u kterych nemohou byt pouzita rozpoustédla nebo
emulgétory. Do specialnich uzavéri lahvi se ptidd absorbent oxidu uhliéitého. pH v batikach €. 2, 3 a
4 se upravi na 7,0.

O O O O

Provedeni zkousky

Barnky ¢. 2, 3, 4 (zkusebni suspenze), ¢. 5 (kontrola aktivity), ¢. 6 (slepy pokus) se inokuluji malym
mnozstvim inokula tak,aby vysledna koncentrace kalu byla 30 mg.I. Léhev ¢. 1 je bez inokula, ¢imz
se ziskava abioticka kontrola. Nasadi se zatka, zkontroluje se tésnost, zapnou se michadla a zapoc¢ne
se s meéfenim ubytku kysliku za stinénych podminek. Denné se kontroluje teplota, michani, zapisovac
spotfeby kysliku a zaznamenavaji se vSechny zmény barvy obsahu lahve. Pfi vyuziti 6 kiivkového
zapisovace se ziskava ptimo ktivka BSK. Na konci inkubace, ktera je obvykle 28 dni, méfi se pH v
lahvi a stanovuje zbytkova koncentrace zkousené latky a jejich metaboliti a v pfipadé zkouSeni latek
rozpustnych ve vodé také DOC (postup podle prilohy 2). V piipadé tékavych latek se pouziva
specialni postup. V piipadé vyskytu nitrifikace se stanovuji, jestlize je to mozné, dusi¢nany a dusitany.

DATA A ZPRAVA

Zpracovani vysledka

Spotieba kysliku zkousenou latkou za dany ¢as v mg , korigovana slepym pokusem za stejnou dobu,
se déli hmotnosti zkousené latky v pokusu. Tento postup poskytuje vysledek vyjadieny jako spotieba
kyslik v mg. mg* zkousené latky, coZ je:

_ mgO, (zk.l.) —mgO, (sl. p.)

BSK =mg O, / mg zk.l.
mg zk. .
kde
zk. I. = zkou3ena latka,
sl. p. = slepy pokus,
m = hmotnost zkousené latky.
Procenticky biologicky rozklad se ziska ze vztahu
BSK

% biolog. rozkladu = % TSK = ——-100
TSK

Pro smési se TSK vypocitava z elemetarni analyzy, tak jako pro jednoduché latky. Dosazuje se
odpovidajici TSK pro NHs a NOs podle toho, zda se uplna nitrifikace vyskytuje ¢i ne. V piipadé
neuplné nitrifikace se vychazi ze zmén koncentrace NOs a NO; podle piilohy 5,
Spocita se procento primarniho biologického rozkladu z tibytku pvodni chemické latky (viz 1.7.2)

D, = Sb =Sy .100%

b

V piipadé¢, ze se v lahvi €.1 zjisti fyzikalné-chemicky ubytek ptivodni latky zaznamena se tento jev a
za koncentraci zkousené latky (Sp) po 28 dnech se dosadi tato koncentrace.
V pfipadé stanoveni DOC (nepovinné) se Uplnad procentickd biologickd rozlozitelnost pocitd ze

vztahu:
D, = [1_ﬂJ .100
o —Cho

Jestlize byl zjistén ubytek DOC v lahvi €. 1, kterd méfi abioticky rozklad, pak se do vypoctu dosazuje
koncentrace DOC zjisténa v této lahvi.
VSechny vysledky se zaznamenaji do souhrnu, jehoZ vzor je pfiloZen.



VII. 3.2

VII.33

VII. 4

Platnost vysledkii

Slepy pokus mivéa spotiebu kysliku inokulem 20 - 30 mg.I* a nemé¢l by byt vétsi nez 60 mg.l* v
prib&hu 28 dn. Hodnoty v&tsi nez 60 mg.l?, vyZaduji kritické vyhodnoceni ziskanych dat a
experimentalni techniky. V ptipadég, Ze pH je mimo rozsah 6 - 8,5 a spotieba kysliku zkousenou latkou
je mensi nez 60 %., zkouska by méla byt opakovana s nizsi koncentraci latky.

Viz také 1.5.2.

V piipade, Ze rozklad anilinu, vypocitany ze spotieby kysliku, nedosahne 40 % po 7 dnech a 65% po
14 dnech, je nutné zkouSku povazovat za neplatnou.

Zprava
Viz 1.8.

PREHLED VYSLEDKU
Priklad uspotadani je uveden dale:

MITI (1) ZKOUSKA
1. LABORATOR
DATUM ZAHAJENI POKUSU
3. ZKOUSENA LATKA
Nézev:
Koncentrace zasobniho roztoku: mg.I* jako latka
Pocate¢ni koncentrace v médiu, Co : mg.I'? jako latka
Objem reakéni smési, V : ml

N

TSK: mg O, I
4. INOKULUM

Lokality odkud byly ziskany vzorky :
1) 6)
2) 7)
3) 8)
4) 9)
5) 10)

Koncentrace suspendovanych latek v aktivovaném kalu po aklimatizaci na syntetické splasky = ...
mg.IL.

Objem aktivovaného kalu v koneéném médiu = ... ml

Koncentrace kalu v kone¢ném médiu - ... mg.I*

5. SPOTREBA KYSLIKU: BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST
Typ pouZzitého respirometru:

Cas (dny
0 7 14 21 28
spotieba kysliku (mg) :1
zkousenou latkou a2
3
spotieba kysliku (mg) ve b
slepém pokuse
-b
opravena spotieba kysliku E :i b ;
m
(a-b) Lahev 1
BSK na mg zkousené latky e Lahev 2
CoV Lahev 3
%rozkladu 1




2
BSK 3
.100 primér*
TSK

Poznamka: Podobny vzor mize byt pouzit pro referenéni latku
* neprumeérovat, jestlize jsou mezi jednotlivymi méfenimi velké rozdily

6. ANALYZA UHLIKU (nepovinng)
Analyzator uhliku:

Barika DOC % odstra- | Primér
Zmé&feno Opraveno néného
DOC
Voda + zkouSena latka a - -
Kal + zkouSena latka by b;-c
Kal + zkouSena latka b, b,-c
Kal + zkousena latka bs bs-c
Slepy pokus c - -

7. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA

Zbytek zkouSené chemikalie na

0,
konci zkousky % rozkladu

slepy pokus s vodou Sh

inokulované medium Sa2

Sal

Sa3

% rozkladu = [(Sp- Sa) / Sb] . 100

Pocita se pro lahve €. al, a2, a3.

8. POZNAMKY
Je-1i k dispozici, mtize byt pfipojena kiivka BSK v zavislosti na ¢ase.

DO:

BSK:

CHSK:

DOC:

TSK:

TCO:z2:

PRILOHA 1
Zkratky a definice

Rozpustény kyslik, dissolved oxygen, (mg.I'1), je koncentrace kysliku, ktery je rozpustén ve
vodném vzorku.

Biochemicka spotieba kysliku, biochemical oxygen demand, BOD, (g), je mnozstvi
kysliku, jez je v pribéhu oxidace zkouSené latky spotfebovano mikroorganismy. Je také
vyjadiena jako spotieba kysliku v g na g latky. (Viz metoda V).

Chemicka spotieba kysliku, chemical oxygen demand, COD, (g), je mnoZstvi kysliku, jez
je spotfebovano v pribéhu oxidace zkousené latky horkym kyselym dichromanem.
Poskytuje méfitko o mnozstvi oxidovatelnych latek , jez jsou pfitomny ve vzorku.
Vyjadiuje se také v g kysliku na g latky. (Viz metoda VI).

Rozpustény organicky uhlik, dissolved organic carbon, je organicky uhlik pfitomny v
roztoku nebo ve filtratu ziskaném filtraci pfes filtr o velikosti pora 0,45 um nebo jako
centrifugat ziskany pii odstielovani po dobu 15 minut pii 40 000 m.s2 (x4 000 g).
Teoreticka spotieba kysliku, theoretical oxygen demand, ThOD, (mg), je celkové mnozstvi
kysliku, které je potiebné pro tplnou oxidaci latky. Vypocitava se z molekulového vzorce
latky (viz pfiloha 2. 2) a vyjadiuje se v mg kysliku na mg latky.

Teoreticky oxid uhlicity, theoretical carbon dioxide, ThCO>, je mnozstvi oxidu uhlicitého,
které by mélo vzniknout ze zndmého nebo zméfeného obsahu uhliku v latce za predpokladu
jeji plné mineralizace; vyjadiuje se jako mg oxidu uhli¢itého povinutého 1 mg zkousené




latky.

TOC: Celkovy organicky uhlik, total organic carbon, ve vzorku je soucet organického uhliku v
roztoku a v suspenzi.

IC: Anorganicky uhlik, inorganic carbon.

TC: Celkovy uhlik, total carbon, je soucet organického a anorganického uhliku ve vzorku.

Priméarni (zakladni) biologicky rozklad:
jsou zmény chemické struktury latky podrobené biologickému pisobeni, vedouci ke ztraté
specifickych vlastnosti latky.

Uplny (konecny) biologicky rozklad (aerobni):
je stupen rozkladu latky dosazeny v podminkach jejiho uplného zuzitkovani mikroorganismy, vedouci
k produkci oxidu uhli¢itého, vody, mineralnich soli a nové bunééné hmoty (biomasy).

Snadna biologicka rozlozitelnost:

je arbitrazni klasifikaci latek, které byly podrobeny vyhleddvacim zkouskam Uplné biologické
rozlozitelnosti; vysledky téchto zkousek jsou natolik presvédcivé, ze lze prijmout predpoklad, Ze se
latky budou ve vodivém prostfedi a za aerobnich podminek rychle a tiplné biologicky rozkladat.

Inherentni biologickai rozloZitelnost:
klasifikace chemickych latek, pro které jsou nepochybné dikazy o jejich biologické rozlozitelnosti
(primarni nebo konec¢né) pii pouziti které¢koliv metody zkouseni.

Odstranitelnost:

je pristupnost latek moznosti byt odstranény pfi biologickém ¢isténi odpadnich vod bez nepfiznivého
ovliviiovani normalniho pribéhu Cisticich pochodi. Vseobecné, latky snadno biologicky rozlozitelné
jsou odstranitelné, neplati to ale pro v8echny inherentné rozlozitelné latky. Spolupuisobit mohou také
abiotické procesy.

Lag(ovd) faze:
je, ve zkousce Ubytku (die-away, odstranéni, vymizeni), doba od inokulace do dosaZeni alesponi 10 %
biologického rozkladu. Lag faze je obvykle velmi variabilni a Spatné reprodukovatelna.

Doba rozkladu:
je doba od konce lag faze do dosazeni 90 % maximalné dosazitelného rozkladu.

10 denni okno
je 10 dnu, které bezprosttedné nasleduji po dosazeni 10 % rozkladu.

PRILOHA 2
Vypocet a stanoveni vhodnych skupinovych parametri

V zévislosti na zvolené zkuSebni metodé je pozadovana znalost nékterych uhrnnych parametri. V
dalsi casti ptilohy jsou popsany nékteré postupy jak takovéto parametry odvodit. Vyuziti téchto
parametrt je popsano u jednotlivych metod.

1. Obsah uhliku
Obsah uhliku se pogita ze znamého elementarniho sloZeni nebo se stanovi elementarni analyzou
zkousené latky.

2. Teoreticka spotieba kysliku (TSK)
Teoreticka spotieba kysliku (TSK) mize byt spocitana ze znalosti eiementarniho sloZeni nebo z
vysledkii elementarni analyzy. Pro latku obecného sloZeni



CcHhCIcanNanaOoPpSS
o molekulové hmotnosti MH, bez nitrifikace,

16(20+1(h—c|—3n)+35+5p+lna—oj
2 2 2

TSK g = mg-mgfl)

MH
nebo s nitrifikaci

16 2c+1(h—cl)+§n+35+§p+1na—o
2 2 2 2

TSK o3 = (mg.mg )

MH

. Chemicka spotieba kysliku (CHSK)

Chemicka spotieba kysliku (CHSK) se stanovi postupem VI.
. Rozpusteny organicky uhlik (DOC)

Rozpustény organicky uhlik je definovan jako organicky uhlik jakékoliv chemické latky nebo
smési ve vode, ktery projde filtrem s velikosti pori 0,45 pm.

Vzorky ze zkuSebnich nadob se filtruji bezprostiedné po odbéru ve filtra¢ni aparatuie pies vhodny
filtr. Prvnich 20 ml (toto mnozstvi mize byt zmenseno pii pouziti malych filtrl) se vylije. Objemy
10 - 20 ml nebo mensi, v ptipadé nastiiku (objem zavisi na potfebném objemu pro analyzu), se
uschovavaji pro analyzu. Koncentrace DOC se stanovuje pomoci analyzatoru organického uhliku,
ktery umoznuje piesné stanoveni koncentrace uhliku, jez je ekvivalentni nebo mensi nez 10
procent pocateéni koncentrace pouzité ve zkousce.

Filtrované vzorky, které neni mozné analyzovat ve stejny pracovni den mohou byt konzervovany
ulozenim v chladu pfi teploté 2 - 4 °C po dobu 48 h nebo pfi teplotach nizsich nez - 18 °C po dobu
delsi.

Poznamky:

Membranové filtry jsou Casto impregnovany povrchové aktivnimi latkami za Ucelem jejich
hydrofilizace. Filtr tudiz mize obsahovat n€kolik mg rozpustného uhliku, jenz mize interferovat
pfi stanoveni biologické rozlozitelnosti.

Povrchové aktivni latky a jiné rozpustné organické latky se z filtri odstranuji vyvarenim v
deionizované vodé 3 krat jednu hodinu. Filtry se pak skladuji ve vodé po dobu 1 tydne. Kazdé
baleni filtri musi byt zkouSeno, zda neobsahuje rozpustny organicky uhlik.

V zavislosti na typu membranového filtru miize dochazet k adsorpci zkousené latky na filtru. Proto
je potiebné tuto moznost ovéfit.

Misto filtrace miZe byt pouZito pro rozlideni mezi TOC a DOC odsttedovani pii 40000 m.s’
(4000 g) po dobu 15 min. Tato metoda vSak neni vhodna pfi pocatecni koncentraci DOC < 10
mg.I"%, protoZe nelze odstranit v§echny bakterie nebo se mlize zpétné rozpoustét uhlik, ktery je
soucasti bakterialni plasmy.

LITERATURA

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 12th ed., Am. Pub. Hlith. Ass.,
Am. Wat. Poll. Control Fed., Oxygen Demand, 1965

Wagner, R. Vom Wasser, 1976, Vol 46, 139

DIN Entwurf 3 8 409, Teil 41 - Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwassef- und
Schlammuntersuchung, Summarische Wirkungs- und Stoffkenngréssen (Grupe H). Bestimmung
des Chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB) (H41), Normenausschuss Wasserwesen (NAW) in DIN
Deutsches institut flir Normung e. V.

Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984,
VOL 13(1), 169



PRILOHA 3
Vyhodnoceni biologické rozlozitelnosti téZce rozpustnych latek

P1i stanoveni biologické rozlozitelnosti latek tézce rozpustnych ve vode si zaslouzi zvlastni pozornost
nasledujici aspekty.

Protoze homogenni kapaliny zpusobuji zfidka problémy pii odebirani vzorkd doporucuje se tuhé latky
nejprve vhodnym zplsobem homogenizovat a tim zabranit chybam zplsobenym nehomogenitou.
Zvlastni pozornost musi byt vénovana odbériim vzorkl obsahujicich jen nékolik mg ze smési latek,
které obsahuji velkd mnozZstvi necistot.

V prubéhu zkousek se maji pouzivat rizné zptisoby michani. Pozornost musi byt vénovana tomu, aby
michani bylo pfiméfené pro udrzeni latky v disperzi ale zaroven, aby nedochazelo k prehfivani,
nadmérnému pénéni a nadmérnych sttiznym silam.

K vytvoreni stabilni emulze se muze pouZzit emulgator, ktery neni toxicky pro bakterie, neni
biologicky rozlozitelny a nesmi v priubéhu zkousky pénit.

Stejna kritéria jako na emulgatory se aplikuji na rozpoustédla.

Pro tuhé zkou3ené latky se nedoporucuji tuhé nosiée. Takovéto nosi¢e vSak mohou byt vhodné pro
zkouseni olejovitych latek.

V piipadé, Ze se pouziji pomocné latky jako jsou emulgatory, rozpoustédla a nosi¢e musi se provést
odpovidaji slepy pokus.

Pro studium biologické rozlozitelnosti tézce rozpustnych latek lze pouzit kteroukoliv ze tii
respirometrickych zkousek (CO., BSK, MITI).

LITERATURA

de Morsier, A. et al., Biodegradation tests for poorly soluble compounds. Chemosphere, 1987, Vol.
16, 833.

Gerike, P., The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere, 1984, Vol.
13, 169.

PRILOHA 4
Vyhodnoceni biologické rozlozZitelnosti latek potencialné toxickych pro inokulum

V pfipadech, kdy se latka po zkouskdch snadné biologické rozlozitelnosti jevi jako obtizné
rozlozitelna, doporucuje se rozlisit, zda jde o inhibi¢ni pisobeni nebo o odolnost latky vici rozkladu
(Reynolds et al., 1987).

Ve zkousce toxicity a biologické rozlozitelnosti se pouZiji stejna nebo podobna inokula.

Ke zjisténi toxicity latky, ktera se zkousi na snadnou biologickou rozloZitelnost (zkousky podle metod
IV. A - F) se doporucuje pouzit zkousku inhibice dychani aktivovaného kalu nebo stanoveni BSK
nebo metodu inhibice ristu nebo kombinaci téchto metod.

Chceme-li se vyhnout inhibici z diivodu toxicity méla by byt koncentrace zkouSené latky pouzita v
pokusech podle metod 1V mensi nez 1/10 ECso (nebo mensi nez ECy) zjisténé zkouskou toxicity.
Latky s ECso > 300 mg.I"' nemaji pravdépodobné toxické ucinky pfi zkouskach snadné biologické
rozloZitelnosti podle metod 1V. Hodnoty ECso < 20 mg.* mohou pii nasledném zkouSeni
pravdépodobné zptisobovat potize. Lze doporucit praci s nizkymi koncentracemi, coz vyzaduje pouzit
piesné a citlivé zkousky v uzavfenych lahvich IV. E  nebo pouziti *C znagenych latek. VySsi
koncentrace zkousené latky muze pripadné umoznit pouziti adaptovaného inokula. V tomto pfipadé se
ale prichazi o specifi¢nost zkousky snadné biologické rozlozitelnosti, jako zakladniho klasifika¢niho
kriteria metod zkouSeni podle V.

LITERATURA
Reynolds, L. et al., Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability.
Chemosphere, 1987, Vol. 16, 2259.



PRILOHA 5
Oprava na spoti‘ebu kysliku p¥i nitrifikaci

Chyby pii stanoveni spotieby kysliku ve zkouskach latek, které neobsahuji dusik, jsou malo
vyznamné (ne vétsi nez 5 procent) i kdyz dochazi k nepravidelné oxidaci amoniakalniho dusiku ve
slepém pokusu a v fadné zkousce. OvSem zkouseni latek, obsahujicich dusik mize byt provazeno
véaznymi chybami.

V piipadg, Ze je pozorovana nelplna nitrifikace, musi byt spotfeba kysliku méfenou smési opravena o
spotfebu na oxidaci amoniaku a amonnych iontl na dusitany a dusi¢nany, vychazejic z pfedpokladu
platnosti nasledujicich rovnic:

2 NH4Cl +3 02 =2 HNO; + 2 HCI + 2 H,0 Q)

2 HNO; + O,=2 HNO3 2
Celkové:

2 NH4Cl +4 0O, =2 HNO3 + 2 HCI + 2 H,0 3)

Z rovnice (1) vychazi spotfeba kysliku pii oxidaci 28 g dusiku obsazeného v NH4ClI na dusitan 96 g,
coz je faktor 3,43 (96:28). Stejnym zpiisobem lze z rovnice (3) vypoéitat spotiebu kysliku na oxidaci
amoniakalniho dusiku na dusi¢nan 128 g, coz dava faktor 4,57 (128:28).

Protoze popsané reakce jsou nésledné, pisobené ur€itymi riznymi druhy bakterii, mize koncentrace
dusitand stoupat i klesat, pii jejim poklesu dochazi ke vzniku urcité koncentrace dusi¢nant. Spotieba
kysliku na tvorbu dusi¢nant se ziskd ndsobenim piiristku koncentrace dusicnant faktorem 4,5 7,
spotieba kysliku na zvySeni obsahu dusitant se ziskd nasobenim tohoto pfiriistku faktorem 3,43 nebo
pfi poklesu obsahu dusitani jsou ztraty kysliku pfepocitatelné faktorem -3,43.

To znamena:

Kyslik spotiebovany pro tvorbu dusi¢nanti = 4,57. piiristek koncentrace dusi¢nant
Kyslik spotiebovany pro tvorbu dusitanti = 3,43 . ptirtistek koncentrace dusitanti
Kyslik ztraceny pfi ubytku NO: = - 3,43 . pfirGstek koncentrace dusi¢nanti

TakZe

spotieba kysliku na nitrifikaci = + 3,43 . zména koncentrace dusitanti + 4,57 . zména koncentrace
dusi¢nant

a z toho

spotieba kysliku pro oxidaci uhliku = celkova spotieba - spotfeba na nitrifikaci.

Alternativné v ptipadech, kdy se stanovi pouze celkovy oxidovany dusik miZe se spotieba kysliku na
nitrifikaci v prvnim pfiblizeni ziskat nasobenim pfirGstku koncentrace oxidovaného dusiku faktorem
4,57.

Opravena spotieba kysliku pfislusna oxidaci uhliku se pak srovndvd s TSK NHs, jak je uvedeno v
ptiloze 2.



1.1

ROZLOZITELNOST - BIOLOGICKA SPOTREBA KYSLIKU
METODA

uvoD

Cilem této metody je meéfeni biochemické spotteby kysliku (BSK) tuhych nebo kapalnych
organickych latek. Vysledky dosazitelné touto metodou plati v prvni fadé pro lasky rozpustné ve vodg,
v zéasad¢ Ize touto metodou zkouset i t€kavé a ve vode obtizné rozpustné latky.

Metodu lze pouzit jen pro organické latky, které v koncentracich pouzivanych pfi zkouSce nemaji
zadny inhibiéni udinek na inokulum. Neni-li dana latka p¥i koncentracich pouZivanych ve zkousce
rozpustnd, je pro zajiSténi jeji dostatecné dispergace piipadné tieba pouzit zvlaStni postupy, napf.
dispergaci ultrazvukem.

Pfi interpretaci nizSich hodnot ziskanych jako vysledek zkousky a pfi volbé vhodnych koncentraci pfi
zkouseni mtize byt uzite¢na znalost tdaji o toxicité¢ zkousené latky

DEFINICE A JEDNOTKY

Biochemicka spotieba kysliku (BSK) je definovana jako mnozstvi rozpusténého kysliku, které je
nutné k biochemické oxidaci uréitého mnozstvi rozpusténé latky za piedepsanych podminek.
Vysledky se udavaji jako g spotieby kysliku (BSK) na 1 g zkousené latky.

REFERENCNI LATKY
Doporucuje se pouzit vhodnou referencni latku pro ptezkouseni aktivity inokula.

PRINCIP METODY

Urcité mnozstvi zkousené latky se rozpusti nebo disperguje ve vhodném ziviném médiu bohatém na
kyslik, poté se naockuje inokulem a za stalé predepsané teploty se ve tmé inkubuje. BSK se stanovi na
zaklad€ rozdilu mezi obsahem rozpusténého kysliku pred zac¢atkem a na konci zkousky. Zkouska musi
trvat nejméné 5 dni, avSak ne vice nez 28 dni.

Soubézné s touto zkouskou je tfeba provést slepy pokus bez zkousené latky.

KRITERIA KVALITY
Stanoveni BSK neni mozZné povazovat za bezpeéné stanoveni biologické rozloZitelnosti dané latky.
Tuto zkousku Ize povaZovat pouze za prvni posouzeni (vyhledavaci, skriningovou).

POPIS METODY

Ptipravi se roztok nebo disperze zkousené latky o vhodné koncentraci. Poté se stanovi BSK pomoci
nékteré vhodné narodni nebo mezinarodni standardizované metody.

UDAJE A VYHODNOCENI
BSK zkousené latky se vypocita podle zvolené metody a vyjadii se s/ g spotieby kysliku na 1 g

zkouSené latky.

ZAVERECNA ZPRAVA

Uvede se pouzitd metoda. Jako biochemicka spotieba kysliku se uvede primérna hodnota zejména tii
platnych vysledkti méteni. Je tfeba uvést vSechny informace a poznamky dulezité pro interpretaci
vysledkt, zejména co se tyka necistot, skupenstvi, toxickych G¢inkl a slozeni zkousené latky, které by
mohly ovlivnit vysledek.

Pokud bylo pouzito aditivum pro inhibici biologické nitrifikace, je tfeba to uvést.

LITERATURA

Seznam normovanych metod, napft..

NF T 90-103: Determination of the Biochemical Oxygen Demand
NBN 407: Biochemical Oxygen Demand

NEN 3235 5.4: Bepaling van het biochemisch zuurstofverbruik (BZV)



The Determination of Biochemical Oxygen Demand, Methods for the examination of Water and
Associated Materials, HMSO, London.
ISO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.
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ROZLOZITELNOST - CHEMICKA SPOTREBA KYSLIKU
METODA

uUvoD

Utelem metody je stanoveni chemické spotieby kysliku (CHSK) tuhych nebo kapalnych organickych
latek za urcenych standardizovanych laboratornich podminek.

Pro provedeni této zkouSky a pro interpretaci vysledka je uZite¢né znat idaje o chemickém vzorci
zkousené latky (napi. obsah halidt, organické sole Zeleza nebo chlorované uhlovodiky).

DEFINICE A JEDNOTKY

Chemickéa spotieba kysliku (CHSK) je mirou oxidovatelnosti latky. Vyjadiuje se jako mnozstvi
kysliku oxidac¢niho ¢inidla, které spotiebuje oxidovana latka za urcenych laboratornich podminek.
Vysledek zkousky se udava v g spotieby kysliku na 1 g zkousené latky.

REFERENCNI LATKY

Pokud se studuje nova latka, neni nutné vzdy pouZivat referen¢ni latky. Referenéni latky by mély
slouzit pfedevsim k obcasné kontrole métici metody a k vzdjemnému porovnavani vysledkt ziskanych
riznymi metodami.

PRINCIP METODY

Ur¢ité mnozstvi latky, rozpusténé nebo rozptylené ve vodé, se oxiduje zahtivanim s dichromanem
draselnym v prostiedi silné kyseliny sirové pod zpétnym chladi¢em za pfitomnosti siranu stiibrného
jako katalyzatoru. Piebyteény dichroman se stanovi titraci standardnim roztokem siranu zeleznato-
amonného.

U latek obsahujicich chldr se pro omezeni ruseni chloridy pfidava siran rtutnaty.

KRITERIA KVALITY

CHSK je ,indikatorem oxidovatelnosti“ a jako takova je vyuzivana jako prakticky nastroj ke
stanoveni obsahu organickych latek.

Vysledek zkou$ky mohou zkreslit chloridy. Rovnéz anorganické redukujici nebo oxidujici latky
mohou stanoveni chemické spotieby kysliku zkreslit.

Nékteré cyklické slouceniny a mnoho sloucenin tékanych (napf. niz§i mastné kyseliny) se v této
zkousce neoxiduji Gplné.

POPIS METODY

Nejprve se piipravi roztok nebo disperze zkouSené latky tak, aby se dosdhlo CHSK mezi 250 a 600
mg. I"%.

Poznamka:

V pfipadé Spatné rozpustnych nebo nedispergovatelnych latek je mozné odvazit a vnést piimo do
zkuSebni banky s vodou mnozstvi praskovité nebo kapalné latky odpovidajici ptiblizné 5 mg CHSK.
CHSK je ¢asto mozné s vyhodou, zejména v piipad¢ Spatné rozpustnych latek, stanovit variantni
metodou, tj. v uzavieném systému s vyrovnavac¢em tlaku (H. Kelkenberg, 1975). Touto modifikaci se
obvykle uspésné stanovi i latky obtizné stanovitelné konvencni metodou - napf. kyselina octova.
Metoda vyhovuje i v piipad€ pyridinu. Jestlize se koncentrace dichromanu draselného zvysi na 0,0416
mol.I%, (0,25 N), miZe se zvysit piimo navazované mnozstvi latek na 5 - 10 mg, coz usnadiiuje
stanoveni latek obtizné¢ rozpustnych ve vodé

V ostatnich ptipadech se CHSK stanout vhodnou narodni nebo mezinarodni metodou.

UDAJE A VYHODNOCENI
Experimentalné zjisténa hodnota CHSK se vypocitd pomoci piislusné standardizované metody a
vyjadrii se v g chemické spotieby kysliku na g zkousSené latky.

ZAVERECNA ZPRAVA



Mé¢lo by se uvést, ktera referencni metoda byla pouzita.

Chemickou spotfebu kysliku je tfeba urcit nejméné ze tii vysledkti méfeni. Zprava ma obsahovat
vSechny informace a poznamky dulezité pro interpretaci vysledkt, napt. o necistotach zkousené latky
nebo o fyzikalnim stavu a slozeni latky, pokud tyto faktory ovliviiuji vysledky.

Je tfeba uvést pouziti siranu rtutnatého za iCelem omezeni ruseni chloridy.

LITERATURA

(1)  Kelkenberger, H., Z. von Wasser und Abwasserforschung, 1975, vol. 8, 146.

(2)  Gerike, P. The biodegradability testing of poorly water soluble compounds. Chemosphere,
1984, vol. 13, 169.

Seznam normovanych metod, napf.:

NBN T 91- 201 Determination of the Chemical Oxygen Demand.

ISBN 0 11 7512494 Chemical Oxygen Demand (dichromat valme) of polluted and waste
waters.

NF T 90 - 101 Determination of the Chemical Oxygen Demand.

DS 217 = water analysis  Determination of the Chemical Oxygen Demand

DIN 38409 - H - 41 Determination of the Chemical Oxygen Demand (COD) within the range
above 15 mg/I

GEN 32355.3 Bepaling van bet chemisch zuurstofverbruik

ISO DP 6060 Water Quality: Chemical oxygen Demand Dichromate Methods
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ROZLOZITELNOST - ABIOTICKA HYDROLYZA JAKO FUNKCE pH

METODA
Metoda je zaloZena na doporucenich OECD (1).

uvoD

Hydrolyza je dulezita reakce ovliviiujici abioticky rozklad. U latek, které jsou jen malo biologicky
rozlozitelné ma obvzlastni vyznam a miize ovlivnit persistenci dané latky v zivotnim prostiedi.
Vétsina hydrolyznich reakei probiha jako reakce pseudoprvniho fadu, takze poloCasy jsou nezavislé
na koncentraci. To zpravidla dovoluje extrapolaci vysledkl z koncentraci pouzitych v laboratofi na
podminky zivotniho prostredi.

Mimo to byly u fady chemickych slou¢enin uvedeny piiklady uspokojivé shody dat naméfenych v
Cisté a v pfirodni vode (2).

Pro pouzivani této zkusebni metody je uzitecné znat jiz pfedem udaj o tenzi par dané latky.

Metoda je vhodna jen pro latky rozpustné ve vodé. Necistoty zpravidla ovlivituji vysledky.

Chovani latek pii hydrolyze je nutno zkoumat pifi hodnotidch pH obvykle se vyskytujicich v zivotnim
prostiedi (pH 4 - 9).

DEFINICE A JEDNOTKY
Hydrolyzou se rozumi reakce latky RX s vodou, ktera se da znazornit vyménou skupiny X za skupinu
OH:

RX+ HOH = ROH + HX (1)

Rychlost, kterou ubyva koncentrace RX, je dana vztahem:
rychlost = k. [H20] . [RX] 2

Protoze je voda pfitomna vici zkouSené latce v pfebytku, popisuje se tento typ reakce obvykle jako
reakce pseudoprvniho fadu, ve které je zjisténa rychlostni konstanta dina vyrazem:
Kobs = k . [H20] (3)

a lze ji urcit pro dané pH a teplotu T z vyrazu:

2,303 C
kobs = T -log =%

t (4)
kde

t =Ccas,

Co = koncentrace latky v ¢ase nula,

C: = koncentrace latky v Case t,

2,303 = prepocitaci faktor mezi pfirozenym logaritmem a logaritmem pii zékladu 10.

Koncentrace je mozné udavat v g. I'* nebo v mol . I%.

Jednotkou konstanty Kops je (¢as)™.

»Polocas®, tip, je definovan jako doba, po jejimz uplynuti je poCateéni mnozstvi latky sniZzeno o 50 %:

Ci= 1/2.Co )
Z rovnic (4) a (5) plyne, ze

t12 = 0,693 / Kops (6)
REFERENCNI LATKY

Pokud se studuje nova latka, neni nutné vzdy pouzivat referencni latky. Referencni latky by mély
slouzit pfedevsim k obcasné kontrole métici metody a k vzdjemnému porovnavani vysledkt ziskanych
riznymi metodami.

Jako standardni latky byly pouzity (1):

Kyselina acetylsalicylova (aspirin),



1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.6.2

1.6.3

0, 0 - diethyl - 0 - (6 - methyl-2-(Lmethylethyl)- 4 - pyrimidinyl) - ester kyseliny thiofosfore¢né
(Dimpylat, Diazinon).

PRINCIP METODY

Latka se rozpusti v malé koncentraci ve vod¢; kontroluji se pH a teplota.

Vhodnou analytickou metodou se sleduje pokles koncentrace latky v zavislosti na case.

Logaritmy koncentrace se vynesou proti Casu. Je-li ziskand zavislost linearni, je mozné ziskat
rychlostni konstantu 1. fadu ze smérnice pfimky (viz odst. 2).

Neni-li mozné rychlostni konstantu zjistit pfi zadané teploté pfimo, je obvykle mozné ji odhadnout
podle Arrheniova vztahu, ktery udava teplotni zavislost rychlostnich konstant. Za tim ucelem se
vynesou logaritmy rychlostnich konstant ziskanych pfi jinych teplotich proti reciproké hodnoté
absolutni teploty (K).

Z linearniho prubchu je mozné extrapolovat nebo interpolovat hodnoty téch rychlostnich konstant,
které nebyly ureny ptimo.

KRITERIA KVALITY

V literatufe (2) se uvadi, ze méfeni rychlostnich konstant hydrolyzy lze u 13 tfid organickych
sloucenin provadét s vysokou presnosti.

Reprodukovatelnost zavisi zejména na kontrole pH a teploty a mize byt ovlivnéna pfitomnosti
mikroorganismu a ve zvlastnich piipadech koncentraci rozpusténého kysliku.

POPIS METODY
Cinidla

Tlumivé roztoky

Zkouska se provadi pti tfech hodnotach pH : 4,0; 7,0 2 9,0.

Pro tento ucel je tieba pripravit tlumivé roztoky za pouziti chemikalii ¢istoty pro analyzu a destilované
nebo deionizované vody. V piiloze jsou uvedeny nékteré piiklady téchto systému.

Pouzity tlumivy roztok mize ovlivnit rychlost hydrolyzy. Pfi tomto zjisténi je tfeba zvolit jiny tlumivy
roztok. V literatufe (2) se doporucuje pouzit misto fosfore¢nanovych boritanové a acetatové tlumivé
roztoky.

Neni-Ii znamo pH tlumivych roztokd pro ptislusnou teplotu zkousky, je nutné ho stanovit
cejchovanym pH - metrem pti zvolené teploté s piesnosti na 0,1 jednotek pH.

ZkouSené roztoky

Zkousena latka se rozpusti ve zvoleném tlumivém roztoku. Koncentrace by neméla piekrocit 0,01
mol. I nebo polovinu nasycené koncentrace, podle toho, ktera z t&chto hodnot je nizsi.

Pouzivani organickych rozpoustédel misitelnych s vodou se doporucuje jen pro latky s nizsi
rozpustnosti ve vodé. Mnozstvi latky zprostfedkujici rozpousténi ma byt mensi nez 1% a nema
ovlivnit pribéh hydrolyzy.

Aparatura

Pouzivaji se sklenéné baiky se zatkami (bez tuku).

Pokud jsou latka nebo slozky tlumivého roztoku tékavé, nebo pracuje-li se pfi vyssich teplotach, mély
by se pfednostné pouzivat zkuSebni nadoby utésnéné nebo uzaviené septem, s co nejmensim objemem
plynu nad kapalinou v nadobé¢.

Analytickd metoda

Pouzita analytickd metoda je dana druhem zkousené latky. Musi byt dostatecné piesna a citliva, aby
dokazala zjistit ubytek pocate¢ni koncentrace o 10 %. Musi byt dostate¢né specifickd, aby umoznila
stanoveni zkousSené latky v koncentraci zkusebniho roztoku a mize byt tvofena kombinaci vhodnych
analytickych technik.
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Zkusebni podminky

Zkousky se provad¢ji za pouziti zafizeni s kontrolou teploty nebo s pouZitim termostatované lazné,
nastavené na 0,5 °C pfesné. Vhodnymi opatfenimi je nutné zabranit fotolytickym vliviim.

Dale je nutné ucinit veskera vhodna opatieni, aby se odstranil rozpustény kyslik (napf. se po 5 minut
pted pfipravou roztoku necha prochazet dusik nebo argon).

Metoda méreni

Predbézna zkouska

Pro vSechny latky se musi provést predbézna zkouska pii 50 + 0,5 °C a pti kazdé ze tii hodnot pH :
4,0; 7,0 a2 9,0. Je tieba provést dostatecny pocet méfeni, aby bylo mozné pro kazdé pH rozhodnout,
zda pti 50 °C je polocas (t12) mensi nez 2,4 hodiny nebo zda po 5 dnech zhydrolyzuje méné nez 10 %.
(Je mozné odvodit Ze tyto hodnoty odpovidaji za podminek, které se nejéastéji vyskytuji v zivotnim
prosttedi (25 °C), polo¢asu krat§imu nez jeden den nebo del§imu nez 1 rok).

Jestlize se v predbézném experimentu prokaze, ze pti 50 °C se za 2,4 hodiny zhydrolyzuje 50 % nebo
vice zkousené latky nebo po 5 dnech méné nez 10 % pfi vSech tfech hodnotach pH (4,0; 7,0; 9,0),
nejsou dal$i experimenty nutné.

V ostatnich pfipadech a v pipadech jednotlivych hodnot pH, pro kterd tomu tak neni se provede
zkouska ¢. 1.

Zkouska ¢. 1

Pii hodnotach pH, pro které se v pfedbézné zkousSce ukazala nutnost dalSich zkousek, provede se
zkouska ¢. 1. Pracuje se pfi jedné teploté, nejlépe pii 50 °C + 0,5 °C a pokud mozno ve sterilnich
podminkach.

Za celem provéteni prabéhu reakce podle pseudo prvniho fadu se pro kazdou zvolenou hodnotu pH
bere pro pokryti oblasti mezi 20 % a 70 % hydrolyzy dostate¢ny pocet vzorkli (ne méné nez 4).

Pro kazdé pH, pfi kterém se provadi zkouska €. 1, se stanovi fad reakce.

Odhad rychlostnich konstant pri 25 °C:

Rozhodnuti o daldim experimentalnim postupu zavisi na tom, zda ze zkoudky 6. 1 lze usuzovat na
reakci pseudoprvniho fadu nebo ne.

Pokud ze zkousky €. 1 nelze s jistotou usuzovat na reakci pseudoprvniho ¥adu, je tfeba provést dalsi
experimenty podle zkousky ¢. 2.

Vyplyva-li ze zkousky €. 1 s jistotou reakce pseudoprvniho fadu, provedou se dalsi experimenty podle
zkousky €. 3 (alternativné je mozné za zvlastnich okolnosti vypocitat rychlostni konstanty pii 25 °C z
konstant pii 50 °C vypoctenych s pouzitim udaji ze zkousky €. 1, viz odstavec 3. 2).

Zkouska ¢. 2

Tato zkouska se provadi pii kazdém pH, pro které se to na zakladé vysledkl zkousky ¢. 1 ukazalo
potfebnym:

- bud pfi teploté nizsi nez 40 °C,

- nebo pii dvou teplotach nad 50 °C, které se od sebe lisi nejméné o 10 °C.

Pfi kazdém pH i kazdé teploté, pti kterych se provadi zkouska €. 2, je tfeba provést v nejméné 6
priméfenych ¢asovych intervalech méfeni v oblasti stupné hydrolyzy 20 az 70 %

Pfi kazdém pH se provede opakované méfeni pii jedné teploté. Pokud se zkouska ¢. 2 provadi pti
dvou teplotach nad 50 °C, je vhodné opakovat méfeni nejlépe pfi nizsi z téchto dvou teplot.

Pro kazdé pH a kazdou teplotu, pro které se provadi zkouska ¢. 2, je tieba, pokud je to mozné, provést
graficky odhad polo¢asu (ti/2).

Zkouska ¢. 3

Zkouska se provede pii kazdém pH, pro které se to ukéazalo potfebnym na zakladé vysledki zkousky
¢ I:

bud’ pti teploté nizsi nez 40 °C,

nebo pii dvou teplotach nad 50 °C, které se od sebe lisi nejméné o 10 °C.
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P1i kazdém pH a pfi kazdé teploté, pii kterych se provadi zkouska €. 3 se zvoli tii méfici body, prvni v
Case 0, druhy a tieti pfi stupni hydrolyzy vy$§im nez 30 %; spocita se konstanta kops a ti2.

UDAJE
Pii reakénim chovani podle pseudoprvniho fadu je mozné konstanty reakéni rychlosti kobs vypocitat
pro kazdé pH a kazdou teplotu regresni analyzou nebo je zjistit graficky vynesenim logaritmt
koncentraci proti ¢asu, pfi¢emz se pouzije vyrazu:
Kobs = - smérnice . 2,303
Dale je mozné vypocitat ti, Z rovnice (6).
Je-li to mozné, stanovit kas (pro 25 °C) pouzitim Arrheniovy rovnice.
Pokud chovani neodpovida pseudoprvnimu fadu, viz 3. 1.

ZAVERECNA ZPRAVA

ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU

Zprava o priabéhu pokusu by znéla pokud mozno obsahovat tyto tidaje:

- popis latky,

- vysledky ziskané s referen¢nimi latkami,

- princip a detaily pouzité analytické metody,

- pro kazdy experiment : teplotu, pH, sloZeni tlumivého roztoku, tabulku se viemi Gdaji koncentrace
- ¢as,

- ureakci pseudoprvniho fadu hodnoty kops a t12 véetné metody vypoctu,

- u reakce, ktera neodpovidd pseudoprvnimu fadu, grafické znazornéni vztahu logaritmu
koncentrace proti Casu,

- vSechny Udaje a pozorovani potfebné pro interpretaci vysledki

INTERPRETACE VYSLEDKU

Mize existovat moznost vypocitat piijatelné hodnoty rychlostnich konstant (pii 25 °C) zkouSenych
latek za predpokladu, ze pro podobné tiidy latek jiz existuji experimentalni udaje pro aktivacni energii
a za predpokladu, Ze je mozné oc¢ekavat, Ze aktivaéni energie zkousené latky je stejné velikosti.
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PRILOHA
TLUMIVE ROZTOKY

A. CLARK A LUBS

Hodnoty pH, uvedené v tabulkich, byly vypolteny na zahadé¢ méfeni potencialu za pouZiti
Sorensenovych standardnich rovnic. Skute¢né hodnoty pH lezi o 0,04 jednotky nad hodnotami v
tabulce.

SlozZeni pH
hydrogenftalat draselny (0,1 mol . I'Y) a HCI (0,1 mol.l ) pii 20 °C

2,63 ml HCI + 50 ml ftalatu doplnit do 100 ml 3,8
hydrogenftalat draselny (0,1 mol. I'Y) a NaOH (0,1 mol.l 1) pii 20 °C

0,40 ml NaOH + 50 ml ftalatu doplnit do 100 ml 4,0
3,70 ml NaOH + 50 ml ftalatu doplnit do 100 ml 4,2
dihydrogenfosfore¢nan draselny (0,1 mol. 1) a NaOH (0,1 mol . I'Y) pti 20 °C

23,45 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 6,8
29,63 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 7,0

35,00 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 7,2



H3BO;3 (0,1 mol. I-1) v KCI (0,1 mol. I'Y) a NaOH (0,1 mol.I") pii 20 °C

16,30 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml 8,8
21,30 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml 9,0
26,70 ml NaOH + 50 ml kyseliny borité doplnit do 100 ml 9,2

B. KOLTHOFF A VLEESCHOUWER

Slozeni pH
Monokaliumcitrat ((0,1 mol. I'Y) a NaOH (0,1 mol. I?) pfi 18 °C (je tfeba piidat maly krystalek
thymolu, aby se predeslo tvorbé plisni):

2,0 ml NaOH + 50 ml citratu doplnit do 100 ml 3.8
9,0 ml NaOH + 50 ml citratu doplnit do 100 ml 4,0
16,3 ml NaOH + 50 ml citratu doplnit do 100 ml 4,2
C. SORENSEN
Borax (0,05 mol .I'Y) a HCI (0,1 mol . I'Y)
SloZeni pH
Sorensen Walbum
ml boraxu ml HCI 18 °C 10°C 40 °C 70°C
8,00 2,00 8,91 8,96 8,77 8,59
8,50 1,50 9,01 9,06 8,86 8,67
9,00 1,00 9,09 9,14 8,94 8,74
9,50 0,50 9,17 9,22 9,01 8,80
10,00 0,00 9,24 9,30 9,08 8,86

Borax (0,05 mol .I'Y) a NaOH (0,1 mol . I')

SloZeni pH
Sorensen Walbum
ml boraxu ml HCI 18 °C 10°C 20 °C 70°C
10,00 0,00 9,24 9,30 9,08 8,86
9,00 1,00 9,36 9,42 9,18 8,94
8,00 2,00 9,50 9,57 9,30 9,02
7,00 3,00 9,68 9,76 9,44 9,12
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TOXICITA PRO ZIZALY - ZKOUSKA NA UMELE PUDE
METODA

uvoD

V této laboratorni zkousce se zkousena latka ptida do umélé pidy, do které se na 14 dni umisti zizaly.
Po této dobé (a nepovinné i po sedmi dnech) se vysetii letalni ucinek latky na zizaly. Zkouska je
metodou relativné kratkodobého orientaéniho zjisténi ucinku chemickych latek na Zzizaly pfi
dermalnim a potravnim piijmu.

JEDNOTKY A DEFINICE
LCso: Koncentrace latky, vyhodnocend jako hodnota, pii které v pribéhu zkousky dojde k uhynuti 50
% pokusnych zvirat.

REFERENCNi LATKA

Referencni latka se pouziva periodicky jako prostfedek pro diikaz, ze se citlivost zkusebniho systému
podstatn€ nezmenila.

Jako referencni latka se doporucuje chloracetamid analytické Cistoty

PRINCIP ZKOUSKY

Piida predstavuje proménlivé prostiedi, takze se pro zkouSku pouziva peclivé definovana uméla hlinita
ptada. V definované umélé ptdé se chovaji dospélé Zizaly druhu Eisenia foetida (viz pozndmku v
ptiloze) a exponuji se riznym koncentracim zkousené latky. Obsah nadob se 14 dni (a nepovinné i 7
dni) po zacatku zkouSky rozprostte na podlozku a spocitaji se zizaly, které pifi jednotlivych

veer

KRITERIA KVALITY

ZkouSka je navrzena tak, aby byla z hlediska zkuSebniho substritu a organismi co
nejreprodukovatelngjii. Uhyn v kontrolnich skupinach nesmi na konci zkousky prekrogit 10 %, jinak
je zkouska neplatna.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Latky

Substrat pro zkouSku
Jako zékladni substrét pro zkousku se pouziva definovana uméla pida.
(@)  Zakladni substrat (procenta se rozumi na bazi suché hmotnosti):

- 10 % sfagnové raseliny (s pH co nejblize 5,5 az 6,0, bez voditelnych zbytki rostlin a jemné
mleté),

- 20 % kaolinitického jilu, pokud mozno s vice nez 50 % kaolinitu,

- asi 69 % primyslového kifemenného pisku (dominantni jemny pisek s vice nez 50 % castic
velikosti 0,05 az 0,2 mm). Pokud zkousena latka neni dostatecné dispergovatelna ve vodeé,
je tieba ponechat k dispozici pro pozdéjsi miseni se zkouSenou latkou 10 g na kazdou
zkuSebni nadobu,

- asi 1 % uhlic¢itanu véapenatého (CaCO3), praskového, chemicky ¢istého, pfidané¢ho pro
Upravu pH na 6,0 + 0,5

(b)  Substrat pro zkousku:

Substréat pro zkouSku obsahuje zakladni substrat, zkouSenou latkua deionizovanou vodu.

Obsah vody ¢ini asi 25 az 42 % suSiny zakladniho substratu. Obsah vody v substratu se stanovi

vysuSenim vzorku na konstantni hmotnost pii 105 °C. Klicovym kritériem je, Ze uméla ptuda

musi byt zvlh¢ena tak, aby neobsahovala stojici vodu. Je tieba vénovat pé¢i miseni, aby se
dosahlo rovnomérného rozdéleni zkousené latky a substratu. Zptisob uvedeni zkouSené latky
do substratu je tieba uvést ve zprave.
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(c)  Kontrolni substrat:
Kontrolni substrat obsahuje zakladni substrat a vodu. Pfidava-li se aditivni ¢inidlo, musi dalsi
kontrola obsahovat stejné mnozstvi aditivniho ¢inidla.

Nadoby pro zkousku

Sklenéné nadoby o obsahu asi jednoho litru (fadné prikryté plastovymi viky, miskani nebo plastovou
folii s otvory pro vétrani), naplnéné mnoZstvim vlhkého substratu pro zkousku nebo kontrolniho
substratu, ekvivalentnim 500 g suchého substratu.

Experimentalni podminky

Nadoby je tieba uchovavat v klimatizovanych komorach pfi 20 + 2 °C se stalym svétlem. Intenzita
svétla by méla byt 400 az 800 lux.

Doba trvani zkousky je 14 dni, ale je mozné nepovinné vyhodnotit thyn sedm dni po zacatku
zkousky.

Pracovni postup

Zkou3ené koncentrace
Koncentrace zkousené latky se vyjadiuji jako hmotnost latky na hmotnost suSiny zakladniho substratu

(mg kg™)

Zkouska pro zjisténi rozsahu koncentraci

Aby se ziskaly informace o vhodném rozmezi koncentraci pro definitivni zkousku provede se
predbézna zkouska, kterou se zjisti rozsah koncentraci které pravé zptusobuji thyn od 0 do 100 %.
Latku je tfeba zkouSet pfi téchto koncentracich: 1000, 100; 10; 1; 0,1 mg latky.kg? substratu pro
zkousku (jako susina).

Je-li tieba provést tiplnou definitivni zkousku, staci pro zkousku pro zjisténi rozsahu koncentraci jedna
zkuSebni skupina na kazdou koncentraci a jedna pro neexponovanou kontrolu, kazda o 10 Zizalach.

Definitivni zkouska

Vysledky zkousky pro zjisténi rozsahu koncentraci se pouziji pro volbu nejméné péti koncentraci,
odstupniovanych v geometrické posloupnosti, pravé pokryvajicich rozsah 0 az 100 % mortality,
lisicich se o konstantni Cinitel nepfevysujici 1,8. Zkousky pouzivajici tyto fady koncentraci musi
umoznit co nejpfesnéjsi stanoveni hodnoty LCsp a jejich mezi spolehlivosti.

V definitivni zkousce se pouzivaji nejméné ctyfi zkusSebni skupiny na kazdou koncentraci a Ctyfi
neexponované kontrolni skupiny, kazda o 10 Zizalach. Vysledky za tyto replikované skupiny se
uvedou prumérem a standardni odchylkou.

Tam, kde thyn 0 % a 100 % vyvolaji dvé po sob& nasledujici koncentrace, jez jsou viuci sobé v
poméru 1,8 jsou tyto dvé hodnoty dostateéné pro identifikaci oblasti, do které spada LCso.

Miseni zakladniho substratu a zkousené latky

Substrat pro zkouseni musi byt vSude tam kde je to mozné pfipraven bez jakychkoli ptidavnych
¢inidel jinych nez voda. Tésné pred zacatkem zkousky se smisi emulze nebo disperze zkousené latky
v deionizované vode¢ nebo v jiném rozpoustédle se zakladnim substratem pro zkouseni, nebo se na n¢j
rovnomerné rozstiika rozprasovacem pro chromatografii nebo podobnym rozprasovacem.

Je-li zkousena latka nerozpustnd ve vodé, muiZe se rozpustit v co nejmen$im objemu vhodného
organického rozpoustédla (napf. hexanu, acetonu nebo chloroformu).

K rozpusténi, dispergaci nebo emulgaci zkousené latky lze pouzit pouze ¢inidla, kterd snadno tékaji.
Substrat pro zkouseni je nutné pfed pouzitim odvétrat.

Mnozstvi odpafené vody je nutné nahradit. Kontrolni zkouska musi obsahovat stejné mnozstvi vsech
aditivnich Cinidel.

Neni-li zkouSena latka rozpustna, dispergovatelna ani emulgovatelna v organickych rozpoustédlech,
pripravi se smés 10 g kfemenného pisku a mnozstvi zkousené latky potfebné pro piipravu 500 g
zkusebniho substratu a ta se smicha se 490 g zvlhéeného zakladniho substratu (hmotnost se rozumi v
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susing).

Pro kazdou jednotlivou vsazku pouzitou ve zkousce se do sklenéné niddoby vpravi mnoZstvi vlhkého
substratu pro zkousku, ekvivalentni 500 g susiny, a na povrch substratu se umisti 10 zizal, které byly
pred pouzitim kondicionovany po 24 hodiny v podobném vlhkém zakladnim substratu, poté rychle
omyty a zbaveny prebyte¢né vody absorpci filtraénim papirem.

Nadoby se prikryji plastovymi viky s otvory, miskami nebo folii, aby se zabranilo vysychani
substratu, a udrzuji se v podminkéch zkousky po 14 dni.

Vyhodnoceni je tfeba provést 14 dni (a nepovinné i sedm dni) po zahajeni zkousSky. Substrat se
rozprostfe na podnos ze skla nebo nerezové oceli. Zizaly se vySetii a stanovi se podet prezivajicich
jedinctl. Zizaly se povazuji za mrtvé, jestlize nereaguji na jemné mechanické podrazdéni na prednim
konci.

Provadi-li se vySetfeni po sedmi dnech, nidoba se znovu naplni substratem a ZiZaly se znovu vloZi na
povrch téhoz substratu.

Organizmy pouzité ve zkousce

Ke zkou$ce musi byt pouzity dospélé Zizaly Eisenia foetida (viz poznamku v ptiloze) (alespoti dva
mésice staré s klitellem) o hmotnosti (ve vihkém stavu) 300 az 600 mg. (Pokud se tykd metody chovu,
viz piiloha.)

VYSLEDKY

ZPRACOVANI A VYHODNOCEN{ VYSLEDKU

Uvedou se koncentrace zkou3ené latky s odpovidajicim procentem mrtvych Zizal.

Jsou-li Udaje vyhovujici, stanovi se hodnota LCsy a meze spolehlivosti (p = 0,05) s pouzitim
standardnich metod (Litchfield a Wilcoxon, 1949, nebo ekvivalentni metoda). LCso se udava v mg
zkousené latky na 1 kg substratu pro zkousku (v susing).

V pfipadech, kdy sklon kiivky koncentraci je pro vypocet LCs pfili§ strmy, staci graficky odhad této
hodnoty.

Tam, kde thyn 0 % a 100 % vyvolaji dvé po sob& nasledujici koncentrace, jez jsou vuci sobé v
poméru 1,8 jsou tyto dvé hodnoty dostate¢né pro identifikaci rozsahu, do kterého spada L Csg.

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

Je-li to mozné, ma protokol obsahovat tyto informace:

- prohlaseni, ze zkouska byla provedena v souladu s vySe uvedenymi kritérii kvality,

- o druhu provedené zkousky (zkouska pro zji§téni rozsahu koncentraci a (nebo) definitivni
zkouska),

- presny popis experimentalnich podminek nebo konstatovani, Ze zkouska byla provedena v souladu
s metodou; je nutno uveést veskeré odchylky,

- presny popis, jak byla zkousSena latka smisena se zakladnim substratem,

- informace o organismech pouzitych ve zkousce (druh, stafi, sttedni hmotnost a rozsah jednotlivych
hodnot, podminky chovu, dodavatel),

- metoda pouzita ke stanoveni LCso,

- vysledky zkousky véetné vSech pouzitych udaja,

- popis pozorovanych symptomut nebo zmén v chovani organizmi pouzitych ve zkousce,

- Uhyn v kontrolnich zkouskach,
vyvolavajici 100 % thyn 14 dni (a nepovinné sedm dni) od zacatku zkousky,

- grafické znazornéni kiivky koncentrace/odezva,

vvvvvv

kontroly jakosti.
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PRILOHA
Chov Zizal pred zkouskou

Pro tcely chovu se 30 az 50 dospélych Zizal umisti do chovné schranky s Cerstvym substratem a
vyjmou se po 14 dnech. Tyto jedince je mozne pouZzit pro dalSi chovné vsazky. Zizaly vylihlé ze
zamotkll se pouziji ke zkouSeni, kdyz jsou dospélé (v uvedenych podminkich po dvou az tfech
mésicich).

Podminky chovu

Klimatizovana komora : teplota 20 + 2 °C, nejlépe s neustalym svétlem (intenzita 400 - 800 lux).

Chovné nadoby: vhodné mélké nadoby o objemu 10 az 20 1.

Substrét: Eisenia foetida je mozné chovat v riznych zvitecich exkrementech. Jako chovné
médium se doporuéuje pouzivat smés 50 % obj. raseliny a 50 % obj. hovéziho
nebo koniského hnoje. Médium musi mit pH asi 6 az 7 (upravi se uhli¢itanem
véapenatym) a nizkou iontovou vodivost (méné nez 6 mmhos nebo 0,5 %
koncentraci soli).

Substrat musi byt vlhky, ale ne pfili§ mokry.
Vedle vyse uvedené metody je mozné pouzivat i jiné tispé$né postupy.

Poznamka:

Eisenia foetida existuje ve dvou odridach, které néktefi taxonomové rozliili na druhy (Bouche,

1972). Jsou si morfologicky podobné, aviak jedna, Eisenia foetida foetida, ma na ¢lancich typické

pti¢né pruhovani nebo paskovani a druha, Eisenia foetida andrei, toto postrdda a ma pestie Cervené

zbarveni. Pokud je to mozZné, je tieba pouzivat Eisenia foetida andrei. Jiné druhy je moZné pouZit
pokud existuje potfebnd metodika.
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BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST - ZAHN - WELLENSOVA METODA
METODA

uvoD

Cilem metody je stanoveni uplné biologické rozlozitelnosti ve vodé rozpustnych netékavych
organickych latek statickou zkouSkou, pii které jsou tyto latky vystaveny ucinku vysokych
koncentraci mikroorganismu.

Pii interpretaci vysledkl musi byt zohlednéna fyzikalné-chemickéa adsorbce na suspendované pevné
Castice.

Zkoudené latky jsou zied’ovany v koncentracich odpovidajicich hodnotam DOC nebo TOC od 50 do
400 mg.I"* nebo hodnotdm CHSK 100 - 1 000 mg.I". Tyto pomérné vysoké koncentrace umoziiuji
dostatecné spolehlivou analyzu.

Slougeniny s toxickymi vlastnostmi mohou v8ak proces rozkladu zpomalit.

Mirou biologické rozlozitelnosti zkousené latky v této medodé je tbytek rozpusténého organického
uhliku nebo chemicka spotieba kysliku. Specifickymi analytickymi metodami mtize byt stanovena i
primarni biologicka rozlozitelnost latek.

Touto metodou mohou byt zkouseny pouze organické latky, které pii koncentracich pouzitych ve
zkousce:

- jsou za podminek zkousky rozpustné ve vode¢,

- maji za podminek zkousky nevyznamnou tenzi par,

- neinhibuji bakterie,

- jsou ve zkuSebnim systému jen omezené adsorbovany,

- pénénim nesnizuji svou koncentraci ve zkouseném roztoku.

Pokud jsou stanoveny nizké nebo marginalni hodnoty biologické rozlozitelnosti, je nutné pro

vvvvvv

Pro interpretaci nizSich hodnot biologické rozlozitelnosti a volbu vhodnych koncentraci zkouSené
latky jsou dulezité rovnéz informace o toxicit¢ zkousené latky.

DEFINICE A JEDNOTKY
Procentualni hodnota biologického rozkladu v ¢ase se vypocita podle vztahu:

D, (%)= {LM} 100
AT CBA

kde:

Dr=rozklad (%) v case T,

Ca = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkous$ené latky 3 h od zahajeni zkousky (mg.I?),

Cr = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkousené latky v dobé& odbéru vzorku (mg.1%),

Cs = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly v dob& odbéru vzorku (mg.1"),

Csa = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly 3 h od zahéjeni zkousky (mg.I2).

Stupen rozlozitelnosti se zaokrouhluje na cela procenta.

Jako procentudlni rozlozitelnost je udavan procentualni tbytek hodnot DOC (nebo CHSK) zkou3ené
latky.

Rozdil mezi hodnotami naméfenymi po 3 h po zahajeni zkousky a mezi vypocitanymi a zejména vSak
naméfenymi pocatecnimi hodnotami, poskytuje uziteCnou informaci o rozlozitelnosti zkousené latky
(viz 3.2).

STANDARDNI LATKY
Pfi posuzovani rozlozitelnosti novych latek mohou byt v jednotlivych pfipadech vyuzity referencni
materialy, v této metodice vSak nejsou doporuceny zadné.

PRINCIP METODY
Aktivovany kal, mineralni zivné médium a zkouSena latka ve vodném roztoku jako zdroj uhliku se
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smichaji v 1 - 4 1 sklenéné nadobé s michadlem a aeraénim zafizenim. Suspenze je michana a
aerovana az 28 dni pfi teploté 20-25 °C v difiznim svétle nebo temnu. Rozklad je sledovan denné
nebo v jinak vhodné stanovenych ¢asovych intervalech prostfednictvim meéteni hodnot DOC (nebo
CHSK) v odebraném vzorku po jeho prefiltrovani. Procentualni hodnota biologického rozkladu v Case
je definovana jako pomér mezi hodnotami DOC (nebo CHSK) v dobé odbéru vzorku a po 3 h od
zahjeni zkousky. Vysledek je vyjadien graficky jako funkce ¢asu.

V piipadé, Ze se analyticky stanovuji zmény koncentraci ptivodni molekuly latky, jsou tyto zmény
mefitkem primarni biologické rozlozitelnosti.

KRITERIA KVALITY

Dostate¢na reprodukovatelnost byla ovéfena mezilaboratornimi zkouskami.

Citlivost metody je znacné zavisla na variabilité kontrolniho vzorku, na pomérné¢ malé presnosti
stanoveni mnoZstvi organického uhliku a na koncentraci zkousené latky v suspenzi.

POSTUP ZKOUSENI

Piiprava

Reagencie

Voda: Pitnd voda s obsahem organického uhliku men$im nez 5 mg.It. Koncentrace vapenatych a

hofe¢natych iontd nesmi prekrogit 2,7 mmol.l}, jinak je nutné jako rozpoustédlo pouZit
deionizovanou nebo destilovanou vodu.

Kyselina sirova p. a 50 g.I*

Hydroxid sodny p. a. 40 g.I*

Mineralni Zivné médium: v jednom litru deionizované vody se rozpusti:
Chlorid amonny NH4Cl p.a. 38549

NaH>PO, . 2H,0 p.a. 33449

KH2PO4 p.a. 8549

KoHPO, p.a. 21,75

Tento roztok slouzi zaroven jako tlumic¢ pH.

Pristroje

Sklenéné nadoby o objemu 1- 4 I.

Sklenéné nebo kovové michadlo, které by mélo byt umisténo 5 - 10 cm nad dnem nadoby. PouZito
muiZe byt rovnéz magnetické michadlo se 7 - 10 cm dlouhym ramenem.

Sklenéna aeracni trubice o vnitinim priméru 2 - 4 mm. Vyusténi trubice by mélo byt umisténo cca 1 -
10 cm nad dnem nadoby.

Odstredivka (cca 3 550 g).

pH - metr.

Oximetr.

Papirovy filtr.

Membranovy filtracni pfistroj.

Membranovy filtr o velikosti p6rii 0,45 um, ktery béhem filtrace neuvoliiuje a neabsorbuje uhlik.
Analyzator ke stanoveni obsahu organického uhliku a vybaveni ke stanoveni CHSK.

Priprava inokula

Aktivovany kal z biologické Cistirny se promyva opakovan¢ vodou piedepsané kvality a bud’ se
opakovang centrifuguje nebo sedimentuje.

Aktivovany kal musi mit vhodné slozeni, tzn., Ze musi obsahovat co nejvice druhti bakteridlnich
kultur. Inokulum maze byt namichano z riiznych zdroju (napi. z Cistirny, z ptdniho extraktu, z ficni
vody, atd.).

Stanoveni aktivity aktivovaného kalu je popsano v kap. 1. 6. 2 nazvané Funkéni kontrola.
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Priprava pracovnich rozrokiii zkousené latky

Do zkuSebni nadoby odméfime 500 ml vody, 2,5 mll"? minerdlniho Zivného roztoku a pfiddme
aktivovany kal v mnozstvi 0,2 aZ 1,0 g.I"! susiny v kone¢né smési a odpipetujeme takovy objem
zakladniho roztoku zkousené latky, aby bylo dosazeno koncentrace rozpusténého organického uhliku
od 50 do 400 mg.I? suspenze. Odpovidajici hodnoty CHSK jsou 100 az 1000 mg.I"%. Doplnime vodou
na celkovy objem 1- 4 . Zvoleny objem je zavisly na poétu odebiranych vzork® nutnych ke stanoveni
hodnot DOC nebo CHSK a na tom, kolik odbérti bude vyzadovat zvoleny analyticky postup.
Zpravidla postacuje objem 2 1. Soucasné je s kazdou zkuSebni sérii nasazena alespon jedna kontrola,
do které je odméfen aktivovany kal a mineralni zivné médium doplnéné na stejny objem jako ma
zkouSena smes.

Pracovni postup

Kultivacni nadoby se inkubuji pii difuznim svétle nebo v tmavé komofte pfi teploté 20 - 25 °C, za
stdlého michani pomoci magnetického michadla nebo Sroubovitého michadla. Nadoba se
provzdusiuje tlakovym vzduchem, ktery je ¢istén, pokud je to potfebné, vatovym filtrem nebo pies
promyvacku. Musi byt zajisténo, aby nedoslo k usazovani kalu a koncentrace rozpusténého kysliku
neklesla pod 2 mg I,

V pravidelnych ¢asovych intervalech se méfi pH (napf. denn¢) a pokud je to potiebné upravuje se na
hodnota pH 7 - 8.

Ztraty vypafovanim se vyrovnavaji destilovanou nebo deionizovanou vodou vzdy pfed odebranim
vzorku. Je Gcelné oznacit hladinu kapaliny pied zacatkem zkousky a znovu zaznamenat vysku hladiny
po odebrani vzorku pfi vypnuté aeraci a michani. Prvni vzorky se odebiraji 3 h po zahajeni zkousky,
aby aktivovany kal dostatecné adsorboval zkousenou latku.

Rozklad zkou$ené latky se sleduje stanovenim hodnoty DOC a CHSK v pravidelnych Easovych
intervalech. Vzorky z nadoby se zkousenou latkou a z kontroly se pfed analyzou filtruji na promytém
papirovém filtru. Prvnich 5 ml filtratu se vyléva. Kaly, které se Spatn¢ filtruji mohou byt oddéleny 10
min odstfedénim. Stanoveni NOC a CHSK se provede nejméné dvakrat. VSechny banky se nechaji
inkubovat 28 dni

Poznamka: Vzorky, které jsou po uvedeném postupu jeste zakalené, se filtruji na membranovém filtru,
ktery nesmi uvoliiovat nebo adsorbovat organické latky.

Funkéni kontrola aktivovaného kalu

Paralelné se ke kazdé sérii pokusti nasazuje referenéni nadoba s kalem, médiem, vodou a referenéni
latkou, kterd slouZi ke kontrole citlivosti aktivovaneho kalu.

Doporucovan je diethylenglykol.

Adaptace

V relativné kratkych ¢asovych intervalech (napf. denn¢) jsou provadény analyzy a naméfené hodnoty
jsou vynaseny do grafii. Na inhibi¢ni ktivce lze zpocatku rozlisit tzv. adaptacni fazi (viz obr. 2), proto
by zkouska neméla byt nasazovana ke konci tydne. Jestlize na konci normalni délky zkousky dochazi
znovu k adaptaci, mize byt zkouska prodlouzena az do kone¢ného rozlozeni zkousené latky.
Upozornéni: Pokud chcete dikladné poznat chovani aktivovaného kalu, upravte ho nasledujicim
postupem:

Michadlo a aerani zafizeni se vypne, aby se mohl aktivovany kal usadit. Kapalna faze se vypusti,
dekantovany kal v nadobé se doplni vodou na objem 2 1, 15 min se micha a znovu se necha
sedimentovat. Kapalnd faze se znovu vypusti a zkouSka se opakuje se sedimentovanym kalem a
stejnou zkousSenou latkou. Podle kap. 1. 6. 1. 4 a 1. 6. 2. Aktivovany kal mize byt upraven také
centrifugaci.

Adaptovany kal miZze byt smichan s ¢erstvym aktivovanym kalem tak, aby bylo dosazeno koncentrace
0,2 - 1 g susiny na litr suspenze.

Piiprava pro analyzu
Vzorky se paruji pies promyté papirové filtry (k promyvani se pouziva deionizovana voda).
Zakalené vzorky se filtruji pfes membranové filtry (0,45 pm).
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Ve filtratech vzorku (prvnich 5 ml filtratu se nepouZziva) se ptistrolem na méfeni TOC stanovi dvakrat
koncentrace rozpusténého uhliku DOC. Jestlize nemtize byt filtrat analyzovan v den odbéru vzorku,
musi byt do pfistiho dne uchovan v lednicce. Delsi skladovani se v§ak nedoporucuje.

CHSK se ve filtratu vzorku stanovi standardnim postupem podle této vyhlasky.

VYHODNOCENI ZKOUSKY

Koncentrace DOC a nebo CHSK se ve vzorcich stanovi dle kap. 1. 6. 2 nejméné dvakrat. Biologicka
rozlozitelnost v Gase t se vypocitd podle vzorce 1. 2 a jeji hodnota se zaokrouhluje na celé procenta.
Takto stanovena rozlozitelnost se oznacuje jako ,Biologickd rozlozitelnost stanovena Zahn-
Wellensovou zkouskou*.

Poznamka: Jestlize je dosazeno tiplného rozlozeni zkousené latky pfed fadnym probehnutim zkousky
a vysledek je potvrzen dalsi analyzou provedenou nasledujici den, miZe byt zkouska ukonéena.

ZAVERECNA ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkousce by mély byt uvedeny nasledujici tidaje:

- pocatecni koncentrace latky,

- VSechny informace a experimentalni vysledky (ndzev zkousené latky, referenéni latka, kontrolni
vzorek),

- koncentrace latky po 3 h,

- inhibi¢ni davka s popisem,

- datum a zdroj odbéru kalu, stav adaptace, pouzita koncentrace atd.,

- védecké odivodnéni pripadnych zmén v provedeni zkousky,

INTERPRETACE VYSLEDKU

Postupné ubyvani DOC nebo CHSK béhem dnl az tydnt naznacuje, ze zkousena latka je biologicky
rozkladana.

V mnoha piipadech miZe ovliviiovat vysledky zkousky fyzikalné-chemické adsorbce. To Ize prokazat
tim, Ze se zjisti tplné nebo castecné odstranéni DOC nebo CHSK béhem prvnich tii hodin zkousky a
rozdil mezi supernatantem z kontroly a ze zkouseného vzorku je necekané maly.

Ma-li se rozliSit uplna nebo Caste¢na biologicka rozlozitelnost od adsorbce, musi se provést dalsi
zkousky.

nékteré zkousce snadné biologické rozlozitelnosti (nejlépe v respirometrické zkousce ).

Zkou3ené latky, které vykazuji velky Gbytek DOC nebo CHSK a nejsou ovlivnény adsorbei lze
pokladat za biologicky rozlozitelné. Casteény, neadsorbéni ibytek znamena, ze latka je pfinejmensim
alespon ¢aste¢né biologicky rozlozitelna. Jestlize je ubytek DOC nebo CHSK minimalni nebo zadny,
mohla nastat inhibice mikroorganismii pisobenim zkousené latky. Tato inhibice se muZe projevovat
rozpusténim nebo tbytkem kalu nebo zakalem zkouSené suspenze. V takovych ptipadech se zkouska
opakuje s niz8imi koncentracemi zkousené latky.

Vyssi citlivosti miize byt dosazeno specifickymi analytickymi metodami nebo pouZitim latek
znacenych ¥C. JestliZe je pouZita zkousena latka s *C, je mozné stanovenim *CO- prokazat, Ze nastal
rozklad zkousené latky.

Pokud je udavan vysledek jako primarni biologické rozlozitelnost, mély by byt uvedeny, pokud je to
mozné, zmeény v chemické struktufe, které zptsobily snizeni obsahu vychozi, rodicovské, zkousené
latky.

Musi se také dokladovat ovéfeni analytické metody a vysledky stanoveni v Zivném médiu bez
pridavku zkousené latky.

LITERATURA

(1)  OECD Paris, 1981, Test Guideline 302 B, Beschluss des Rates C (81) 330 Final

(2) Anhang V C.9 Abbaubarkeit, Chemischer Sauerstoffbedarf, Richtlinie der Kommission
84/449EWG (Amtsblatt den Europdischen Gemeinschaften Nr. L 251 vom 19. September
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PRILOHA
PRIKLAD VYHODNOCENI

Organicka latka:

4 - ethoxybenzoova kyselina

Teoreticka koncentrace ve zkousce: 600 mg.I*
Teoreticka DOC : 390 mg.I*

Inokulum: mestska Cistirna v .....
Koncentrace: 1 gsusiny . It
Adaptace: bez adaptace
Analytika: stanoveni DOC

Mnozstvi vzorku:
Referenéni latka:

Toxicita zkouSené latky:

Pouzita zkouska:

3ml

diethylenglykol

zadné toxické ucinky pii koncentraci mensi nez
1000 mg.I*

zkouSka ve fermentacnich trubicich

Doba Referencni latka ZkouSena latka
zkousky sl.p. DOC DOCn Rozklad DOC DOCn Rozklad
mg.I* mg.I* mg.I*! % mg.I*! mg.I* %
0 - - 300 - - 390 -
3h 4,0 298,0 294,0 2 3716 367,6 6
1 den 6,1 288,3 282,3 6 373,3 367,2 6
2 dny 5,0 281,2 276,2 8 360,0 355,0 9
5 dni 6,3 270,5 264,2 12 193,8 187,5 52
6 dni 7,4 253,3 245,9 18 143,9 136,5 65
7 dni 11,3 2125 201,2 33 104,5 93,2 76
8 dni 7,8 142,5 134,7 55 58,9 51,1 87
9 dni 7,0 35,0 28,0 91 18,1 11,1 97
10 dnti 18,0 37,0 19,0 94 20,2 2,0 99
Pozndmka: DOC stanovena v triplikatech.

sl. p. = slepy pokus
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BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST - SIMULACNI ZKOUSKA S
AKTIVOVANYM KALEM

METODA
uvoD

Obecné poznamky

Metoda je vhodna pouze pro ty organickeé latky, které v pouzivanych koncentracich:

- jsou natolik rozpustné ve vode, aby bylo mozné pfipravit zasobni roztok,

- maji za podminek zkou3ky zanedbatelnou tenzi par,

- neinhibuji bakterie.

materialu, zvlasté tehdy, kdyz biologicka rozlozitelnost dosahuje nizkych nebo marginalnich hodnot.
Pfi interpretaci nizkych hodnot biologické rozlozitelnosti a volbé vhodné zkuSebni koncentrace je
potiebné znat udaje o toxicité latky vici mikroorganismim.

Stanoveni Uplné biologické rozlozitelnosti (analyza DOC/CHSK)

Cilem metody je stanoveni uplné biologické rozlozitelnosti organické latky na zakladé méteni ubytku
zkousSené latky a vzniklych metabolitd v koncentracich DOC vice nez 12 mg.1"t (nebo CHSK cca 40
mg.I"Y) ve zkuSebnim zafizeni s naplni aktivovaného kalu. Prokazalo se, Ze optimalni je koncentrace
DOC 20 mgl/l.

Je nutné znat obsah organického uhliku nebo CHSK zkousené latky.

Stanoveni primarni biologické rozloZitelnosti (specificka analyza)

Cilem metody je stanoveni primarni biologické rozlozitelnost zkousené latky pii koncentraci cca 20
mg/l v modelovém zafizeni s aktivovanym kalem (pokud to umoziiuje analytickd metoda nebo toxicita
zkousené latky, muze byt pouzita koncentrace zkousené latky vyssi nebo nizsi). To dovoli odhadnout
primarni biologickou rozlozitelnost zkousené latky (vymizeni pivodni ,rodicovské™ chemické
struktury).

Cilem metody neni stanoveni stupné mineralizace zkou$ené latky.

Ke kvantitativni analyze musi byt k dispozici vhodna metoda.

DEFINICE A JEDNOTKY

Analyza DOC/CHSK
Ubytek latky je vyjadien vztahem:

T-(E-Ep)

DR = -100%

(1a)
DR = DOC nebo CHSK tubytek v % vztazeny na zkouSenou latku pfi dané sttedni dobé¢ prodlenti,
T=  koncentrace zkou$ené latky na p¥itoku do zkusebni jednotky v mg.1"* DOC nebo CHSK,
E= koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku ze zkusebni jednotky v mg.I2,
Eo= koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku z kontrolni jednotky v mg.I2.
Rozklad je definovén jako procentudlni ubytek DOC nebo CHSK pii udané dob¢ zdrzeni, vztazeny na
zkouSenou latku.

Specificka analyza
Procentudlni odstranéni zkousené latky z vodné faze (Rw) béhem udaného ¢asu prodlenti:

R =ﬂ.1oo%
C

w
! (1b)
C1= koncentrace zkousené latky v ptitoku do zkusebniho zafizeni (v mg.1) stanovena specifickou
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analyzou,
Co= koncentrace zkouSené latky na odtoku ze zkuSebniho zafizeni (v mg.I"t) stanovena specifickou
analyzou,

REFERENCNI LATKY
Pii zkouSeni novych latek je n€kdy vhodné pouzit referencni latku. Specifické referencni latky
doposud nejsou doporuceny.

PRINCIP ZKUSEBNICH METOD

Ke stanoveni uplné biologicka rozlozitelnosti se pouzivaji dvé paralelné pracujici modelova zafizeni s
aktivovanym kalem (potvrzujici zkouska OECD nebo zafizeni s porézni nadobkou). Zkousena latka se
ptidava na pfitoku do jedné z jednotek (se syntetickou nebo s komunalni odpadni vodou), zatimco ve
druhé je obsazena pouze odpadni voda. Ke stanoveni primarni biologické rozlozitelnosti pomoci
specifické analyzy zkousené latky na pfitoku a odtoku je zapotrebi jedna jednotka.

Na odtoku se méii koncentrace DOC nebo CHSK nebo se stanovi koncentrace zkou3ené latky
specifickou analyzou.

DOC zkouSené latky se nestanovuje, pouze se konstatuje.

Pfi méfeni DOC nebo CHSK se vychazi z toho, Ze rozdil mezi primérnymi koncentracemi na odtoku
ze zku3ebni a z kontrolni jednotky je zpisoben nerozlozenou ¢asti zkousenych latek.

Jestlize jsou provadény specifické analyzy, 1ze stanovovat zmény koncentrace ptivodni chemické latky
(primarni biologicka rozlozitelnost)

Obé zatizeni mohou byt provozovana jako ,,spfazena‘“ pomoci postupu vzajemné inokulace.

KRITERIA KVALITY
Koncentrace zkou3ené latky se voli s ohledem na druh analytické metody a jeji mez stanovitelnosti.

POPIS ZKUSEBNi METODY
Piiprava

Pristroje
Pokud se neprovadi specifickd analyza pouZivaji se dvé modelové zkuSebni jednotky stejného typu.
Mohou byt pouzivany dva typy zafizeni:

Potvrzujici zkouSka OECD

Zatizeni se sklada ze zasobni nadoby (A) na syntetickou odpadni vodu, davkovaciho ¢erpadla (B),
aera¢ni nadoby (C), sedimenta¢ni nddoby (D), mamutky (E) k recirkulaci aktivovaného kalu a sbérné
nadoby vyc€isténé vody (F).

Néadoby (A a F) musi byt ze skla nebo z vhodné umélé hmoty objemu nejméné 24 1. Cerpadlo (B)
musi zajistovat konstantni pfitok syntetickych splaskd do aera¢ni nadoby. Pouzit muze byt jakykoliv
vhodny systém zjist'ujici stanoveny pfitok a koncentraci. Za normalnich podminek je vyska separatoru
(D) nastavena tak, aby objem kultivaéni suspenze v aeraéni nadoba byl 3 1. V dolni ¢asti konické ¢asti
aeracni nadoby je ponofena porézni aeracni krychlicka. Mnozstvi dodavaného vzduchu muze byt
kontrolovano prutokomérem. Mamutka (E) je osazena tak, aby byl aktivovany kal ze separatoru do
aktivaéni nadoby dopravovan rovnomérné.

Zatizeni s porézni nadobkou

Porézni nadobka je vyrobena z porézni polyethylenové folie (tloustka 2 mm, maximalni velikost port
95 mikrontl) stocené do valce o priméru 14 cm s konickym dnem 45° , obrazky 1 a 2 v piiloze 2.
Porézni nadobka je umisténa v nepropustné nadobé o priméru 15 cm zhotovené z vhodné umélé
hmoty, kterda ma nad konickou ¢asti odtok ve vysce 17,2 cm, ¢imz je v zafizeni vymezen objem 3 1.
Na hornim konci vnitfni nadoby je upevnén kruhovy drzak tak, ze mezi vnéjsi a vnitini nadobou je 0,5
cm odtokova mezera.

Celé zatizeni je umisténo do vodni lazné regulované termostatem. Vzduch je pfivadén na dno vnitini
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nadoby pomoci vhodného rozvadéce.

Nadoby (A) a (E) musi byt vyrobeny ze skla nebo vhodné umélé hmoty a maji mit objem nejméné 24
1. Cerpadlo (B) umoziiuje konstantni ptitok odpadnich vod do aeraéni nadoby. Mize byt pouzit
jakykoliv vhodny systém za piedpokladu, Ze zarucuje stanoveny piitok a koncentraci.

K dispozice musi byt zasoba dalSich poréznich nadobek jako nahrada za zanesené; zanesené nadobky
se Cisti natocenim na 24 hodin do roztoku chlornanu sodného a promytim pitnou vodou.

Filtrace
Pouzivaji se membranové filtraéni pfistroje a membranové filtry (velikost pord 0,45 pm).
Membranovy filtr nesmi uvoliiovat uhlik ani nesmi adsorbovat zkousenou latku pfi filtraci.

Odpadni voda

Mize byt pouzito bud’ vhodné syntetické médium nebo komunalni odpadni voda.
Priklad syntetického média:

V 11 pitné vody se rozpusti:

pepton 160 mg
masovy extrakt 110 mg
mocovina 30 mg
NaCl 7mg
CaCl, . 2 H,0O 4 mg
MgSQOs. 7THO 2 mg
KoHPO4 28 mg

Komunalni odpadni vody:
Odebiraji se Cerstvé kazdy den z pfepadu mechanického stupné Cistirny, ktera Cisti pfevazné méstské
odpadni vody.

Zasobni roztok zkousené Ihatky

Ptipravi se napt. 1 % roztok zkousené latky, ktery se bude pridavat do zkusebni jednotky. Stanovi se
koncentrace zkousené latky a urci se piislusny objem zasobniho roztoku, ktery je potiebné piidat k
odpadni vodé nebo dalsim Eerpadlem piimo do zkuSebni jednotky, aby byla dosazena pozadovana
zkuSebni koncentrace.

Inokulum

Pozndmka: Je-li pouzivdna komunalni odpadni voda neni vhodné pouZivani inokula s malou
koncentraci bakterii, ale ma se pouZzivat aktivovany kal.

Mohou se pouzivat inokula z riznych zdroji.

Priklady vhodného inokula:

a) Inokulum z odtoku biologické Cistirny odpadnich vod

Inokulum mize byt ziskano z odtoku dobfe fungujici Cistirny zpracovavajici pievazné komunalni
odpadni vody. Vzorek odtoku musi byt v dobé mezi odbérem a pouzitim uchovan v aerobnich
podminkach. Inokulum se pfipravi filtraci vzorku vody pies hruby filtr, prvnich 200 ml filtratu se
vyleje. Az do okamZiku pouZiti se filtrat uchovava v aerobnich podminkéch. Inokulum musi byt
pouzito ve stejny den kdy bylo pfipraveno. K inokulaci se uziva nejméné 3 ml.

b) Smésné inokulum
Inokulum odebrané z odtoku Cistirny:
Viz ptedchozi popis.

Inokulum z pudy:

100 g zahradni zeminy (Grodnd, nesterilni zemina) se suspenduje v 1 | nechlérované pitné vody
(nevhodné jsou zeminy s vysokym obsahem jilu, pisku a humusu). Po zamichani se neché suspenze 30
minut dekantovat. Kapalna faze se prefiltruje, prvnich 200 ml se vyleje. Filtrat se ihned provzdusiuje
az do okamziku pouziti. Inokulum je mozné pouzit pouze ten den, kdy bylo pfipraveno.
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Inokulum z povrchové vody:

Dalsi dil smésného inokula se ziskava z mesosaprobnich povrchovym vod.

Odebrany vzorek se filtruje, prvnich 200 ml se vyleje. Az do okamziku pouziti se filtrat udrzuje v
aerobnich pdominkach. Inokulum musi byt pouzito pouze ten den, kdy bylo ptipraveno.

Smésné inokulum se ziskd smisenim a dobrym promichanim stejnych objemovych dili vsech tii
dil¢ich inokuli. K oc¢kovani se pouzivaji nejméné 3 ml smésného roztoku.

c) Inokulum z aktivovaného kalu
Pouziva se aktivovany kal (s obsahem suspendovanych pevnych astic do 2,5 g/1) odebrany z aeraéni
nadrze Cistirny komunalnich odpadnich vod.

Postup

Zkouska se provadi pti laboratorni teploté, ktera se ma udrzovat mezi 18 - 25 °C.

Zkouska mlze byt event. provadéna pii niZ8ich teplotich (do 10 °C). Pokud se zkouSena latka za
téchto podminek rozklada, nejsou zapotiebi zadna dalsi méfeni Jestlize vSak pfi nizsi teploté
rozkladana neni, musi byt zkouska opakovana pfi teploté 18 - 25 °C.

Faze zapracovani; tvorba kalu/stabilizace kalu

Féazi rastu/stabilizace kalu je obdobi, béhem kterého dochazi za provoznich podminek k ustaleni
koncentrace aktivovaného kalu a funkce zku3ebni jednotky.

Rozb&hova faze za¢ina prvni vsadkou zkousené lasky a konci dobou, kdy naméfeny tbytek zkousené
latky doséhne relativné konstantni hodnoty. Tato faze by neméla trvat déle nez 6 tydnii.

Hodnotici faze je doba trvajici 3 tydny od okamziku kdy ubytek zkousené latky dosahl relativné
konstantni zpravidla vysoké, hodnoty. Pro latky, které se béhem Sest tydn trvajici rozbéhové faze
nerozkladaji nebo jejich dbytek dosahuje nizkych hodnot se za vyhodnocovaci fazi povazuje obdobi
dalsich tfi nasledujicich tydnd. Na zacatku zkousky se zkuSebni jednotka(y) naplni zkusebni kapalinou
s inokulem.

Zapne se provzdusiovani a mamutka (pfi pouziti zkuSebniho zafizeni podle OECD) a zapne se
davkovaci zatizeni.

Ptitok odpadnich vod bez zkousené latky do aeraéni nadoby se udrzuje na rychlosti 1.h* nebo 1/2 .h%;
doba zdrzeni tak dosahne 3 h nebo 6 h.

Intenzita provzdusiovani musi byt regulovana tak, aby se udrzoval obsah aera¢ni nadoby ve vznosu a
obsah rozpusténého kysliku neklesl pod hodnotu 2 mg.I'%.

Pénéni smési se zabranuje vhodnymi prostiedky, které neinhibuji kal.

Kal, ktery se shromazd’uje v horni ¢asti aeracni nadoby a u prikazné zkousky OECD na dné
sedimentacni nadoby a v cirkulaénim okruhu musi byt alesponi jednou za den vracen do matec¢né
suspenze setfenim nebo jinym vhodnych zptisobem.

Jestlize kal Spatné sedimentuje 1ze zvysit jeho hustotu piidavkem 2 ml 5% roztoku chloridu Zelezného.
Ptidavek je mozné opakovat podle potieby.

Odtok ze sedimentacni nadrze se shromazd’uje v nadobach E nebo F po dobu 20 - 24 hod. Pied
odebranim vzorku se smés ditkladné promicha. Nadoby E a F se musi peclive Cistit.

Pro potieby sledovani ucinnosti procesu a pro potieby jeho fizeni sestanovi nejméné dvakrat tydné
CHSK nebo DOC zfiltrovaného primérného vzorku vytoku ze zafizeni a filtrované smési davkované
do zafizeni. K filtraci se pouZivd membranovy filtr s velikosti porti 0,45 p m. Prvnich 20 ml fitratu se
vyleje.

Pokud se rozkladné procesy ustali vyrovnaji se i poklesy CHSK nebo DOC.

Susina kalu v aeraéni nadobé se stanovuje dvakrat tydné (g.17%).

Zaii{zeni mohou byt provozovana dvéma zpiisoby: pokud je suSina kalu vy3si nez 2,5 g.I'! ptebyte¢ny
kal se vypusti nebo se denné odebere z kazdé nadoby 500 ml suspenze, takZe stfedni doba zdrZeni
kalu v zafizeni je 6 dni.

Jestlize jsou naméfené a hodnocené parametry (U€innost metody stanovend na zakladé ubytku CHSK
nebo DOC, koncentrace kalu, schopnost sedimentace kalu, zakal kapalné faze v sedimenta¢ni nadobé
atd.) dvou jednotek dostate¢né stabilni, mize byt zahdjeno pfidavani zkousené latky dle kap. 1. 6. 2. 2
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do natoku do jedné z jednotek.
Alternativné mize byt zkousena latka pfidavana na zacatku faze rtstu kalu (1. 6. 2. 1) zvlast' tehdy,
kdy?z je jako inokulum pouzivan aktivovany kal.

Pracovni postup

Za dodrzovéani podminek pro rozbéhovou fazi se do pfitoku do zkuSebniho zafizeni pridava zasobni
roztok zkousené latky (cca 1 %), aby obsah DOC v suspenzi byl v rozmezi 10 - 20 mg.I"* nebo CHSK
40 mg.IL.

Zasobni roztok se bud’ denn¢ pfimichava do odpadni vody nebo se privadi pomoci ¢erpadla ptimo do
suspenze. Koncentrace se postupné zvysuje az na pozadovanou hodnotu. VyzkouSeny mohou byt i
vySSi koncentrace neZ udava piedchozi odstavec, pokud nema zkouSena latka na aktivovany kal
toxické ucinky.

Do kontrolni jednotky se davkuje pouze odpadni voda bez zkousené latky. Z odtoku se odebiraji
vzorky pro analyzu a filtruji se na membranovém filtru s velikosti porG 0,45 pm. Prvnich 20 ml
filtratu se vyléva.

Filtraty vzorkl musi byt analyzovany v den odbéru nebo musi byt konzerovany (napt. ptidavkem 0,05
ml 1% chloridu nutnatého na 10 ml filtratu, uloZenim na 24 h pii teploté 2 - 4 °C nebo pii -18 °C na
delSi dobu).

Doba trvani rozb&hové faze od okamziku pridavku zkousené latky by neméla prekrocit 6 tydnu.
Vyhodnocovaci faze by neméla byt kratsi nez 3 tydny, aby bylo mozné provést 14 - 20 stanoveni
nutnych i vyhodnoceni zkousky.

Sptazena zatizeni

Zatizeni jsou sptfazena tak, ze je mezi nimi 1x denné¢ vyménovano 1,51 suspenze (vCetné kalu) z
aeradnich nadob. Dochazi-li k silné adsorbci zkou3ené latky, odebere se 1,5 | kapalné faze ze
sedimentac¢ni nadoby a ptidava se do aerobni nadoby druhého zafizeni.

Analytika

Ke sledovani chovani zkousené latky se pouzivaji dvé metody stanoveni: DOC a CHSK.

Hodnoty DOC se stanovi dvakrat pomoci analyzatoru uhliku a CHSK se stanovi podle literatury (2).
Specificka analyza

Koncentrace zkouSené latky se stanovi vhodnou analytickou metodou. Je-li to moZné, stanovi se
zvlast mnozstvi latky adsorbované na aktivovany kal.

DATA A VYHODNOCENI

SPRAZENA ZARiZENI

Pokud je pouzivano spiazené zatizeni, pocita se denn¢ stupeni odstranéni, DR. postupem podle 1. 2. 1.
Tyto denni hodnoty se opravi na hodnotu DR, zohlednénim pfenosu materialu pti o¢kovani. Tento
vypocet se provadi dle rovnice (2) pro stiedni dobu prodleni 3 hodiny a podle rovnice (3) pro stfedni
dobu prodleni 6 hodin.

DR, =§DR —@

2)
DR, :%DR —%

©))

Ze ziskanych hodnot se vypocita jejich primer a dale standardni odchylka podle rovnice (4)
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n (D_Rc - DRci )2
i=1

SDRc = n_1

(4)
kde:
Spbre = standardni odchylka,

DR = priimér hodnot DR¢,

n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR se eliminuji vhodnou statistickou metodou, napf. Nalimovou metodou (6) pro
95% hladinu vyznamnosti, pramér a standardni odchylka se potom vypoctou s vylou¢enim odlehlych
hodnot DR¢:

Vysledek se vyjadii dle (5):

t,_, o

\/ﬁ SDRc

DR, = DR, +

C
(®)
kde
tn-1; o = tabulkova hodnota t pro n dvojic hodnot e a E, a statistickou mez spolehlivosti P (P=1 - a),
kde P =95 % (1).
Vysledkem je prumér s udanymi mezemi tolerance pro 95% hladinou vyznamnosti pfipadné s udanou
standardni odchylkou, poctem dat hodnot DR bez odlehlych hodnot a po¢tem odlehlych hodnot.

Naptf.

DR. = 98,6 + 2,3% Ubytku DOC,
S = 4,65 % ubytku DOC,

n =18,

X = pocet odlehlych hodnot.

NESPRAZENA ZARIZENI
Provozni vykon zatizeni mize byt oveéfen nasledovneé:

% odstranéni CHSK nebo DOC =
= ( CHSK nebo DOC odp. vody - CHSK nebo DOC vytoku) . 100 / (CHSK nebo DOC odp. vody )

VynaSenim denn¢ naméfenych ubytkt do grafu se zdtirazni vSechny trendy, napt. adaptace.
Vyuziti stanoveni CHSK/DOC

Z denn¢ namétenych hodnot se podle kap. 1. 2. 1 vypocita procentualni ubytek DR.
Z tady hodnot DR se spocita jejich primét a podle rovnice (6) standardni odchylka:

Zn:(ﬁ‘DRi)z

i=1
n-1

SDR =

(6)
kde
Spr = standardni odchylka hodnot DR;,

DR = primér hodnot DR;,

n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR se eliminuji vhodnou statistickou metodou napi. podle Nalimova (6) pii 95%
hladiné vyznamnosti, stfedni hodnota a standardni odchylka jsou potom znovu vypocitdny s
vylou¢enim odlehlych hodnot DR.

Vysledna hodnota se pocita dle rovnice (7)
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DR = DR + -1 ¢

-Spr
()
kde
th-1; a- tabulkova hodnota t pro n dvojic hodnot e a E, a statistickou n mez spolehlivosti P (P=1-
o), kde P =95 % (1).
Vysledkem je primér s mezemi tolerance pii 95% hlading vyznamnosti s udanou standardni
odchylkou, poctem dat hodnot DR bez odlehlych hodnot a poctem odlehlych hodnot.
Napt.:
DR =(98,6 + 2,3 %) Ubytku DOC,
s =4,65 % ubytku DOC,
n =18
X = pocet odlehlych hodnot.

Pouziti vysledkii specifické analyzy
Odstranéni zkousené latky z vodné faze (Rw) v % se pocita podle 1. 2. 2.

ZAVERECNA ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkousce by mély byt uvedeny pokud je to mozné nasledutjici tidaje:

- provozni podminky, které jsou zaznamenany do formulafe uvedeného v pfiloze ¢. 3 této metody;

- druh pouzitého zkuSebniho zafizeni (zafizeni pro prikaznou zkousku OECD nebo zafizeni s
porézni nadobkou);

- zpusob provozovani zafizeni: spfaZzena nebo nespfazena zafizeni;

- druh odpadnich vod: syntetické nebo komunalni odpadni vody, u komunalnich odpadnich vod
datum a misto odbéru;

- druh inokula, datum a misto odbéru;

- popis pouzitych analytickych metod, pokud byly provadény specifické analyzy;

- grafické vyjadfeni zavislosti ubytku CHSK nebo DOC na &ase ve fazi rozbéhové a vyhodnocovaci;

- vysledek stanoveni obsahu zkousené latky prostiednictvim CHSK nebo DOC v zasobnim roztoku;

- pfi provadéni specifické analyzy: grafické vyjadieni procentudlniho ubytku zkouSené latky z
kapalné faze béhem rozb&hové a vyhodnocovaci faze v zavislosti na Case;

- stiedni ibytek DOC nebo CHSK zkousené latky a standardni odchylka vysledkti ziskanych béhem
vyhodnocovaci faze, kdy Ubytek zkouSené latky je konstantni;

- grafické vyjadieni koncentrace aktivovaného kalu v zavislosti na case;

- poznamky tykajici se aktivovaného kalu (odstranovani ptrebyteéného kalu ze zafizeni, tvorba
shlukd, pouziti chloridu Zelezitého atd.);

- proméfované koncentrace zkousSené latky;

- vysledky analyz kalu;

- vSechny informace o zkouSené latce a o referen¢ni latce, pokud byla pouZita;

- védecké zdivodnéni vSech odchylek a zmén metody.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pfi¢inou nizké hodnoty Ubytku zkousené latky z vodné faze mize byt inhibice mikroorganismu
zpusobena touto latkou. Projevuje se to pfedevsim rozpousténim a ztratou kalu, zakalovanim kapalné
faze a snizenim ucinnosti odstranovani CHSK nebo DOC v zafizeni.

Nékdy hraje roli fyzikalné-chemicka adsorbce. Vztah mezi biologickym plisobenim na latku a jeji
fyzikalné-chemickou adsorpci je moZzné rozlisit po odpovidajici desorpci.

K rozliSeni uplného nebo castecného biologického rozkladu od adsorbce je nutno provést dalsi
zkousky.

Nabizi se zde vice moznosti. Nejlep$im postupem je pouziti kapalné faze ze sedimenta¢ni nadoby jako
inokula v nékteré ze zkousek snadné biologicke rozloZitelnosti (nejlépe v respirometrické zkousce).



Vysoké hodnoty tbytku DOC nebo CHSK jsou zpravidla zptisobovany biologickym rozkladem, nizké
hodnoty ubytku naproti tomu nelze odliSit od jinych mechanizml odstranéni latky. Pokud napf.
rozpustna slougenina vykazuje stupent adsorbce 98 % a denné je odstrafiovano 10 % kalu, dochazi az
ke 40 % odstranéni latky v tomto kalu. Je-li denné odstranovano 30 % kalu, mize eliminace na
zakladé adsorbce a odstranéni kalu stoupnout na 65 % (4):

Pti pouzivani specifickych analyz je tieba brat na zfetel vliv struktury latky na specifickou analyzu.
Ubytek latky stanoveny specifickou analyzou nemfize byt interpretovan jako mineralizace latky.
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PRILOHA 1

Obrazek 1

_

A = zasobnik E = mamutka



B = davkovaci zatizeni F = z&sobnik na vytok
C = aereta¢ni komora G = aerator
D = sedimentaéni nadoba H = pritokomér ( nepovinné )
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Obréazek 1
Zatizeni pouzivané pro stanoveni biologické rozlozitelnosti
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A = zasobnik E = zasobnik na vytok
B = davkovaci ¢erpadlo F = vzduchovaci kdmen
C = porézni areta¢ni nadobka G = rotametr

D = vnéjsi nepropustna nadoba



Obréazek 2
Detaily tfilitrové vzduchovaci porézni nadobky
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PRILOHA 3
Provozni podminky simula¢ni zkousky s aktivovanym kalem
Oznac v kazdé skupiné
Zatizeni:
prikazna zkouska OECD

zafizeni s porézni nadobkou

Zpusob provozu:

samostatna jednotka

spfazena zatizeni

nespfazena zatizeni

Pieockovani:

74dné

aktivované kalem

kapalnou fazi vzniklou odsedimentovanim

Stfedni doba zdrzeni:

3 hodiny

6 hodin

Zivné médium:

komunalni odpadni voda




synteticka odpadni voda
Inokulum:

z Cistirny odpadnich vod
smésné inokulum
aktivovany kal

Ptidani zkousené latky:
na zacatku

postupné

po vytvofeni kalu
Analyzy:

specificka

CHSK

DOC
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BIOLOGICKY ROZKLAD - ZKOUSKA INHIBICE DYCHANI
AKTIVOVANEHO KALU

METODA

UvoD

Popsana metoda hodnoti vliv zkousené latky na mikroorganismy métenim intenzity jejich dychani za
definovanych podminek v pfitomnosti riznych koncentraci zkousené latky.

Utelem této metody je poskytnout rychlou vyhledavaci metodu, kterou je mozné uréit latky, které
mohou nepfiznivé ovlivnit aerobni mikrobidlni Cistirny vod, a naznacit vhodné koncentrace
zkouSenych latek, které nejsou inhibujici a které je mozno pouzit ve zkouSkéach biologické
rozlozitelnosti.

Definitivni zkousce muze piedchazet zkouska pro nalezeni pracovni oblast Muze poskytnout
informace o oboru koncentraci, které je mozné pouzit v hlavni zkousce.

Do schématu zkousky jmu zatazeny dvé kontroly, jedna na zacatku a druha na konci fady pokust.
Kazdou davku aktivovaného kalu je také nutno kontrolovat s pouzitim referencni latky.

Tato metoda se nejsnaze aplikuje na latky, které diky své rozpustnosti a nizké t€kavosti zstavaji ve
vode.

U latek s nizkou rozpustnosti v médiich pouzivanych ve zkousce mize byt nemozné stanovit ECso.
Pokud méa zkousena latka sklon k rozkladu oxidaéni fosforylaci mohou vysledky zalozené na absorpci
kysliku vést k nespravnym zavérim.

Pro provedeni zkousky je uzitecné znat nasledujici informace:

- rozpustnost ve vode,

- tenze par,

- strukturni vzorec,

- Cistota zkouSené latky.

Doporuceni:
Aktivovany kal mtze obsahovat potencialné patogenni organizmy a je tfeba s nim zachazet opatrné.

DEFINICEC A JEDNOTKY

Respiracni rychlost je spotfeba kysliku mikroorganismy odpadnich vod v aerobnim kalu, obecné
vyjadfena jako mg Oz na 1 mg kalu za hodinu.

Pro vypocet inhibi¢niho u¢inku zkousené latky pii uréité koncentraci se respiracni rychlost vyjadiuje
jako procento prumérné hodnoty dvou kontrolnich respira¢nich rychlosti:

1-—2Rs ].100 = %inhibice
Rc, +Rc,

kde:

Rs = rychlost spotieby kysliku pii pouzité koncentraci zkousené latky,

Rc: = rychlost spotieby kysliku v kontrolni zkousce 1,

Rcz = rychlost spotieby kysliku v kontrolni zkousce 2.

ECso v této zkousce je koncentrace zkouSené latky, pti které respiracni rychlost ¢ini 50 %, hodnoty
vychézejici z kontrolni zkousky za podminek popsanych v této metodé

REFERENCNi LATKY
Jako referencni latku se doporucuje pouzivat znadmy inhibitor dychani 3,5-dichlorfenol. Ovéfenim
ECso u kazdé davky aktivovaného kalu by mélo byt zkontrolovano, Ze kal neni abnormalné citlivy.

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Rychlost dychani aktivovaného kalu vyzivovaného standardnim mnozstvim syntetické odpadni vody
se meéti po dobé kontaktu 30 minut, 3 hodin nebo v obou ¢asech. Méfi se také rychlost dychani téhoz
aktivovaného kalu v piitomnosti riznych koncentraci zkou3ené latky za jinak stejnych podminek.
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Inhibiéni efekt zkousené latky pii urcité koncentraci se vyjadiuje jako procento primérné rychlosti
dychani ze dvou kontrolnich pokusi. Hodnota ECso se vypoc€itd ze stanoveni pii riznych
koncentracich.

KRITERIA KVALITY

Vysledky zkousky jsou platné, jestliZe:

- respiraéni rychlosti dvou kontrolnich pokust se od sebe lisi nejvyse o 15 %,

- ECso (pro 30 minut nebo pro 3 hodiny) 3,5-dichlorfenolu leZi v pfijatém rozmezi 5 - 30 mg.I2.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Cinidla

Roztoky zkousené latky
Roztoky zkousené latky se piipravuji Cerstvé na zacatku studie s pouzitim zasobniho roztoku. Pouzije-
li se niZe popsany postup, je vhodna koncentrace zasobniho rozloho 0,5 g.I™%.

Roztok zkouSené latky

Roztok 3,5-dichlorfenolu lze ptipravit napfiklad rozpus§ténim 0,5 g 3,5-dichlorfenolu v 10 ml 1 M
NaOH, zfedénim destilovanou vodou pfiblizné na 30 ml, pfidanim 0,5 M H2SO4 do bodu zacinajiciho
srazeni (je tfeba asi 8 ml 0,5 M H2SO4) a koneénym doplnénim smési destilovanou vodou na 1 litr. pH
musi potom leZet mezi 7 a 8.

Synteticka odpadni voda

Pouzivana synteticka odpadni voda se pfipravi rozpusténim nasledujiciho mnozstvi latek v 1 Iitru
vody:

- 16 g peptonu,

- 11 g masového extraktu,

- 3 g mocoviny,

- 0,7 g NaCl,

- 0,4 g CaCI2.2H20,

- 0,2 g MgS0..7H,0,

- 2,99 Ko:HPO,

Poznamka 1: Tato syntetickd odpadni voda ma stonasobnou koncentraci oproti vodé popsané v
technické zpravé OECD ,,Navrh metody stanoveni biologické rozlozitelnosti povrchové aktivnich
latek pouzivanych v syntetickych detergentech* (11.6.1976), s ptidavkem monohydrogenfosforecnanu
draselného.

Pozndmka 2 : NepouZzije-li se ptipravené médium ihned, je nutné je pfechovavat v temnu pfi 0 - 4 °C
ne déle nez jeden tyden za podminek, které nezptisobuji zadné zmény v jeho sloZeni. Médium je také
mozné pied uschovanim sterilizovat nebo je mozné pepton a masovy extrakt ptidat kratce pred
provedenim zkousky. Pfed pouzitim je nutné médium dikladné promichat a upravit pH.

Aparatura

Mg¢fici aparatura: Pfesnad konstrukce neni podstatna. Musi v§ak mit volny prostor nad kapalinou a
sonda musi piesné zapadat do hrdla odmérné barky.

Z bézného laboratorniho vybaveni je tieba zejména toto:

- méfici piistroje,

- provzdusnovaci zafizeni,

- méfi¢ pH a monitorovaci zafizeni,

- kyslikova elektroda.

Piiprava inokula
Jako mikrobialni inokulum pro zkousku se pouziva aktivovany kal z ¢istirny odpadnich vod distici
pfevazné domovni odpadni vody.
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Je-li to nutné, je mozné pii dodani kalu do laboratofe odstranit hrubé castice kratkodobym usazenim
(napf. 15 minut) a dekantovat horni vrstvu jemnéjsich tuhych ¢astic pro pouziti. Alternativné je mozné
kal po nekolik sekund promichat.

Lze-li mimoto pfedpokladat, ze je pfitomna latka majici inhibicni uCinek, je nutné kal promyt
vodovodni vodou nebo izotonickym roztokem. Po zcentrifugovani se roztok nad usazeninou dekantuje
(tento postup se opakuje tiikrat).

Malé mnozstvi kalu se zvazi a vysusi. Z vysledku je mozné vypoé&itat mnoZzstvi vlhkého kalu, které je
nutné suspendovat ve vodé, aby se ziskal aktivovany kal v oblasti koncentraci suspendovanych tuhych
latek ve smésné kapaling mezi 2 a 4 g1 Dodrzi-li se nize doporudeny postup ziska se zku3ebni
médium s koncentraci kalu 0,8 a 1,6 g.I.

Neni-li mozné kal pouzit v den kdy byl shromazdén pfida se ke kazdému litru aktivovaného kalu,
pripraveného tak, jak je popsano vyse, 50 ml syntetické odpadni vody, potom se provzdusiuje pies
noc pii 20 £ 2 °C. Poté se udrzuje za provzdusnovani pro pouziti béhem dne. Pfed pouzitim se
zkontroluje pH a je-li tfeba, upravi se na 6 - 8. Obsah suspendovanych tuhych latek ve smésné
kapaliné€ je tfeba stanovit jak je popsano v predchozim odstavci.

Pozaduje-li se pouziti stejné davky kalu v nasledujici dny (nejvyse po étyti dny), ptidava se na konci
kazdého pracovniho dne dalSich 50 ml syntetické odpadni vody na litr kalu.

Provedeni zkousky

Trvani/doba kontaktu: 30 minut a (nebo) 3 hodiny, béhem kterych probiha provzdusiiovani

Voda : Pitna voda (v ptfipad¢ potfeby zbavena chloru)

Ptivod vzduchu: Cisty vzduch, prost oleje. Priitok 0,1- 1 I.min™,

Me¢fici aparatura: Barika s plochym dnem, jaka se pouziva pro stanoveni BSK.

MEefic obsahu kysliku Vhodna kyslikova elektroda, se zapisovacem.

Zivny roztok : Syntetickd odpadni voda (viz vy3e),

Zkousena latka: Roztok zkousené latky se ptipravi erstvy na zacatku
zkousky.

Referencni latka: napt. 3,5-dichlorfenol (nejméné tfi koncentrace)

Kontrolni zkouska: Naockovany vzorek bez zkousené latky

Teplota: 202 °C

Dale je uveden navrzeny experimentalni postup, kterého je mozné pouzit jak pro zkouSenou, tak pro
referenc¢ni latku, pro dobu kontaktu tfi hodiny:

Pouziva se nékolika nadob (napf. jednolitrovych kadinek).

Je tieba pouzit alespon pét koncentraci, odstupniovanych o konstantni faktor nepievysujici pokud
mozno 3,2.

V okamziku ,,0“ se 16 ml syntetické odpadni vody doplni vodou na 300 ml. Pfida se 200 ml
mikrobialniho inokula a vysledna smés (500 ml) se pfevede do prvni nadoby (prvni kontrola C1).
Nadoby, pouzivané v pokusu, je nutné nepfetrzit€ provzdustiovat, aby bylo zaruéeno, Ze koncentrace
rozpusténého kysliku nepoklesne pod 2,5 mg.I! a aby t&sné pfed méfenim rychlosti dychani ¢inila
koncentrace kysliku piiblizné& 6,5 mg.I™%.

V okamziku ,,15 minut” (15 minut je libovolné zvoleny, avsak vhodny interval) se opakuje totéz az na
to, ze se k 16 ml syntetické odpadni vody pfed doplnénim vodou na 300 ml a ptidanim mikrobidlniho
inokula na celkovy oblém 500 ml pfida 100 ml zasobniho roztoku zkouSené latky. Tato smés se pak
prevede do druhé nadoby a provzdusiuje se jako vyse. Tento postup se opakuje v 15-minutovych
intervalech s rliznymi objemy zasobniho roztoku zkousené latky, ¢imz se ziskda fada nadob
obsahujicich rizné koncentrace zkousené latky. Nakonec se pfipravi druha kontrolni nadoba.

Po tfech hodinach se zaznamena pH, dobie promichany vzorek obsahu prvni nadoby se prevede do
mefici aparatury a v dobé€ do 10 minut se zméfti rychlost dychani.

Stanoveni se opakuje u obsahu kazdé z nadob v 15 minutovych intervalech tak, ze doba kontaktu v
kazdé nadobé je tii hodiny.

Referenéni latka se zkousi na kazdé davce mikrobialniho inokula tymz zpisobem.

Maji-li se mé&feni provadét po 30 minutach kontaktu, je tieba pouzit jiného rezimu (napf. pouZiti vice
nez jednoho méfice kysliku).

VyZaduje-li se méfeni chemické spotieby kysliku, ptipravi se dal$i nadoby, obsahujici zkouSenou
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latku, syntetickou odpadni vodu a ¢istou vodu, ale ne aktivovany kal. Spotfeba kysliku se méfi a
zaznamend po dob¢ provzdusiiovani 30 minut a (nebo) tfi hodiny (doba kontaktu).

VYSLEDKY A VYHODNOCENI

Rychlost dychani se vypo&ita ze zdznamu zapisovace mezi ptiblizné na 6,5 mg.I' a 2,5 mg.I, nebo za
desetiminutovou periodu, je-li rychlost dychani nizka. Cast respira¢ni kfivky, ze které se vyhodnocuje
rychlost dychani, musi byt linearni.

Jestlize rychlosti dychani v obou kontrolnich pokusech nelezi v rozmezi 15 % od sebe navzajem, nebo
ECso (za 30 minut nebo tfi hodiny) referen¢ni 1atky neleZi v akceptovaném rozmezi (5 - 30 mg.I* pro
3,5-dichlorfenol), je zkouska neplatna a musi se opakovat.

Pro kazdou zkuSenou koncentraci (viz bod 1. 2) se vypocte inhibice v %. Inhibice v % se vynese proti
koncentraci na logaritmicko-normalnirn (nebo logaritmicko- pravdépodobnostnim) papiru a odedte se
hodnota ECso.

Standardnimi postupy je mozné stanovit pro hodnoty ECsy 95% meze spolehlivosti.

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE
Je-li to mozné, ma protokol o zkouSce obsahovat tyto informace:
- zkousena latka: chemické identifikacni udaje,
- systém pouzity pii zkousce : zdroj, koncentrace a veskera predbéZna uprava aktivovaného kalu,
- experimentalni podminky:
- pH reakeni smési pfed méfenim respirace,
- teplota pii zkousce,
- doba trvani zkousky,
- referenéni latka a jeji zméfend ECsg,
- abiotickd spotieba kysliku (pokud k ni dochazi).
- vysledky:
- veskeré naméfené hodnoty,
- kfivka inhibice a metoda vypoctu ECso,
- ECs a je-li mozné 95% meze spolehlivosti, ECy a ECsy,
- veSkera pozorovani a veSkeré odchylky od této zkuSebni metody, které mohly ovlivnit
vysledek.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Hodnotu ECsx je tieba povazovat pouze za orientaéni hodnotu pravdépodobné toxicity zkousené latky
bud’ pfi zpracovani odpadnich vod aktivovanym kalem, nebo pro mikroorganizmy v odpadnich
vodach, protoze slozité interakce, ke kterym dochéazi v Zivotnim prostiedi, nelze pfesné simulovat
laboratorni zkouSkou. Mimoto, zkouSené latky, které mohou mit inhibi¢ni ucinky na oxidaci
amoniaku, mohou také zptisobovat atypické inhibi¢ni kiivky. Proto je nutné interpretovat tyto kiivky
opatrné.

LITERATURA

(1)  International Standard 1SO 8192-1986.

(2)  Broecker, B., Zahn, R., Water Research 11, 1977, str. 165

(3) Brown, D., Hitz, H.R., Schaefer, L., Chemosphere 10, 1981, str. 245

(4) ETAD (Ecological and Toxicological Association of Dyestuffs Manufacturing Industries -
Ekologicka a toxikologicka asociace prumyslu vyroby barviv), Recommended Method No 103,
také popsano v:

(5) Robra, B., Wasser/Abwasser 117, 1976, str. 80

(6)  Schefer, W., Textilveredlung 6, 1977, str. 247

(7)  OECD, Paris, 1981, Test Guideline 209, Decision of the Council C(81) 30 final.
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MODIFIKOVANA ZKOUSKA SCAS
METODA

UvoD

Cilem této metody je hodnoceni potencialni uplné biologické rozloZitelnosti netékavych organickych
latek rozpustnych ve vod¢, jsou-li vystaveny pomérné vysokym koncentracim mikroorganizmi po
dlouhé ¢asové obdobi.

Zivotaschopnost mikroorganizmil se udrzuje po tuto dobu dennimi p¥idavky Zivin z usazené odpadni
vody. (Pro potfebu bé¢hem vikendl lze odpadni vodu piechovavat pii 4 °C. Alternativné je mozné
pouZit syntetickou odpadni vodu podle potvrzujici zkousky OECD.)

Pii interpretaci vyledkd (viz 3. 2) je nutné brat v uvahu, Ze miZe dochazet k fyzikalné-chemické
adsorpci na suspendovanych tuhych latkach.

V dtsledku dlouhé doby zdrzeni kapalné faze (36 hodin) a pribézného pfidavani zivin nesimuluje
zkouska podminky existujici v Cistirn¢ odpadnich vod. Vysledky ziskané pfi pokusech s riznymi
latkami ukazuji, Ze zkouSka ma vysoky potencial biologického rozkladu.

Podminky poskytované zkouSkou jsou vysoce pfiznivé pro vybér a adaptaci mikroorganizmi
schopnych rozkladat zkouSenou latku. (Postup je moZzné pouzit také k ziskavani aklimatizovanych
inokuli pro pouziti v jinych zkouskéch.) V této metodé se pouziva k hodnoceni vysledné biologické
rozlozitelnosti zkousené latky hodnota koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC), DOC se
doporucuje radsi stanovit po okyseleni a precisténi nez jako rozdil Ceek. - Canorg- Soucasné pouziti
specifické analytické metody muZe umoznit uréeni primarniho rozkladu latky (abytek vychozi
chemické struktury).

Metoda je pouZzitelna pouze pro ty organické latky, které v koncentracich pouzivanych ve zkousce:

- jsou rozpustné ve vod¢ (alespoii 20 mg rozpusténého organického uhliku na litr),

- maji zanedbatelnou tenzi par,

- nepusobi inhibi¢né€ na bakterie,

- vyznamné se neadsorbuji ve zkuSebnim systému,

- neztraceji se ze zkouseného roztoku pénénim.

Je nutné stanovit obsah organického vazku ve zkouSené latce.

Pfi interpretaci ziskanych vysledkil, zejména v ptipadech, kdy vysledky jsou nizké nebo margindlni,
jsou cenné informace o relativnich podilech hlavnich sloZek ve zkouSeném vzorku

Pro interpretaci nizkych vysledkl a pii volbé vhodné koncentrace pii zkouSce mohou byt uzitecné
informace o toxicité latky pro mikroorganismy.

DEFINICE A JEDNOTKY

Cr= koncentrace zkouSené latky na zacatku provzduSiovaci periody, vyjadiend jako mnoZzstvi
organického uhliku p¥itomného nebo ptidaného k usazené odpadni vodé (mg.17),

Ci= koncentrace rozpusténého organického uhliku v kapaling€ nad usazeninou, ve zkousce, na konci
provzdustovaci periody (mg.I'%),

Cc.= koncentrace rozpusténého organického uhliku v kapalin€ nad sedimentem, v kontrolni zkousce,
na konci provzdustovaci periody (mg.I?),

Biologicky rozklad je v této metod¢ definovan Jako ubytek organického uhliku.

Biologicky rozklad je mozné vyjadrit jako:

1. Procenticky Ubytek Dga mnoZstvi denné pridavané latky:

Cr-(C.-C,)

T

Dy, = 100

1)
kde Dga = rozklad/denni piidavek
2. Procenticky Ubytek Dssg mnozstvi latky pfitomného na zaéatku kazdého dne:
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~ 2C; +Cy; —Ci —3Cy(i4q) +3C¢(4a) 100
o .
s Cr+Cy —Cq (2(a))
_ 27 -2C=Co) 4
2C; +(C, -C,) (2(0))

kde Dreq = rozklad/denni piidavek;

indexy i a (i + 1) se vztahuji ke dni méfeni.

Rovnice 2(a) se doporucuje, meéni-li se DOC v odchdzejici vodé den ode dne, zatimco rovnici 2(b) Ize
pouZivat, zistava-li DOC v odchézejici vodé den ode dne relativné konstantni.

REFERENCNi LATKY

V nékterych pfipadech mohou byt pii studiu nové latky uzitecné referencni latky. Pro tuto zkousku
neni dosud zadna referencni latka stanovena.

Jsou uvedeny hodnoty pro né€kolik sloucenin vyhodnocenych v okruznich zkouskach (viz pfiloha 1),
takze je mozné provést obcasnou kalibraci metody a porovnat vysledky ziskané jinymi metodami.

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Aktivovany kal z &istirny odpadnich vod se vpravi do semikontinualni jednotky pro aktivovany kal
(SCAS, semi-continuous activated sludge unit). Pfidaji se zkouSena latka a usazena domovni odpadni
voda a smés se provzdusnuje 23 hodin.

Provzdusiovani se pak ukonci, kal se neché usadit a kapalina nad usazeninou se odstrani.

Kal zbyly v provzdusiiovaci komofie se pak smisi s dal$i alikvotni ¢asti zkousené latky a odpadni vody
a cyklus se opakuje.

Biologicky rozklad se urci stanovenim obsahu rozpusténé¢ho organického uhliku v kapaliné nad
sedimentem. Tato hodnota se porovnd s hodnotou, zjisténou pro kapalinu ziskanou z kontrolni
nadoby, do které byla ddvkovana pouze usazena odpadni voda.

PouZije-li se specifickd analytickd metoda, je mozné méftit zmény koncentrace vychozi chemické latky
v dasledku biologického rozkladu (primarni biologicky rozklad)

KRITERIA KVALITY

Reprodukovatelnost této metody, zaloZzené na Ubytku rozpusténého organického uhliku, nebyla jesté
stanovena. (Pokud se uvazuje primarni biologicky rozklad, dosahuje se velmi pfesnych hodnot pro
latky, které se rozkladaji ve vysokém stupni.)

Citlivost metody je ve velké mife urena variabilitou slepé zkousky a v mensi mife pfesnost stanoveni
rozpus$téného organického uhliku a obsahem zkousené latky v kapaliné na zac¢atku kazdého cyklu.

POPIS PRACOVNIHO POSTUPU

Priprava

Sestavi se dostateCny pocet Cistych provzdusiovacich jednotek, alternativné je mozné pouZzit
originalni zkuSebni jednotku SCAS o obsahu 1,5 1, a trubic pro piivod vzduchu (obrazek 1) pro
kazdou zkousenou latku a pro kontrolni zkousky. Stlaceny vzduch piivadény do zkuSebnich jednotek,
precistény vatovym filtrem, musi byt prost organického uhliku a musi byt pfedem nasycen vodou, aby
se snizily ztraty vypafovanim.

Vzorek smésné kapaliny, obsahujici 1 - 4 g suspendovanych tuhych latek v 1 litru, se ziska z &istirny
pracujici s aktivovanym kalem, Cistici prevazné domovni odpadni vody. Pro kazdou provzdusnovaci
jednotku je tfeba ptiblizné¢ 150 ml smérné kapaliny.

Zasobni roztoky zkousené lasky se pfipravuji s pouzitim destilované vody; normalné pozadovana
koncentrace je 400 mg.I"! jako organicky uhlik, co pfedstavuje koncentraci zkousené latky 20 mg.1?
uhliku na zagatku kazdého cyklu provzdusiovani, nedochazi-li k biologickému rozkladu.

Dovoluje-li to toxicita pro mikroorganizmy jsou piipustné vyssi koncentrace.
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ME¢fi se obsah organického uhliku zasobnich roztok.

Experimentalni podminky

Zkousku je tfeba provadét pii 20 - 25 °C.

PouzZiva se vysoka koncentrace aerobnich mikroorganizmi (1 - 4 g.I-1) suspendovanych latek), a
efektivni doba zdrzeni je 36 hodin. Uhlikaté latky v pfivadéné odpadni vodé se v $iroké mife oxiduji,
normalné béhem osmi hodin po zacatku kazdého cyklu provzdusnovani. Potom kal endogenné dycha
po zbytek provzdusiiovaci periody, a v této dobé& je jedingm dostupnym substratem zkouSena
sloucenina, pokud se také rychle nemetabolizuje. Tyto skuteCnosti spolu s denné opakovanym
ockovanim, pouziva-li se jako médium domovni odpadni voda, vytvareji vysoce piiznivé podminky
jak pro aklimatizaci, tak pro vysoky stupen rozkladu.

Provedeni zkousky

Ziska se vzorek smésné kapaliny z vhodné Cistirny Cistici aktivovanym kalem pfevazné domovni
odpadni vody nebo vzorek kapaliny z laboratorni jednotky a udrzuje se v aerobnich podminkach az do
pouziti v laboratofi. Do kazdé aeracni i kontrolni jednotky se naplni 150 ml smésné kapaliny
(pouziva-li se originalni jednotka pro zkousku SCAS, je tieba uvedené objemy nasobit 10) a zahaji se
provzdusiovani. Po 23 hodinach se provzdusnovani ukon¢i a kal se nechd 45 minut usadit. Postupné
se oteviou kohouty viech n&dob a odeberou se 100 ml podily kapaliny nad usazeninou. Ke kalu
zbylému v kazdé aeracni jednotce se pridd 100 ml usazené domovni odpadni vody ziskané
bezprosttedné pied pouzitim. Opét se zahaji provzdu$iiovani. V této etapé se nepiidavaji zadné
zkousené latky, a do jednotek se denné pfidava domovni odpadni voda pouze do té doby, nez se po
usazeni ziska ¢ira kapalina nad usazeninou To trva obvykle az dva tydny, béhem kterych se obsah
rozpusténého organického uhliku v kapaliné nad usazeninou na konci kazdého aera¢niho cyklu
ptiblizi konstantni hodnoté.

Na konci této faze se jednotlivé usazené kaly smisi a do kazdé jednotky se piedlozi 50 ml vysledného
smésného kalu.

Do kontrolnich jednotek se pfida 95 ml usazené odpadni vody a 5 ml vody, a do zkuSebnich jednotek
se piida 95 ml usazené odpadni vody plus 5 ml pfislusného zasobniho roztoku zkousené latky (450
mg.I). Znovu se zahaji provzdustiovani a pokraduje se v ném 23 hodin. Kal se pak nechd 45 minut
usadit; kapalina nad usazeninou se odebere a analyzuje na obsah rozpusténého organického uhliku.
Vyse uvedeny postup plnéni a odbéru se opakuje v prubéhu zkousky denné.

Mize se ukazat nutnym ocistit pfed usazovanim stény jednotek, aby se piedeslo hromadéni tuhych
latek nad hladinou kapaliny. Pro kaZdou jednotku se pouziva samostatna stérka nebo karta¢, aby se
predeslo vzajemné kontaminaci.

V idealnim ptipad¢ se rozpustény organicky uhlik stanovi v kapalinach nad usazeninami denné¢, i kdyz
jsou piipustné méné Casté analyzy. Pred analyzou se kapaliny zfiltruji pfes promyté 0,45 pm
membranové filtry nebo se zcentrifuguji. Membranové filtry jsou vhodné, je-li zaruéeno, Ze ani
neuvoliuji uhlik, ani ve filtracnim kroku neabsorbuji ptislusnou latku. Teplota vzorku po dobu, kdy je
v odstfedivce, nesmi piesahnout 40 °C.

Doba trvani zkousky pro latky, u kterych dochazi k malému nebo Zadnému biologickému rozkladu
neni urcena, ale na zaklad¢ zkusenosti Ize doporucit, aby trvala obecné¢ neméné 12 tydnt, avSak ne
déle nez 26 tydnt.

VYSLEDKY A VYHODNOCENI

Hodnoty koncentrace rozpu$téného organického uhliku v ¢&iré kapaliné nad usazeninami ve
zkuSebnich jednotkéach a v kontrolnich jednotkéach se vynesou proti Casu.

Po skonceni biologického rozkladu se koncentrace zjisténd ve zkousce pfiblizi hodnoté v kontrolni
jednotce. Jakmile se ve tiech po sobé€ nasledujicich métenich zjisti, ze rozdil mezi obéma Grovnémi je
konstantni, provede se takovy pocet dal§ich méfeni, ktery je postacujici pro statistické vyhodnoceni
vysledkd, a vypocte se procentni hodnota biologického rozkladu zkouSené latky (Dga nebo Dreg, Vviz 1.
2).

ZPRAVA
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PROTOKOL O ZKOUSCE

Je-li to mozné, ma protokol o zkouSce obsahovat tyto informace:

- veSkeré informace o druhu odpadni vody, typu pouZzité jednotky a o experimentalnich vysledcich
tykajicich se zkou3ené latky, referenéni latky (pokud byla pouZita) a slepé zkousky,

- teplotu,

- kfivku ubytku s popisem, zptisob vypoctu (viz 1. 2),

- datum a lokalitu, kde byly odebrany aktivovany kal a odpadni voda. stav adaptace, koncentrace
atd.,

- védecké diivody pro veskeré zmény v postupu zkousky,

- podpis a datum.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Protoze latky zkousené touto metodou nejsou snadno biologicky rozlozitelné, bude normalné jakykoli
ubytek DOC, ke kterému dojde pouze v disledku biologického rozkladu, béhem dnti nebo tydnu,
postupny, s vyjimkou pfipadl, kdy aklimatizace je nahl4, jak je to indikovano nahlym vymizenim
zkousené latky po nékolika tydnech.

Nékdy muze hrat vyznamnou ulohu fyzikalné-chemickd adsorpce, to je indikovano Uplnym nebo
¢asteCnym ubytkem pfidaného DOC na zacatku. K ¢emu dojde potom, zavisi na Cinitelich jako je mira
adsorpce a koncentrace suspendovanych latek v nepouzité odchazejici vodé. Obvykle rozdil mezi
koncentraci DOC v kapalinach nad usazeninou u kontroly a ve zkouSce postupné vzrista z pocatecni
nizké hodnoty a tento rozdil pak, pokud nedojde k aklimatizaci zistava na nové hodnoté po zbytek
experimentu.

Je-li tfeba rozlisit mezi biologickym rozkladem (nebo ¢asteénym biologickym rozkladem) a adsorpci,
jsou nezbytné dalSi zkousky. Je moZné je provést fadou zpusobu, ale nejpiesveédCivéjsi je pouZiti
kapaliny nad usazeninou nebo kalu jako inokula ve zkouSce vybrané ze zékladniho souboru (nejlépe v
respirometrické zkousce).

Zkousené latky, u kterych v této zkousce dochazi k vysokému neadsorpénimu ubytku DOC, je tfeba
povazovat za potencialné biologicky rozlozitelné. Casteény neadsorpéni Ubytek ukazuje, Ze u latky
dochazi alespon k ur¢itému biologickému rozkladu.

Nizké nebo nulové ubytky DOC mohou byt zplisobeny inhibici mikroorganizmi zkousenou latkou,
coz se muze projevit také lyzi a ztratou kalu, takze kapalina nad usazeninou je zakalena. Zkousku je
nutné opakovat s niZ8i koncentraci zkousené latky.

Vyssi citlivosti je mozné dosahnout pouzitim specifické analytické metody nebo slouceniny znacené
14C. V pfipadé zkouSené latky znacené uhlikem *C se zachycenim *CO, potvrdi, Ze doslo k
biologickému rozkladu.

Tam, kde jsou vysledky uvedeny také jako primarni biologicky rozklad, je téeba, pokud je to mozné,
uvést také vysvétleni zmeény chemické struktury, ktera vede ke ztraté odezvy u mateiské zkousené
latky. Je nutné uvést potvrzeni platnosti metody spolu s odezvou zjisténou u média ve slepé zkousce.

LITERATURA
(1) OECD, Paris, 1981. Test Guideline 302 A, Decision of the Council C(81) 30 final.

PRILOHA 1
Zkouska SCAS: priklad vysledkua

Latka Cr Ci- Ce Procento biol. | Doba trvani
(mg.I-}) (mg.1-Y) rozkladu Dy, | zkousky (dny)
4 - acetylaminobenzen sulfonan 17,2 2,0 85 40
tetrapropylenbenzen sulfonan 17,3 8,4 51,4 40
4 - nitrofenodiethylenglykoll 16,9 0,8 95,3 40
diethylenglykol 16,5 0,2 98,8 40




anilin 16,9 1,7 95,9 40
cyklopentantetra-karbohydrat 17,9 3,2 81,1 120
PRILOHA 2
Priklad zkuSebni aparatury
r— 30 mm _1

Vzduch
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STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI NEIONTOVYCH
POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK

DEFINICE

Neiontové povrchové aktivni latky ve smyslu této smérnice jsou ty povrchové aktivni latky, které se
po pruchodu méni¢i kationtti a anionti stanovi jako latky s aktivni reakci s bismutem (bismuth - active
substance, BiAS) v souladu s analytickym postupem popsanym v kapitole 3.

ZARIZENI POTREBNE PRO MEREN{

Me¢fici metoda pouziva malé zafizeni zpracovavajici aktivovany kal, znazornéné na obr.1 a podrobnéji
na obr.2. Zafizeni sestava ze zasobniku syntetické odpadni vody A, davkovaciho cerpadla B,
provzdusiovaci nadoby C, usazovaci nadoby D, mamutky E pro recyklaci aktivovaného kalu a
nadoby F pro shromazd’ovani upravené odtokové vody.

Nadoby A a F musi byt ze skla nebo z vhodného plastu o obsahu nejméné 24 litri. Cerpadlo B musi
zarucovat konstantni pfitok syntetické odpadni vody do provzdusnovaci nadoby; tato nadoba obsahuje
za normalniho provozu tfi litry smésné kapaliny. Porézni provzdusiovaci kostka G je ponofena v
nadobé C u vrcholu kabele. Mnozstvi vzduchu proslé provzdusnovacem se sleduje pritokomérem H.

SYNTETICKA ODPADNI VODA
Pro zkouSku se pouZziva synteticka odpadni voda. V jednom litru vodovodni vody se rozpusti:

160 mg peptonu,

110 mg masového extraktu,

30 mg mocoviny (CO(NH>)),

7 mg chloridu sodného (NaCl),

4 mg chloridu vapenatého (CaCl; .2H,0),

2 mg siranu hoteénatého (MgSO,.7H,0)

28 mg hydrogenfosfore¢nanu draselného (KoHPO4) a 10 £1 mg BiAS.
BiAS se extrahuje ze zkouSeného vyrobku metodou uvedenou v kapitole 2.
Synteticka odpadni voda se pripravuje denné Cerstva.

PRIRAVA VZORKU

Nesmichané povrchové aktivni latky je mozné zkousSet v plvodnim stavu. Za ucelem pfipravy
syntetické odpadni vody (1.3) musi byt stanoven obsah BiAS.

Kombinované vyrobky se analyzuji na obsah BiAS, MBAS a mydla. Musi se extrahovat alkoholem a
separovat BiAS (viz kapitolu 2). Obsah BiAS v extraktu je nutné znat k pfipravé syntetické odpadni
vody.

POPIS CINNOSTI ZARIZENi{

Nejdiive se naplni provzdusiovaci nadoba C a usazovaci nadoba D syntetickou odpadni vodou.
Vysku nadoby D je tfeba nastavit tak, aby objem, obsazeny v provzdusnovaci nadobé C, odpovidal 3
litrtim. Naockovani se provede pfidanim 3 ml sekundarné vycisténé odpadni vody dobré kvality,
Cerstvé odebrané z Cistirny pracujici prevazné s domovni odpadni vodou. Upravenou odpadni vodu je
nutno v obdobi mezi odbérem a pouzitim piechovavat v aerobnich podminkach. Poté se uvede do
provozu provzdusnovaci zafizeni G, mamutka E a davkovaci zafizeni B. Synteticka odpadni voda
musi protékat provzdusnovaci nadobou C rychlosti jednoho litru za hodinu, z toho vyplyva stfedni
doba zdrZeni 3 hodiny.

Rychlost provzdusiovani je nutné regulovat tak, aby obsah nddoby C byl neustile udrZovan v
suspenzi a obsah rozpusténého kysliku ¢inil nejméné 2 mg.1 . Pénéni je nutné predchazet vhodnymi
prostfedky. Nesméji se pouzivat Cinidla proti pénéni, kterd inhibuji aktivovany kal nebo obsahuji
BiAS. Mamutku E je tfeba nastavit tak, aby se aktivovany kal z usazovaci nadoby kontinualné a
rovnomérné recykloval do provzdusiovaci nadoby C, kal na dné usazovaci nadoby D nebo v
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cirkulaénim okruhu, musi byt vracen do cirkulace nejméné jednou denné seskrabanim karta¢em nebo
jinym vhodnym zptisobem. Pokud se kal neusazuje, je mozno zvysit jeho schopnost usazovani
pridavky 2 ml 5% roztoku chloridu Zelezitého, opakovanymi podle potieby.

Upravena voda, odtékajici z usazovaci nadoby D, se shromazd’'uje v nadobé F po dobu 24 hodin, poté
se po dikladném promiseni odebere vzorek. Nadobu F je pak nutné peclivé vycistit.

KONTROLA MERICIHO ZARIZEN{

Obsah BiAS (v mg.I"?) v syntetické odpadni vodé se stanovi bezprostfedné pred pouzitim.

Obsah BiAS (v mg.I'Y) ve vodg, shromazdované po dobu 24 hodin v nadobé F, je tfeba stanovit
analyticky stejnou metodou ihned po shroméazdéni; jinak se musi vzorky uchovavat, nejlépe zmrazené.
Koncentrace se musi stanovit s pfesnosti na 0,1 mg.I"! BiAS.

Pro kontrolu ucinnosti probihajiciho procesu se nejméné dvakrat tydné méti v odtékajici vodé,
zfiltrované ptes skelnou vatu a shromazd’ované v nadobé F, a dale i ve zfiltrované syntetické odpadni
vodé v nadobé A chemicka spotieba kysliku (CHSK) nebo obsah rozpusténého organického uhliku
(DOC).

Zbytek CHSK nebo DOC je ustalen, kdyz se dosédhne pfiblizné pravidelny denni biologicky rozklad
BiAS na konci zabéhové doby, zndzornéné na obr 3.

Obsah susiny v aktivovaném kalu obsazeném v provzdusinovaci nadob¢, je nutné stanovovat dvakrat
tydné v g1, Cini-li vice nez 7,5 g.I"%, musi byt nadbyteény aktivovany kal odstranén.

Zkouska rozkladu se provadi pii pokojové teploté; ta musi byt stala a musi se udrzovat mezi 292 a 297
K (19 - 24 °C).

VYPOCET BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI

Vypocet procenta biologického rozkladu BiAS se musi provadét denné na zakladé obsahu BiAS v
mg.I! v syntetické odpadni vodé a odpovidajici odtokové vodé, shromazd’ované v nadobé F.

Takto ziskané hodnoty rozkladu se znazoriuji graficky, jak je ukazané na obr. 3

Rozklad BiAS se vypocte jako aritmeticky primér hodnot, ziskanych béhem 21 dni nasledujicich po
zabeéhové dobé, beéhem niz byl rozklad pravidelny a provoz zatfizeni bezporuchovy. V zZadném piipadé
nema trvani zab&hové doby pfesahnout Sest tydnd.

Denni hodnoty rozkladu se pocitaji s pfesnosti na 0,1%, ale kone¢ny vysledek se udava zaokrouhlené¢
na nejblizsi celé Cislo.

V nékterych piipadech je mozné piipustit nizsi frekvenci odbéru vzorkd, avsak pro vypocet primérné
hodnoty je tieba pouzit nejméné 14 vysledki, ziskanych béhem 21 dni, nasledujicich po zab&hové
dobé.

PREDBEZNA UPRAVA ZKOUSENYCH VZORKU
UVODNIi POZNAMKY
Zpracovani vzorkia

Zpracovani neiontovych povrchoveé aktivnich ¢inidel a kombinovanych detergenti pfed stanovenim
biologické rozloZitelnosti v potvrzujicim pokuse je nasledujici:

Vyrobky Zpracovani
Neiontové povrchoveé aktivni latky Z&dné
Kombinované detergenty Extrakce alkoholem, nasledovana separaci
neiontovych povrchové aktivnich latek na
iontomeénici

Utelem extrakce alkoholem je odstranit nerozpusténé a anorganické slozky v komerénim vyrobku,
které by za urcitych okolnosti mohly narusit zkousky biologické rozlozitelnosti.

Separace na iontoménici

Pro spravné provedeni zkouSek biologické rozlozitelnosti se vyZaduje izolace a separace neiontovych
povrchove aktivnich latek od mydla a aniontovych a kationtovych povrchové aktivnich latek.

Toho se dosahne pomoci iontoménice typu makroporézni meéni¢ové pryskyfice a vhodnych elu¢nich
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¢inidel pro frakéni eluci. Lze tak jednim postupem izolovat mydlo a aniontové a neiontové povrchove
aktivni latky.

Analyticka kontrola

Po homogenizaci se stanovi koncentrace neiontovych a neiontovych povrchové aktivnich latek v
syntetickém detergentu analytickym postupem pomoci MBAS a BiAS. Obsah mydla se stanovi
vhodnou analytickou metodou.

Tato analyza vyrobkid je nutnd pro vypocet mnozstvi, potfebnych k pfipravé frakci pro zkousky
biologické rozlozitelnosti.

Kvantitativni extrakce neni nutna; je vSak tfeba vyextrahovat nejméné 80 % neiontovych povrchoveé
aktivnich Iatek. Obvykle se dosahuje 90 % a vice.

PRINCIP

Z homogenniho vzorku (prasky, vysuSené pasty a odparek) se ziska etanolovy extrakt, ktery obsahuje
povrchovée aktivni latky, mydlo a dalsi slozky vzorku detergentu, rozpustné v alkoholu.

Etanolovy extrakt se odpafi na suchy zbytek, rozpusti ve smési izopropanol/voda a ziskany roztok se
vede pfes kombinaci silné kyselého katexu a makroporézniho anexu, zahiatého na 323 K (50 °C).
Tato vysoka teplota je nutna, aby se zabranilo vysrazeni pfipadnych mastnych kyselin, které mohou
byt ptitomny v kyselém prostredi.

Neiontové povrchové aktivni latky se ziskaji z odtokové vody odparenim.

Kationtové povrchove aktivni latky, které by mohly rusit zkousku rozlozitelnosti a analyticky postup,
se zachyti katexem, zafazenym pied anexem.

CINIDLA A VYBAVENI
Deionizovana voda.

Etanol, 95% (obj.) C2HsOH
(povolené denaturacni prostredky methylethylketon nebo metanol).

Smés izopropanol/voda (50/50 obj.):

50 obj. dili izopropanolu (CH;CHOH.CHjs) a

50 obj. dild vody (2. 3. 1).

Roztok hydrogenumicitanu amonného (60/40 obj.):

0,3 mol NH4sHCO3z v 1000 ml smési izopropanol/voda, tvotené 60 obj. dily izopropanolu a 40 obj. dily
vody (2. 3. 1).

Katex (KAT). siln¢ kysely, odolny vii¢i alkoholu (50 - 109 mesh).

Anex (AAT), makroporézni, Merck Lewatit MP 7080 (70 - 150 mesh) nebo ekvivalentni.
Kyselina chlorovodikova, 10 % HCI (hm.).

2000 ml banka s kulatym dnem se zabrousenou zatkou a zpétnym chladi¢em.

Vackovy filtr (ohfivatelny) o priméru 90 mm na filtracni papiry.

2009 ml filtraéni barka.

Ionexové kolony s ohfivacim plastém a kohoutkem; vnitini trubice priméru 69 mm a vysky 450 mm
(obr. 4).

Vodni lazen.
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Vakuova susarna.

Termostat.

Rotac¢ni odparka.

PRIPRAVA EXTRAKTU A SEPARACE NEIONTOVYCH AKTIVNICH LATEK

Piiprava extraktu

Mnozstvi povrchové aktivnich latek, potfebnych pro zkousku rozlozitelnosti je asi 25 g BiAS.

Pii piipravé extrakti pro zkousky rozlozitelnosti je tfeba pouzité mnozstvi vyrobku omezit nejvyse na
2000 g. Za ucelem ziskani dostatecného mnozstvi vzorku pro zkousky mize byt nezbytné provadét
postup dvakrat nebo vicekrat. ZkuSenost ukézala, Ze je vyhodné pouzivat vétsi pocet malych extrakci
nez jednu velkou.

I1zolace sloZzek rozpustnych v alkoholu

250 g analyzovaného syntetického detergentu se pfida k 1250 ml etanolu, smés se zahteje k bodu varu
a za michani se vafi pod zpétnym chladi¢em po dobu 1 hodiny. Horky alkoholicky roztok se odsaje
ptes hruby porézni vakuovy filtr zahtaty na 323 K (50 °C), a rychle se zfiltruje. Baika a vakuovy filtr
se promyji pfiblizné 200 ml horkého etanolu. Filtrat a etanol z promyti filtru se ve filtracni barce
Spoji.

V piipad¢ analyz past nebo kapalnych vyrobkd je tieba se pfesveédcit, ze ve vzorku neni obsazeno vice
nez 25 g neiontové povrchove aktivni latky a 35 g mydla. Tento odvazeny vzorek se odpafi do sucha.
Odparek se rozpusti v 500 ml etanolu a postupuje se vyse popsanym zpusobem.

V piipadé pragki o nizké sypné hustot& (< 300 g.I") se doporucuje zvysit podil etanolu na pomér 20:1.
Etanolovy filtrat se odpaii do sucha, nejlépe v rotacni odparce. Je-li tfeba vétsiho mnozstvi extrakt,
postup se opakuje. Odparek se rozpusti v 5000 ml smési izopropanol/voda.

Piiprava izonexovych kolon

Katexova kolona

600 ml katexové pryskyfice (2. 3. 5) se nasype do 3000 ml kadinky a pfida se 2000 ml kyseliny
chlorovodikové (2. 3. 7). Necha se stat nejméné dvé hodiny za ob&asného promichani. Kyselina se
sleje a pomoci deionizované vody se pryskyfice pifevede do kolony (2. 3.11). V koloné musi byt zatka
ze skelné vaty. Kolona se promyva deionizovanou vodou rychlosti 10 - 30 ml.min%, az je eluét prosty
chloridd. Voda se nahradi 2000 ml smési izopropanol/voda (2. 3. 3) rychlosti 10 - 30 ml.min. Tim je
ionexova kolona pfipravena k provozu.

Anexovda kolona

600 ml anexové pryskyfice (2. 3. 6) se nasype do kadinky a pfida se 2000 ml deionizované vody.
Pryskyfice se necha nejméné dvé hodiny botnat. Poté se pfevede pomoci deionizované vody do
kolony. V koloné musi byt zatka ze skelné vaty.

Kolona se promyje 0,3 M roztokem hydrogenuhli¢itanu amonného (2. 3. 4), az je prosta chloridi. K
tomu je tfeba asi 5000 ml roztoku. Znovu se promyje 2000 ml deionizované vody. Voda se nahradi
2000 ml smési izopropanol/voda (2. 3. 3) rychlosti 10 - 30 ml.min™. Tim je ionexova kolona ve formé
OH pfipravena k provozu.

lonexové separace

lonexové kolony se spoji tak , aby katexova kolona byla umisténa nad anexovou kolonou. Kolony se
zahteji na 323 K (50 °C) s pouzitim termostatické kontroly. 5000 ml roztoku, ziskané¢ho v bodé 2. 4.
2, se zahteje na 333 K (60 °C) a vede se kombinaci kolon rychlost 20 ml.min. Kolony se promyji
1000 ml horké smési izopropanol/voda (2. 3. 3).

Pro ziskani neiontovych povrchové aktivnich latek se spoji filtrat a roztoky z promyvani filtru a odpaii
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se do sucha, nejlépe v rotacni odparce. Odparek obsahuje BiAS. Pfida se deionizovand voda az do
ziskani ur¢ené¢ho objemu, a v alikvotni ¢asti se stanovi obsah BiAS, jak je uvedeno v kapitole 3. 3.
Roztok se pouzije jako standardni roztok neiontovych syntetickych detergentd pro zkousku
rozlozitelnosti. Roztok je nutno pfechovavat pfi teploté pod 278 K (5 °C).

Regenerace iontoméni¢ovych pryskyfic

Katex se po pouziti odstrani.

Anex se regeneruje promytim asi 5000 - 6000 ml roztoku hydrogenuhli¢itanu amonného (2. 3. 4)
prittokovou rychlosti p&iblizné 10 ml.min}, az je eludt prosty neiontovych povrchové aktivnich latek
(test s metylenovou modii). Poté se anex promyje 2000 ml smési izopropanol/voda (2. 3 . 3). Anex je
opét ptipraven k provozu.

STANOVENI NEIONTOVYCH POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK
V ROZTOCICH PRI ZKOUSCE BIOLOGICKE
ROZLOZITELNOSTI

PRINCIP

Povrchové aktivni latky se zkonventruji a izoluji vypuzovanim plynem. MnoZstvi neiontovych
povrchove aktivnich latek v pouzitém vzorku by mélo byt v rozmezi 250 - 800 pg.

Povrchové aktivni latka ziskana vypuzenim plynem se rozpusti v octanu etylnatém.

Po oddéleni fazi a odpareni rozpoustédla se neiontova povrchoveé aktivni latka vysrazi z vodného
roztoku modifikovanym Dragendorffovym ¢inidlem (KBiJs + BaCl, + ledova kyselina octova).
Srazenina se Zzfiltruje, promyje se ledovou kyselinou octovou a rozpusti se v roztoku vinanu
amonného. Vismut v roztoku se ztitruje potenciometricky roztokem pyrrolidindithiokarbamatu pii pH
4 - 5 s pouzitim hladké platinové indikacni elektrody a kalomelové nebo stiibro/chloridostiibrné
referencni elektrody.

Metodu Ize pouzit pro neiontové povrchové aktivni latky obsahujici 6 - 30 alkenoxidovych skupin.
Spotieba pii titraci se pro prepocet na referencni latku, nonylfenol kondenzovany s 10 moly
etylenoxidu (NP 10), vynasobi empirickym faktorem 54.

CINIDLA A VYBAVENI
Pro piipravu ¢inidel se pouziva deionizovana voda.

Cisty octan etylnaty, erstvé predestilovany.

Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3) p.a.

Ztedéna kyselina chlorovodikova (20 ml koncentrované kyseliny (HCI) zfedéné vodou na 1000 ml).
Methanol p.a., Cerstvé predestilovany, prechovavany ve sklenéné lahvi.

Bromkrezolova ¢erven, 0,1 g ve 100 ml ethanolu.

Srazeci ¢inidlo: srazeci ¢inidlo je smés dvou objemi roztoku A a jednoho objemu roztoku B. Smés se
ptechovava v hnédé lahvi a lze ji pouzit do jednoho tydne po smiseni

Roztok A

1,7 g oxid dusi¢nanu oxidu bismutu p.a. (BiONOs. H;0) se rozpusti ve 20 ml ledové kyseliny octové
a doplni se vodou na 100 ml. Déle se rozpusti 65 g jodidu draselného p.a. ve 200 ml vody. Tyto dva
roztoky se smisi v 1000 ml odmérné baice, pfida se 200 ml ledové kyseliny octové (3. 2. 7) a doplni
se vodou na 1000 ml.

Roztok B
290 g chloridu barnatého (BaCl,. 2H,0) p.a. se rozpusti v 1000 ml vody.
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Ledova kyselina octova 99 - 100 % (niz8i koncentrace nejsou vhodné)

Roztok vinanu amonného: 12,4 g kyseliny vinné p.a. a 12,4 ml roztoku amoniaku p.a. (d = 0,910 g.mI°
1) se smisf a dopIni vodou na 1000 ml (nebo se pouZije ekvivalentni mnoZstvi vinanu amonného p.a.)

Ziedény roztok amoniaku: 40 ml roztoku amoniaku p.a. (d = 0,910 g.ml™?) se zfedi vodou na 1000 ml.

Standardni tlumivy octanovy roztok : 40 g tuhého hydroxidu sodného p. a. se rozpusti v kadince v 500
ml vody nechd zchladnout. Ptida se 120 ml ledové kyseliny octové (3. 2. 7). Dukladné se promicha,
ochladi a pfevede do 1000 ml odmérné banky. Doplni se vodou po znacku.

Roztok  pyrrolidindithiokarbamatu  (zndmy  jako  ,karbdtovy  roztok”): 103 mg
pyrrolidindithiokarbamatu sodného (CsHsNNaS,. 2H,0) se rozpusti v asi 500 ml vody, pfida se 100
ml n - amylalkoholu p.a. a 0,5 g NaHCOs p.a, a doplni se vodou na 1000 ml.

Roztok siranu méd’natého (pro standardizaci roztoku 3. 2. 11)

Zasobni roztok
1,249 g siranu méd’atého (CuS0O4.5H,0) p.a. se smisi s 50 ml 0,5 M roztoku kyseliny sirové a doplni
vodou na 1000 ml.

Standardni roztok
50 ml zasobniho roztoku se smisi s 10 ml 0,5 M roztoku H,SO4 a doplni se nudou na 1000 ml.

Chlorid sodny p. a.

Ptistroj pro stripovani plynem (viz obr. 5)
Primér porézniho (fritového) kotouce musi byt stejny jako vnitini primér valce.

Délici nalevka 250 ml

Magnetické michadlo s magnetem 25 - 30 mm,

Goochiv kelimek, pramér perforovaného dna = 25 mm, typ G 4.

Kruhové papirové filtry se skelnym vlaknem o primeéru 27 mm s primérem vlakna 0,5 - 1,5 pm.
Dve¢ filtra¢ni banky s adaptéry a pryzovymi manzetami, 500 a 250 ml.

Registracni potenciometr, vybaveny hladkou platinovou indikacni elektrodou a kalomelovou nebo
stibro/chloridostiibrnou referenéni elektrodou o rozsahu 250 mV, s automatickou byretou o objemu
20 - 25 ml, nebo odpovidajicim zafizenim s ruc¢ni obsluhou.

METODA

Koncentrace a separace povrchové aktivni latky

Vodny roztok se zfiltruje ptes jakostni filtracni papir. Prvnich 100 ml filtratu se vyleje.

Odmétené mnozstvi vzorku, které obsahuje 250 - 800 pg neiontové povrchové aktivni latky, se
ptevede do stripovaciho pfistroje, ktery byl pfedtim promyt octanem etylnatym.

Pro zlepSeni separace se ptida 100 g chloridu sodného a 5 g hydrogenuhli¢itanu sodného.

Je-li objem vzorku vétsi nez 500 ml, pridaji se tyto soli do stripovaciho pfistroje v tuhé formé, a
rozpusti se probublanim dusikem nebo vzduchem.

PouZije-li se vzorek o menSim objemu, rezpusti se tyto soli ve 400 ml vody a pak se piidaji do
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stripovaciho pfistroje.

Prida se voda tak, aby hladina dosahla k hornimu uzaviracimu kohoutu.

Na vodni hladinu se opatrné€ ptida 100 ml octanu etylnatého.

Promyvacka v ¢asti pro plyn (dusik nebo vzduch) se naplni do dvou tfetin octanem etylnatym.
Piistrojem se necha prochéazet plyn priitokovou rychlosti 30- 60 1.h"%, doporuduje se zapojeni rotaéniho
prutokoméru. Intenzita provzdusiovani se musi na pocatku zvySovat postupné. Rychlost pratoku
plynu je nutné nastavit tak, aby faze zlstaly znatelné¢ oddéleny z divodu minimalizace miSeni fazi a
rozpousténi octanu etylnatého ve vodé. Po péti minutach se pritok plynu zastavi.

Dojde-li k ubytku organické faze rozpusténim ve vodé vétsimu nez 10%, je nutno postup opakovat se
zvlastni pozornosti na rychlost probublani plynu.

Organicka faze se slije do délici nalevky. Pripadna voda v délici nalevce z vodné faze, které by mélo
byt jen nekolik ml, se vrati do stripovaciho pfistroje. Faze octanu etylnatého se zfiltruje pres suchy
jakostni filtra¢ni papir do 250 ml kadinky.

Do stripovaciho pfistroje se ptrida dalsich 100 ml octanu etylnatého a znovu se necha prochazet dusik
nebo vzduch po dobu péti minut. Poté se organicka faze prepravi do délici nalevky, pouzité pti prvnim
déleni, vodna faze se odstrani a organicka faze se zfiltruje pies tyz filtr jako prvni podil octanu
etylnatého. Délici nalevka 1 filtr se proplachnou asi 20 ml octanu etylnatého.

Etylacetatovy extrakt se na vodni 14zni odpaii do sucha (v digestofi). Pro urychleni odpafovani se na
hladinu roztoku zavede jemny proud vzduchu.

Srazeni afiltrace

Suchy odparek dle 3. 3. 1 se rozpusti v 5 ml metanolu, pfida se 40 ml vody a 0,5 ml zfedéného
roztoku HCI (3. 2. 3), a smés se promicha magnetickym michadlem.

K tomuto roztoku se z odmérného valce piida 30 ml srazeciho ¢inidla (3. 2. 6).

SraZzenina se vytvoii po opakovaném michani. Po 10 minutach michani se smés necha nejméné pét
minut stat.

Smés se zfiltruje pres Goochuiv kelimek, na jehoz dno se polozi filtracni papir ze skelnych vlaken.
Nejdiive se filtr promyje za odsavani asi 2 ml ledové kyseliny octové. Poté se peclivé omyji kadinka,
magnet a kelimek ledovou kyselinou octovou, jiz je tieba asi 40 - 50 ml. SraZeninu ulpélou na sténach
kadinky neni nutné pfevést na filtr kvantitativné, protoze roztok srazeniny se pro titraci vrati do
srézeci kadinky a zbyvajici srazenina se pak rozpusti.

Rozpusténi sraZeniny

Srazenina ve filtraénim kelimku se rozpusti v horkém roztoku vinanu amonného (asi 80 °C, 353 K) (3.
2. 8), ktery se ptidava ve tfech davkach po 10 ml. Kazda davka se pred odsadtim filtrem do banky
necha nékolik minut stat v kelimku.

Obsah filtraéni batiky se pievede do kadinky pouZité ke srazeni. Stény kadinky se oplachnou dalSimi
20 ml roztoku vinanu, aby se rozpustil zbytek srazeniny.

Kelimek, adaptér a filtraéni baika se peclivé oplachnou 150 - 200 ml vody a tato voda se vrati do
kadinky pouzité pro srazeni.

Titrace

Roztok se promichd magnetickym michadlem (3. 2. 1. 6), pfidd se nékolik kapek bromkrezolové
cerveni (3. 2. 5) a ptidava se zfedény roztok amoniaku (3. 2. 9), az se zbarveni zméni na fialové
(roztok je mirné€ kysely pfitomnosti zbytku kyseliny octové pouzité k promyti).

Pak se pfida 10 ml standardniho tlumivého octanového roztoku (3. 2. 10), elektrody se ponoii do
roztoku a potenciometricky se titruje standardnim ,karbatovym roztokem®, pricemz usti byrety je
ponofeno do roztoku.

Rychlost titrace nesmi piesahnout 2 ml.min.

Bod ekvivalence je pruse¢ikem teCen obou vétvi kiivky potencialu. Nékdy se pozoruje plochy pribéh
inflexe kiivky potencidlu; tomu je mozné se vyhnout peclivym ocisténim platinové elektrody
(vylesténim smirkovym papirem).

Slepa stanoveni
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Soubézné s celym postupem se provadi slepé stanoveni s 5 ml metanolu a 40 ml vody podle ndvodu
uvedeného v bodé 3. 3. 2. Spotieba pii slepé titraci musi byt niz$i nez 1 ml, jinak je podezieni na
nedostate¢nou &istotu ¢inidel (3.2.3-3.2.7-3.2.8-3.2.9 - 3. 2. 10), zejména na jejich obsah
tézkych kovu, a je nutno je vymenit. Slepé stanoveni je nutné vzit v ivahu pfi vypoctu vysledku.

Kontrola faktoru ,,karbatového roztoku*

Faktor karbatového roztoku se stanovi v den pouziti. Po ptidani 100 ml vody a 10 ml standardniho
octanového tlumivého roztoku (3. 2. 10) se ztitruje 10 ml roztoku siranu médnatého (3. 2. 12)
karbatovym roztokem. Je-1i spotieba ,,a“ ml, je faktor f:

f-10
a

a vsechny vysledky titraci se nasobi timto Cinitelem.

VYPOCET VYSLEDKU
Kazdé neiontova poruchové aktivni latka ma svtij vlastni faktor, zavisly na jejim slozeni, zejména na
délce alkenoxidového fetézce. Koncentrace neiontové povrchové aktivni latky se vyjadiuje ve vztahu
ke standardni latce - nonylfenolu s 10 etylenoxidovymi jednotkami (NP 10) - pro ktery je
prepocitavaci faktor 0,054.
S pouzitim tohoto faktoru se zjisti mnoZzstvi povrchové aktivni latky, pfitomné ve vzorku, vyjadiené v
mg ekvivalentu NP 10:

(b-c).f.0,054 = mg neiontové povrchové aktivni latky jako NP 10
kde
b = objem ,,karbatového roztoku*, spotiebovaného u vzorku (ml),
¢ = objem ,,karbatového roztoku*, spotiebovaného pii slepém stanoveni (ml),
f = faktor ,,karbatového roztoku*.

VYJADREN{ VYSLEDKU
Vysledky se vyjadii v mg.I'! jako NP 10 zaokrouhlené na nejblizsi 0,1.



Obréazek 1

Vzduch

A ]
o) 1}
Vzduch
A - Z&sobni nadoba E - Mamutka
B - Davkovaci zafizeni F - Sbérna nadoba
C - Provzdusiiovaci komora G - Provzdu$iovad

D - Usazovaci nadoba H - Pratokomér vzduchu
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Obrézek 3
t biologické rozloZitelnosti - Potvrzujici zkouska
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Obréazek 4
VyhFivana ionexova kolona
(Rozméry v mm)
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Obrézek 5
Zavizeni pro stripovani plynem
(Rozméry v mm )
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STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI ANIONTOVYCH
POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK

ZARIZENI POTREBNE PRO MERENI

Mefici metoda pouziva malé zafizeni zpracovavajici aktivovany kal, znazornéné na obrazku 1 a
podrobnéji na obrazku 2.

Zatizeni sestava ze zasobniku syntetické odpadni vody A, davkovaciho ¢erpadla B, provzdusinovaci
nadoby C, usazovaci nddoby D, mamutky E pro recyklaci aktivovaného kalu a nadoby F pro
shromazd’ovani upravené odtokové vody.

Nadoby A a F musi byt ze skla nebo z vhodného plastu o obsahu nejméné 24 litrii. . Cerpadlo B musi
zaruCovat konstantni pritok syntetické odpadni vody do provzdusnovaci nadoby; tato nadoba
obsahuje za normalniho provozu tii litry smésné kapaliny. Porézni provzdusnovaci kostka G je
ponoiena v nadobé C u vrcholu kuzele. Mnozstvi vzduchu proslé provzdusiovacem se sleduje
pratokomérem H.

SYNTETICKA ODPADNI VODA
Pro zkousku se pouziva syntetickd odpadni voda, pfipravovana denné v mnozstvi 241 roztoku, ktery v
kazdém litru vodovodni vody obsahuje nasledujici latky:

160 mg peptonu,

110 mg masového extraktu,

30 mg mocoviny (CO(NH>),),

7 mg chloridu sodného (NaCl),

4 mg chloridu vapenatého (CaCl,.2H,0),

2 mg siranu hoteénatého (MgS0..7H,0),

20 + 2 mg latky aktivni na methylenovou modf (MBAS)
MBAS se extrahuje ze zkouseného vyrobku postuptim popsanym v kapitole (2. 1. 2). Synteticka
odpadni voda se pripravuje denné Cerstva.

PRIPRAVA VZORKU

Zakladni vyrobek, obsahujici pouze MBAS, mize byt zkousen v puvodnim stavu. Pro pfipavu
zkuSebniho roztoku (M) musi byt stanoven obsah MBAS.

Kombinované vyrobky se analyzuji na obsah MBAS a mydla. Musi se extrahovat alkoholem v
souladu s nasledujicimi podminkami:

Isopropanolova extrakce, jestlize vzorek obsahuje méné mydla nez MBAS (viz kapitola 2).

Isopropanolova extrakce a odstranéni mydla, jestlize vzorek obsahuje vice mydla nez MBAS (viz
kapitola 2). Pro pfipravu zkuSebnich roztokti (M) musi byt znam obsah MBAS v obou extraktech.

CINNOST ZARIZENI

Provzdusnovaci nadoba C a usazovaci nadoba D se na pocatku naplni syntetickou odpadni vodou.
Vysku nadoby D je tfeba nastavit tak, aby objem, obsazeny v provzdusiovaci nadobé C, byl 3 litry.
Poté se uvede do provozu provzdusnovaci zafizeni G, mamutka E a davkovaci zafizeni B. Synteticka
odpadni voda musi protékat provzdusinovaci nadobou C rychlosti jednoho litru za hodinu, z toho
vyplyva sttedni doba zdrzeni 3 hodiny. Rychlost provzdusiovani je nutné regulovat tak, aby obsah
nadoby C byl neustdle udrzovan v suspenzi a obsah rozpusténého kysliku €inil nejméné 2 mg.I.
Pénéni je nutné predchazet vhodnymi prostredky.

Nesméji se pouzivat Cinidla proti pénéni, ktera inhibuji aktivovany kal nebo obsahuji MBAS.
Mamutku E je tfeba nastavit tak, aby se aktivovany kal z usazovaci nadoby kontinualné a pravidelné
recykloval do provzdusnovaci nadoby C. Kal, ktery se nashromazdi kolem horni ¢asti provzdusiovaci
nadoby C, na dné usazovaci nadoby Q nebo V cikulaénim okruhu, je nutné vracet do cirkulace
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nejméné jednou denné seskrabanim kartaéem nebo jingym vhodnym zplisobem, Pokud se kal
neusazuje, je mozné zvysit jeho hustotu pfidavky 2 ml davek 5 % roztoku chloridu Zelezitého,
opakovanych podle potieby.

Voda odtékajici z usazovaci nadoby D se shromazd'uje v nddobé F pii dobu 24 hodin, po této dobé se
po dikladném promiseni odebere vzorek.

Nadobu F je pak nutno pecliveé vycistit.

KONTROLA MERICIHO ZARIZENI

Obsah MBAS (v mg.I"%) v syntetické odpadni vodé se stanovuje bezprostfedné pied pouZitim.

Obsah MBAS (v mg.I"Y) v odtokové vodg, shromazd'ované po dobu 24 hodin v nadobé F, je tfeba
stanovovat analyticky stejnou metodou co nejdiive po shromazdéni. Koncentrace musi byt stanovena
s pfesnosti na 0,1 mg.I't MBAS.

Pro kontrolu ucinnosti probihajiciho procesu se nejméné dvakrat tydné ve filtrované syntetické
odpadni vode, stejné tak jako v odtokové vod¢, shromazd’ované v nadobé F, zméfi chemicka spotieba
kysliku (CHSK). Ubytek CHSK se vyjadiuje v procentech.

Ubytek CHSK je ustalen, kdyz se dosahne piiblizné pravidelného denniho rozkladu MBAS, tzn. na
konci zabéhové doby, jak znazoriuje obrazek 3.

Ztrata zihanim suSiny aktivovaného kalu v provzdusnovaci nadobé by méla byt stanovena dvakrat
tydné (v g.I't). Je-li hodnota vyssi nez 2,5 mg.I", nadbyte¢ny aktivovany kal mtze byt odstranén.
Zkouska se provadi pii pokojové teploté; tato musi byt stala a nesmi klesnout pod 18 °C ani
presahnout 30 °C.

VYPOCET BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI

Kazdy den se pocitaji procenta rozkladu MBAS na zahad& stanoveného obsahu MBAS v mg.ltv
syntetické odpadni vod¢ a odpovidajici odtokové vodé, shromazd’ované v nadobé F.

Takto ziskané hodnoty rozkladu se znazoriuji graficky jak je uk&dzano na obrdzku 3 (poznamka
1.7.2).

Rozlozitelnost MBAS se vypocte jako aritmeticky pramér hodnot ziskanych béhem 21 dni, které
nasleduji po zabehové dobé, béhem nichz byl rozklad pravidelny a provoz zafizeni bezporuchovy. V
zadném pripadé nema trvani zab&hové doby presahnout Sest tydnt

POZNAMKY
Pti stanoveni biologické rozlozitelnosti zohlediiuji nékteré predpisy obsah mydla.

V nékterych ptipadech je mozné ptipustit niz§i frekvenci odbéru vzorkd, napf. 1 vzorek za kazdé dva
az tfi dny, avSak pro vypocéet prumérné hodnoty je tfeba pouzit nejméné 14 vysledkd, ziskanych
béhem 21 dni nasledujicich po zabéhové dobé.

PREDBEZNA UPRAVA ZKOUSENYCH VYROBKU

ALKOHOLICKY EXTRAKT

Ucelem extrakce je oddélit z komeréniho vyrobku nerozpustné a anorganické slozky, které by mohly
za urcitych podminek narusit zkousky biologické rozlozitelnosti.

Kvantitativni oddéleni téchto sloZek neni nutné, neni nutna ani kvantitativni extrakce aktivnich slozek.
Je vsak tfeba, aby nejméné 90 % slozek aktivnich k methylenové modfi, z vyrobku, ktery ma byt
zkousen, bylo zkoncentrovano v extraktu.

Pro pfipravu alkoholovych extraktll jsou vhodné dvé metody, jedna pouzivajici ethanol a druha
pouzivajici izopropanol. Izopropanolova metoda je zvlasté vhodnd, jestliZze se jednd o velkd mnoZstvi
materialu, jak vyjadiuje potvrzujici zkouska.

Ethanolovy extrakt

Priprava vzorkii
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(i) Prasky

Pripravi se priblizné 250 g vzorku bud’, kvartovanim nebo podle Doporuceni ISO ¢. 607.

Vzorek se rozdrti na domacim rotaénim mlynku tak, aby vysledné ¢astice prachu nebyly vétsi nez 250
mikront.

Prasek se opatrné promisi a ulozi do vhodného obalu.

(i) Kapaliny

Odvazi se asi 40 g homogenizované latky s piesnosti na 1g a pienese se do banky s kulatym dnem,
popsané v 2. 1. 1. 2 (iii) nize.

Prida se 50 ml ethanolu (2. 1. 1. 2) (ii) a odpafuje se na vodni lazni do sucha za soucasného odsavani
tekavych zplodin tak dlouho, az dvé nasledna vazeni se nelisi vice nez o 0,1 g. K vazeni mize byt
pouzita jakakoliv vaha s piesnost 0,01 g.

Priprava roztoku v ethanolu

(i) Princip
Ethanolova extrakce dostate¢ného mnozstvi latky pro stanoveni obsahu mydla nebo jinych aniontd
nebo pro biologické zkousky.

(ii) Cinidlo 95 % - 96 % ethanol.

(iii) Vybaveni
Bézné laboratorni vybaveni, které obsahuje predevs§im:
bariku objemu 1 1 s kulatym dnem, kratkym hrdlem a zabrusem 29/32;
vertikalni chladi¢ se zabrusem 29/32 o délce 400 mm;
fritovy filtr 10 - 20 mikrond;
odmérnou barku o objemu 11.

Postup

Znamé navazka E (tj. 40 g £ 1 g) latky (2. 1. 1. 1 (i)) se nasype do 1 litrové baiiky nebo se pouzije
suchy extrakt, pripraveny dle 2. 1. 1.1 (ii).

Prida se 500 ml ethanolu (2.1. 1. 2 (ii)), pfipoji se chladi¢ a vaii se po dobu 15 minut. Poté se
dekantuje kapalna vrstva a horka se odsaje pies fritovy filtr. Tento postup se aplikuje na zbytky v
bance 2 x, k ¢emuz se pouzije dvou davek po 200 ml ethanolu. Extrakty se spoji kvantitativné s
oplachy filtru v odmérné baZice, doplni do 1 litru ethanolem a opatrné se promisi.

Isopropanolovy extrakt
Potfebné mnozstvi, které odpovida asi 50 g MBAS v extraktu, se vypocitd z obsahu MBAS v
komerénim vyrobku. Toto mnozstvi je dostacujici pro dvé potvrzujici zkousky.

Vybaveni

Podle rozsahu stanoveni:

Né&doby: objem 3 - 25 litrd, napi. dlouhohrdlé lahve nebo smaltované nadoby.
Michacky: rychlobézna michadla vrtulového nebo kulickového typu.
Odsavaci nalevky (Biichner): az do priméru 30 cm.

Odsavaci bariky: az do objemu 20 litr.

D¢lici nalevky: az do objemu 20 litr.

Destila¢ni banky: az do objemu 10 litrg.

Jimaci bariky: az do objemu 10 litrt.

Porcelanové misky: o pruméru okolo 20 cm.

Destila¢ni kolony, chladice, vodni 1dzné.

Cinidla
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Destilovana nebo domineralizovana voda.
Isopropanol, Cisty.

Uhli¢itan draselny (K2CO3), chemicky &isty.
Hydroxid draselny (KOH), 10 %-ni roztok.
Sific¢itan sodny (Na>SO3), ¢isty, bezvody.

Postup

(i) Predbézna iprava

Pevné komer¢ni vyrobky: smisi se s destilovanou vodou (2.1.2. 4 (i)) na jemnou pastu za ucelern
rozru$eni jakychkoliv struktur pfitomnych v pasté (micha se 10 minut). Na kazdych 10 g pouzité vody
se pfida 60 g uhli¢itanu draselného a stale se micha (10 minut) do rozpusténi.

Kapalné nebo polokapalné komeréni vyrobky: Upravuji se v podstaté stejnym zplsobem jako pevné
vyrobky. Kapalny podil odpafeny na vodni lazni, ktery se stavovi pfedbéznou zkouskou na pfiblizné
10 g latky, se povazuje za obsah vody, i kdyZ jsou zde pfitomna tékava organicka rozpoustédla.
Mnozstvi piidaného uhli¢itanu draselného bude zaviset na obsahu vody, stanoveném, jak je uvedeno
vyse.

Kyselé suspenze nebo roztoky: neutralizuji se pfidanim 10%-niho roztoku hydroxidu draselného jeste
pted pfidanim uhli¢itanu draselnébo. Komeréni vyrobky obsahujici volny chlor: odstrani se ptidavkem
sifi¢itanu sodného k vodné suspenzi nebo roztoku pfed neutralizaci. Nadbytek sitfi¢itanu sodného neni
Skodlivy.

(ii) Extrakce

Prida se isopropanol, smés se micha po dobu 30 minut a zfiltruje se odsatim.

Opakované se oplachne zbytek na filtru malym mnozstvim isopropanolu. Filtrat, ktery se musi v
kazdém ptipadé rozdélit do 2 vrstev v odsavaci baiice, se splachne pomoci isopropanolu do délici
banky. Spodni vodna vrstva se odpusti a odstrani: vrchni isopropanolova vrstva se zfiltuje pfes
skladany filtr do destila¢ni bartiky a poté pokud mozno kvantitativné oddestiluje na vodni lazni (2. 1. 2.
4 (iii)). Destilacni zbytky se prevedou kvantitativné oplachnutim isopropanolem do porcelanové
misky a na vodni lazni se obsah za ¢astého michani zahusti. Zahustovaci proces pokrac¢uje tak dlouho,
az nasledna dvé vazeni v rozmezi 1 hodiny nevykazuji rozdil vétsi nez 10 g. Extrakt se rozpusti ve
vodé na vodni lazni a v tomto roztoku se stanovi obsah MBAS.

Potom

(( g MBAS v roztoku extraktu ) / (g MBAS v komer¢nim roztoku )).100 = extrakéni vytézek v % g C

Poznamky
P1i provadéni extrakce je tfeba vzit v ivahu:

(i) Rozdilnost komer¢nich vyrobki je takova, ze nelze specifikovat optimalni relativni poméry vody a
isopropanolu, které se maji pouzit pti zkouseni daného vyrobku, protoze se méni ptipad od ptipadu.
Nicméné zkuSenosti ukazaly, ze potfebna mnozstvi vody jsou v nasledujicich pomérech:

komeréni vyrobek voda isopropanol
(hm. dily) (obj. dily) (obj. dily)
1 05-2 1-25

V podstaté v§ak horni limity pro vodu a isopropanol neexistuji.

Cim vice latky ma tendenci se shlukovat do suspenze, tim vice je tieba pridat vody; vodu je tieba
ptidavat, dokud je pfi michdni na dné sediment.

Objem isopropanolu nema byt mensi nez uvadi nasledujici vztah:

komer¢ni vyrobek : isopropanol =1 : 1

VEtsi objem isopropanolu je tieba, jestlize obsah MBAS v komer¢nim vyrobku zna¢né pfesdhne 10 %,
nebo jestlize pii michani dojde k rychlému oddéleni isopropanolové a vodné faze.
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(if) Vodna faze musi byt nasycena uhli¢itanem draselnym; maly nadbytek neni $kodlivy. Jestlize
koncentrace uhlic¢itanu draselného je piili§ mala, pak se faze bud’ neoddéli nebo isopropanolova faze
obsahuje pfili§ mnoho vody, coz oboji ma nezadouci vilv na extrakéni proces.

(iii) Isopropanolovy destilat obsahuje vodu a musi byt nasycen uhiitanem draselnym; spodni vrstva,
ktera se oddéla musi byt odstranéna. Isopropanol ktery ztstal, mize byt pouzit pro Cerstvou extrakei.
Destilaty, ziskané pfi zkouSeni kapalnych komerénich vyrobkl se nesmi pouZit s ohledem na moznou
pfitomnost jinych rozpoustédel.

ODDELOVANi MYDLA Z ISOPROPANOLU

Zkouseni biologické rozlozitelnosti MBAS u komercnich vyrobkd mize byt zkresleno, i kdyz se
pouZije isopropanolovy (IPA) extrakt. Kiivky rozkladu snadno se rozkladajiciho MBAS se pak mohou
zdat podobné tém, které odpovidaji nizké rozlozitelnosti TBS. Pred zkouSenim rozlozitelnosti MBAS
je nutné oddelit z alkoholického extraktu rusivé mydlo. Tento postup je uren k zabezpeceni
preparaéniho odstranovani dosti velkého mnozstvi mydla z IPA extraktu. Ziskany extrakt je pouZivan
jen pro zkoueni rozkladu MBAS a nesmi byt pouZit pro dal3i analytickd stanoveni a separace.

Princip oddélovani mydla

Dostate¢né mnozstvi IPA extraktu k ziskani nejméné 25 g MBAS se rozpusti v methanolu. Roztok se
okyseli kyselinou chlorovodikovou, aby se uvolnily mastné kyseliny obsazené v mydle. Po pfidani
vody v poméru 80 : 20 methanol/voda se mastné kyseliny extrahuji petroléterem a extrakt se odstrani.
Féaze metinanol/voda se opét zalkalizuje a odpati se do sucha.

Suchy zbytek se po stanoveni obsahu MBAS pouzije ptimo pro zkousku rozlozitelnosti.

Postup

Ve 2litrové Erlenmayerové baice se rozpusti za mirného zahtivani mnozstvi IPA extraktu obsahujici
nejméné 30 g MBAS v pfiblizné 100 ml methanolu. Po pfidani celkem 800 ml methanolu se pfida 5 -
10 kapek roztoku bromfenolové modii (0,04%) a titruje se na pH 3 (zluté zabarveni) 2 M roztokem
kyseleny chlorovodikové. Po zapodteni objemu pfidané kyseliny chlorovodikové se doplni
destilovanou vodou na celkovy objem 1 litru.

Roztok bromfenolové modii: 0,4 g bromfenolové modii se rozpusti ve 200 ml 96%niho ethanolu a
doplni se destilovanou vodou do 1 litru.

Za ucelem extrakce mastnych kyselin se protiepe roztok v délici nalevce odpovidajici velikosti jednou
s 300 ml a dvakrat s 200 ml n-hexanu. Je-li to nutné, mize se extrakce provést v n¢kolika malych
délicich nalevkach. Kdyz se objevi zakalené ptechodné vrstvy, pridaji se ke spodni faze v prvnich
dvou extrakcich a k vrchni faze posledni extrakce. Jestlize stiedni objem roztoku neni dostacujici pro
rozpousténi a extrakei v pripadé velmi vysokého obsahu mydla, mtize se pouZzit odpovidajici nasobek.
n-hexanové frakce se spoji a promyji se 200 ml smési methanol-voda (80:20). Zakalené piechodné
vrstvy se zachyti v n-hexanové fazi, ktera se odstrani.

Metanol-vodna faze se spoji a titruje se na pH 9 1M roztokem hydroxidu sodného na fenolftalein.
Roztok se zahu$tuje na vodni lazni tak dlouho, az se metanol odpafi a extrakt se na vodni lazni znovu
rozpusti ve vodé. Obsah MBAS tohoto roztoku se stanovi pomoci vyse popsané metody.



Obréazek 1

A - Zasobni nadoba E - Mamutka
B - Davkovaci zafizeni F - Sbérna nadoba
C - Provzdusiovaci komora G - Provzdusnovac

D - Usazovaci nadoba H - Pratokomér vzduchu
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Obrézek 3
t biologické rozloZitelnosti - Potvrzujici zkouska
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