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1. Ovod

V  souladu s narizenim vlady Ceské republiky ¢&.
513/1992 Sb., o podrobnostech nakladani s odpady priloha
1 Hodnoceni vyluhovatelnosti odpadd byla vypracovédna ve Vy-
zkumném dstavu rybaiském a hydrobiologickém ve Vodhianech ve
spolupraci s dal$imi pracovidti (VUV Praha, KHS Praha)
v koordinaci Ministerstva Zivotniho prostfedi CR metodika
"Ekotoxikologické hodnoceni vyluhti tuhych prumyslovych odpa-
di". Tato metodika navazuje na "Metodicky navod Ministerstva
zdravotnictvi a socialnich véci CSR - hlavni hygienik CSR
€.j. HEM - 323 - 14.11. 1988 - pro hodnoceni rizikovosti tu-
hého prdmyslového odpadu", publikovaného v bulletinu hlavni-
ho hygienika CSR &. 3/1989 a v piiloze ¢. 5/1989 k Acta hy-
gienica, epidemiologica et microbiologica, Institut hygieny
a epidemiologie Praha. Podle této metodiky se nepostupuje od
vydani metodického navodu k hodnoceni zdravotniho nebezpedi
odpadi, HEM - 300 - 27.7.1993 - viz. oddil VI. Zavérecna
ustanoveni, ktery vydal podle § 71 odst. 3, zak. &. 20/1966
Sb., o0 pé&i a zdravi lidu hlavni hygienik CR. )

Metodika Ekotoxikologické hodnoceni vyluhlt tuhych pri-
myslovych odpadi simuluje vznik odpadnich vod laboratorni
ptipravou vodného vyluhu testovaného odpadu. Vodny vyluh je
potom testovan z hlediska akutni toxicity pro 2 vodni Zivo-
cichy (akvarijni rybka Poecilia reticulata, perloocCka
Daphnia magna), ddle z hlediska inhibice ristu zelené kokal-
ni rasy (Scenedesmus gquadricauda) a soucasné je zjistovan
vliv uvedeného vyluhu na klic¢ivost a rist kofene horfcice bi-
1é (Sinapis alba). Ekotoxikologickému testovani by se mély
podrobit vSechny odpady urcené ke skladkovani, kde vysledky
chemickych analyz standardné prfipraveného vodného vyluhu od-
padu vyhovuji limitnim hodnotdam trid vyluhovatelnosti Ia az
11 a soucasné odpad nema Zadnou z vlastnosti, ktera by jej
vylucovala z mozZnosti skladkovani na skladkach 1. aZ 4. sku-
piny odpadt (Nafizeni vlady &. 513/1992 Sb.). Vyhodnoceni
vysledkll ekotoxikologickych testi s rozhodujicim vyznamem
vysledku testu na organismu, ktery nejcitlivéji reagoval na
testovany vyluh, je jednim z kritérii (TOXICITA) pro zaraze-
ni odpadu do tridy vyluhovatelnosti. Zaroveii predkléddand me-
todika slouzi k hodnoceni jedné =z nebezpeénych vlastnosti
(EKOTOXICITA) wuvedenych v priloze Kategorizace a katalogu
odpadii. To znamena, 2e vysledky ekotoxikologickych testi
potvrdi &i vyvrati zafazeni odpadu do tfidy vyluhovatelnos-
ti, které bylo navrzeno podle vysledkll chemickych analyz.

Vyznam biologickych test® tkvi hlavné v tom, Ze posti-
huji souhrn Géinkd vSech pritomnych komponent a soucdasné ta-
ké latek, které nebyly chemickymi analyzami prokazovany.
Pfedklddana metodika je souhrnnym zpracovanim &tyf metod
stanoveni toxickych (pfip. inhibiénich) vlastnosti vodného
vyluhu odpadu. Veskeré informace k metodice véetné softwaru
poskytne Vyzkumny ustav rybarsky a hydrobiologicky Vodrany.




Na zpracovani metod jednotlivych testh se dale
vyznamnou mérou podileli:

test na Poecilia reticulata:
MVDr. Z. Svobodova, DrSc: (VORH Vodiiany)
Ing. B. Vykusova (VURH Vodfiany) 8
Ing. J. Machova (VURH Vodiany)

test na Daphnia magna:
RNDr. R. Faina (VORH Vodfany)
RNDr. P. Dusilek (IHE Praha)

test na Scenedesmus quadricauda:
RNDr. D. Matulova, CSc. (VUV Praha)

test na Sinapis alba:
RNDr. V. Gottwaldova (KHS Praha)

vypoéet EC(IC)S50:
RNDr. I. Pfikryl (VURH Vodfiany)
Ing. Oldfich Danék (VURH Vodiany)

Na zpracovani metodiky dale spolupracovali: Ing. P.
Doc¢kal, CSc. (VOV Ostrava, nyni Aquachemie Ostrava), RNDr.
P. Soldan (VOV Ostrava), RNDr. E. Olivkova (EKOTEST Hradec
Krdlové), RNDr. J. Svec (OHS Zlin), Ing. V. Dvotfak (EKOS
Hradec Kradlové) a dal$i. Rozpé&ti hodnot ICS50 standardu
Ko,Cr,07 pro Scenedesmus quadricauda a Sinapis alba je
prevzato ze zpravy pro Udastniky okruzniho rozboru (RNDr. P.
Lazecky, VOV T.G.M. Praha, pobocka Ostrava, 1994).

Je samoziejmé, 2e v dal$im obdobi budou metodiky ekoto-
xikologického hodnoceni vyluh tuhych primyslovych odpadd
ddle rozpracovaviany a soudasné budou ovéfovany moZnosti po-
uziti dalSich toxikologickych metod v této oblasti, jako
napif. testy na buné&nych kulturach ryb, které se jevi jako
dostateéné citlivé, a pritom nepfilis nakladné, nebo testy
na luminiscenénich bakteriich apod. V nasledujicim obdobi
bude rovnéz vénovéana pozornost rasovym testim, kde bude ové-
fovdna moZnost pouziti fas Selenastrum capricornutum a Sce-
nedesmus subspicatus, které jsou doporudovany jako testovaci
organismy v normach ISO, a které se u nas dosud v bézné pra-
xi nepouzivaji.



2. Schema  pracovniho postupu pri  provadéni ekotoxikologic-
kych test

pozitivni Predbézny negativni
test |
pozitivni negativni
Ovérovaci
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mortalita = 50 % mortalita < 50 %

Orientacéni
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Zakladni
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3. Metodiky ekotoxikologickych testd
3.1. Standardni vodny vyluh (analogicky DIN 38 414 S4)
Oblast pouziti

Tento postup je pouzitelny pro pevné, pastovité i kaSo-
vité materialy. Pokud se odpad sedimentaci rozdéluje, je
nutna prediprava - viz odst. "Odpady obsahujict( vice fdzi".

Z4ikladni princip

Vodny vyluh pevného odpadu') je roztok, ktery vznikl
pri styku odpadu s vodou ve stanoveném poméru a za stanove-
nych podminek vyluhovani. Stanoveny pomér se docili odvaze-
nim takového mnoZstvi pivodniho nebo prfedupraveného vzorku,
které obsahuje 100x1 g su$iny a pridanim 1 000 ml destilova-
né vody. Podminky vyluhovani jsou definovdny teplotou 20 *
3 9C, 24 hodinami styku obou fazi a oddélenim filtraci
(Sum) nebo centrifugaci.

SloZzeni vodného vyluhu a jeho ekotoxikologické vlast-
nosti umozfiuji urdit vyluhovatelnost odpadu a zaradit jej do
tridy vyluhovatelnosti, neumoZiiuji vS8ak vyslovit prognoézu
slozeni prisakovych vod ze skladek. Pri rozhodovani o moz-
nostech skladkovani je tfeba posuzovat i rizika vyplyvajici
ze smiseni odpada.

Pomiicky a zarizeni: Rotadéni trepadka, filtradni zarizeni,
centrifuga, filtry o velikosti pérd Sum, vyvéva
Voda: k ptipravé vodného vyluhu Jje nutno pouzivat

destilovanou vodu (kapitola 3.2.)

Predbézna vprava vzorku

Odpady urdené k deponovdnt{ - vzorek se drti jen tehdy,
je-1li to nezbytné pro odbér vzorku a provedeni analyzy
- zpravidla pouze v piipadech, kdy zrnitost materidlu je
vétSi nez 10 mm. V Zadném pripadé se vzorek nemele. Jemno-
zrnny materidl vznikly pfi drceni se primisi do vzorku
v prislusném hmotnostnim poméru.

Odpady obsahujtctl vice fdz{ - rozdéli se na jednotlivé
faze a kaZzda se analyzuje zvlast. V protokolu se uvede mnoZ-
stvi jednotlivych fazi. Oddéleni je mozné provést filtraci
nebo centrifugaci. Oddélena pevna faze se pouzije k pripravé
vodného vyluhu bez promyvani vodou. ZpGsob rozdé&leni se uve-
de v protokolu.

*)Pozndnka: § odpady i se ziskanymi vyluhy je nutno pracovat jako s litkami, které mohou akutné ohro-
zit zdravi predeviim v disledku v nich obsaZenych latek leptavych nebo drazdivych a plvoded infekénich
onemocnéni. Proto je tieba pouzivat vhodné osobni ochranné pracovni prostfedky zejména k ochrané po-
kozky a obliceje (oi) a zachovavat pravidla osobni hygieny, zejunéna myti rukou po préci a pred jid-
lem, resp. dodriovat dalii ustanoveni predevsim CSN 01 8003.
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Piiprava vodného vyluhu

U vzorku odgadu (oddélené pevné faze odpadu) se stanovi
suSina pfi 105 PC. PEi stanoveni suSiny je nutno vychazet
z charakteru analyzovaného vzorku. K mnoZstvi plivodniho
vzorku odpovidajicimu 100 g suSiny se prida 1000 ml destilo-
vané vody. Po 24 hodindch prerusSovaného tiepani (6 hod tfe-
pani, 18 hod sedimentace) se filtraci (filtr o velikosti pé6-
rid § pm) ze smé&si oddéli pevnd faze a s presnosti na 10 ml
se odedte objem ziskaného vyluhu. V pfipadé, Ze k separaci
nelze pouzit filtraci, je moZno pouzit i jiny postup (od-
stfedéni). Zplisob separace a objem ziskaného vyluhu se uvede
do protokolu. Takto ziskany vodny vyluh se skladuje v chlad-
ni¢ce prfi 4 °C po dobu maximalné 1 mésice. V pfipadé, Ze je
odpad organické povahy a mohl by byt béhem skladovdni biolo-
gicky odbouravan, doporudujeme dobu skladovdni zkrétit na
minimum. Datum pfipravy vyluhu a provadéni testli se zazname-
nidvd do protokolu. Jestlize se ve vyluhu objevuji vlolky, je
tifeba pro kazdou serii testd pfipravovat vyluh novy. Bro
potifeby biologickvych testd nelze vyluh konzervovat Zadnymi
konzerva&nimi prostredky!

Pro biologické testy se vyluh ddle upravuje, aby se vy-

" loudilo, v pripadé malé rozpustnosti odpadu, negativni piso-

beni nizkého osmotického tlaku na ryby, bezobratlé a semena
rostliny, nebo nedostatku Zivin v testech na zelené fase.
Zpusoby upravy vodného vyluhu pro potieby biologickych testl
Jjsou uvedeny v nésledujicich kapitoléach.

Opakovany vyluh
Opakovany vyluh se provadi pouze ve specidlnich pfipa-

dech, jeho postup je analogicky odstavci "Piiprava vodného
vyluhu®.

3.2. Pfiprava pracovnich roztokil

K pripravé pr?covnich roztokt se pouziva voda s konduk-
tivitou do 1 mS.m™ ", coZ odpovidd destilované nebo redesti-

.lované vodé ze sklenéné aparatury nebo demineralizované vo-
‘'dé. Demineralizace vody se vyluduje v pfipadé, 2e se k pri-

pravé pouZiv4d lokdalni zdroj vody, kde neni zaruéena kvalita
vody po strance mikrobiologické. Voda nesmi obsahovat chlor
ani jiné toxické latky (stopy kovidl, pesticidi, amoniaku
apod.). V textu dale se uvadi pouze "destilovand voda".

e e aead




3.2.1. Pracovni roztoky pro testy na rybach, perloocékich a
semenech

Uprava vodného vyluhu pro .testy na rybach, perloockdch
a semenech >

Pfed zahdjenim testh se zjisti celkova pottfeba vodného
vyluhu a pozadovany objem se upravi pomoci zasobnich roztoki
soli stejnym zpisobem jako zredovaci voda: do odmérné banky
potfebného objemu se odmé&fi &ast vodného vyluhu, poté se
naddvkuji zasobni roztoky soli (jejich objem zavisi na
objemu potfebného vodného vyluhu) a objem banky se doplni po
rysku vodnym vyluhem.

Priprava zasobnich roztokd soli

Zasobni roztok ¢.1: 117,6 g CaCl,.2H,0 (p.a.) se rozpusti
a doplni do 1 litru destilovanou vodou

Zisobni roztok ¢.2: 49,3 g MgSO,.7H,0 (p.a.) se rozpusti
a doplni do 1 litru destilovanou vodou

Zisobni roztok ¢.3: 25,9 g NaHCO3 se rozpusti a doplni do
1 litru destilovanou vodou

Zasobni roztok ¢.4: 2,3 g KC1 (p.a.) se rozpusti a dopln1 do
1 litru destilovanou vodou

Na 1 1litr vodného vyluhu pro biologické testy se
davkuje po 2,5 ml vyse uvedenych zdsobnich roztoki.

Pozndmka: Vodny vyluh je tfeba pred kazdym pouZitim dikladné
protfepat, aby byla zarudena jeho homogenita.

PEiprava ziedovaci vody podle 1SO 7346 pro testy toxicity na
rybach, perloodkich a semenech

Priprava zasobnich roztoki:

ZAsobni roztok &.1: 11,76 g CaC12 2H,0 (p.a.) se rozpusti
a doplni do 1 11tru destilovanou vodou

Zisobni roztok &.2: 4,93 g MgSO4.7H,0 (p.a.) se rozpusti
a doplni do 1 11tru destilovanou vodou

Zaisobni roztok &.3: 2,59 g NaHCO; se rozpusti a doplni do
1 litru destllonnou vodou

ZAasobni roztok &¢.4: 0,23 g KC1 (p.a.) se rozpusti a doplni
do 1 litru destilovanou vodou

Na 1 litr zfedovaci vody se davkuje 25 ml kazdého zé-
sobniho roztoku: do odmérné baiiky o objemu 1 1 se nalije
¢ast destilované vody, nadavkuji se zasobni roztoky a objem
se doplni destilovanou vodou po rysku. Aeraci se voda nasyti
kyslikem na hodnotu minimalné 90 % a zkontroluje se hodnota
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pH, ktera by se méla pohybovat v rozmezi 7.8 = 0,2. Pripadna
iprava pH se pro¥édi roztokem NaOH (NaOH-1 mol.l'l). nebo
HC1 (HC1-1 mol.17%). Takto pripravena ztedovaci voda se pred
pouzitim v testu nemusi déle upravovat.

Pro snaz$i manipulaci je také mozné pripravit 10krat
koncentrovanéj$i =zdsobni roztoky a davkami 25 ml téchto
roztokd pfipravit 10 1 zfedovaci vody.

3.2.2. Pracovni roztoky pro testy na zelené fase
Uprava vodného vyluhu pro biologicky test na zelené Fase

V pfedlozené metodice jsou uvedeny 2 Zzivné roztoky. Do
vodného vyluhu se priddvaji ziviny stejného druhu a mnoz-
stvi, jako ve zvoleném 2Zivném roztoku. Zvoleny zivny roztok
se pak v testu uziva jako zredovaci voda a soudasné se po-
uziva pri predkultivaci ras.

Pred zahajenim testd se zjisti celkova potfeba vodného
vyluhu a pozadovany objem se upravi pomoci zasobnich roztoki
zivin a stopovych prvkd stejnym zpidsobem jako Zivné medium:
do odmérné barky potfebného objemu se odméri ¢dst vodného
vyluhu, poté se nadavkuji =zasobni roztoky (jejich objem za-
visi na objemu potfebného vodného vyluhu) a objem barky se
doplni po rysku vodnym vyluhem.

Priprava zasobnich roztokdt Zivin a stopovych prvki
a) pfi pouziti Zivného roztoku podle Knoppa:

Zisobni roztok &. 1: 100 g KNO, (p.a.) se rozpusti a doplni
do 1 litru destilovanou vodou

Zisobni roztok &. 2: 10 g K,HPO (p.a.) se rozpusti a doplni
do 1 litru destilovanou vodou

Zisobni roztok &. 3:-10 g MgS0,.7H,0 (p.a.) se rozpusti
a doplni do 1 litru destilovanou vodou

Zasobni roztok &. 4: 0,1 g FeCl, (p.a.) se rozpusti a doplni
do 100 ml destilovanou vodou

Na 1 1litr vodného vyluhu pro testy na zelené Fase se
ddvkuje po 1 ml zasobnich roztoktt ¢. 1, 2, 3 a 4 . Do odmér-
né banky o objemu 1 litr se nalije &ast vodného vyluhu, pfi-
daji se zasobni roztoky a objem se doplni po rysku vodnym
vyluhem.




b) pFi pouziti 2ivného roztoku dle mezinarodni normy

1SO 8692:

Zasobni ruztokvé.I - ziviny: (navazky na | litr roztoku)
NH,4C1 1.5 ¢ .
M&Clz 6H50 12 ¢
CuCl,.2H,0 1,8 g
Mg504 7H20 1.5 ¢
KoHPO4 0.16 g

Zasobni roztok ¢. 2 - Fe-EDTA: (navizky na | litr roztoku)
FeCl4.6H ) 80 mg
Na,EDTA. Hzo 100 mg

Zisobni roztok &¢. 3 - stopové prvky: (navdzky na 1 litr

roztoku)

H4BO4 185 mg
MnCl,.4H,0 415 mg
ZnCl1, 3 mg
CoCl,. 6H20 1,5 mg
CuCl, 0,01 mg
Nd2M004 %HZO 7 mg

Zasobni roztok €. 4 - NaHCO3: (navazka na 1 litr roztoku)

NaHCO5 50 g

Viechny tyto chemikalie by mély mit stupei ¢istoty
p.a. (pro analysi). Zasobni roztoky se sterilizuji membra-
novou filtraci (primér pord 0.2 pm) nebo v autoklavu
(120 °C, 15 min.). Roztoky se skladuji pii 4 °C ve tmé&.

Roztok ¢. 4 se nesterilizuje v autoklavu, ale pouze
filtruje pres membranovy filtr.

Uvedenymi 4 zasobnimi roztoky se obohacuje vodny vyluh
ndasledujicim zpisobem: do odmérné bafiky pozadovaného objemu
se nalije c¢ast vodného vyluhu, nadavkuji se jednotlivé za-
sobni roztoky Zivin a stopovych prvkil a objem se doplni po
rysku vodnym vyluhem. Na jeden litr pozadovaného upraveného
vyluhu se davkuje 10 ml zasobniho roztoku ¢. 1 a po 1 ml
roztokd ¢. 2, ¢&. 3 a ¢&. 4.

Pozndmka: Vodny vyluh je tfeba pred kazdym pouzitim dakladné
protrepat, aby byla zarudena jeho homogenita.

*)sodnd sbl kyseliny etylendianinotetraoctové
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Pfiprava 2Zivnych medii pro rasy
a) podle Knoppa

Pfiprava zasobnich roztokdl Zivin a stopovych prvkid .

Zasobni roztok &. 1: 10 g KNO;  (p. a.) se rozpusti a doplni
do 1 litru destilovanou vodou

Zasobni roztok &. 2: 1 g K,HPO, (p.a.) se rozpusti a doplni
do 1 litru destxlovanou vodou

Zasobni roztok &. 3: 1 g MgS0,.7H,0 (p.a.) se rozpusti a do-
plni do 1 1litru dest110vanou vodou

Zasobni roztok &. 4: 0,1 g FeCly (p.a.) se rozpusti a doplni
do 100 ml destilovanou vodou

Na 1 1litr standardniho 2ivného media se ddvkuje po 10

ml zasobnich roztokd ¢. 1, 2 a 3 a 1 ml zasobniho roztoku &.
4. Pripadné se pouziji zasobni roztoky 1 aZ 3 desetkrat kon-
centrovanéj$i a davkuji se do 1 1litru po 1 ml. Do odmérné
baiky o objemu 1 litr se nalije &ast destilované vody, pfi-
daji se zasobni roztoky a objem se doplni po rysku destilo-
vanou vodou. Takto pfipraveny 2ivny roztok se sterilizuje
v autokldvu nebo varem v tlakovém hrnci po dobu 20 minut.

b) podle mezinidrodni normy 1SO 8692:

Zasobni roztok &.1 - Ziviny: (navaZzky na 1 litr roztoku)
NH,C1 1.5 g
MgCl, . 6H,0 1.2 g
CaC12.2H20 1,8 g
MgSOy . TH50 1.5 g

Zasobni roztok &. 2 - Fe-EDTA: (navazky na 1 litr roztoku)

FeCl 80 mg
NazEBTA.%HZO 100 mg
Zasobni roztok &¢. 3 - stopové prvky: (navazky na 1 litr
roztoku)
ZnClz 3 mg
CoCl, 6H 0 1.5 mg
CuCl 0,01 mg
Na2H004 %Hzo 7 mg

Zisobni roztok &. 4 - NaHCO3; ‘(navéaika na 1 litr roztoku)

NaHCO4 50 g
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VSechny tyto chemikdalie by mély mit stupen ¢istoty
p.a. K pripravé roztokdl se pouziva destilovana voda (odsta-
vec 3.2.). Zasobni roztoky se sterilizuji membrédnovou filt-
raci (primér pérd 0,2 um) nebo v autoklavu (120 °C, 15
min.). Roztoky se ulozi pfi 4.°C ve tmé,

Roztok ¢&. 4 se nesterilizuje v autoklavu, ale pouze
filtruje pfes membréanovy filtr.

Z uvedenych 4 zasobnich roztokd se pripravi zésobni
Zivny roztok nasledujicim zpdsobem: do 1 000 ml odmérné bari-
ky se naddvkuje: 100 ml roztoku 1

10 ml roztoku 2
10 ml roztoku 3
10 ml roztoku 4
a doplni po rysku destilovanou vodou.

Zasobni Zivny roztok se pfipravuje vzdy derstvy. Pred
pouzitim roztoku se necha ustavit jeho rovnovaha se vzduchem
tak, Ze se pfes noc nechd v kontaktu se vzduchem, nebo se po
dobu 30 min. provzdusfiuje filtrovanym vzduchem. Po dosaZeni
rovnovahy se zméri pH roztoku a pokud je to nutné, upravi se
na 8,3 + 0,2 pridavkem kyseliny chlorovodikové
(HC1-1 mo].l'l) nebo hydroxidu sodného (NaOH-1 mol.17%).

Na 1 litr standardniho Zzivného media se davkuje 100 ml
zadsobniho 2ivného roztoku: do odmérné bariky o objemu 1 000
ml se odméfi 100 ml zasobniho Zivného roztoku a doplni se po
rysku destilovanou vodou.

3.3. Rozvrzeni koncentraci pro =zdkladni test mna rybach
a perloockach

Koncentrace pro zdkladni test navrhujeme na zdkladé
vysledkl orientaéniho testu. NavrZzena rostouci rada kon-
centraci ma byt symetricky rozloZena kolem predpokladané
hodnoty ECS50. Obvykle se v zdkladnim testu pripravuje 10
koncentraci tak, aby alespori ve 3 (v pfipadé vyhodnoceni
hodnoty ECS50 po&itadovou technikou) nebo v 5 koncentracich
(v ptipadé grafického vyhodnoceni) do$lo k thynu nebo imobi-
lizaci (v ptipadé dafnii) 5 az 95 % testovacich organismi.
Koncentraéni fadu je moZno napf. volit podle tohoto vztahu:

C
In =
-

1n k =
n - 2

Cy = minimdlni koncentrace se 100% thynem (prip.
imobilizaci)

C{ = maximdlni koncentrace s nulovym Ghynem (imobiliza-
ci)

n = podet fedéni (obvykle 10)

k = koeficient, kterym se opakované déli koncentrace
Cy, a tim se ziskd geometrickd fada koncentraci
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Dalsi moZny zpisob, ktery lze doporucit na zdkladé mno-
ha provedenych testti, vychdazi =2z odhadnuté hodnoty ECS50
z orientadniho testu. Pro zakladni test se voli geometricky
rostouci rada koncentraci symetricky rozloZzenad kolem pred-
pokladané hodnoty EC50. Pro Poccilia reticulata se navrhuje
pouzit koeficient 1,15 a pro Daphnia magna koeficient'1,4.
To znamend, Ze nejblize vysSi koncentraci hodnoté EC50 zis-
kéame vyndsobenim této hodnoty koeficientem 1,4 pro D. magna
a koeficientem 1,15 pro P. reticulata a kazdou dal$i vyssSi
koncentraci vyndsobenim pfedchozi koncentrace uvedenymi koe-
ficienty v zavislosti na druhu organismu. Podobné nejblizsi
nizsi koncentrace se ziskaji vydélenim predchazejici kon-
centrace uvedenymi koeficienty.

3.4. Test akutni toxicity na rybach

Cil

Stanoveni akutni toxicity vodou vyluhovatelnych latek
z odpadu na ryby

Definice a zkratky

Vodny wvyluh: vyluh tuhého prdmyslového odpadu pfipraveny
standardnim postupem. Pro biologické 1testy se vyluh
obohacuje solemi stejnym zplsobem jako zfedovaci voda.

Ziedovaci voda: voda pripravena podle 1SO 7346.

Koncentrace vodného vyluhu: mnoZstvi  solemi obohaceného
vodnéh? vyluhu, doplnéné do 1 litru zfedovaci vodou
(m1.17").

Kontrola: zfedovaci voda s testovacimi rybami bez testované-
ho vodného vyluhu.

EC50: koncentrace vodného vyluhu, ktera zplsobi dhyn 50 %
testovacich ryb ve zvoleném casovém useku.

Adaptace ryb: ptfizpisobeni ryb podminkam testu.

PfedbéZny test: test pro odhad toxicity vodného vyluhu,
provadi se s nefedénym vyluhem.

Ovérovaci test: test k ovéreni negativniho vysledku pfedbéz-
ného testu, provadi se s nefedénym vyluhem.

Orienta¢ni test: test k upresnéni koncentraci pro zidkladni
test, provadi se na Sirokém rozmezi koncentraci vodného
vyluhu.

Zakladni test: test, jehoz vysledky umoziuji dostatecné
presné stanovit hodnotu ECS0. Sestava zpravidla z 10
riznych Kkoncentraci v rozmezi stanoveném orientaénim
testem.

Standard: kontrolni latka, u niZ je uréovano EC50 soubézné
s testovanym vodnym vyluhem. Zmény EC50 standardu odra-
Z2eji variabilitu podminek testu a kondice testovacich
organismi.
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Probitova analyza: analyza kvantdlnich dat, uréenych rela-
tivni cetnosti uhynulych jedinect v zavislosti na kon-
centraci, resp. na jejim logaritmu, pricemZ se esovitd
regresni kfivka aproximuje distribuéni funkci normalni-

ho rozlozZeni. .

Material

Testovaci organismus: Zivorodka duhova (Poecilia reticulata
Peters) pouZzitd k testim akutni toxicity ma byt pohlav-
né diferencovana, v rozmezi délek téla 15-25 mm, ve vé-
ku 3 aZz 4 mésiclh. Samice nesmi mit zfetelnou zarodecnou
skvrnu. Pouzivaji se ryby v prirozeném poméru pohlavi
(nejcéastéji 1:1), pfidemz se ryby do jednotlivych tes-
tovacich nadob vybiraji ndhodné.

Vedle zZivorodky duhové je moZno k testim akutni
toxicity pouzit i dals$i druhy ryb, napf. danio pruhova-
né (Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan). PouZivaji se
ryby ve vé&ku 2,5 az 3,5 mésice, v rozmezi délek té&la
25 az 35 mm.

V protokolu je nutno uvést druh testovaciho orga-
nismu. Ryby pouZzité k testu musi byt homogenni a dobrc-
ho zdravotniho stavu.

Metodika =ziskdvdni a chovu testovacich ryb Jc
podrobné uvedena v kapitolach 5.1.1. a 5.1.2. ’

Voda: k pripravé€ zrfedovaci vody a vodného vyluhu je nutno
pouzivat destilovanou vodu (kapitola 3.2).

Chemikdlie: CaCl, (p.a.), MgSO4.7H50 (p.a.), NaHCO; (p.a.),
KC1l ( p.a. ), néktery ze standardi: K,Cr,y0q (p.a.),
ZnS0,4 7H20 (p.a.), p - nitrofenol (p.a.).

Pomicky a zarizeni: s:fky a pomicky pro odlov a prendSeni
ryb, celosklenéné nadrze (dle typu testu - kadinky, ce-
losklenénd akvéaria), pipety, odmérné baiiky, pHmetr,
oximetr.

Podminky testu

teplota: 22 £ 2°C

délka expozice: 48 hodin

mnozstvi testovaného roztoku: minimdlné 100 ml na jedince

osvétleni: 12 aZz 16 hodin denné

pocet testovacich organismi (ryb): 3 aZ 10 kusi v jedné kon-
centraci v zavislosti na druhu testu

podet paralelnich stanoveni: u ovérovaciho a zékladniho
testu se nasazuji 3 paralelni testy

ostatni podminky: bez krmeni

bez aerace, je vs$ak tfeba upravit pomér

plochy hladiny a objemu lazné tak, aby nasyceni vody
kyslikem v priab&hu testu nekleslo v kontrole pod 60 %
(m&f{ se na zad4dtku testu, po 24 hodindch a na konci
testu > doporudeny pomér hladiny k objemu roztoku
800 cm“ na 10 litrd)
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Pracovni postup

Adaptace ryb: ryby, které budou pouzity k testu, se chovaji
po dobu 48 hodin prfed zahdajenim testu  ve zredovaci vodé
o teploté 22 = 2°C a po tuto dobu se nekrmi.

Predbéiny test: do kadinky o objemu cca 500 ml s 300 ml tes-
tovaného vodného vyluhu obohaceného solemi se nasadi 3 ryby
a stejnym zplsobem se nasadi kontrola. Na zacatku testu, po
24 hodindch a na konci testu se méfi teplota, pH a koncent-
race rozpusténého kysliku. V pribéhu 48 hodin se zaznamenava
mortalita ryb, pripadné vyrazné zmény v jejich chovani
(napf. excitace, nekoordinovanost pohybu, ztrata rovnovdhy,
agonie, apod.).

Vyhodnoceni predbézndho testu: jestlize dojde béhem predbéz-
ného testu k Ghynu vice jak jedné ryby, je vysledek tohoto
testu pozitivn'i a je tfeba provést testy k urcCeni
EC50, v opac¢ném pripadé (jestlize doslo k thynu max. 1 ryby)
je vysledek testu negativni a je treba provést
ovérovaci test. .

OvcérFovacl test: ové&tfovaci test se provadi v pripadé negativ-
niho vysledku predbézného testu. Aby byla zarudena sprédvnost
vysledku, nasazuji se 3 paralelni testy. Do 3 celosklenénych
akvarii se odméfi po 1 litru vodného vyluhu obohaceného so-
lemi a nasadi po 10 kusech ryb. Stejnym zphsobem se nasadi
kontrola. Na zac¢atku testu, po 24 hodinach a na konci testu
se méri teplota, pH a koncentrace rozpusténého kysliku.
V pribéhu trvani testu se sleduje 4 zaznamenava chovani
a mortalita ryb.

Vyhodnoceni{ ovérovactho testu: jestliZe dojde béhem ovérova-
ciho testu k vyrazné zméné chovani ryb ve srovndni s kontro-
lou (podobné jak je uvedeno u predbézného testu), nebo
k dhynu 1 nebo vice kusd ryb, je vysledek tohoto testu
pozitivni, v opacéném pripadé je vysledek testu
negatiwvnii

) Jestlize je vysledek ovéfovaciho testu negativni, dal$i
testovdani se neprovadi a tato skutec¢nost se uvede do proto-
kolu.

Jestlize je vysledek ovéfovaciho testu pozitivni, ale
celkovy thyn ryb (ze viech 3 paralelnich testl) nepresahne
50 %, uvede se do protokolu mortalita ryb v % zpisobena vod-
nym vyluhem, pfipadné se popi$i =zmény chovani ryb a dalsi
testovdani se neprovadi.

Jestlize je vysledek ovérovaciho testu pozitivni s thy-
nem ryb 50 % a vyS$sim, provadi se stanoveni hodnoty ECS0
vodného vyluhu,



Stanoveni hodnoty ECS50 pro ryby

Orientadn{ test: sestavd zpravidla =z 10 riznych koncentraci
vodného vyluhu, volenych v Sirokém rozpéti. Do jednotlivych
koncentraci vodného vyluhu o objemu minimdlné 500 ml se na-
sazuje po 5 kusech ryb. Stejnym zpusobem se nasazuje kontro-
la. Na zaddtku testu, po 24 hodinach a na konci testu se mé-
ri teplota, pH a koncentrace rozpus$téného kysliku. V pribéhu
trvani orienta¢niho testu se sleduje a zaznamendva mortalita
ryb. Na zakladé vysledkd tohoto testu se voli koncentrace
pro zdkladni test. '

Zdkladnt{ test: sestava zpravidla z 10 riznych koncentraci
vodného vyluhu v rozmezi stanoveném orientadnim testem. Aby
byla zarudena spravnost vysledkd, nasazuje se zdkladni test
ve 3 paralelkédch. Navod na vhodné rozvrieni koncentraci pro
zdkladni test je uveden v kap. 3.3. Do pripravenych koncent-
raci o objemu minimalné 1 1 se nasazuje po 10 kusech ryb
a stejnym zplsobem se nasazuje kontrola. Na zadatku testu,
po 24 hodinach a na konci testu se méri teplota, pH a kon-
centrace rozpusténého kysliku, v pribéhu testu se zaznamena-
vd mortalita ryb.

Vyhodnocent zdkladntho testu: v priibéhu trvani testu se sle-
duje a zaznamenAdvad mortalita ryb a vysledky se vyhodnocuji
probitovou analyzou graficky nebo vyuZitim poditadové tech-
niky, jak je uvedeno v kap. 3.8. Vysledky jednotlivych para-
lelnich testd se vyhodnocuji zvlast a ze ziskanych hodnot
LCS50 se vypocitad primér LC50. Jenotlivé hodnoty LC50 se ne-
sméji 1iSit o vice nez 30 %.

V kontrolnich nadrZich nesmi byt v pribéhu testd zjis-
téna mortalita, ani vyrazné zmény v chovani ryb. V opacdném
pripadé je nutno test opakovat.

Testy akutni toxicity na standardech

Pribézné se doporuduje ovérovat kondici k testim pouzi-
tych ryb a vhodnost podminek pro provadéni testl toxicity na
nékterém ze standard (ZnS04.7H,0 p.a., K,Crp047 p.a.,
p-nitrofenol p.a.).

Testy akutni toxicity se standardy se provadéji za
stejnych podminek a vyhodnocuji stejnym zptsobem jako za-
kladni testy na zvolenych organismech.
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Podle dosavadnich zkusenosti jsou promérné hodnoty
48hLCS50 nasledujici (v zdvorkiach jsou uvedena rozpéti téch-
to hodnot):

Testovaci organismus K5Cr,04 ZnS0,4.7H,0 p—nitrofchol
(mg.171) (mg.171) (mg.171)
Poecilia reticulata 180 174 28
(130-240) (130-240) (20-30)
Brachydanio rerio®) 115 190 27
: (100-200) (30-550) (20-35)

*) jako zfedovaci voda byla pouzita voda vodovodni

3.5. Test akutni toxicity na perloockach Duphnia magna

Cil
Stanoveni vlivu vodou vyluhovatelnych latek z odpadu na
imobilizaci zdstupce vodnich koryst perlooCku Daphnia magna.

Definice a zkratky

Vodny vyluh: vyluh tuhého primyslového odpadu pripraveny
standardnim postupem. Pro biologické testy se vyluh
obohacuje solemi stejnym zpisobem jako zfedovaci voda.

Zredovaci voda: voda pFipravena podle 1SO 7346.

Koncentrace vodného vyluhu: mnozstvi solemi obohaceného vod-
ného ¥yluhu doplnéné do 1 litru zredovaci vodou
(ml.17

Kontrola: zredova«\ voda s Daphnia magna bez testovaného
vodného vyluhu.

Imobilizace Daphnia magna: makroskopicky pozorovatelna ne-

schopnost samostatného prostorového pohybu Daphnia mag-
na do 15 s po krouzivém zamichani lazné. Jako imobili-
zované organismy hodnotime nap#. i jedince, kteri pohy-
buji tykadly 2. paru, ale vyse uvedeného samostatného
pohybu nejsou schopni.

koncentrace vodného vyluhu, ktera
imobilizaci S0 % testovacich Daphnia magna
Casovém uUscku

ECS50: zplsobi uhyn nebo

ve zvoleném

Predbézny test: test pro odhad toxicity vodného vyluhu, pro-
vadi se s nefedénym vodnym vyluhem.

Ovérovaci test: test k ovéreni negativniho vysledku pfcdbéi-
ného testu. provadi se s neredcnym vyluhem.

Orienta¢ni test: test k upresnéni koncentraci pro zakladnl
test, provadi se na Sirokém rozmezi koncentraci vodného
vyluhu.

Zakladni test test, jehoz vysledky umoziuji dostatecné
pFesné stanovit hodnotu EC50. Sestava zpravidla z 10
riiznych koncentraci v rozmezi stanoveném orientacnim
testem.
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Standard: kontrolni latka, u niZz je urcovano EC50 soubéiné
s testovanym vodnym vyluhem. Zmé&ny EC50 standardu odra-
Zeji variabilitu podminek testu a kondice testovacich
organismi. .

Probitova analyza: analyza kvantdlnich dat, urdenych rela-
tivni ¢etnosti vuhynulych jedincd v zdvislosti na kon-
centraci, resp. na jejim logaritmu, pricemZ se esovité
regresni krfivka aproximuje distribu¢ni funkci normalni-
ho rozlozeni.

Material

Testovaci organismus: Daphnia magna Straus (Cladocera,
Crustacea) ve stafi do 24 hodin, nejméné tfeti genera-
ce ziskand acyklickou partenogenezi za podminek zdra-
vého prosperujiciho chovu (kap. 5.2.).

Voda: k piipravé zredovaci vody a vodného vyluhu je nutno
pouZivat destilovanou vodu (kapitola 3.2).

Chemikélie: CaCl, (p.a.), MgSO,.7H,0 (p.a.), NaHCO; (p.a.),
KC1 (p.a.), néktery ze standardi: K5Cr,04 (p.a.),
ZnSO4.7H20 (p.a.), p - nitrofenol (p.a.).

Pomiicky a =zarizeni: kelimky ¢i kadinky objemu cca 200 ml,
sklenéné nadoby (3 1), elementky (1 1), soustava tiidi-
cich sitek, pipety, odmérné bariky, tenkosténné sklenéné

. trubiéky se svétlosti 2 aZ 4 mm, mikroskop, Erlenmaye-
rovy bafiky, preparad¢ni jehla, pHmetr, oximetr.

Krmivo: chlorokokdlni fasy - derstvé, sus$ené nebo lyofilizo-
vané (kap. 5.2.).

Podminky testu

teplota: 20 = 2°C
délka expozice: 48 hodin
mnozstvi roztoku: minimdlné S5 ml na jedince pri dodrZeni
vy3e sloupce vody (roztoku) minimalné 3 cm
podet testovacich organismi (dafnii): 10 az 60 kusl v jedné
koncentraci v zavislosti na druhu testu
potet paralelnich stanoveni: u ovéfovaciho a zékladniho
testu se nasazuji 3 paralelni testy
pfiprava nddobi: kadinky se pred pouzitim radné vymyji
horkou vodou a vyplachnou destilovanou vodou
ostatni podminky: bez aerace
bez krmeni
bez osvétleni (v Seru nebo temnu)
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Pracovni postup

Predbéiny test: do 2 nadob (kadinek) s vodnym vyluhem oboha-
cenym solemi se nasadi po 10 kusech dafnii a stejnym zpﬁ§o—
bem se nasazuje kontrola. Na zacatku a na konci testu se mé-
ri teplota, pH a koncentrace rozpusténého kysliku. V pribéhu
48 hodin se zaznamendvd mortalita a imobilizace dafnii.

Vyhodnocent predbdZného testu: jestlize je b&hem predbézného
testu zaznamendna imobilizace nebo mortalita 10 % a vice ku-
st dafnii, je vysledek testu poz i tivniaje treba
provést orientaéni a zakladni test. V opalném pripadé je
vysledek negativni a je tfeba provést ovérovaci
test.

Ovérovact test: do 6 kadinek nebo kelimkd se nadavkuje vodny
vyluh obohaceny solemi a nasadi po 10 kusech dafnii a stej-
nym zplsobem se nasadi kontrola. Na zacdatku a na konci testu
se méri teplota, pH a koncentrace rozpusténého kysliku.
V pribéhu trvani testu se sleduje a zaznamendva imobilizace
a mortalita dafnii. Aby byla =zarudena spravnost vysledkil
testu, stejnym zplisobem se nasazuji jesté dalsi 2 paralelky.

Vyhodnocent ovérovactho testu: zakladem pro vyhodnoceni ové-
rovaciho testu je zjisténi mortality a imobilizace dafnii
v kontrole a ve vodném vyluhu. Imobilizace a mortalita zjis§-
ténd ve vodném vyluhu v % ze 180 nasazenych jedincd se po-
rovnavd s kontrolou. JestliZe zjisténé procento imobilizace
a dhynu dafnii ve vodném vyluhu je o vice nez 10 % vy33i nez
v kontrole, je vysledek testu poz i tivni,6 jestlize
procento imobilizovanych nebo uhynulych dafnii ve vodném vy-
luhu je 10 % a ni28i ve srovndni s kontrolou, je vysledek
testu negatiwvni

JestliZe se imobilizace nebo Ghyn dafnii v ovéfovacim
testu pribliZuje limitnim hodnotam, doporudujeme test zopa-
kovat, pripadné nasadit zakladni test s vy3$$imi koncentrace-
mi vodného vyluhu a teprve potom rozhodnout, zda je test na
dafniich pozitivni nebo negativni.

Jestlize je vysledek ovéfovaciho testu negativni, dalsi
testovani se neprovadi a tato skutedénost se uvede do proto-
kolu.

JestliZe je vysledek ovétovaciho testu pozitivni, ale
imobilizace nebo tthyn dafnii neni o vice nez 50 % vys$$i nez
v kontrole, uvede se tato skutednost do protokolu a dalsi
testovdni se neprovadi.

JestlizZze je vysledek ovéfovaciho testu pozitivni s uhy-
nem dafnii 50 % a vy33im, provadi se stanoveni hodnoty ECSO0.
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Stanoveni hodnoty ECS50 pro dafnie

Orientaéni test: tento test sestava zpravidla z 10 raznych
koncentraci vodného vyluhu, volenych v Sirokém rozpéti. Do
jednotlivych koncentraci vodného vyluhu se nasazuje po 10
kusech dafnii. Stejnym zplsobem se nasazuje kontrola. Na za-
c¢atku a na konci testu se méfi  teplota, pH a koncentrace
rozpusténého kysliku. V prdbéhu trvani orientac¢niho testu se
sleduje a zaznamendva mortalita a imobilizace dafnii. Na
zadkladé vysledkdt tohoto testu se voli koncentrace pro za-
kladni test.

Zdkladn{ test: zédkladni test sestdava zpravidla z 10 rbdznych
koncentraci vodného vyluhu v rozmezi stanoveném orientacnim
testem. Pro kazZdou koncentraci se nasazuji 2 paralelky.

Navrh rozlozZeni koncentraéni fady je uveden v kap. 3.3.

Do pfipravenych roztokd vodného vyluhu o raznych kon-
centracich se nasazuje po 10 kusech dafnii a stejnym zpiso-
bem se nasadi kontrola. Uhynulé a imobilizované dafnie
v jednotlivych paralelnich koncentracich se s¢itaji. Na za-
¢atku a na konci testu se méri teplota, pH a koncentrace
rozpus§téného kysliku. Aby byla zarudena spravnost vysledku,
nasazuje se zdkladni test celkem trikrat.

Vyhodnocent zdkladntho testu: v pribéhu trvani testu se sle-
duje a zaznamendvad imobilizace a mortalita dafnii a vysledky
se vyhodnocuji probitovou analyzou graficky nebo uzitim
poc¢itacové techniky (kap. 3.8). Hodnoty EC50 se vyhodnocuji
pro kazdy test zvlast a pocditd se z nich primér. Jednotlivé
hodnoty ECS0 se nesmi 1iSit o vice nez 30 %.

V kontrolidch jsou dafnie nasazovany do zfedovaci vody
za stejnych podminek (objem ztedovaci vody, podet testova-
cich organismi, teplota), jako v pokusnych nadobach. V kont-
rolnich nadobich nesmi byt v prubéhu testd zjisténa imobili-
zace nebo mortalita vys$S$i nez 10 %. V opacéném piipadé je
nutno test opakovat.

Testy akutni toxicity na standardech

Pribézné se doporucduje ovéfovat kondici k testim pouzZi-
tych dafnii a vhodnost podminek pro provadéni testl toxicity
na nékterém ze standardi (ZnSO4.7H20 p.a, K5,Cry04 p.a.,
p-nitrofenol p.a.). Testy akutni toxicity se standardy se
provadéji za stejnych podminek a vyhodnocuji stejnym zplso-
bem jako zakladni testy.

Podle naSich =zkusenosti jsou primérné hodnoty 48hECS0

nidsledujici (v zdvorkidch jsou uvedena rozpéti téchto hod-
not):
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Testovaci organismus| K,Cr,04 ZnSO,4.7H,0 |p-nitrofenol

(mg.171) | (mg.177) (mg.171)
Daphnia magna 0,67 9.6 12,9
(0,3-1,5) (1-25) (5-20)

3.6. Test inhibice ristu zelené fasy Scenedesmus quadricauda
(moZno téz Scenedesmus subspicatus a Selenastrum
capricornutum)

Cil
Stanoveni vlivu vodou vyluhovatelnych ldatek z odpadu na
rist planktonni sladkovodni rasy

Definice a zkratky

Vodny vyluh: vyluh tuhého primyslového odpadu pfipraveny
standardnim postupem. Pro potfeby testi na faséich se
vyluh obohacuje Zivinami v mnoZstvi odpovidajicim stan-
dardnimu Zivnému roztoku.

Zivné medium: standardni 2ivny 10ztok (dle Knoppa nebo dle
1SO 8692).

Zredovaci voda: Zivné medium.

Koncentrace vodného vyluhu: mnoZstvi Zivinami obohaceného
vodnéh? vyluhu doplnéné do 1 1litru 2ivnym mediem

(ml.1°

Testovany roztok: smés zZivného media, vodného vyluhu
obohaceného Zivinami ve zvolené koncentraci a rasovych
bunék.

Kontrola: Zivné medium a testovaci rasy bez testovaného vod-
ného vyluhu.

IC50: koncentrace vodného vyluhu obohaceného Zivinami, které
zpliisobi 50% redukci ridstu nebo ristové rychlosti rfasové
kultury v uréitém ¢asovém intervalu ve srovnéni s kont-
rolnim roztokem.

PfedbéZny test: test pro odhad toxicity vodného vyluhu, pro-
vadi se s nefedénym vodnym vyluhem.

Ovérovaci test: test k ovéfeni negativniho vysledku piredbéz-
ného testu, provadi se s nefedénym vyluhem.

Orientadni test: test k upfesnéni koncentraci pro zékladni
test, provadi se na Sirokém rozmezi koncentraci vodného
vyluhu.

Zikladni test: test, jehoz vysledky umozZnuji dostatecné
pfesné stanovit hodnotu IC50.

Hustota fasové kultury: pocet bunék,(u Scenedesmus quadri-
cauda &tyrbunéénych cenobii) v 1 ml.

Inokulum: celkové mnozstvi bunék (cenobii) vloZenych do
testovaci barnky na zaddtku testu, vyjadfené jako
hustota fasové kultury na pocatku testu (pocet bunék
nebo cenobii v 1 ml).

PrirGstek fasové kultury: zmé&na hustoty fasové kultury
zjisténa za urcdity &asovy interval.

21




Rychlost ristu fasové kultury: priristek rasové kultury za
jednotku c&asu.

Material

Testovaci organismus: zelena kokalni fasa Scenedesmus
quadricauda (Turp.) Bréb., Typicus 1, kmen Greifswald
15, n ebo Scenedesmus subspicatus Chodat (86.81 SAG),
nebo Selenastfum capricornutum Printz (ATCC 22662 nebo
CCAP 278/4) *). V testech je tifeba pracovat s kulturami
standardnich kment, které 1lze objednat v nékteré ze
sbirek autotrofnich organismi, napf. ze Sbirky auto-
trofnich organismd v Hydrobotanickém oddéleni BU CSAV,
Dukelska 145, Tfeboii, PSC 379 82.

Voda: k pripravé =zfedovaci vody a vodného vyluhu je nutno
pouzivat destilovanou vodu (kap. 3.2)

Chemikalie: podle pouziti Zivného media dle Knoppa nebo dle
ISO 8692, které jsou uvedeny v kapitole 3.2.2. V3echny
chemikédlie by mély mit stupen Cistoty p.a.

Pomicky a zarizeni: termoluminostat, kultivadéni nadoby - Er-
lenmayerovy barky stejného typu a objemu (objem 250 ml
pfi préci se 70 ml suspenze, objem 100 ml pii préci
s 25 ml suspenze), parafilm na uzavfeni banék, zafizeni
na kontinudlni michéni vzorkd (pokud neni k dispozici
je tfeba zajistit promichdani ruc¢né min. tfikréat denné),
svételny mikroskop, pod¢itaci komirka typu Cyrus 1, 2
nebo Biirkerova krevni komlrka, autoklav pro sterilizaci
2ivnych medii, pipety, odmé&rné barky, pH metr. VSechny
pomicky a zarizeni, pfichédzejici do styku s testovanymi
a srovnavacimi latkami a roztoky maji byt ze skla nebo
jiného chemicky odolného materialu.

Podminky testu

teplota: 27 = 2°C
osvétleni: kontinudlni, 6 000 lux, max. 10 000 lux
délka expozice: min. 96 hodin pfi pouziti Zivného media dle
Knoppa, min. 72 hod pfi pouziti Zivného media dle ISO
8692, hodnoceni rustu kultury se provadi jedenkrdt za
24 hodin
mnozstvi testovaného roztoku: 25, resp. 70 ml podle objemu
(100, resp. 250 ml) Erlenmayerovych banék
podatec¢ni koncentrace rasové suspeze: 20 000£2 000 cenobii
nebo 80 000 bunék v 1 ml pfi praci s rfasou rodu
Scenedesmus, nebo 120 000 bunék v 1 ml pfi praci s ra-
sou rodu Selenastrum
pocet paralelnich testli: 3 paralelni testy
ostatni podminky: bez aerace
promichavani fasové suspenze kontinudlni,
prip. min. 3krat denné
do protokolu je  tfeba uvést udaje o velikosti inokula a
pouzitém Zzivném mediu

*) Tento druh je nyni systematicky nazyvén Raphidocellis subcapitata Korsikov
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Pracovni postup
Udrzovani Fasové kultury a adaptace na pokusné podminky

- udrzovani kmenové kultury se provadi na $ikmém 1,5% agaru
ve standardnim 2ivném mediu, na neprfimém dennim svétle pri
laboratorni teploté&, preodkovava se 1lkrat za 2 mésice

- zasobni kultury se péstuji ve 250 aZ 300 ml Erlenmayero-
vych bafikdch se 100 ml standardniho Zivného media, za stej-
nych podminek jako udrZovaci kmenovéd kultura

- predkultivace se provadi v termoluminostatu za stejnych
podminek jako vlastni test

Rasové inokulum pro tento test  se odebird z
exponenciélné rostouci inokulaéni kultury. ’

Pfi pouziti Knoppova 2zivného media se +tyden pred
zahdjenim pokusu zasobni kultury pfeodkuji do 50 wml
standardniho Zivného media v 300 ml Erlenmayerovych barikach.
Tyto kultury se pouZivaji pro odkovani testovacich kultur.

Prfi pouziti 2ivného media dle ISO 8692 se smicha
1 objemovy dil zasobniho roztoku Zivin s 8 dily vody. Prfida
se takovy objem z4sobni Fasové kultury, aby pfi desetinasob-
ném zfedéni Zivnym mediem dosahovala hustota bunék radové
104 v 1 ml. Inokulaéni kultura se udrzuje po dobu 3 dni za
podminek testu a poté se pouzije pro inokulaci.

Pfiprava inokula

- v po&itaci komiirce se stanovi hustota kultury z prfedkulti-
vace. U Scenedesmus quadricauda, které vytvari &tyrbunécnd
cenobia, poditéme &tyfbuné&né cenobium jako jednotku, dvou-
bunééné cenobium jako 1/2, osmibuné&né cenobium jako 2 jed-
notky. Pfi pouziti fasy Scenedesmus ‘subspicatus nebo Sele-
nastrum capricornutum se poéitaji jednotlivé buiiky. Vypo&tem
se stanovi objem davkované rasové suspenze.

Vypocet potfebného objemu inokula

V pocitaci komirce se stanovi hustota kultury z pfed-
kultivace. Testovaci i kontrolni roztoky se naodkuji stejnym
mnozstvim fasové suspenze tak, aby po naolkovani bylo ve
v3ech testovacich i kontrolnich kulturdch 20 000 cenobii ne-
bo 80 000 nebo 120 000 bunék v 1 ml v zavislosti na pouzZitém
druhu fasy (viz podminky testu). Vypodet mnoZstvi inokulaéni
suspenze (x) pridavané k testovanému roztoku (V) se provadi
nasledujicim zpdsobem:

23




a
X =  potrtebny objem inokula v ml

¢ = pozadovand hustota rasové kultury na zaCdtku testu
V = mnozstvi testovaného roztoku v ml

a = hustota inokuladni kultury (pocet cenobii v 1 ml)

Stanoveni toxicity vodného vyluhu

PredbéZny test: tento test se provadi s vodnym vyluhem obo-
hacenym Zivinami, ktery se naockuje fasovou suspenzi tak,
aby vychozi hustota kultury odpovidala druhu zvolené fasy
(20 000 cenobii nebo 80 000 nebo 120 000 bunék v 1 ml). Kul-
tivaéni nadoby se vzorkem a fasovou suspenzi se umisti do
termoluminostatu, inkubace se provadi po dobu min. 96 hodin
pii pouziti Zivného media dle Knoppa, min. 72 hod pri pouzi-
ti Zivného media dle ISO 8692. Rasova kultura se béhem kul-
tivace kontinualné protfepiva nebo min. 3krdt denné ruéné
promichava. Na zadatku testu a kaZzdych 24 hodin se méfi pH
a teplota suspenze. Rist kultury se hodnoti jednou za 24 ho-
din pocditdnim bunék v pocitaci komlirce. Kontrolni fasy se
inkubuji =za stejnych podminek jako pokusné ve standardnim
zivném mediu. .

Vyhodnocent predbéziného testu: zakladem pro hodnoceni
vysledkll testd na zelené rase jsou rustové krivky zjisSténé
pro rist rasové kultury ve vodném vyluhu obohaceném Zivinami
a kontrole. (Do grafu se vynasi pfirozeny logaritmus hustoty
fasové kultury proti ¢&asu ve dnech - kap. 3.8, obr. 2).
Inhibice, prfipadné stimulace ruastu se hodnoti porovnénim
ploch pod ristovymi krivkami (popsdano v kapitole 3.8).
Vysledek testu 1lze vyhodnotit také porovnanim ristovych
rychlosti fasové kultury ve vodném vyluhu a v Zivném mediu
(kontrole). Zpisob vypoctu je uveden v kapitole 3.8.
Vysledek predbéZného testu se hodnoti jako ne gat i v -
n i, jestliZze rust rasové kultury ve vodném vyluhu
obohaceném Zivinami ve srovnani s kontrolou nebyl inhibovén
o vice jak 30 %, ani stimulovdn o vice nez 100 %.

V  opacném pfipadé je vysledek predbézného testu
pozitivni . V pfipadé stimulace rastu a k ovéfeni
negativniho vysledku predbé&Zného testu nasazujeme ovérovaci
test. Jestlize je vysledek predbézného testu pozitivni
v disledku inhibice riistu, nasazujeme testy k uréeni hodnoty
1CS0.

Pozor | Jestlize je =zaznamendna v nefedéném vyluhu obohace-
ném Zivinami stimulace rustu rasy o vice nez 100 %, nasazu-
jeme rasy v ovéfovacim testu do neredéného vyluhu bez pri-
davku Zivin.
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Ovérovact test: se provadi stejnym zpusobem jako predbézny
test. V pripadé stimulace ristu rasy vy3s$i nez 100 % zjisSté-
né v predbézném testu, nasazujeme rasy do nefedéného vyluhu
bez pridavku Zivin. Aby byla zabezpedena spravnost vysledka,
nasazuje se test ve trech paralelkach (3 banky s nefedénym
vyluhem a tfi kontroly). §

Vyhodnocent ovérovacfho testu: se provadi stejnym zplsobem
jako u prfedbé&zného testu (kapitola 3.8). Z naméfenych ploch
pod ristovymi kfivkami fasové kultury (pFfip. rychlosti rias-
tu) zjisténymi v nefedéném vyluhu se spo¢itd primérnda hodno-
ta, kterd se porovndva s primérnou hodnotou zjisténou
v kontrolach.

Vysledek ovérovaciho testu se hodnoti jako
negativni, jestliZze rist fasové kultury ve vodném
vyluhu obohaceném Zivinami (pfipadné bez zivin) ve srovnani
s kontrolou nebyl inhibovdn o vice jak 30 %, ani stimulovan
o vice nez 100 %. ’

V opaéném piipadé, tj. pri inhibici vys$3i nez 30 % nebo
stimulaci vy3%i neZ 100 %, je vysledek ovérovaciho testu
pozitiwvni . Pri inhibici ristu vyssi nez 30 % a sou-
¢asné niz$i nez 50 % nebo stimulaci vyss$i nez 100 % se vy-
sledek uvede do protokolu a dal3i testovdni se neprovadi.

JestliZze inhibice ri@stu fasové kultury v ovéfovacim
testu dosédhla 50 % a vice, provadi se dald3i testy k urcdeni
hodnot ICS50.

JestliZze se inhibice nebo stimulace riistu fasové kultu-
ry v nefedéném vyluhu ve srovnani s kontrolou pfibliZuje 1li-
mitnim hodnotam, doporudujeme test zopakovat, pifi zjisSténé
inhibici pfipadné nasadit zdkladni test s vySs$Simi koncentra-
cemi vodného vyluhu k urdéeni hodnot IC50 a teprve potom roz-
hodnout o vysledku testu.

Stanoveni hodnoty ICS50

Test inhibice ristu zelené fasy: pro tento test se pripravi
koncentradni fada vodného vyluhu obohaceného Zivinami.
Redici vodou je zde standardni 2ivné medium. O&kovéni
fasovou kulturou a kultivace se provadi stejnym zplisobem
jako v predbéZném testu. Kultivaéni banky se vzorky
a kontrolami se umisti do termoluminostatu, obvykle se
nasazuji 3 paralelky. Rozsah koncentraci se voli podle
povah vyluhu, vétSinou 10 koncentraci v rozmezi od 1
ml.17 az k nefedénému vyluhu, ptipadné se proved
orientaéni +test s koncentracemi 1, 10, 100, 500 ml.1"
a nefedény vyluh a na zdkladé vysledkl tohoto testu se voli
rozsah koncentraci pro test k urdeni hodnoty ICS50.

Vypo&et hodnoty IC50 je uveden v kapitole 3.8. Hodnota
IC50 se hodnoti pro kazdy =z paralelnich testd zv1ast,
vyslednd hodnota je primérem téchto hodnot. Variabilita
vysledkl by nem&la byt véts$i nez 30 %.
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Pozndmka: PFi zjisfovani chronickych ac¢inkd vodnych vyluhd
je mozné prodlouzeni testu na dobu asi 10 az 14 dnl, kdy
kultura dosdhne pres lag (adaptaéni) fazi a fazi logaritmic-
kého rustu faze stagnace. Pak je mozné porovnavat nejenom
absolutni podéty cenobii, ale také tvar rastovych ktivek
(napf. prodlouzeni lag fdze a vliv na stav kultury - tvar
a obsah bunék, pocdet bunék v cenobiich, tvorba shlukh, veli-
kost bunék apod.). Pri sestrojovani rustovych krivek se vy-
nas{ prirozené logaritmy hustoty fasovych kultur 1n ¢, In
v (c) - hustota fasové kultury v kontrole, c, - hustota fa-
sové hultury v testovaném roztoku vodného vyluhu) zjisténé
v jednotlivych koncentracich v pribéhu testu proti &asu
(obr. 2, kap. 3.8).

Testy akutni toxicity na standardu

PribéZné se doporucuje ovérovat spravnost postupu
a stavu rasové kultury pomoci testu provedeném na standardu
K2Cr207. Inhibiéni testy se standardy se provadé&ji za stej-
nych podminek a vyhodnocuji stejnym =zplsobem jako zdkladni
testy. Podle nasich zku$enosti a =zkuSenosti dal$ich praco-
vi§t se hodnoty IC50 pohybuji v rozmezi:

Testovaci organismus Rozpéti hodnof 72ICS0
(mg.177%)
Scenedesmus quadricauda 0,5 - 2

3.7. Test inhibice ristu korene Sinapis alba

Cil
Stanoveni vlivu vodou vyluhovatelnych latek z odpadu na
rist kofene v poddtednich stadiich vyvoje rostliny.

Definice a zkratky

Vodny vyluh: vyluh tuhého primyslového odpadu pripraveny
standardnim zpisobem. Pro test na Sinapis alba se vyluh
obohacuje solemi stejnym zplsobem jako zredovaci voda.

Ziedovaci voda: voda pripravena podle ISO 7346.

Koncentrace vodného vyluhu: mnoZstvi solemi obohaceného_vod-
ného vyluhu doplnéné do 1 1 ziedovaci vodou (ml.177).

PredbéZny test: test pro odhad toxicity vodného vyluhu, pro-
vadi se s neredénym vodnym vyluhem.

Ovérovaci test: test k ovéfeni negativniho vysledku predbéz-
ného testu, provadi se s nefedénym vyluhem.

Orientaéni test: test k upresnéni koncentraci pro zakladni
test, provadi se na $irokém rozmezi koncentraci vodného
vyluhu.
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Zakladni test: test, jehoz vysledky umoznuji dostatecné
presné stanovit hodnotu ECS0.

Kontrola: semena ve zfedovaci vodé bez testovaného vodného
vyluhu.

Inhibice ristu korfene: zkraceni primérné délky kofene ve vy-
luhu ve srovnani s kontrolou.

Stimulace ristu kofene: prodlouzZeni prumérné délky korene' ve
vodném vyluhu ve srovniani s kontrolou.

IC50: koncentrace vodného vyluhu, ktera zptusobi 50% inhibici
ristu kofene ve srovnani s kontrolou ve zvoleném cCaso-
vém useku (72 hodin).

Material

Testovaci organismus: pfebrand semena hoidice bilé (Sinapis
alba) s kli¢ivosti minimalné 90 %, stredni velikosti
(1,5 az 2,5 mm), okrové 2luta.

Voda: k pripravé zrfedovaci vody a vodného vyluhu je nutno
pouzivat destilovanou vodu (kap. 3.2).

Chemikalie: CaCl, (p.a.), MgSO4.7H,0 (p.a.), NaHCO3 (p.a.),
KC1l (p.a.).

Pomicky a zafizeni: Petriho misky, filtraéni papir hrubsi
pérovitosti, pinzeta, pipety, odmérné bariky, milimetro-
vé méritko, hrfebidek, nizky, termostat pro teplotu
20 °C.

Podminky testu

teplota: 20°x 2°C :

mnozstvi roztoku: 10 ml na Petriho misku o priméru 120
az 140 mm

pocet testovacich semen: 30 semen na jedné Petriho misce

délka expozice: 72 hodin

pocet paralelnich stanoveni: 3 paralelni stanoveni

ostatni podminky: bez osvétleni

Pracovni postup

Predbézny test: tento test se provadi na vodném vyluhu obo-
haceném solemi v mnoZstvi odpovidajicim zfedovaci vodé&.
Filtra¢ni papir se vystrihne podle velikosti Petriho misky
a rozvrhne se na né&j pravouhla sit 6 x S fad. V prusecdicich
sité se hrebidkem udé&laji otvory pro geometrické usporadani
semen. Takto pripravené filtra¢ni papiry se uloZi na dna
Petriho misek a nasyti se 10 ml vodného vyluhu nebo zrfedova-
ci vody (kontrola). Na navlhiené filtraéni papiry se pinze-
tou rovnomérné rozmisti po 30 semenech. Takto pripravené
Petriho misky se umisti do termostatu s teplotou 20 °C bez
pristupu svétla. Po 72 hodinach se zmé&fi a zaznamenava délka
vSech kofent ve vyluhu i v kontrole.

Vyhodnocen( predbéZného testu: zakladem pro hodnoceni testu
inhibice ristu je primérnda délka korene zjisténa v kontrole
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a ve vodném vyluhu. Pocet nevyklicenych semen se uvede do
protokolu. Do aritmetického priméru se tato semena zapocCita-
vaji jako nulova délka kofene. Jestlize semeno vyklici, ale
nevytvofi kofinek, zapocditava se tato hodnota do aritmetic-
kého priméru rovnéz jako nulova (kapitola 3.8.).

Vysledek testu hodnoti jako ne g a t i vn i, jestli-
2¢ zjisténa inhibice rastu kofene neni véts$i nez 30 %, ani
stimulace ristu neni véts$i ne2 100 % ve srovnani s kontro-
lou. K ovéfeni tohoto vysledku nasazujeme ovéfovaci test.
V opac¢ném pripadé je vysledek predbéiného testu p o z i -
tivni a v pfipadé inhibice rastu nasazujeme testy ke
zjisSténi hodnoty ICS0.

Ovérovacl test: se provadi stejnym zpusobem jako predbézny
test. Aby bylo zarucena spravnost vysledkd, nasazuji se 3
paralelky (90 semen do nefedéného vyluhu, 90 semen kontrol-
nich).

Vyhodnocent ovérovactho testu: se provadi stejnym zplhsobem
jako u pfedbézného testu, primérnd délka korene se pocita ze
viech 90 semen a porovnava s kontrolou.

Vysledek testu hodnoti jako ne ga tivni, jest-
lize zjisténa inhibice ristu kotfene neni véts$i nez 30 %, ani
stimulace ristu neni véts$i nez 100 % ve srovnani s kontro-
lou. V opac¢ném pripadé je vysledek predbéZného testu
pozitivni . Pfi inhibici rdstu vys$s$i nez 30 % a sou-
casné nizs$i nez 50 % nebo stimulaci vyS$$i nez 100 % se vy-
sledek uvede do protokolu a dals$i testovani se neprovadi.

JestliZze inhibice ruUstu kofene dosahla 50 % a vice
provadi se dals$i testy k uréeni hodnoty IC50.

JestliZze se inhibice nebo stimulace ristu kofene v ne-
redéném vyluhu ve srovnani s kontrolou pribliZuje limitnim
hodnotam, doporudujeme test zopakovat, prfi zjisténé inhibici
pfipadné nasadit zédkladni test s vy$$imi koncentracemi vod-
ného vyluhu k ur&eni hodnot IC(50) a teprve potom rozhod-
nout, zda je test na semenech pozitivni nebo negativni.

Stanoveni hodnoty ICS0

Test inhibice riistu kofene: pro tento test se pripravi kon-
centra¢ni fada vodného vyluhu, pro kazdou koncentraci
i kontrolu se nasazuji 3 paralelni stanoveni. Rozsah koncen-
traci se voli podle Rovahy vyluhu, vé&tsSinou 10 koncentraci
v rozmezi od 1 ml.1"* aZz Kk nefedénému vyluhu. Pripadné je
mozné provést npejdfive orientaéni test (koncentrace 1, 10,
100, 500, m1.1"1 a nefedény vyluh) a na zakladé vysledkd to-
hoto testu zvolit vhodny rozsah cca 5 koncentraci pro test
k ur¢eni hodnoty IC50, Pracovni postup je analogicky s po-
stupem uvedenym u predbézného testu.

Vyhodnocent testu inhibice ristu: zidkladem pro vypocéet hod-
noty ICS50 jsou opét primérné délky kotene zjiSténé v kontro-
le a v jednotlivych koncentracich, vypocet je uveden v kapi-
tole 3.8. Hodnota ICS50 se hodnoti pro kazdy =z paralelnich
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testd  zvlasd, vysledna hodnota je pramérem téchto hodnot.
Variabilita vysledkd by neméla byt vétsi nez 30 %.

Testy akutni toxicity na standardu

Pribézné se doporucuje ovéfovatl  spravnost  possupu

a kvalita semen pomoci testu  provedendm na  standardu
KoCr,04. Inhibi¢ni testy se standardy se provadeji  za
stejnych podminek a vyhodnocuji stejnym  zpisobem jako

zdkladni testy. Podle naSich zkusenosti a zkuSenosti dalSich
pracovi3t se hodnoty IC50 pohybuji v rozmezi:

Testovaci organismus Rozpétri hodnot
72hIC50 (mg.1°1)

Sinapis alba 10 - 50

3.8. Vypocet hodnot EC(IC)S50
A. Grafické postupy

Poccilia reticulata, Daphnia mugna
(vypodet pomoci probitové analyzy)

K ziskéani dostatecné pfesné hodnoty ECS50 grafickou me-
todou je tfeba alespori 5 hodnot (5 koncentraci, kde doslo
k Ghynu 5 az 95 % testovacich organismi, u dafnii k imobili-
zaci ¢i dhynu 5 az 95 % testovacich organismi).

Koncentrace vodného vyluhu, ve kterych doslo k 5 az
95% imobilizaci nebo mortalité dafnii nebo mortalité ryb se
vyjadii v logaritmickych hodnotach (log c).

Imobilizace nebo mortalita dafnii nebo mortalita ryb
se vyjadri v procentech a tyto hodnoty se pfevedou podle
tabulky 1 na probity.

Ziskané hodnoty se vynesou do soufadnicového systému,
kde nezdvisle proménnou je log c (osa x), zavisle proménnou
probitové hodnoty (osa y), jak je naznaceno na obr. 1.

Vynesenymi body se prolozi primka (napf. metodou
nejmensich &tvercu).

Z prusediku prolozené primky a soufadnice probitové
hodnoty 5 (tj. S0 %) se spusti kolmice na osu x a odeCte se
pfislusnad hodnota log c.

Odlogaritmovanim hodnoty log ¢ se ziskda hledanda koncen-
trace ECS50.
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Tab.

14

Probitové hodnoty

% probit % probit % probit % probit
y y Yy y
0,2 2,122 21,0 4,194 51,0 5,025 82,0 5,915
0,4 2,348 22,0 4,228 52,0 5,050 83,0 5,954
0,6 2,488 23,0 4,261 53,0 5,075 84,0 5,994
0,8 2,591 24,0 4,294 54,0 5,100 85,0 6,036
1,0 2,574 25,0 4,326 55,0 5,126 86,0 6,080
1,2 2,743 26,0 4,357 56,0 5,151 87,0 6,126
1,4 2,803 27,0 4,387 57,0 5,176 88,0 6,175
1,6 2,856 28,0 4,417 58,0 5,202 89,0 6,227
1,8 2,903 29,0 4,447 59,0 5,228 90,0 6,282
2,0 2,946 30,0 4,476 60,0 5,253 91,0 6,341
2,5 3,040 31,0 4,504 61,0 5,278 92,0 6,405
3,0 3,123 32,0 4,532 62,0 5,305 93,0 6,476
3,5 3,188 33,0 4,560 63,0 5,332 94,0 6,555
4,0 3,249 34,0 4,588 64,0 5,358 95,0 6,645
4,5 3,305 35,0 4,615 65,0 5,385 95,5 6,695
5,0 3,355 36,0 4,642 66,0 5,412 96,0 6,751
6,0 3,445 37,0 4,668 67,0 5,440 96,5 6,812
7,0 3,524 38,0 4,695 68,0 5,468 97,0 6,881
8,0 3,595 39,0 4,722 69,0 5,496 97,5 6,960
9,0 3,659 40,0 4,747 70,0 5,524 98,0 7,054
10,0 3,718 41,0 4,772 71,0 5,553 98,2 7,096
11,0 3,773 42,0 4,798 72,0 5,583 98,4 7,144
12,0 3,825 43,0 4,824 73,0 5,613 98,6 7,197
13,0 3,874 44,0 4,849 74,0 5,643 98,8 7,257
14,0 3,920 45,0 4,874 75,0 5,674 99,0 7,326
15,0 3,964 46,0 4,900 76,0 5,706 99,2 7,409
16,0 4,006 47,0 4,925 77,0 5,739 99,4 17,512
17,0 4,046 48,0 4,950 78,0 5,772 99,6 7,652
18,0 4,085 49,0 4,975 79,0 5,806 99,8 7,878
19,0 4,122 50,0 5,000 80,0 5,842
20,0 4,158 81,0 5,878
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Priklad grafického postupu:

Tab. 2: Priklad vysledkd testu toxicity

Koncentrace vodného Mortalita testovacich Probity
vyluhu . (¢) organismi
(m1.1°1) (log c) (ks) (%)
1,0 0,0 1 5 3,35
1,4 0,1461 4 20 4,16
2,1 0,3222 5 25 4,33
3,0 0,4771 12 60 82D
4.3 0,6335 11 55 5,13
6,2 0,7924 17 85 6,04
Kontrola - 0 0 ®
Obr. 1: Grafické vyhodnoceni hodnoty LCS50

PROBITY
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& 02 o4 ) 0,6 0,8 log ¢
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Scenedesmus quadricauda
(stanoveni hodnoty ICSO0 pomoci integralid biomasy)

Zakladem pro vypocet hodnoty IC50 jsou rustové krivky
fasové kultury sestrojené pro jednotlivé koncentrace, které
se porovndvaji s kontrolou.

Stanoveni{ inhibice rustu je zaloZeno na porovnani ploch
pod riustovymi kfivkami rasové kultury v kontrole a v testo-
vanych vzorcich (integraly biomasy). Pfiklad ristové kiivky
je uveden na obr. 2.

Plocha A pod ristovou kfivkou (v Dbilinedrnich
soufadnicich) se vypoditd pro kazdou testovanou kulturu
z nasledujici rovnice:

2 2 2

kde t{ je doba prvniho mé&feni od pocatku testu

t, je doba n-tého mé&feni od pocatku testu

Ny je jmenovitd pocatecni hustota bunék

N; je =zméfena hustota bunék v d&ase tq

N, je =zmé&fenia hustota bunék v dobé T

Z vypoétenych hodnot A pro kazdou testovanou koncentra-
ci a kontrolni vzorek se vypoditd inhibice (pfipadné stimu-
lace) I,; v % pro kazdou testovanou koncentraci z nasleduji-
ci rovnice:
(Ag _ Aj).100

Ipg=——/—— ®)

Ac

kde I,; Jje inhibice pro danou koncentraci zjisténad na
zakladé porovnani ploch pod riistovymi kfivkami,
je-1i I,;<0, jedna se o stimulaci ristu
A; Jje primérna plocha pro danou koncentraci

A, Jje primérnd plocha pro kontrolni vzorek
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Scenedesmus quadricauda
(vypocet I1C50 pomoci ristovych rychlosti)
Vypocet inhibice ristu miZe byt také zaloZen na porov-

nani ristovych rychlosti (p) Fasové kultury v testovanych
roztocich a v kontrole:

In Nn - 1In Ny

tn

kde Nn je hustota bunék namérena v zavéru testu (pocet bunék
nebo cenobii v 1 ml)

Ng je hustota buné€k na pocdtku testu (pocet bunék nebo
cenobii v 1 ml)

1, je doba trvani testu (dny)

Z vypocétenych hodnot p pro kazdou testovanou koncentra-
ci a kontrolni vzorek se vypoditda inhibice (pfipadné stimu-
lace) I; v % pro kazdou testovanou koncentraci z nasledujici
rovnice:

(ue - my)-100
Ij - (o i (%)

e

kde I; je inhibice pro danou koncentraci zjiSténa na zdkladé
porovnani rustovych rychlosti, je-1i I; < 0, jedna se
o stimulaci ristu

p; je ristovd rychlost fasové kultury v testované kon-
centraci

Be Jje ruistova rychlost rasové kultury v kontrole

Vyhodnoceni testu na zakladé porovnéani ploch pod rusto-
vymi kfivkami v8ak povazujeme za objektivnéjsi, nebot se
v ném odrazi prubéh celého testu. Proto doporudujeme pfi vy-
hodocovani rfasovych testl vychdzet z porovnani ploch pod
ristovymi kfivkami. )

Do protokolu je treba uvést zplsob vyhodnoceni testu.
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Vypocet hodnoty I1C50

Do tabulky se sestavi hodnoty 1,;. prip. I,; proti
odpovidajicim testovanym koncentracim a z téchto dat se
sestavi prisludny graf na semilogaritmickém papiru

(testovana koncentrace se vynasi v logaritmické stupnici).
Vynesenymi body se prolozi kfivka a odecte se hodnota IC 50
(koncentrace vodného vyluhu odpovidajici 50% inhibici).

Pri sestrojovani ruastovych kifivek se vynasi prirozené
Jogaritmy hustoty rfasovych kultur 1ln c¢p, In c, (cy - hustota
rasové kultury v kontrole, c, = gustota rasové kultury
v testovaném roztoku vodného vyluhu) zjisténé v jednotlivych
koncentracich v pribéhu testu proti &asu (obr. 2).

Inc

o4

s

wd
-t

as (4"1’

~
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Sinapis alba

Ziakladem pro hodnoceni inhibié&nich (stimula&nich) u¢in-
k3 vyluhu na Sinapis alba je primérnd délka kofene zjisSténa
© ve vyluhu nebo jeho roztoku ve srovnani s primérnou délkou

kofene v kontrole. Pocet nevyklicenych semen se uvede do
protokolu a do priméru se tato semena zapoCitidvaji jako nu-
lova délka korene. Semena, ktera vyklid¢i, ale nevytvori ko-
.fen, se do prdméru zapodéitavaji rovnéz jako nulovéd. Hodnota
"IC50 se po&ita pro ka3dé paralelni stanoveni zv1ast,
vyslednid hodnota je primérem uvedenych hodnot. Jednotlivé
hodnoty ICS0 by se nemély lisit o vice nez 30 %.

Vypolet prumérné délky kofene Sinapis alba:

L =

prumérnad délka koifene ve zvolené koncentraci (cm)
délka i-tého kofene ve zvolené koncentraci (cm)
po&et semen ve zvolené koncentraci (60)

=Nl ol

Stejnym zpusobem se vypodte prumérnhd délka kofene v

kontrole E, (cm).

Vypocet inhibice ristu kofene ve vyluhu oproti kontrole:

Ec
I; = inhibice ristu kofene (%) v dané koncentraci,
je-1li I<0, jednd se o stimulaci riastu
ic = prumérna délka korene v kontrole (cm)

ol
[}

57 primérna délka kofene v testované koncentraci
vodného vyluhu (cm)

Vypodet hodnoty IC50

Do tabulky se sestavi hodnoty I; proti odpovidajicim
testovanym koncentracim a z téchto dat se sestavi pfisludny
graf na semilogaritmickém papiru (testovand koncentrace se
vyndSi v logaritmické stupnici). Vynesenymi body se prolozi
kFivka a odedte se hodnota IC 50 (koncentrace vodného vyluhu
odpovidajici 50% inhibici).
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B. Vypocet hodnot EC(IC)S0 pomoci poditacové techniky:
Poecilia reticulata, Daphnia magna

Pfi tomto zplsobu vypo&tu je nutné mit k dispozici
alespon 3 Udaje, kde mortalita testovacich organismd (u:daf-
nii inhibice a mortalita), lezi v rozmezi 5 az 95 %. Tento
zplsob vypodtu zohledfnuje téz hodnoty odpovidajici maximalni
koncentraci s nulovou mortalitou a minimalni koncentraci
s mortalitou (imobilizaci) 100 %. Informace o tomto pocita-
&ovém programu poskytuje VURH Vodiany (oddéleni vodni toxi-
kologie a nemoci ryb).

Scenedesmus quadricauvda, Sinapis alba

Pro tento vypodet je tfeba mit k dispozici alespon 3
koncentrace, v nichZ do3lo k inhibici rustu. Pro kvalitni
vypocet je treba, aby alespon v jedné koncentraci doslo
k inhibici ristu vy$3i nez 50 % a alesponi v jedné k inhibici
riéstu nizs$i nez 50 %. Pfi nedodrzeni této podminky je ziska-
ny vysledek povazovan za méné spolehlivy a doporucuje se
test zopakovat.

Informace o softwaru poskytuje VURH Vodnany,
PSC 389 25, tel. 0342/905906.

4. Hodnoceni rizikovosti tuhych primyslovych odpadia z hle-
diska jejich G¢inkd na vodni organismy a rostliny

Podle nafizeni vlady Ceské republiky ¢&. 513/1992 Sb.,
0 podrobnostech nakladani s odpady priloba 1 "Hodnoceni vy-
luhovatelnosti odpadd" se odpady uréené pro skladkovdni hod-
noti podle vlastnosti vyluhu a zafazuji do tfid vyluhovatel-
nosti. Jednim z kritérii tohoto hodnoceni je "toxicita", coz
je vlastnost, kterou hodnotime na zakladé vysledkt souboru
toxikologickych testl, které se provadéji s vodnym vyluhem
na 3 vodnich organismech a semenu kulturni rostliny.

Vysledek toxikologickych testd je A. negativni
B. pozitivni

ad. A)

Vysledek ekotoxikologickych testd (v narizeni vlady
Ceské republiky &. 513/1992 Sb. o podrobnostech nakladani
s odpady - ptiloha 1 "Hodnoceni vyluhovatelnosti odpada”
- "toxicita") je negativni, jestliZe jsou splnény nasleduji-
ci 4 podminky:

1) v ovérovacim testu s neredénym vyluhem na Poecilia reti-
culata nevykazuji ryby zadné vyrazné zmény v chovani ve
srovnani s kontrolou a béhem testu neuhyne Zadna ryba.
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2) v ovétovacim testu s nefedénym vyluhem na Daphnia magna
zjisdténé procento imobilizace a uhynu neprekroci 10 % ve
srovnani s kontrolou (v kontrole nesmi dojit k dhynu nebo
imobilizaci vice nez 10 % dafnii).

3) v testu na Scenedesmus quadricauda (Scenedesmus subspica-
tus nebo Selenastrum capricornutum) se neprokidZe inhibice
rostu o vice nez 30 %, ani stimulace rastu o vice nez
100 % ve srovnani s kontrolou.

4) v testu s nefedénym vyluhem na Sinapis alba se neprokaze
inhibice ridstu o vice nez 30 % , ani stimulace ristu vys$-
$i nez 100 % ve srovnani s kontrolou.

ad. B)
Vysledek toxikologickych testd je pozitivni, jestliZe
nen{ splnéna minimdlné jedna z vysSe uvedenych podminek.

Jestlize v testu s nefedénym vyluhem uhyne méné nez
50 % testovacich organismi nebo je zjisténa inhibice rustu
fas nebo kofene niZs$i neZ 50 %, nebo je zjisténa stimulace
ristu o 100 % a vy3s$i, nelze hodnotu EC(1C)50 stanovit a ta-
to skuteC¢nost se uvede do protokolu.

JestliZe neredény vodny vyluh zplisobuje mortalitu, imo-
bilizaci nebo inhibici ristu 50 % a vy3$3i, stanovuji se hod-
noty EC(IC)50. Tyto hodnoty se potom pievadéji na tzv.
toxikologickou jednotku (TU), coz je bezrozmérné ¢islo,
které se vypoéte jako po?i] ¢isla 100 /ml.1""/ a hodnoty
EC(IC)S0 vyjadfené v ml.17%; ¥

100 /ml.1°1ly
m:

EC(IC)50 / ml.171,

.Podle natizeni vlady Ceské republiky ¢&. 513/1992 Sb.,
o podrobnostech nakladani s odpady priloha 1 "Hodnoceni vy-
luhovatelnosti odpadi” se rozlisuji 4 t#idy vyluhovatelnosti
a dale podle kvality standardné pripraveného vodného vyluhu
(limitnich hodnot) je mozno odpady skladkovat na skladkach
s odpovidajicim technickym vybavenim a stupném zabezpeleni
(nafizeni vlady Ceské republiky 513/1992 Sb., o podrobnos-
tech nakladani s odpady priloha 4 "Technické zabezpecleni pro
jednotlivé skupiny skladek" nafizeni vlady Ceské republiky
o podrobnostech nakladani s odpady).

I. trida vyluhovatelnosti - zeminy a hluSiny
do této tifidy vyluhovatelnosti nalezi odpady, kde vy-

sledky toxikologickych testa jejich vodného vyluhu na vsech
Ctyrech organismech jsou negativni.
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Il1. tfida vyluhovatelnosti - ostatni odpady

do této 1tridy vyluhovatelnosti nalezi odpady, kde
hodnota EC(IC)S50 jejich vodného vyluhu pro nejcitlivéj%{
z testovacich organismi Jje vySsSi nez 100 ml.1
(toxikologicka jednotka TU < 1) .

Odpady, kde hodnota EC(IC)SC vodného vyluhu pro nejcit-
livéj§i z testovacich organismd je rovna nebo niz$i nez 100
ml.17% (toxikologicka jednotka TU = 1), jsou razeny do vys-
Sich trid vyluhovatelnosti.

Nebezpedné odpady

Odpady, kde hodnota EC(IC)50 vodného vyluhu pro
nejcitlivéjsi_ z testovacich organismd je rovna nebo nizsi
nez 10 ml.1°1 (toxikologickda jednotka TU = 10) jsou podle
Kategorizace a katalogu odpadid nebezpedné odpady (vykazuji
nebezpedénou viastnost ekotoxicitu).
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5. Doporuéené postupy pro chovy testovacich organismi

5.1. Chov ryb
5.1.1. Chov Poecilia reticulata

K testdm se pouzivaji rybky z vlastniho chovu nebo od
stabilnich chovateld - akvaristd. Zivorodky se chovaji
v akvariich o objemu nad 10 litrd pfi teploté vody 20 az
25 °C, teplota nesmi dlouhodobé& poklesnout pod 16 °C. Voda
v akvariich se mirné aeruje. Sameéci se zrfetelné odlisuji od
samidek. Oplozena samicka je napadnd zvétSenym brfidkem, na
jeho bocich a na spodku se v blizkosti fitni ploutve nachazi
tmavé zbarvenad skvrna bfezosti - 2zarodecnad skvrna. Samicky
rodi podle véku a zdravotniho stavu 10 az 50 mladych, doba
bfezosti trva v priméru 4 tydny pfi teploté vody 25 °C. Sa-
mi¢ka vypuzuje z té&la jikry s uplné vyvinutymi mladaty, kte-
ra ihned po vypu3téni z téla matky protrhnou blénu jikry,
plavou a jsou schopna pfijimat i vé&ts$i potravu. Pro zdarny
vyvoj v3ak potfebuji i potravu rostlinnou. Plddek je moZno
krmit jak Zivou potravou (niténky, perlooc¢ky), tak i vhodnou
krmnou smé&si. Potrava nesmi byt jednotvarna, doporuduje se,
aby prevaZovaly Zivé niténky. Dospé&lé pary se chovaji v od-
délenych nadrzich. Vzhledem k tomu, Ze pafeni miZe nastat
jiZz u velmi mladych jedinct, je nutné oddélit samce od samic
co nejdrive a ponechat je az do doby jejich fadného vzristu
a zesileni oddélené. Rybky pohlavné dospivaji béhem 3 az 4
mé&sicd. Oplodnéné samidky se znacné zvétSenym briskem a tma-
vou skvrnou bfezosti se oddéluji od chovu a davaji se do
tzv. porodnic (nédoby o objemu 1 az S litrli s moZnosti Ukry-
th narozenych ryb), po porodu se ihned samicka od mladat od-
déli a po uplynuti 2 az 3 dnl opét zarazuje do chovné na-
drZze. Chovné nadrZe je nutno minimalné jedenkrat tydné zba-
vit usazenin.

5.1.2. Chov Brachydanio rerio

K testim se ziskavaji rybky z vlastniho chovu nebo od
stabilnich chovateldt - akvaristd. Dania pruhovand se chovaji
v akvéariich o objemu nad 50 litrd pfi teploté vody 20 aZ
25 °C. Ke stimulaci vytéru se teplota vody zvysuje na 24 az
27 °C. Voda v akvariich se mirné aeruje. RozliSeni pohlavi
v dospélosti je pomérné jednoduché. Samecci jsou Stihlejsi
se zlatavym nddechem povrchu téla, samicky maji . zfetelné
zvét3eny objem dutiny té€lni. Pohlavné dospivaji ve 4 az 6
mésicich, kdy dosahuji délky téla kolem 35 mm. Priprava ryb
na vytér trva asi 2 tydny, sameéci a samidky jsou oddéleny
a krmeny Zivou potravou. Hustota nasazeni je maximdlné 30
ryb v nddrZi o objemu 70 litrd. Vytér probihd pifi 24 az
27 °C. Do vytérové nadrze se umisti sitova vloZka o velikos-
ti ok 2 mm, aby mohly jikry padat ke dnu. Vyska vodniho
sloupce mezi dnem sitové podlozky a hladinou ma byt okolo
10 cm. Do tohoto prostoru se umisti v rannich hodinach 3 sa-
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mec¢ci a ve vecernich hodinach se pridaji 2 samicky. Vytér je
obvykle vyvolan rannim svétlem. Po vytéru se dospélci odlo-
vi. Plidek se lihne z jiker zhruba za 48 az 72 hodin pri
teploté 24 az 27 °C a rozplavava se po 3 az S5 dnech. Krmi se
nejjemnéjsim 2ivym krmivem (nalevniky, vifniky) nebo potra-
vou umeélou (napf. Mikromin). Dalsi odchov je provadén na ve-
likostné odpovidajici pfirozené potravé. Z vytéru jednoho
paru byva az 200 kusi potomstva.

5.2. Chov perloodek Daphnia magna
Zivotni cyklus perloo&ek

Po vétsinu roku dochazi u druhu Daphnia magna k parte-
nogenetickému rozmnoZovani. Znamena to, Ze z partenogenetic-
kych, tzv. letnich vajicdek se lihnou pouze samicky. K lihnu-
ti sameckd, a poté k pohlavnimu rozmnoZzovani, dochazi pri
nastupu nepfiznivych Zivotnich podminek. Pohlavnim rozmnoZo-
véanim vznikaji oplozena, tzv. zimni, neboli efipidlni va-
jicka, ktera jsou na rozdil od letnich vajicek pouze 2
a jsou ulozena v tmavém pouzdie - efipiu.

Chov perloodéek

Neni jednoznaéné stanoven. Mohou byt vhodné pouzity
rizné metody tak, aby byla zaruéena kvalitni partenogenetic-
kd reprodukce. Doporuduje se napi. tento postup:

Nékolik sklenénych nadob, (napf. trfilitrovych potravi-
narskych sklenic), se naplni cca 2,5 litry vody prirozeného
pivodu (rybnik, studna, potok apod.), kterd neni kontamino-
véna cizorodymi latkami a nepisobi nepfiznivé na dafnie. Je
vhodné vodu nejdfive predbézné vyzkouset v pokusném odchovu
v malém mérfitku.

Do kazdé nadoby se prenese po 10 az 20 ks samicek
Daphnia magna z prosperujiciho Jlaboratorniho chovu nebo
z prirozené lokality. JestliZze zacdiname pracovat s dafniemi
z prirozené lokality, Jje nutné selektovat samicky
nasledujicim zpiasobem: na podlozni sklic¢ko se prenese
nékolik kust dafnii a mikroskopicky se urci, zda se jedna
o druh Daphnia magna. Dospélé samicky s vajic¢ky umistime do
niadoby, kde je dale popsanym zptisobem krmime. Z uvolné&nych
mladat =zakladame dal$i chov. Prohlidkou pod mikroskopem
pfekontrolujeme, zda vSichni nasazeni jedinci jsou samicky.
Ziskame-1i z prirodniho chovu mladé jedince, téz
mikroskopicky zkontrolujeme jejich pohlavi a samecky
vyfadime. Vhodné je prohlédnout téZz <&ast jejich potomstva,
urc¢enou pro nasazeni do chovu. Sameckové se mohou dostat do
chovu prfi rutinnim pfesazovani mladat z degradujiciho chovu,
kde se jiz urdité mnoZstvi samec¢kd miZe vyskytovat.
Dospélého samecka pozname podle odlisného chovéani: samecek
prudce plave a snazi se prichytit na samicky, pfichycuje se
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i na stény nadob. Ma téz odlisny tvar téla., Mladé samedky
lze s jistotou poznat podle dlouhych tykadélek (obr. 3)

pouze mikroskopicky. Samicky je nutno selektovat
nasledujicim zplsobem: Na podlozni sklicko se prenese
nékolik ks dafnii a mikroskopicky, pfi malém zvétSeni, napr.
6x10, se urci samedkové - u samicek tykadélka nepiesahuji

rypec, zatimco u samedkd tykadélka rypec vyrazné precnivaji.

Pri mikroskopovéni perloocek postupujeme takto: trubic-
kou odchytime 3 a2z 4 kusy dafnii, které kdpneme na Cisté
podloZzni sklid¢ko a pfebyteénou vodu odsajeme ke sklicku kol-
mo postavenou trubiékou. Tim dafniim znemoZnime aktivni po-
hyb a miZeme je pomérné snadno prohlédnout. Po prohlédnuti
a vyfazeni nevhodnych jedinci zbylé dafnie splachneme do na-
doby.

Nasazené dafnie je nutné ihned =zacdit krmit, nejlépe
suspenzi ¢erstvych, lyofilizovanych nebo susenych fas. Sus-
penze ras se davkuje do sklenic do vzniku slabé nazelenalého
zdkalu vody. SuSené a lyofilizované fasy dodava Mikrobiolo-
gicky ustav CSAV, Tiebon - Opatovicky mlyn. Davky krmiva
nesmé&ji byt prilis§ velké, aby nedochizelo k tvorbé zahniva-
jicich sedimentd na dné nadob. Vhodnéjs$i je krmeni v malych
davkdch a krats$ich intervalech (napt#. dvakrat denné). Pfed
dnem pracovniho volna je mozno davky zvysit, ale poté je
tifeba kontrolovat &istotu ndadob. Pro krmeni se osvédcila
pfiprava zasobni koncentrované suspenze fas na 3 aZ2 4 krmné
dny, kterou uchovavame v chladu, mirny silazni zapach neni
na zdvadu. PFi nedostatecném krmeni se objevuji samecci
a samicky s efipii. PFi prekrmovani nebo krmeni nevhodnym
krmivem byvaji kultury napadany plisnémi. Napadené kultury
je nutné ihned odstranit a umyté nadoby desinfikovat 4% for-
maldehydem, )

Zasadni podminkou prosperujiciho chovu je udrzovéni
perloo¢ek ve fazi partenogenetického rozmnozovani (rodi se
pouze samicky). Tohoto stavu 1lze docilit pravidelnou inoku-
laci ¢erstvé narozenych mladat z predchozi generace. Doporu-
¢uje se oddélovat dospélé perloocky od mladych jedincd juk-
mile dojde k hromadnému uvolnéni vétSiny mladat ze zaroded-
nych prostort samic. Vyprazdnéné samice se znovu pfrelovuji
do chovnych nddob, nevyprazdnéné samice se odstrani. Tim se
ziskd zaruka relativné synchronniho chovu. Z 10 nasazenych
samiCek je mozZno pocitat se ziskem 150 aZ 300 mladych jedin-
ci Daphnia magna (dle velikosti materskych organismb). Pfi
teploté vody 20 az 22 °C a dostateéném krmeni byva interval
od inokulace jednodennich samié¢ek do odbéru mladych perlo-
ocek do testh zhruba deseti- aZ c&trnactidenni. PFi pouziti
vyprédzdnénych dospélych samicek z predchoziho chovu lze zis-
kat pouzitelné mladé jedince zhruba za tyden.

Pro plynuly odbér je vhodné provozovat odchov dafnii ve
véts3im mnoZstvi nddr2i. Pfi kazZdém hromadném vrhu neonat je
tfeba tyto jedince separovat prelitim pfes sitku o své&tlosti
ok 1 mm, kterou mladé perloocky projdou, pievedou se do
pfipravené nadoby a dospélé samicky s prazdnym vajeénym
prostorem se okamZité& vraci do chovu. Zachycené mladé perlo-
oCky' se scedi opatrné pres sito se svétlosti ok 0,1 mm
a okamzité spldchnou do manipuladéni nadobky, ze které jsou
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odpocitéviany do testd. Cast mladych perloodek se midZe pouzit
pro kontinualni regeneraci chovu.

Obr. 3: Daphnia magna
(A - samedek, a - dlouha tykadélka; B - samicka)

Poéitani perloodek

Poc¢itani perloodek do chovnych &i testovacich roztoki
se provadi néasledujicim zpisobem: k odlovu dafnii se pouzi-
vaji sklenéné trubidky svétlosti 2 aZ 4 mm podle velikosti
dafnii, opatfené pipetovacim balénkem. PFfi pfenosu dbéame,
aby nedoslo k mechanickému poskozeni tél perloo&ek. Perlooé-
ky vysazujeme do vytemperovanych roztokt (bez bublinek), aby
nedoSlo k vniknuti vzduchu pod skofapky perloodek. Manipu-
laéni nddobky i trubidky udrZujeme v tzkostlivé &istoté&, ne-
bot ihnepatrné kontaminace nékterym toxikantem miZe likvido-
vat chov.
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6. Priklad protokolu o provedenych testech

Protokol o provedeni biologickych testd toxicity s vyluhem

, 0 ’
tuhého prumyslového odpadu ~

ObJednate): sasmammeros L8O AT & @0 EE EETE 49 o050 FwEws wm o mad§ )
Plvodee Odpadut  Sevsmas omsss os 556 5 a0y 8 ae s v v s o 98 wwee e 5k hw
Typ vyroby produkujici odpad: .......... .. ... it
Datum prevzeti vzorku k £cst0véni: ........................
Protokol vypracovan dne: .............. .0 ..0.0..

Protokol odeslan dne: o...:.oncosiviinsssiasss-

Jméno a podpis odpovédného pracovnika: . .......... ...,
Polet stran protokolu: ......

Seznam pracovnikil, ktefi provadéli toxikologické testy:

Datum a zplsob odbéru vzorku: (podle tdaji objednatele)

Specifikace pouZzitych metod: metodicky bylo postupovéano dle
metodiky "Ekotoxikologické hodnoceni | vyluhl tuhych
priumyslovych odpadi”, vypracované ve VURH Vodnany.
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Tuhy priomyslovy odpad

Slovni popis odpadu:

Susina pfFi 105 °C: g. kg1

Priprava 'vodného vyluhu: navazeno g surového
zhomogenizovaného odpadu, pridano 1 000 ml redestilované
vody a 6 hodin tfepano na tfepacce. Po dalSich 18 hodinach

sedimentace v odmérném valci odecten objem pevné faze, smés
byla prefiltrovana a byl zméfen objem ziskaného filtratu.

Zakladni charakteristika vodného vyluhu:

Objem pevné faze: m1

Objem filtratu: ml
Slovni popis:

pH:

Rozpusténé latky: g.l’l

Vysledky toxikologickych testi:

1. Test akutni toxicity na Poecilia reticulata

PfedbéZny test: nasazeno po ks ryb

Teplota (°C) 0, (% nasyceni) pH Kortalita (ks)

0 hod. {24 hod. |48 hod. {0 hod.|24 hod.[48 hod. {0 hod.|24 hod.|48 hod. |0 hod.}24 hod. |48 hod.

Nefedény vyluh

Kontrola

Vysledek piedbéiného testu:
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Zakladni test:

Vysledky zdkladniho testu:

v 1 koncentraci

ks ryb

Koncentiacc Teplota (*C) 0, (% nasyceni) pH Mortalita (ks)
{ol.17%) 7

0 hod. |24 hod. [48 hod. |0 hod.]24 hod. |48 hod. [0 hod. |24 hod.[48 hod.{ 48 hod.
Kontrola
48hLC50 = m1.1°1
Klinické priznaky intoxikace:
2. Test akutni toxicity na Daphnia magna
Pfedbézny test: nasazeno po ks dafnii

Teplota (°C) 0, (% nasyceni) ptl Mortalita (ks)
0 hod. {24 hod. |48 hod. [0 hod. |24 hod. |48 hod. |0 hod. |24 hod.{48 hod.]0 hod. |24 hod. {48 hod.

Nefedény vyluh

Kontrola

Vysledek pfedbézného testu:
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Zakladni test: v jedné koncentraci

Vysledky zékladniho testu:

ks dafnii

Konccnt{ace Teplota (°C) 0, (% nasyceni) pH Nortalita (ks)
(ul.177)
0 hod. |24 bod. |48 hod. |0 hod. {24 hod.[48 hod.]0 hod.|24 hod.|48 hod.| 48 hod.
Kontrola
48hECS0 = mg.1°1

3. Test inhibice ristu Scenedesmus quadricauda

PredbézZny test:

inokulum:

2ivné medium:

cenobii v 1 ml

dle ISO 8692

délka expozice: 72 hodin
Vysledky pfedbé&iného testu:
Teplota (*C) pH Hustota fasové suspenze
(tis. cenobif v 1 ul)
Oh. | 24 h.| 48 h. {72 h.1Oh.{ 24 h.| 48 h.i72 h.{ O h. | 24 h.} 48 h.{72 h.

Kontrola

Nefedény vyluh

Vysledek predbéiného testu:
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Zakladni test: inokulum: cenobii v 1 ml
2ivné medium: dle 1SO 8692
délka expozice: 72 hodin

Vysledky zéakladniho testu:

Teplota (*C) pH Hustota fasové susbcnze
Koncentracc(ml.l'l) (tis. cenobif v 1 ml)

Oh.| 24h.l 48K {72h.|Oh.| 24 h.f 48 h.{72h ] Oh. | 24 h.[ 48 h.|72 h.

Kontrola

72h1C50 = mi.171

Inhibice rdstu byla hodnocena na zdkladé velikosti ploch pod
ristovymi kfivkami
4. Test inhibice ristu korene Sinapis alba

Predbézny test: nasazeno: semen
doba expozice: 72 hodin

Vysledky predbézného testu:

Primérna délka korene
(cm)

Kontrola

Nefedény vyluh

Teplota v pribéhu testu: |Datum

Teplota (*C)
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Vysledek predbézného testu:
Zakladni test: nasazeno semen v kazdé koncentraci
doba expozice: 72 hodin

Vysledky zakladniho testu:

Koncentrace (m].l'l) kontrola

Prinérnd délka kofene (cm)

Teplota v pribéhu testu: |Datum

Teplota ('C)

72h1CS0 = ml.171

Hodnoceni vyluhu ve smyslu nafizeni viady Ceské republiky ze
dne 23.9. 1992 o podrobnostech nakladani s odpady:

Na zaklade vysledkt ekotoxikologickych testg
navrhujeme vyluh =zafadit do tridy vyluhovatelnosti
(kategorie odpadt) . -

Upozornéni: Laboratof nerudi za zpasob odbéru vzorku a jeho
reprezentativnost pro dany odpad &i skladku.

Protokol miZe byt reprodukovan jediné cely, s pisemnym
souhlasem laboratore.

Pozndnka: Vzhledem k toou, Ze se jednd o ukdzkovy protokol, jsou zde uvedeny vysledky pouze jednoho
testu - v praxi se budow uvidét vysledky viech tii paralelnich testd, véetné primérnych hodnot
EC(IC)50.
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7. Doplnujici normy a predpisy

CSN 01 8003 Zasady pro bezpedénou praci v chemickych labora-
torich 1985 (Schvdlena: 11.4.1985, ucinnost: 1.7.1986)

ON 46 6807 Test akutni toxicity na rybach a dal$ich vodnich
zivoéigich (Schvalena: 10.3.1988, ucinnost: 1.5.1989)

1SO 8692 Vater quality - Fresh water algal growth inhibition
test with Scenedesmus subspicatus and Selenastrum
capricornutum, 1989

ISO 6341 Vater quality - Determination of the inhibition of
the mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera, Cru-
stacea), 1989

1SO 7346/1 Vater quality - Dermination of the acute lethal
toxicity of substances to a freshwater fish [Brachyda-
nio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)]
Part 1: Static method, 1984 .

Zéﬁon ¢. 138/1973 Sb., o vodach (vodni zékon)

Zakon CNR &. 130/1974 Sb., o statni spravé ve vodnim
hospodafstvi, ve znéni zdkona CNR &. 49/1982 Sb., zdko-
na CNR &. 425/1990 Sb., a zakona CNR &. 23/1992 Sb.
(Oplné znéni, jak vyplyvd =z pozdé&jSich zmén a doplnéni
uverejnéno pod &. 458/1992 Sb.)

Nafizeni vlady CSR &. 192/1988 Sb., o jedech a nékterych ji-
nych latkach Skodlivych zdravi, ve znéni narfizeni vlady
CR &. 182/1990 Sb., narizeni vlady CR &. 33/1992 Sb.
a nafizeni vlady &. 278/1993 Sb., kterymi se méni a do-
pliiuje narizeni vlady CSR &. 192/1988 Sb.

Zakon ¢. 238/1991 Sb., o odpadech.

Opatfeni FVZP, kterym se vyhlasuje Kategorizace a katalog
odpadil, uvefejnéné v castce 69/1991 Sb. (V&éetné& oparav
chyb, podle redakéniho sdéleni v &astce 90/1991 Sb.)

Zakon CNR &. 311/1991 Sb., o statni spravé v odpadovém
hospodarstvi, ve =znéni =zakona CNR ¢&. 31171991 Sb.,

o statni spravé v odpadovém hospodarstvi.

Vyhlagka MZP CR ¢&. 401/1991 Sb., o programech odpadového
hospodarstvi.

Narizeni vlady CR &. 521/1991 Sb., o evidenci odpadt.

Zakon CNR &. 311 o stdtni spravé v odpadovém hospodafstvi ze
dne 8. ¢ervence 1991.
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Narizeni vliady CR ¢&. 171/1992 Sb., kterym se stanovi
ukazatele pripustného znecisténi vod.

Natizeni vlady CR &. 513/1992 Sb., o podrobnostech nakladani
s odpady. :

DOCKAL, P.: Metody testli akutni toxicity a biodegradability
xenobiotik,, 3. revidované a doplnéné vydani, V
Ostrava 1991, 155 s.

FINNEY, D. J.: Probit analysis. Cambridge Univ. Press,
London,1971.

VEBER, E.: Grundriss der biologischen Statistik. VEB G.
Fischer Verlag. Jena, 1980.
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