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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 na