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Sbirka zikont ¢. 299 / 1998

Cistka 103

299
VYHLASKA

Ministerstva zivotniho prostfedi

ze dne 2. prosince 1998,

kterou se stanovi metody pro zjistovani fyzikilné-chemickych a chemickych vlastnosti

chemickych latek a chemickych pfipravku a vlastnosti chemickych latek a chemickych

pripravkd nebezpeénych pro Zivotni prostiedi

Ministerstvo zivotniho prostfed{ stanovi podle § 4
odst. 1 pism. d) zdkona ¢&. 157/1998 Sb., o chemickych
ldtkdch a chemickych p¥ipravceich a o zméné nékterych
dalsich zdkonu, (déle jen ,zikon®):

§1
(1) Zjistovani fyzikdlné-chemickych a chemic-

kych vlastnosti chemickych litek a chemickych p¥i-
pravkd se provddi postupy uvedenymi v ptiloze ¢&. 1.

(2) Zjistovani vlastnosti chemickych ldtek a che-

mickych pfipravki nebezpeénych pro Zivotni pro-
stfedi, které po proniknuti do Zivotniho prostfed{
predstavuji nebo mohou pfedstavovat okamzité nebo
opozdéné nebezpedi, se provddi postupy uvedenymi
v pfiloze &. 2.

§2

Tato vyhldska nabyvd déinnosti dnem 1. ledna
1999.

Ministr:
RNDr. Kuzvart v. r.
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UvoD

Metody zkouseni fyzikdln¢-chemickych vlastnosti ldtek a pfipravki popsané v této piiloze
vyhldSsky MZP jsou shodné s obdobnymi metodami stanovenymi piilohou ke smérnici Komise
ES ¢. 92/69/EHS. SouvztaZznost metod je ndsledujici:

Oznaceni metody podle | Oznaceni metody podle
ptilohy k vyhldSce MZP ptilohy smérnice ES
I Al
II A.2
I A.3
v A. 4
A% A.S
VI A.6
VII A. 8

Pozndmka:

Pokud pro stanoveni vlastnosti existuje platny ¢esky pravni nebo technicky predpis (napf.
CSN) vyhovujici obecnym podminkam provedeni zkousky podle vyhliasky MZP, je mozné
postupovat pii zkouSeni podle tohoto pfedpisu. Tato skutecnost musi byt uvedena do
protokolu o zkouSce. Na vyzaddni musi zkuSebni laboratof dolozit, Ze ji pouZity postup méfeni
poskytuje shodné vysledky s postupem podle vyhlasky MZP.
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1.1

1.2

1.3

1.4

TEPLOTA TANI/ TEPLOTA TUHNUTI

POPIS METOD

Vétsina déle popsanych metod je zaloZena na doporucenich OECD (1).
Jejich zakladni principy jsou uvedeny v literatute (2), (3).

UVOD
Popsané metody a pfistroje jsou urceny pro stanoveni teploty tdni ldtek, bez

omezeni z hlediska jejich Cistoty.

Volba nejvhodnéjsi metody zdvisi na charakteru zkoumané ldtky, zda danou ldtku
je mozné rozmélnit na praSek snadno, obtiZzné nebo viibec ne.

Pro nékteré ldtky je vhodnéjsi spiSe stanoveni teploty tuhnuti nebo krystalizace, do
popisu metod byly zahrnuty i tyto postupy.

Pokud vzhledem k vlastnostem studované ldtky nelze dobife méfit Zddny z
uvedenych parametrd, miiZze byt pouZita teplota tekutosti.

DEFINICE A JEDNOTKY

Teplotou tdni se rozumi teplota, pfi které za normdlniho atmosférického tlaku
dochdzi k ptechodu mezi tuhou a kapalnou fdzi. Za idedlnich podminek odpovidd
tato teplota teploté tuhnuti.
Prepocet jednotek (K na °C):
t="T-273,15
kde t = Celsiova teplota, stupné Celsia (°C),
T = termodynamickd teplota, kelvin (K).

REFERENCNI LATKY

Pokud se studuje novd ldtka, neni nutné vzdy pouzivat referencni latky. Referencni
latky by mély slouZzit pfedevsim k obcasné kontrole méfici metody a k vzdjemnému
porovnavani vysledkd ziskanych rliznymi metodami.

Neékteré kalibracni latky jsou uvedeny v literatuie (4).

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Stanovuje se teplota nebo teplotni rozmezi fdzové premény z tuhého do kapalného
skupenstvi nebo z kapalného do tuhého skupenstvi. Pfi zahtivdni/ochlazovdni
vzorku studované latky za atmosférického tlaku se stanovi teploty pocdtku
tdni/tuhnuti a konce tdni/tuhnuti. Je popsdno pét typd metod: kapildrni metody,
metody pouZivajici zahfivaci bloky, stanoveni teploty tuhnuti, metody termické
analyzy a stanoveni bodu tekutosticeni (jak byl zaveden pro minerdlni oleje). V
nékterych ptipadech miiZze byt vhodné méfit misto teploty tdni teplotu tuhnuti.
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1.4.1

1.4.1.1

1.4.1.2

1.4.1.3

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

Kapildrni metoda

Zarizeni pro stanovent teploty tdni s kapalinovou ldzni

Malé mnoZstvi jemné rozmélnéné 1dtky se vpravi do kapildry a zhutni se poklepem.
Kapildra se zahiiva spolu s teplomérem, pficemz rychlost ndrtistu teploty béhem tani
by méla byt mensi nez 1K.min". Uréf se teploty po¢tku a konce tani.

Zarizeni pro stanovent teploty tini s kovovym blokem

Provddi se podobné jako v bod¢ 1. 4. 1. 1, s tim rozdilem, Ze kapildra a teplomér
jsou umistény v kovovém bloku, kde se pozoruji otvory v bloku.

Detekce fotocldnkem

Vzorek latky v kapildfe se automaticky zahiivd v kovovém vdlci. Otvorem ve vélci a
vzorkem ldtky umisténym v tomto otvoru se vede zaostfeny svételny paprsek na
pfesné okalibrovany fotocldnek. Pfi tdni méni vétSina ldtek optické vlastnosti a z
neprihlednych se méni na prithledné. V tomto okamziku vzroste intenzita svétla
dopadajictho na foto€ldnek a do méfictho zafizeni je vysldn signdl k zaznamendni
teploty platinového odporového teploméru umisténého v topné komirce. Tato
metoda se nehodi pro nékteré siln¢ zbarvené ldtky.

Zahtivaci bloky
Kofleriiv zahrivaci stolek

Kofleriv zahtivaci stolek je tvofen dvéma kovovymi ¢dstmi s rliznou teplotni
vodivosti. Konstruovdn je tak, Ze po délce stolku je vytvofen linedrni teplotni
gradient. Teplota stolku se miZe ménit od 283 do 573 K. Stolek je vybaven
zvldstnim zafizenim pro odeditdni teploty, tvofenym jezdcem s ukazatelem a zvlast
dimenzovanou stupnici. Pro stanoveni teploty tdni se pfisluSnd ldtka nanese v tenké
vrstvé pfimo na povrch stolku. Béhem nékolika sekund se objevi ostrd délici ¢dra
mezi kapalnou a tuhou fdzi. Teplota se odecte po nastaveni ukazatele na tuto délici
¢éaru.

Tavici mikroskop

Pro stanoveni teploty tdni velmi malych mnoZstvi litek se pouZivaji rGzné typy
mikroskopii s ohfivacim stolkem. VétSina ohfivacich stolkd vyuZivd k méfeni
teploty citlivé termocldnky, pouzivaji se ale i rtufové teploméry. Typicky piistroj pro
stanoveni teploty tdni mikroskopem s ohfivacim stolkem ma ohfivaci komoru s
kovovou deskou, na kterou se umisti vzorek na podloZznim sklicku. Ve stfedu
kovové desky je otvor, kterym muZe prochdzet svételny paprsek odrazeny
osvétlovacim zrcitkem mikroskopu. Pifi méfenich se ohfivaci komora pfikryje
sklenénou destickou, aby se omezilo ochlazovédni vzorku vzduchem.

Ohtev vzorku se kontroluje regulaénim odporem. Pro velmi pfesnd méfeni opticky
anizotropnich ldtek je mozné pouZzivat polarizované svétlo.
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1.4.2.3

1.4.3

1.4. 4

1.4.4.1

1.4.4.2

1.4.5

1.5

Meniskovd metoda

Tato metoda se pouzivd pfedevsim pro polyamidy.

Vizudlné se stanovi teplota, pfi které se zfetelné posune meniskus silikonového
oleje, uzavieného mezi ohtivacim blokem a sklenénou kryci destickou umisténou na
vzorku zkousSeného polyamidu.

Metoda stanoveni teploty tuhnuti

Vzorek se vlozZi do specidlni zkumavky, kterd se umisti do pfistroje pro stanoveni
teploty tuhnuti. Béhem ochlazovdni se vzorek nepfetrzit¢ pomalu michd a ve
vhodnych intervalech se odecitd teplota. Teplota, pfi které se dalsi pokles teploty
ndhle zastavi (tj. zistdva po né¢kolik odectl konstantni), je (po odpovidajici korekci
teploméru) zaznamendna jako teplota tuhnuti.

Pfi udrZovdni rovnovdhy mezi tuhou a kapalnou fdzi je nutné zabrdnit
podchlazeni.

Termicka analyza

Diferencni termickd analyza (DTA)

Na studovanou a referencni ldtku se plsobi stejnym (fizenym) teplotnim programem
a zaznamendva se teplotni rozdil mezi obéma vzorky jako funkce teploty. Jestlize u
studované latky dojde k fdzovému pfechodu, ktery je spojen se zménou entalpie, je
tato zména indikovdna jako endotermickd (tdni) nebo exotermickd (tuhnuti)
odchylka od zdkladnf linie zdznamu.

Diferencni skanovaci kalorimetrie (DSC)

Na studovanou a referencni ldtku se plsobi stejnym (fizenym) teplotnim programem
a zaznamendvd se rozdil energetického piikonu mezi obéma vzorky jako funkce
teploty. Méfend energie je energie potfebnd k zachovdni nulového teplotniho
rozdilu mezi studovanou a referencni ldtkou. Jestlize u studované latky dojde k
fdzovému prechodu, ktery je spojen se zménou entalpie, je tato zména indikovédna
jako endotermickd (tdni) nebo exotermickd (tuhnuti) odchylka od zédkladni linie
zdznamu.

Teplota tekutosti

Metoda byla vyvinuta pro minerdlni oleje a je vhodnd pro méfeni olejovitych ldtek s
nizkou teplotou tani.

Po pocdtecnim zahidti se vzorek ochlazuje a v intervalech po 3 K se stanovuje jeho
tekutost. Nejnizsi teplota, pfi niZ je jeSté¢ pozorovdn pohyb ldtky, je zaznamendna
jako teplota tekutosti.

KRITERIA KVALITY

Oblast pouziti a piesnost metod stanoveni teploty / teplotniho rozmezi tani
jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:
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TABULKA: POUZITELNOST METOD
A. Kapildrni metody
Létky, [ Latky, které | Rozsah teplot | Odhadnutd| Existujici
které lze nelze presnost” | norma
Metoda méfeni | rozmélnit | rozmélnit na
na prasek praSek
1.4. 1.1 ano jen mdlo 273 az 573 K + 0,3 K JIS K
latek 0064
1.4.1.2 ano jenmdlo | 293az573K [ + 05K ISO
latek
1218 (E)
1.4.1.3 ano nékteré latky| 273 az573 K | + 05K
S pouZzitim
pfidavnych
zafizeni
%) Z4visi na pouZitém typu zafizeni a stupni Gistoty latky
B: Zahftivaci bloky a stanoveni bodu tuhnuti
Latky, Latky, které Rozsah | Odhadnutd| Existujici
které Ize | nelze rozmélnit teplot presnost® | norma
Metoda rozmélnit na prasek
méfeni na prasek
1.4.2.1 ano ne 273 az + 1,0K | ANSI/AS
573K ™ D
3451-76
1.4.2.2 ano jen mdlo ldtek 293 az + 0,5K DIN
573K 53736
1.4.2.3 ne specidlné pro | 293 az573 [ + 0,5K ISO
polyamidy K 1218 (E)
1. 4. 3. ne ano 273 az + 0,5K | napf. BS
573K 4695
a) Z4visi na pouzitém typu zarizeni a stupni Cistoty latky
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1.6

1.6.1

C. Termickd analyza

Metoda Latky, Latky, které | Rozsah teplot [ Odhadnutd | Existujici
méfeni | které lze | nelze rozmélnit pfesnosta) norma
rozmélnit na prasek
na prasek
1.4. 4.1 ano ano 173 az 1273 K |do 600 K +| ASTM
05K
do 1273 K | E 537 - 76
+ 20K
1.4.4.2 ano ano 173 a7z 1273 K | do 600 K ASTM
+ 05K
do 1273 K | E 537 - 76
+ 20K

2) 74visi na pouZitém typu zafizeni a stupni &istoty ldtky

D. Bod teceni

Metoda Ropné | Rozsah teplot| Odhadnutd |Existujici norma
méfeni produkty a piesnost
olejovité
latky
1.4.5 ano 223 a7 323 K + 30K ASTM
D 97 - 66

%) Z4visi na pouzitém typu zafizeni a stupni &istoty latky

POPIS METOD

Postupy témét vSech zde uvedenych zkuSebnich metod jsou popsdny v ndrodnich a
mezindarodnich normdch (viz Pfiloha 1).

Metody s kapilirou

Pfi pomalém vzestupu teploty Ize u jemné prdskovitych ldtek obvykle rozlisit stupné

tani zndzornéné na obrazku 1.
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Obrazek 1
| _
£ o
o \_/ ),
Faze A Faze B Faze C Faze D Faze E

Faze A: (Pocétek tdni): na vnitini sténé trubicky stejnomérné Ipéji jemné
kapicky.

Fdaze B: 'V disledku smrsténi vzorku se mezi vnitfni sténou a vzorkem
tvoii mezera.

Fdze C: Smrstény vzorek se zacind hroutit smérem dold a ztekucuje se.

Fdze D: Na povrchu se tvoii tplny meniskus, ale znacnd ¢dst vzorku je
dosud tuhd.

Faze E: (Konec tani): Vzorek jiz neobsahuje Zadné tuhé Castice.

Pti stanoveni teploty tdni se zaznamenaji teploty zac¢dtku a konce procesu tani.

1. 6. 1. 1 Zarizeni pro stanoveni teploty tini s kapalinovou lazni

Na obrdzku 2 je zndzornéna normalizovand sklenénd aparatura pro stanoveni bodu
tani ( JIS K 0064). VSechny rozméry jsou uvedeny v milimetrech.

Obrazek 2

Méfici banka

Korkovd zatka

Vyrovndni tlaku

Teplomér

Pomocny teplomér

Kapalinovd ldzen

o Sklenéna kapildrni trubicka

dlouha80- 100 mm, o

vnitfnim priméru 1,0 mm +
0,2 mm a sile stény 0,2 az
0,3 mm

H: Boc¢ni hrdlo

N
N
QTmMOQwWp

230
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1.6.1.2

Kapalinovd ldzeri

Volba vhodné kapaliny zdvisi na pfedpoklddané hodnoté teploty tdni, napi. kapalny
parafin pro teploty tdni ne vyssi nez 473 K, silikonovy olej pro teploty tdni ne vyssi
nez 573 K.

Pro teploty tdni vys$si nez 523 K se mize pouzit smés ti{ hmotnostnich dilii kyseliny
sirové a dvou hmotnostnich dili siranu draselného. Pfi préci s timto typem média je
tfeba zvlastni opatrnosti.

Teplomer

Mély by se pouzivat pouze teplomeéry, které odpovidaji pozadavkim norem ASTM
E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001 nebo jinych norem stejné urovné.

Postup

VysuSend ldtka se jemné rozetie v tfeci misce a vpravi se do kapildrni trubicky na
jednom konci zatavené. Po zhutnéni poklepavanim by méla byt kapildra naplnéna do
vySky asi 3 mm. Pro dosaZeni standardniho zhutnéni se nechd kapildra dopadnout z
vySky asi 700 mm sklenénou trubici na hodinové sklicko.

Naplnénd kapildra se vlozi do ldzné tak, Ze stfedn{ ¢ast rtufové bariky teploméru se
dotykd kapildrni trubicky v misté, kde se nachdzi vzorek. Kapildra se vklddd do
lazné pfi teploté asi o 10 K niZsi neZ je predpoklddany bod tdni.

Kapalinovd ldzen se zahtivd tak, Ze vzestup teploty ¢ini asi 3 K za minutu. Pfitom se
ldzen musi michat. Asi 10 K pfed dosazenim ocekdvané teploty tdni se rlst teploty
snizi na nejvySe 1 K za minutu.

Vypocet
Teplota tdni se vypocte podle vzorce:

T =Tp + 0,00016 (Tp-Tg ).n
kde

T = korigovany bod tdni v K

Tp = odecet teploty na teploméru D v K

Tg = odecet teploty na teplométu E v K

n = pocet stupnd, o které rtutovy sloupec teploméru D vy¢nivd z kapaliny.

Zarizeni s kovovym blokem pro stanoveni teploty tdni

Pristroj:

Je tvofen:

- vélcovym kovovym blokem, jehoZz horni ¢ast je dutd a tvofi ohfivaci komoru (viz
obrazek 3 ),

- kovovou kryci deskou s dvéma nebo vice otvory, kterymi je mozno do kovového
bloku zavést trubicky,

- ohfivacim systémem kovového bloku, naptiklad elektrickym topnym odporem
uzavienym v kovovém bloku,

- regula¢nim odporem pro regulaci ptikonu, je-li pouZit elektricky ohfev,

- Ctyfmi okénky ze Zdruvzdorného skla v bocnich sténdch ohfivaci komory pod
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pravym thlem vici sobé navzdjem ( pied jednim z téchto okének je umistén
okuldr pro pozorovani kapildrni trubicky, ostatni tfi okénka slouzi k osvétleni
vnitintho prostoru zZarovkami).

- kapildrni trubickou z tepelné odolného skla zatavenou na jednom konci ( viz
1.6.1.1).

Teplomer:

Podle norem uvedenych v 1. 6. 1. 1.
Je rovnéZ mozno pouZit elektrické méfici pfistroje srovnatelné presnosti.

Obrazek 3

Teplomér

Kapildrni trubicka

Kovovy kryt

i \I/
Zédrovka 4|

Elektricky topny odpor

Kovovy ohfivaci blok
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1.6.1.3

Detekce fotocldnkem
Pristroj a postup:

Ptistroj sestdva z kovové komory s automatickym ohfivacim zafizenim. Tti kapildrni
trubicky se naplni podle 1. 6. 1. 1 a umisti se do ohfivaci komory.

Pro kalibraci piistroje je k dispozici nékolik linedrnich reZimi rdstu teploty, pficemz
vhodny rezim lze zvolit pfedem. Zaznamendvd se teplota v ohiivaci komoie a
teplota vzorku v kapildfe.

Zahrivaci bloky

Kofleriiv zahvivact stolek

(viz pfiloha)

Tavici mikroskop

(viz priloha)

Meniskovd metoda (pro polyamidy)
(viz pfiloha)

V oblasti bodu tani by méla byt rychlost ohievu mensi nez 1 K.min™.

Metody stanoveni bodu tuhnuti

(viz pfiloha)
Termicka analyza

Diferencni termickd analyza

(viz pfiloha)

Diferencni skanovaci kalorimetrie

(viz piiloha)

Stanoveni teploty tekutosti (pour point)

(viz pfiloha)

VYSLEDKY

V nékterych piipadech je nutno provést korekcei teploméru.

PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce by mél obsahovat ndsledujici udaje:

- pouZitou metodu,

- presnou specifikaci vzorku ( hlavni slozka, necistoty) a informaci o provedeném
¢isténi ( bylo-li provedeno),

- odhad pfesnosti.

Jako bod tdni se uddva stfedni hodnota z nejméné dvou méfeni, jejichZ vysledky lezi



Strana 8470 Sbirka zdkont & 299 / 1998 Cistka 103

v rozmezi piiblizné piesnosti (viz tabulky). Lezi-li rozdil teplot pocdtecni a koncové
fdze tani v mezich presnosti metody, uvede se jako bod tdni koncovd teplota, jinak
je tieba uvést obé teploty.

Nekteré ldtky se diive neZ je dosazeno bodu tdni rozklddaji nebo sublimuji. Pak je
nutné uvést teplotu, pii které dochdzi k pozorovanému jevu.

Je tieba uvést vSechny informace a pozndmky nutné pro vyhodnoceni vysledkd,
zejména pokud se tykaji necistot a fyzikdlniho stavu latky.
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1.1

1.2

22

23

PRILOHA

Dalsi technické podrobnosti je mozné zjistit napiiklad v téchto normdch:

Kapilarni metody

Pristroje pro stanoveni bodu tini s kapalinovou lizni

ASTM E 324 - 69

BS 4634

DIN 53181

JIS K 00-64

Standard Test Method for Relative Initial and Final
Melting Points and the Melting Range of Organic
Chemicals

(Standardni metody pro stanoveni pocatecni a koncové
teploty tdni a teplotniho intervalu tdni organickych latek)

Method for the Determination of Melting Point and/or
Melting Range

(Metoda pro stanoveni bodu tani a teplotniho intervalu
tani)

Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach
Kapillarverfahren

(Stanoveni teplotniho intervalu tdni pevnych latek
kapildrni zkouskou)

Testing Methods for Melting Point of Chemical Products
(Metody stanoveni bodu tani chemickych produkti)

Pristroje pro stanoveni teploty tini s kovovym blokem

DIN 53736

ISO 1218 (E)

Zahtivaci bloky
Kofleruv zah¥ivaci stolek
ANSI/ASTM D 3451-76

Tavici mikroskop
DIN 53736

Meniskova metoda
ISO 1218 (E)
ANSI/ASTM D 3451-76

NF T 51-050

Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von
teilkristallinen Kunstoffen

Plastics - polyamides - determination of ,,melting point*

Standard recommended practices for testing polymeric
powder coatings

Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von
teilkristallinen Kunstoffen

Plastics - polyamides - determination of ,,melting point*

Standard recommended practices for testing polymeric
powder coatings

Résines de polyamides. Détermination du ,,point de
fusion“. Méthode du ménisque
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4.2

Metody stanoveni bodu tuhnuti

BS 4633
BS 4695

DIN 51421
ISO 2207

DIN 53175
NF T 60-114
NF T 20-051

ISO 1392

Termicka analyza

Method for the determination of crystallizing point

Method for Determination of Melting Point of petroleum
wax (Cooling Curve)

Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen,
Ottokraftstoffen und Motorenbenzolen

Cires de pétrole: détermination de la temperature de
figeage

Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsauren
Point de fusion des paraffines

Méthode de détermination du point de cristallisation
(point de congélation)

Method for determination of freezing point

Diferencni termicka analyza

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85
ASTM E 472-86
DIN 51005

Standard method for assessing the thermal stability of
chemicals by methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Diferencni skanovaci kalorimetrie

ASTM E 537-76

ASTM E 473-85
ASTM E 472-86
DIN 51005

Stanoveni bodu tekutosti
NBN 52014

ASTM D 97-66
ISO 3016

Standard method for assessing the thermal stability of
chemicals by methods of differential thermal analysis

Standard definitions of terms relating to thermal analysis
Standard practice for reporting thermoanalytical data

Thermische Analyse, Begriffe

Echantillonnage et analyse des produits du pétrole: Point
de trouble et point d’écoulement limite - Monsterneming
en ontleding van aardolieproducten: Troebelingspunt en
vloeipunt

Standard test method for pour point of petroleum oils

Petroleum oils - Determination of pour point.
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II TEPLOTA VARU

1 POPIS METOD
Vétsina déle popsanych metod je zaloZena na doporucenich OECD (1).
Jejich zékladni principy jsou uvedeny v literatuie (2), (3).

11 UvoD
Metody a zafizeni zde popsand je mozné pouZzit pro kapaliny a ldtky s nizkou
teplotou tdni, pokud nepodléhaji chemickym reakcim jesté pod teplotou varu (napf.
autooxidaci, pfesmyku, rozkladu, atd.). Metody Ize aplikovat na Cisté i znecisténé
kapaliny.
Prednost je tfeba ddt metoddm s detekci foto¢lankem a metoddm termické analyzy,
protoZe umoziiuji uréeni jak teplot tdni, tak teplot varu. Navic tato méfeni mohou
byt provddéna automaticky.
,2Dynamickd metoda“ ma tu vyhodu, Ze ji Ize pouZit i ke stanoveni tenze par. Pfitom
neni tieba korigovat teplotu varu na normadlni tlak (101, 325 kPa), protoze ten lze
béhem méifeni nastavit manostatem.
Pozndmky
Vliv necistot na stanoveni teploty varu zdvisi ve velké mife na jejich povaze. Jestlize
vzorek obsahuje tékavé necistoty, které mohou ovlivnit vysledky, mtze byt latka
precisténa.

1.2 DEFINICE A JEDNOTKY

Standardni teplota varu je definovdna jako teplota, pfi které tenze pary dané
kapaliny ¢ini 101,325 kPa.

Jestlize se méfeni teploty varu neprovddi za normdlniho tlaku, lze vyuzit zdvislosti
tenze pary na teploté popsané Clausiusovou-Clapeyronovou rovnici:

AH
logp= ———— + konst.

23RT
kde
p = tenze par litky v Pa,
AH, = vyparné teplo v J mol™
R = univerzdlni moldrni plynova konstanta = 8,314 J mol™* K,

T = termodynamickd teplota v K.

Teplota varu se uvddi s uddnim okolniho tlaku pfi méfeni.

Prepocty:
Tlak (jednotka: kPa)

100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa
(jednotka ,,bar“ je naddle pfipustnd, jeji pouzivani se vS§ak nedoporucuje).

133 Pa =1 mm Hg =1 torr
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(jednotky ,,mm Hg*“ a ,,torr“ nejsou povoleny).

1 atm = standardn{ atmosféra = 101 325 Pa
(jednotka ,,atm“ neni povolena).

Teplota (jednotka: K)

t=T-273,15
t : Celsiova teplota, stupen Celsia (°C)
T: termodynamicka teplota, kelvin (K)

REFERENCNI LATKY

Pokud se studuje novd ldtka, neni nutné vzdy pouzivat referen¢ni latky. Referencni
latky by mély slouZit pfedevsim k obcasné kontrole méfici metody a k vzdjemnému
porovnavani vysledkd ziskanych riiznymi metodami.

Neékteré kalibracni ldtky je moZné nalézt u metod uvedenych v piiloze.

PRINCIP METODY

P&t metod stanoveni teploty varu (teplotniho rozmezi varu) je zaloZeno piimo na
méfeni této teploty, dalsi dv€ vyuzivaji termdlni analyzy.

Stanoveni ebuliometrem

Ebuliometry byly pivodné vyvinuty pro stanoveni molekulové hmotnosti na zdkladé
zvyseni teploty varu. Jsou vSak vhodné i pro pfesnd méfeni teploty varu. Velmi
jednoduchy pfistroj je popsdn v ASTM D 1120-72 (viz ptiloha). V tomto piistroji

se kapalina zahfivd za rovnovédznych podminek pfi atmosférickém tlaku, dokud
nezacne Viit.

Dynamickd metoda

Metoda zahrnuje méfeni teploty kondenzace pdry termocldnkem nebo rtufovym
teplomérem ve zpétném toku (refluxu) za varu. U této metody je mozné ménit tlak.

Destilacni metoda pro teplotu varu

Metoda zahrnuje destilaci kapaliny a méfeni teploty kondenzace pdry, pficemz se
soucasné stanovuje 1 mnoZstvi destildtu.

Postup podle Siwoloboffa

Vzorek se zahtivd ve zkumavce, kterd je ponofena do tepelné 1dzné. Do zkumavky
se vzorkem je zasunuta zatavend kapildrni trubicka, v jejiz spodni ¢dsti se nachdzi
vzduchovéd bublinka.

Detekce fotoclankem

Pii pouziti principu unikajicich bublinek podle Siwoloboffa se provadi automatické
fotoelektrické méfeni.

Diferencni termicka analyza

Studovand a referencni ldtka se zahtivaji timtéZ teplotnim programem a méfi se
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1.4.7

1.5

teplotni rozdil mezi studovanou a referencni ldtkou jako funkce teploty.

Jestlize u studované latky dojde k fazovému prechodu, ktery je spojen se zménou
entalpie, je tato zména indikovdna jako endotermickd odchylka (var) od zdkladn{
linie zdznamu.

Diferenéni skanovaci kalorimetrie

Na studovanou a referenéni latku se ptsobi stejnym (fizenym) teplotnim
programem a zaznamendvd se rozdil elektrického ptikonu mezi obéma vzorky jako
funkce teploty. Méfend energie je energie potfebnd k zachovani nulového
teplotniho rozdilu mezi studovanou a referen¢ni ldtkou. Jestlize u studované latky
dojde k fdzovému ptechodu, ktery je spojen se zménou entalpie, je tato zména
indikovdna jako endotermicka odchylka (var) od zakladn{ linie zdznamu.

KRITERIA KVALITY

Pouzitelnost a pfesnost jednotlivych postupt stanoveni teploty varu a teplotniho
rozmezi varu jsou patrné z tabulky 1.

TABULKA 1. POROVNANI METOD STANOVENI TEPLOTY VARU

Metoda méteni Odhad pfesnosti Existujici norma

1.4.1 + 1,4 K (do 373 K) V2 ASTM D 1120 - 72"

+ 2,5 K (do 600 K) Y?

1.4.2 + 0,5 K (do 600 K)?

1.4.3 + 0,5 K (do 600 K) ISO/R 918, DIN 53171,
(rozmezi varu) BS 4591/71

1.4. 4 + 2 K (do 600 K)?

1.4.5 + 0,3 K (pii 373 K)?

1.4.6 0,5 K (do 600 K) ASTM E 537 - 76

+
+ 2,0 K (do 600 K)

1.4.7 + 0,5 K (do 600 K) ASTM E 537 - 76
+ 2,0 K (do 1273 K)

U Tato piesnost plati pouze pro jednoduchy piistroj, popsany napiiklad v ASTM D
1120 - 72; uzitim dokonalejsiho piistroje mize byt zlepSena.

2) Plati jen pro &isté latky. UZiti metody za jinych okolnosti by mélo byt
zdvodnéno.
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1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.3

1.6.4

POPIS METOD

V mezindrodnich a narodnich normédch bylo popsano nékolik metod (viz piiloha).

Ebuliometr

Viz pftiloha.

Dynamickd metoda

Viz metoda IV pro stanoveni tenze par.

Zaznamend se teplota varu naméfend pii tlaku 101,325 kPa.
Destilacni metoda (stanoveni teplotniho intervalu varu)

Viz pftiloha.

Postup podle Siwoloboffa

Vzorek se zahtivd ve zkumavce o priméru asi 5 mm v pfistroji pro stanoveni
teploty tani (viz obrdzek 1).

Obrazek 1 zndzoriiuje typ normované aparatury pro stanoveni teploty tdni a teploty
varu ( JIS K 0064), (vyrobeno ze skla, vSechny rozméry v mm).

Obrazek 1

Méfici nddoba

Korkovd zatka

Vyrovndni tlaku

Teplomér

Pomocny teplomér
Kapalinov4 lazen

Zkumavka o vné&jSim priiméru
max. 5 mm, v niZ je vloZena
kapildra délky asi 100 mm, o
vnitfnim priméru 1 mm a sile
stény 0,2 - 0,3 mm

H: Bocni hrdlo

230

a
S
QIMYU QW

—} 204— 40

Do zkumavky se vloZi kapildrni trubi¢ka zatavend asi | cm nad spodnim koncem
(varnd kapildra), pfi¢emzZ zatavend Cast kapilary musi lezet pod hladinou
zkoumaného vzorku. Zkumavka obsahujici kapildru se upevni bud pryZovou
paskou nebo drzdkem z boku k teploméru (viz obrazek 2).



Cistka 103

Sbirka zikont ¢. 299 / 1998 Strana 8477

1.6.5

Obrazek 2 Obrézek 3
Princip podle Siwoloboffa Modifikovany princip

- - — — —

a) h) <)

Kapalina pouzitd jako ldzen se voli podle teploty varu. Pro teploty 573 K je mozZné
pouzit silikonovy olej. Parafinovy olej Ize pouZivat pouze do 473 K. Ohfev 14zné
by mél zpo&atku probihat rychlosti 3 K. min™. Topn4 ldzeti musi byt michdna.
Ptiblizné 10 K pted predpoklddanym bodem varu se sniZi rychlost ohfevu na méné
nez 1 K. min™'. Krétce pfed dosaZenim teploty varu za¢nou z varné kapildry unikat
bublinky.

Teploty varu je dosazeno, kdyZ pii ochlazovdni fetizek bublinek ndhle ustane a
kapalina zacne v kapildfe stoupat. PiisluSny tdaj teploméru je roven teploté
varu zkoumané ldtky.

Modifikovanou metodou (obrazek 3) se teplota varu stanovuje v kapildie pro
stanoveni teploty tani. Ta se vytdhne do tenké $picky dlouhé asi 2 cm (a) a do ni se
nasaje malé mnozstvi vzorku. Otevieny konec tenké Casti kapildry se zatavi tak, ze
na konci je mald vzduchovd bublinka. Pfi zahfivdni v aparatufe pro stanoveni
teploty tani se vzduchova bublinka rozpina (b). Teplota varu odpovida teploté, pti
které sloupecek zkoumané latky dosdhne hladiny kapalinové lazné (c).

Detekce fotoclankem
Vzorek se zahtivd v kapildrni trubic¢ce v kovovém bloku.

Otvory v bloku se svételny paprsek usmérni tak, aby prochdzel latkou na pfesné
kalibrovany fotoclanek.

Pti zvySovani teploty vzorku stoupaji z kapildry jednotlivé vzduchové bublinky. Pti
dosazeni teploty varu pocet bublinek vyrazné€ vzroste. To vede ke zméné intenzity
svétla zaznamenané fotoclankem a vyvold signdl v méficim pfistroji, ktery
zaznamend teplotu zmétfenou platinovym odporovym teplomérem umisténym

v bloku.

Tento postup je zvlasté vhodny, protoZe umoZziiuje stanoveni teplot nizSich nez
laboratorni teplota az do 253,15 K (-20 °C) bez jakékoli dpravy aparatury. Pouze
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je tfeba umistit ptistroj v chlazeném prostoru nebo v chladici 14zni.

1.6.6  Termicka analyza

1. 6. 6. 1 Diferencni termickd analyza

Viz pftiloha.

1. 6. 6. 2 Diferencni skanovaci kalorimetrie

Viz ptiloha.

2 VYSLEDKY

Pi malych odchylkdch od normdlniho tlaku (nejvyse + 5 kPa) se zjisténé
hodnoty teploty varu ptepocitdvaji na T, pomoci Sidneyovy - Youngovy rovnice:

Tn:T+(fT . Ap)
kde:

A p = (101,325 - p) [pozor na znaménko],

p = naméfeny tlak v kPa,

fr = &initel charakterizujici zavislost teploty varu na tlaku v K.kPa™,
T =zméfend teplota varu v K,

T, = teplota varu korigovand na normadlnf tlak v K.

¢ni Cini vni jeji Ximaci j v
Korek¢ni Cinitele pro teplotu ft a rovnice pro jejich aproximaci jsou uveden
pro fadu ldtek ve zminénych mezindrodnich a ndrodnich normdch.

Napfiiklad metoda podle DIN 53 171 uvédi pfibliZzné korekce pro rozpoustédla
obsaZend v ndtérovych hmotdch takto:

TABULKA 2: TEPLOTNI KOREKCNI CINITELE fy

Teplota T (K) Korekéni Ginitel fr (K.kPa™)
323,15 0,26
348,15 0,28
373,15 0,31
398,15 0,33
423,15 0,35
448,15 0,37
473,15 0,39
498,15 0,41
523,15 0,44
548,15 0,45
573,15 0,47
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3 PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce by mé¢l obsahovat nésledujici tdaje:

- pouZitou metodu,

- presnou specifikaci vzorku (hlavni slozka a necistoty) a informaci o
provedeném cisténi (bylo-li provedeno),

- odhad pfesnosti.

Jako teplota varu se uddvd stfedni hodnota nejméné ze dvou méfent, jejichZ
vysledky leZi v rozmezi pfesnosti podle tabulky 1.

Je tieba uvést naméfené teploty varu a jejich stfedni hodnotu, ddle hodnotu
tlaku v kPa, pii kterém byla méteni provedena. Tlak by mél leZet co nejblize
normdlnimu tlaku. Dochdzi-li k varu zkoumané 1dtky nad urcitym teplotnim
rozmezim, mélo by toto rozmezi byt uvedeno. Pro vSechny vysledky by mély byt
uvedeny odhady pfesnosti.

Je tieba uvést vSechny informace a pozndmky uZitecné pro vyhodnoceni
vysledkt, zejména pokud jde o necistoty a skupenstvi latky.
4 LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 103 - Decision of the Council C (81) 30
Final.

(2) IUPAC, B. Le Neindre, B. Vodar, editors. Experimental thermodynamics,
Butterworth , London 1975, volume II.

(3) R. Weissberger, ed.: Technique of organic chemistry, Physical methods of
Organic chemistry, Third Edition, Interscience Publications, New York,
1959, volume I, Part I, Chapter VIII.

PRILOHA

Dalsi technické podrobnosti je mozné nalézt napiiklad v téchto norméch:

1 Ebuliometr
ASTM D 1120 - 72 Standard Test Method for Boiling Point of Engine
Antifreezes
2 Destilacni postupy (teplotni interval varu)
ISO/R 918 Method for Distillation (Distillation Yield and Distillation
Range)
BS 4349/68 Method for the Determination of Distillation of Petroleum
Products.
BS 4591/71 Method for the Determination of Distillation
Characteristics.
DIN 53171 Losungsmittel fiir Anstrichstoffe, Bestimmung des

Siedeverlaufes.
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NF T 20 - 608 Distillation: determination du rendement et de l'intervalle
de distillation

3 Diferencni termicka analyza a diferencni skanovaci kalorimetrie
ASTM E 537 - 76 Standard method for assessing the thermal stability of
chemicals by methods of differential thermal analysis.
ASTM E 473 - 85 Standard definitions of terms relating to thermal analysis.
ASTM E 472 - 86 Standard practice for reporting thermoanalytical data.

DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe.
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111 RELATIVNI HUSTOTA

1 POPIS METOD
Popsané metody vychézeji z doporuc¢eni OECD (1). Zakladni principy jsou
uvedeny v literatuie (2).

11 UvoD

Metody stanoveni relativni hustoty, které jsou zde popsdny, plati pro tuhé
latky a kapaliny bez jakychkoli poZadavki na jejich Cistotu. Jednotlivé metody,
kterych je moZno pouZit, jsou uvedeny v tabulce 1.

1.2 DEFINICE A JEDNOTKY

Relativni hustota (D;°) tuhych ldtek nebo kapalin je pomér mezi hmotnosti
urCitého objemu sledované latky, méfenou pii 20 °C, a hmotnosti stejného
objemu vody, stanovenou pii 4 °C. Relativni hustota nemd zadny rozmér.

Hustota ldtky

m

p=— [kg.m”]
1%

kde: m = hmotnost ldtky v kg
v = objem latky v m’.
1.3 REFERENCNI LATKY (1)(3)
Referenéni latky neni nutné pouZzivat ve vSech pfipadech, kdy se studuje
nov4 ldtka. Referencni ldtky by mély slouZit zejména k obcasné kalibraci
méfictho uspofdddni a k porovnani vysledkd pii pouziti jinych metod.
1.4 PRINCIP METOD

PouZivaji se Ctyfi skupiny metod.
1.4.1  Vztlakové metody

1.4.1.1 Areometry (pro kapaliny)

K dostate¢né presnému a rychlému stanoveni hustoty je moZno pouZit
areometry, kterymi se hustota dané kapaliny stanovi odectem hloubky ponoieni
plovouciho areometru na kalibrované stupnici.

1. 4. 1. 2 Hydrostatické vdhy (pro kapaliny a tuhé ldtky)

Ke stanoveni hustoty vzorku je mozné vyuZit rozdil mezi jeho hmotnosti stanovenou
na vzduchu a ve vhodné kapaliné (napf. vod¢).

U tuhych latek je zméfend hustota reprezentativni jen pro dany vzorek. Pfi
stanoveni hustoty kapalin se zvdZi téleso zndmého objemu nejdiive na vzduchu a
potom v kapaliné.
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1.4.1.3

1.4.2

1.4.3

1. 4.4

1.5

1.6

Metoda ponorené kulicky (pro kapaliny) (4)

Touto metodou se urc¢i hustota kapaliny z rozdilu mezi vysledky vdZeni kuli¢ky
zndmého objemu pied a po jejim ponofeni do zkoumané kapaliny.
Pyknometrické metody

Pro tuhé latky a kapaliny je moZné pouZit pyknometrii riznych tvart. Hustota
se vypocte z rozdilu vysledkil vdZeni plného a prazdného pyknometru a z jeho
zndmého objemu.

Vzduchovy srovnavaci pyknometr (pro tuhé litky)

Hustotu tuhé ldtky v libovolné formé je mozné méfit pii laboratorni teploté

o4

plynovym srovndvacim pyknometrem. Objem latky se zméfi ve vzduchu nebo
inertnim plynu v kalibrovaném vdlci vhodného objemu. Pro vypocet hustoty se
po skonceni méfeni objemu provede zvadZeni.

Oscilacni densitometr (5)(6)(7)

Hustotu kapaliny je moZzné méfit oscilacnim densitometrem. V mechanickém
oscildtoru, zkonstruovaném ve tvaru trubice U, se vyvoldvaji kmity. Kmitocet,
ktery se ustdli, zavisi na hmotnosti oscildtoru. Po naplnéni vzorkem se
rezonan¢ni kmitocet oscildtoru zméni. Pfistroj je nutné kalibrovat dvéma
kapalinami o zndmé hustoté, které by mély byt voleny pokud moZno tak, aby
hustota méfeného vzorku lezela mezi jejich hustotami.

KRITERIA KVALITY

Pouzitelnost metod pro stanoveni relativni hustoty je uvedena v tabulce.

POPIS METOD

Technické podrobnosti mohou byt nalezeny v normdch, které jsou uvedeny
v ptiloze.

Zkousky je tieba provadét pii 20 °C, pficemz je tfeba uskutecnit nejméné dvé
méfeni.
VYSLEDKY

Viz normy.

PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkouSce by mél obsahovat:

- pouZitou metodu,
- presnou specifikaci vzorku ( hlavni slozka a necistoty) a informaci o
provedeném Cisténi (bylo-li provedeno).

Relativni hustotu (D;°) je tieba uvést podle odstavce 1.2 spoleéné se
skupenstvim méfené latky.

Je tieba uvést vSechny informace a pozndmky dileZité pro vyhodnoceni
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4

vysledkl, zejména co se tykd necistot a skupenstvi latky.

TABULKA: POUZITELNOST METOD PRO STANOVENI HUSTOTY

Metoda méreni

Hustota

Nejvys$si mozna
hodnota dynamické

Existujici normy

viskozity
tuhd latka | kapalina

1.4.1. 1 ano 5Pas ISO 387,
Areometr ISO 649-2,

NF T 20-050
1.4.1.2
Hydrostatické
vahy:
a) tuhé latky ano ISO 1183 (A)
b) kapaliny ano 5Pas ISO 901 a 758
1.4.1.3 ano 20 Pas DIN 53217
Metoda
ponofené kulicky
1.4.2 ISO 3507
Pyknometr: 1SO 1183(B)
a) tuhé latky ano NF T 20-053
b) kapaliny ano 500 Pas ISO 758
1.4.3 ano DIN 55990,
Vzduchovy ¢ést 3,
srovnavaci DIN 53243
pyknometr
1. 4. 4 Oscilacni ano S5Pas
densitometr
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PRILOHA

Dalsi technické podrobnosti je mozné nalézt napiiklad v téchto normdch:

1 Metody zaloZené na vztlaku
1.1 Areometr
DIN 12790, ISO 387 Hydrometer, general instructions
DIN 12791 Part I: Density hydrometers, construction, adjustment and
use.
Part II: Density hydrometers, standardized sizes,
designation.
Part III: Use and test.
ISO 649-2 Laboratory glassware: Density Hydrometers for general
purpose.
NF T 20 - 050 Chemical products for industrial use - Determination of
density of liquids - Areometric method.
DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers.
1.2 Hydrostatické vahy
Pro tuhé latky:
ISO 1183 Method A: Methods for determining the density and

relative density of plastics including cellular plastics.

NF T 20 - 049 Chemical products for industrial use - Determination of
the density of solids other than powders and cellular
products - hydrostatic balance method.

ASTM - D - 792 Specific gravity and density of plastics by displacement.
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DIN 53479 Testing of plastics and elastomers, determination of
density.
Pro kapaliny:

DIN 51757 Testing of mineral oils and related materials,
determination of density.

ASTM D 941 - 55, ASTM D 1296 - 67 a ASTM D 1481 - 62

ASTM D 1298 Density, Specific gravity or API gravity of crude
Petroleum and liquid Petroleum Products by Hydrometer
Method.
BS 4714 Density, Specific gravity or API gravity of crude
Petroleum and liquid Petroleum Products by Hydrometer
Method.
1.3 Metoda ponofené kulicky
DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar coating materials,

determination of density, immersed body method.

2 Pyknometrické metody
2.1 Pro kapaliny:
ISO 3507 Pyknometers.
ISO 758 Liquid chemical products, determination of density at 20 °C.
DIN 12797 Gay - Lussac pycnometer (for non-volatile liquids which
are not too viscous).
DIN 12798 Lipkin pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity
of less than 100.10°m?s"at 15 °C).
DIN 12800 Sprengel pycnometer (for liquids as DIN 12798).
DIN 12801 Reischauer pycnometer (for liquids with a kinematic

viscosity of less than 100.10°m?sat 20 °C, applicable in
particular also hydrocarbons and aqueous solutions as
well as to liquids with higher vapour pressure,
approximately 1 bar at 90 °C).

DIN 12806 Hubbard pycnometer (for viscous liquids of all types
which do not have too high a vapour pressure, in
particular also to paints, varnishes and bitumen).

DIN 12807 Bingham pycnometer (for liquids, as in DIN 12801).

DIN 12808 Jaulmes pycnometer (in particular for ethanol - water
mixture).

DIN 12809 Pycnometr with ground - in thermometer and capillary

side tube (for liquids which are not too viscous).

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar products,
determination of density by pycnometer.
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DIN 51757 Point 7: Testing of mineral oils and related materials,
determination of density.
ASTM D 297 Section 15, Rubber Products - Chemical Analysis.
(Oddil 15: Vyrobky z gumy - chemickd analyza)
ASTM D 2111 Method C, Halogenated organic coumpounds.
BS 4699 Method for Determination of Specific Gravity and

Density of Petroleum Products (Graduated Bicapillary
Pycnometer Method).

BS 5903 Method for Determination of Relative Density and
Density of Petroleum Products by the Capillary -
Stoppered Pycnometer Method.

NF T 20 - 053 Chemical products for industrial use - Determination of
density of solids in powder and liquids - Pyknometric
method.

2.2 Pro tuhé ldtky:

ISO 1183 Method B: Methods for Determining the Density and
Relative Density of Plastics excluding Cellular Plastics.

NF T 20 - 053 Chemical products for industrial use - Determination of
density of solids in powder and liquids - Pyknometric
method.

DIN 19683 Determination of the density of soils.

3 Vzduchové srovnavaci pyknometry

DIN 55990 Part 3: Priifung von Anstrichstoffen und &hnlichen
Beschichtungsstoffen, Pulverlack, Bestimmung der
Dichte.

DIN 53243 Anstrichstoffe, Chlorhaltige Polymere, Priifung.
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v TENZE PAR
1 POPIS METOD

1.1

1.2

Vétsina zde popsanych metod vychdzi z doporuc¢eni OECD (1). Zdkladni principy
jsou uvedeny v literatufe (2) a (3).

UvVoD

Pro provddéni zkousky je uZite¢né mit pfedbézné informace o struktuie a o
teplotdch tdni a varu zkoumané ldtky.

Neexistuje Zddnd metoda vhodnd pro celou oblast méfeni tenze par. Proto je pro
méfeni tenze par v rozmezi od < 10 Pa do 10° Pa doporuceno nékolik metod.

Tenze par dané ldtky je ovlivnéna necistotami v ni obsaZenymi. Vliv necistot
na tenzi par zdvisi ve zna¢né mife na jejich druhu.

Je-li ve vzorku pfitomné snadno tékavé rozpoustédlo, které by mohlo ovlivnit
vysledek, méla by byt latka pfecisténa. Je-li to poZadovdno, miZe byt méfen tlak par
1 u vzorku technické kvality.

U nékterych zde popsanych metod jsou uZivdny aparatury s kovovymi dily.
Tato skutecnost by méla byt brdna v uvahu pii zkouSeni korozivnich latek.

DEFINICE A JEDNOTKY

Tenze par dané l4tky je definovdna jako tlak nasycené pary nad tuhou nebo
kapalnou ldtkou. Pfi termodynamické rovnovdze je tenze par Cisté latky
vyluéné funkef teploty.

Jednotkou soustavy SI pro tlak je pascal (Pa).

Ddle jsou uvedeny nékteré diive pouzivané jednotky s odpovidajicimi
pfepocitacimi faktory:

1 torr (1 mm Hg) = 1,333.10* Pa
1 fyzikdlni atmosféra (atm) = 1,013 . 10° Pa
1 bar = 10° Pa

Jednotkou teploty v soustavé SI je kelvin (K).
Univerzalni molarni plynové konstanta R m4 hodnotu 8,314 J mol™ K.

Zavislost tenze par na teploté je popsdna Clausiusovou - Clapeyronovou rovnici:

logp = AL + konst.
&P 23RT '

kde

p = tenze par ldtky v Pa

AH, = vyparné teplo v J. mol !

R = univerzilni plynovd konstanta v J. mol™. K™
T = termodynamickd teplota v K
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1.3

1. 4

1.4.1

1.4.2

1.4.3

1.4. 4

1.4.5

REFERENCNI LATKY

Referencni latky neni nutné pouZivat ve vSech pfipadech, ve kterych se

zkoumd novd ldtka. Referencni 1dtky by mély slouzit pfedevsim k obcasné
kalibraci méficiho uspofdddni a k porovndni vysledkil pfi pouZiti riznych metod.
PRINCIP METOD

Pro stanoveni tenze par je navrZzeno sedm metod, které je mozné pouZzivat

v riznych oblastech hodnot tenze par. KaZdou z metod se stanovuje tenze par
pfi riznych teplotdch. V omezeném rozsahu teplot je logaritmus tenze par Cisté
latky nepifimo umérny teploté.

Dynamickd metoda

Pii dynamické metodé se méii teplota varu pii urcitém zadaném tlaku.
Doporuéend oblast méfent : 10° Pa az 10° Pa.

Tato metoda se rovnéZ doporucuje pro stanoveni teploty varu, kde je vhodnd
az do teploty 600 K.

Staticka metoda

Pti této metodé se méfi tlak pdry, ktery se ustavi pfi termodynamické
rovnovaze v uzavieném systému pii dané teploté¢ nad danou ldtkou.

Metoda se hodi pro jednoslozkové i viceslozkové systémy.

Doporucend oblast méfeni: 10 Pa az 10° Pa.

Pti dodrZovdni potfebné peclivosti miize byt tato metoda pouZita téZ pro
oblast od 1 do 10 Pa.

Isoteniskop

Tato normovand metoda je rovnéZ zaloZena na statickém postupu, v§eobecné
vSak nenf vhodnd pro vicesloZkové systémy. BliZs{ informace je mozné ziskat
v metodé ASTM D - 2879 - 86.

Doporuéend oblast méfent: 10> Pa a7 10° Pa.

Efusni metoda: Vahy pro méfeni tenze par

Ve vakuu se stanovi mnoZstvi latky, které opusti méfici celu za ¢asovou
jednotku otvorem zndmé velikosti tak, Ze mlzZe byt zanedbdn ndvrat latky do
méfici cely (napf. méfenim impulsd generovanych citlivymi vahami nebo
stanovenim ztraty hmotnosti).

Doporuéend oblast méfent: 107 Pa a7 | Pa.

Efusni metoda: Méfeni hmotnostniho tbytku zachytem parni fize

Metoda je zaloZena na stanoveni hmotnosti zkousené 1dtky unikajici ve formé par
za jednotku ¢asu z Knudsenovy komurky (4) mikrodyzou za podminek
vysokého vakua. Hmotnost difundujicich par mtze byt zjisténa bud
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1.4.6

1. 4.7

1.5

stanovenim Ubytku hmotnosti komtrky, nebo kondenzaci par pti nizké teploté
a stanovenim jejich mnoZzstvi chromatografickou analyzou. Tlak par se vypocte
s pouzitim Herzovy-Knudsenovy rovnice.

Doporuéend oblast méfeni: 10~ az 1 Pa.

Strana 8489

Metoda syceni plynu

Nad zkoumanou ldtkou se vede proud inertniho plynu tak, Ze se syti jejimi
parami. Tyto pdry se zachycuji ve vhodném lapaci. MEf{ se mnoZstvi ldtky,
které se transportuje zndmym mnoZstvim nosné¢ho plynu. Z ného se vypocte

tenze par pii zadané teploté.

Doporuéend oblast: 10* az | Pa.

Pti dodrzovéni potfebné peclivosti milize byt tato metoda pouZita téZ pro
oblast od I do 10 Pa.

Rotujici télisko

V zatizeni s rotujicim téliskem je méficim prvkem mald ocelovd kulicka
zavéSend v magnetickém poli, rotujici vysokou rychlosti. Tenze plynu se

odvozuje ze zpomaleni ocelové kulicky které je imérné tlaku plynu.

Doporuéend oblast méfent: 10 az 0,5 Pa.

KRITERIA JAKOSTI
V tabulce je uvedeno srovndni jednotlivych metod stanoveni tenze par z
hlediska jejich pouZitelnosti, opakovatelnosti, reprodukovatelnosti, oblasti

méfeni a existujicich norem.

TABULKA: KRITERIA JAKOSTI

Metoda méfen{ Odhad Odhad Doporucend | Existujici
. opakova- | reproduko- oblast normy
Litka telnosti V) | vatelnosti®
tuhd | kapalnd
1. 4.1 Dynamicka s ano do 25 % do 25 % 10° Pa az
metoda nizkou 2x10° Pa
teplo- 2 x 10° Pa az
tou tani 1az5% lazs5 % 10° Pa ?
1. 4.2 Statickd ano ano 5az210% | 5az10 % 10 Pa az NFT
metoda 10° Pa 20-048(5)
1. 4. 3 Isoteniskop ano ano 5a210% | Saz10 % |10%Paaz 10° | ASTM - D
Pa 2879 - 86
L. 4.4 Efusni ano ano 5a220 % do 50 % 107 Pa az NFT
metoda - véhy pro 1 Pa 20-047(6)
mereni tense par
1. 4.5 Efusni ano ano |10 az 30 % 107 Pa a7
metoda - méfen{ 1Pa
ubytku par
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1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

1.4. 6 Metoda ano ano 10 az 30 % do 50 % 10™* Pa az
syceni plynu 1 Pa?
1. 4.7 Metoda ano ano 10 az 20 % 10* Pa az
rotujictho téliska 0,5 Pa

D'V zdvislosti na stupni &istoty latky.

) Metody mohou byt pii peclivém provedeni pouzity také pro rozmezi 1 az 10 Pa.

POPIS METOD
Dynamickd metoda

Aparatura

Aparatura je obecné tvofena varnou nddobou s nasazenym chladicem ze skla
nebo kovu (obrazek 1) a odpovidajicim zafizenim pro regulaci a méteni teploty a
tlaku. Typ aparatury zndzornény na obrdzku je ze Zaruvzdorného skla a skldda se
z 5 soucdsti:

z velké, ¢dstecné opldsténé trubice se zdbrusovym spojem, z chladice, z chladici
barky a ze vpusti.

Sklenény vdlec s Cottrellovou vyvévou je umistén ve varné ¢dsti trubice. Md uvnitf
zdrsnény povrch ze slinutého skla, aby se zabranilo ,,skrytému* varu.

Teplota se méfi pomoci vhodného teplotniho ¢idla (napf. odporovym teplomérem,
plastovym termoelektrickym ¢lankem) zasunutého do aparatury az k mistu méfeni

o s

(obrdzek 1) pies vhodnou spojku s vnéjsim zdbrusem.
Nezbytné je vytvofit spojeni k reguldtoru tlaku a k méficimu zafizeni.

Ptes kapildru je s méfici aparaturou spojena kulatd banka, kterd slouzi jako
vyrovndvaci objem.

Pro ohtev varné nddoby je do sklenéné aparatury zespodu zevné zavedena topnd
vlozka. PoZadovand intenzita proudu pro ohfev se nastavuje a reguluje s vyuZitim

termocldnku.
Potebny podtlak mezi 10> Pa a pfiblizné 10° Pa se dosdhne pomoci vyvévy.

K méfeni a regulaci tlaku vzduchu nebo dusiku (méfici rozsah piiblizng 10 az 10°
Pa) a k ventilaci se pouZzije vhodny ventil.

Tlak je snimdn manometrem.

Postup méreni

Pro stanoveni tenze par vzorku se méfi jeho teploty varu pfi riznych tlacich mezi
asi 10° a 10° Pa. Teploty varu (nebo rovnovahy varu v pifpadé smési) je dosazeno,
kdyZ se teplota pti konstantnim tlaku ustdli. Tato metoda se nehodi pro méteni
latek, které péni.

Latka se umisti do Cisté suché vzorkovnice. Béhem plnéni mohou u tuhych ldtek,
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které nejsou ve formé prasku, vznikat problémy, tyto se vSak daji obejit zahtfdtim
chladiciho plasté. Po naplnéni se aparatura uzavie pfirubou a ldtka se odplyni. Poté
se nastavi nejniz§i poZadovany tlak a zapne se ohfev. Soucasné se pripoji teplotni
¢idlo k zapisovaci.

Rovnovihy je dosazeno, kdyZ pti konstantnim tlaku je moZné odecist konstantni
teplotu varu. Zvlastni pozornost se musi vénovat tomu, aby se zabrdnilo prudkému
uvoliovani par béhem varu. Navic musi byt zajiSténa kompletni kondenzace na
chladici. Pfi stanovovdni tlaku par u nizkotajicich pevnych latek se musi dbdt na to,
aby se nezaplnil kondenzdtor usazeninami.

Po zaznamendni naméfeného rovnovazného teplotniho bodu se nastavi vyssi tlak.
Takto se pokracuje aZ se dospéje k tlaku 10° Pa (celkem asi 5 az 10 m&fenf ). Pro
kontrolu je potfebné stanoveni opakovat pfti klesajicich hodnotdch tlaku.

1.6.2 Staticka metoda

1.6.2. 1 Aparatura

Aparatura sestdva ze zdsobniku vzorku, z ohfivaci a chladici soustavy k regulaci
teploty vzorku a z méfeni teploty. Aparatura téZ zahrnuje zafizeni k nastaveni a
méfeni tlaku. Zdkladn{ principy zndzorfiuji obrdzky 2a a 2b.

Barika na vzorek (obrédzek 2a) je uzaviena z jedné strany vhodnym
vysokovakuovym ventilem. Z druhé strany je pfipojena U-trubice obsahujici
vhodnou manometrickou kapalinu. Jeden konec U-trubice je napojen k vyvévé, k
ventilu tlakové lahve s dusikem nebo k ventilaénimu ventilu a k manometru.

Misto U-trubice se dd pouzit manometr s ukazatelem tlaku (obrdzek 2b).

K regulaci teploty vzorku je barka se vzorkem spolu s ventilem a U-trubici ¢i
tlakomérem umisténa v ldzni s konstantni teplotou udrZovanou s pfesnosti + 0,2 K.
Teplota se méfi na vnéjsi strané barky se vzorkem nebo v barice samotné.

K evakuaci aparatury se uZije vyvéva s protiproudym chlazenym lapacem.

U metody 2a se tenze par ldtky méii nepfimo, za pouziti nulového indikdtoru.
Pfitom se zohledriuje, Ze se hustota kapaliny pfi velkych zméndch teploty
v U-trubici méni.

Jako nulové indikdtory pro U-trubici jsou vhodné v zdvislosti na rozsahu tlakd a
v zévislosti na chemickém chovdni zkouSenych ldtek silikonové oleje nebo ftaldty.
ZkousSend ldtka se nesmi znatelné rozpoustét ani nesmi reagovat s kapalinou

v U- trubici.

V oblasti normélniho tlaku vzduchu do 10 Pa je mozné pouZivat rtuf. Silikonové
oleje a ftaldty je mozné pouzivat pro tlak od 10 Pa do 10> Pa. Membranové
kapacitni manometry je mozné pouzivat pro tlak nizi nez 10" Pa.

Existuji té7 jind méfidla tlaku, kterd mohou byt uZita pro tlaky pod 10* Pa.

1. 6. 2.2 Postup méreni

Pied méfenim se vSechny ¢dsti aparatury zndzornéné na obrazku 2 diikladné ocisti
a vysusi.
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1.6.3

Pro metodu 2a se naplni U-trubice zvolenou kapalinou, kterd musi byt pred
pouZitim za zvySené teploty odplynéna.

Zkousend ldtka se vlozZi do aparatury, kterd se uzavie a sniZi se v ni teplota, aby se
mohla odplynit. Teplota musi byt dostate¢né nizkd , aby se zarucilo, Ze bude vysat
vzduch, aniZ dojde u vicesloZzkovych smésnych materidli ke zméné jejich slozZeni.
Je-li to Zddouci, Ize rovnovdhy dosdhnout rychleji michdnim.

Vzorek muZe byt podchlazen bud kapalnych dusikem, (je nutno zabranit
kondenzaci vzduchu nebo kapaliny z vyvévy) nebo smési etylalkoholu a suchého
ledu. Pro méfeni nizkych teplot se uZije 1dzeni s teplotou regulovanou pfipojenim k
chladicimu systému (ultracryomatu).

Pti otevifeném ventilu nddobky se vzorkem se piipoji na nékolik minut odsdvéni,
aby se odstranil vzduch. Ventil se poté uzavie a teplota vzorku se sniZi na nejnize
Zadanou uroveni. Je-li to nutné, odplynovaci postup se musi opakovat nékolikrat.

Pti zahtivdni vzorku roste tlak par. To méni rovnovdhu kapaliny v U-trubici. Aby se
zména kompenzovala, pfipousti se ventilem dusik nebo vzduch az do té doby, kdy
indikdtor tlaku je opét na nule. Tlak potfebny k ustaveni nulové hodnoty miize byt
odecten pfesnym manometrem pii laboratorni teploté. Tento tlak odpovidd tenzi par
latky pfi dané teploté méfeni.

Metoda 2b je podobnd, ale tenze par se odecitd piimo.

Zavislost tenze par na teploté se stanovi ve vhodnych malych invervalech (tihrnem
pfiblizné 5-10 bodli méfeni) az do pozadovaného maxima. Odecty pfi nizkych
teplotdch se musi pro kontrolu opakovat.

Jestlize hodnoty zjisténé z opakovanych odectd neleZi na kiivce zjiSténé pro
zvysujici se teplotu, miiZze to byt zpisobeno jednou z téchto tfi pficin:

1. Vzorek stéle jesté obsahuje vzduch (napf. u vysoce viskéznich materidlii) nebo
obsahuje 14tky s nizkou teplotou varu, které jsou pii zahtdti uvoliilovdny a mohou
byt odstranény odsdtim po predchozim podchlazeni.

2.Teplota podchlazeni neni dostatecné nizkd. V tomto pfipadé se uZije jako chladici
médium tekuty dusik.
Jde-li o pfipad ad I nebo ad 2, méfeni se musi opakovat.

3.Ldtka ve zkoumaném teplotnim rozsahu podléhd chemické reakci (napf.
rozkladu nebo polymeraci).

Isoteniskop

Uplny popis této metody je uveden v literatute (7). Princip méfictho zafizeni je
zndzornén na obrdzku 3. Stejné jako statickd metoda popsand v bodé¢ 1. 6. 2, hodi se
isoteniskop ke studiu tuhych ldtek 1 kapalin.

Zkouseji-li se kapaliny, pouZivaji se soucasné jako indikac¢ni sloupec v pomocném
manometru. Do isoteniskopu se odméff mnoZstvi kapaliny postacujici k naplnéni
bariky a krdtkého ramene manometru. Isoteniskop se pfipoji k vakuovému systému,
evakuuje se a poté se naplni dusikem. Evakuace a vyplach systému se opakuje
dvakrdt, aby se odstranil veSkery zbytkovy kyslik. Naplnény isoteniskop se umisti do
horizontdlni polohy, aby se vzorek rozprosttfel v bafice a v U-€4sti manometru do
tenké vrstvy. Tlak v systému se sniZi na 133 Pa a vzorek se opatrné zahteje pravé k
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1.6.4

1.6.4.1

varu (odstranéni rozpusténych plynt). Poté se isoteniskop vrati do piivodni polohy
tak, aby se vzorek vrétil do barniky a krdtkého ramene manometru, takze oba dily
jsou zcela naplnény kapalinou. Tlak se udrZuje jako pfi odplyfiovani; Spicka baniky
se zahfivd malym plamenem, aZ uvolnénd pdra expanduje natolik, Ze pretlaci ¢ast
vzorku z horni ¢dsti bafiky a ramene manometru do manometrické ¢dsti
isoteniskopu, pficemz se vytvoii prostor bez dusiku, naplnény vyhradné parami.

Isoteniskop se pak vlozi do 14zné€ se stdlou teplotou a tlak dusiku se upravi tak, aby
se rovnal tlaku vzorku. Rovnovézny tlak je uddvdn manometrickou ¢4sti
isoteniskopu. V rovnovdze se rovnd tlak dusiku tenzi par zkousené latky.

U tuhych ldtek se pouZivaji v zdvislosti na oblasti tlaku a teploty manometrické
kapaliny uvedené v bodé 1. 6. 2. 1. Odplynénd manometrickd kapalina se naplni do
rozSifené C4dsti delSitho ramene isoteniskopu. Poté se zkoumand ldtka naplni do
baniky a odplyni se pfi zvySeni teploté. Potom se isoteniskop nakloni, aby
manometrickd kapalina natekla do U-trubice. Pfi méfeni zdvislosti tenze par na
teploté se postupuje jako v bodé 1. 6. 2.

Efusni metoda: Vahy pro méfeni tenze par

Aparatura

V literatufe jsou popsdna riznd provedeni aparatury (1). Aparatura popsand zde
slouzi ke znazornéni obecného funkéniho principu (obrazek 4).

Obrazek ukazuje hlavni dily zafizeni, které se sklddd z vakuové nddobky z nerezové
oceli nebo ze skla, vyvévy a méfice vakua a vestavéného zafizeni pro méfeni tenze
par na vahdch. Piistroj se sklddd z ndsledujicich dili:

- odpatovaci picka s pfirubou a otocnou prichodkou. Odpatovaci picku tvori
vélcovd nddoba vyrobend z médi nebo chemicky odolné slitiny s dobrou tepelnou
vodivosti. RovnéZ miliZze byt uZita sklenénd nddoba opatiend médénym plastém.
Picka mé primér pfiblizné€ 3 - 5 cm a vySku 2 - 5 cm. Je opatiena jednim aZ tfemi
otvory rizné velikosti pro prichod par. Picka je vyhtivina bud podstavenou
vyhfivaci destickou nebo topnou spirdlou v pldsti. Aby nedoslo k rozptylovani
tepla z desticky smérem dold, je dno desticky izolovdno materidlem s nizkou
tepelnou vodivosti (stfibroniklovd nebo chromniklovd ocel). Je-li uZita picka s
nékolika priichody, je izolace tvofena trubicemi pfipojenymi k rotujici ose picky.
Toto uspofddéni je vyhodné, nebof umoznuje zavedeni médéné tyce, kterou je
mozné chladit z vnéjsku chladici 14zni.

- jestlize je opatfeno médéné viko picky tfemi otvory riizného priiméru, které jsou
vuci sobé navzdjem pootoceny o 90°, pokryvd méfeni Siroky rozsah tlakd par
(otvory o priiméru 0,3 aZ 4,5 mm). Sirsf otvory se pouZiji pfi nizkych tlacich par a
opacné. Otdfenim picky se Zddany otvor nebo mezipoloha nastavi do sméru toku
pary (v ose se nachdzi otvor picky - clona - miska vah). Proud molekul Ize
propustit na misku vah nebo odclonit. Pro méfeni teploty latky se na vhodné misto
umisti termoclanek nebo odporovy teplomér.

- nad clonou je miska velmi citlivych mikrovah. Miska vah mad pfiblizné 30 mm
v priméru. Vhodnym materidlem je pozlaceny hlinik.

- miska vah je ponofena do vélcovitého chladiciho bloku z mosazi nebo médi.
Otvory v bloku musi byt pfizpisobeny typu raménka podle druhu vah. Otvor ve
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1.6.4.2

cloné musi umoznit prichod proudu molekul a soucasné musi zajisfovat tiplné
zkapalnéni par na misce. Odvod tepla smérem ven je zajiStén kupiikladu médénou
tyckou pripojenou k chladicimu bloku. Ty¢ka prochdzi dnem a je od néj tepelné
izolovdna napf. trubici z chromniklové oceli. Tycka je ponofena do Dewarovy
nddoby s kapalnym dusikem umisténé pod dnem anebo se zajisti cirkulace
kapalného dusiku piimo provrtanou ty¢kou. Chladici blok je tak udrZzovdn pti
teploté - 120 °C. Miska vah je chlazena vyhradné vyzafovadnim, které pro
vySetfovanou oblast tlaku postacuje (zahdjeni chlazeni pfiblizné 1 hodinu pied
méfenim).

- vdha je umisténa nad chladicim blokem. Vhodné vahy jsou napft. vysoce citlivé
dvojramenné mikrovdhy nebo vysoce citlivy pfistroj se svinutou spirdlou (viz
OECD Test Guideline 104, Vydani 12. 05. 81).

- ve dné jsou téz elektrické zdasuvky pro pfipojeni termoclankid nebo odporovych
teploméril a topnych spirdl.

- podtlak se vytvdfi v nddobé pomoci stiednévakuové nebo vysokovakuové pumpy
(#4dané vakuum piiblizné 1 - 2.107 Pa, kterého se dosdhne po 2 hodinovém
odsavani). Tlak je sledovdn vhodnym ionizacnim manometrem.

Postup méreni

Nddoba se naplni zkoumanou ldtkou a uzavie se vickem. Clona a chladici blok jsou
vysunuty proti picce. Aparatura se uzavie a spusti se vyvéva. Pied zahdjenim méteni
by mél tlak ¢init asi 10* Pa. Od 107 Pa je tieba zaéit s chlazenim chladictho bloku.

Po dosazeni potfebného vakua se zahdji fada kalibra¢nich méteni pii nejnizsi
pozadované teploté. Otevie se odpovidajici otvor ve viku, proud pdry projde clonou
umisténou nad nim a dopadne na ochlazovanou misku vah. Miska vah musi byt
dostatecné velkd, aby zajistila zachyceni veskeré pary prochdzejici clonou. Hybnost
proudu par ptisobi jako sila proti misce vah a molekuly se srdZeji na jejimh studeném
povrchu.

Hybnost a soucasnd kondenzace vytvaii signdl na zapisovaci. Vyhodnoceni signdlu
poskytuje dva druhy informaci:

a)V popsaném zafizeni je tlak par uréen pfimo z pisobeni na misku vah (k tomu
neni tfeba zndt molekulovou hmotnost (2)). Pfi vyhodnoceni odectu musi byt
vzaty v tvahu geometrické faktory, jako jsou otvor v picce a ihel molekuldrniho
proudu.

b) Soucasné mliZze byt méfeno mnozstvi kondenzatu, z ¢ehoz mize byt vypoctena
rychlost vypafovdni. Tlak par mtze byt také vypocitdn z rychlosti vypafovdni a z
molekulové hmotnosti pfi uziti Hertzovy rovnice (2).

_ . [2nRT.10°
p= G«/—,‘,
kde

G = rychlost vypafovani (kg . s'. m™?),
M = molekulovd hmotnost (g . mol™),
T = termodynamicka teplota (K),
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1.6.5

1.6.5.1

1.6.5.2

R = univerzalni moldrni plynova konstanta (J. mol™. K™),

p = tenze pary (Pa).

Poté co je dosazené potiebného vakua zacind série méfeni pii nejniz§i mozZné
teploté.

V dal$im pribéhu méfeni se zvySuje v malych intervalech teplota, az se dosdhne jeji
nejvyssi pozadované hodnoty. Pak se vzorek znovu ochladi a piipadné je mozné
zakreslit druhou kfivku tenze par. JestliZe se pfi druhém opakovdni nepodafi

potvrdit vysledek prvého pokusu, je mozné, Ze se ldtka v dané teplotni oblasti
méfeni rozklad4.

Efusni metoda: Méfeni hmotnostniho ubytku ziachytem parni fize

Aparatura
Zatizeni se sklddd z nésledujicich dilt:

- blok , ve kterém jsou umistény efusni komiirky s moznosti termostatovani a
evakuace,

- vysokovakuova pumpa (kupf. difusni pumpa nebo turbomolekuldrni vyvéva) a
podtlakové méfidlo,

- nddobka se zkapalnénym dusikem nebo suchym ledem

Hlinikovy vakuovy blok s elektrickym odporovym ohfevem a se Ctyfmi ocelovymi
efusnimi kumiirkami je zndzornén jako pfiklad na obrdzku 5. Ocelovd membrédna
tloustky cca 0,3 mm s efusnim otvorem o priméru 0,2 - 1 mm je pfipojena k efusni
komirce vickem opatienym zdvitem.

Postup méreni

Do kazdé efusni komiirky se umisti srovndvaci a zkouSené ldtky, kovovd membrana
s otvorem se zajisti Sroubovacim vickem a kazdd komirka se zvdZi s pfesnosti na
0,1 mg. Méfici komirka se umisti do termostatovaného bloku, ktery se poté
evakuuje na tlak nizs$i neZ je jedna desetina ocekdvaného tlaku par. Ve stanovenych
casovych intervalech v rozmezi od 5 do 30 hodin se do zafizeni vpousti vzduch a
ubytek hmotnosti efusni komtrky se stanovi diferen¢nim vdZenim.

Aby se potvrdilo, Ze vysledky nejsou ovliviiovdny tékavymi nelistotami, vazi se
komirka ve stanovenych casovych intervalech opakované. Musi byt pfitom
potvrzeno, Ze odpafovaci rychlost je konstantni nejméné ve dvou méficich
kde

intervalech.
_m  [2aRT
P=xar\ M
p = tenze par (Pa)

m = hmotnost ldtky opoustéjici komirku za cas t (kg)
t = cas (s)

A = plocha kolmého fezu otvoru (m?)

K = korekeni faktor

Tlak par je uddn vztahem:
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1. 6. 6.

l.6.6.1

R = univerzdlni plynovd konstanta (J.mol™. K™),
T = teplota (K)
M = molekuldrni hmotnost (kg.mol™)

Korekéni faktor K zdvisi na poméru délky k poloméru kruhového otvoru:

pomer 0,1 0,2 0,6 1,0 2,0

K 0,952 10,9091 0,771 | 0,672 | 0,514

Vyse uvedend rovnice miZe byt napsdna ve tvaru:

_E m T
P=E =\

kde E = I%\/ZER , je efusni konstanta komtrky.

Tato efusni konstanta mtzZe byt urCena s vyuzitim referencnich latek (2, 9) pomoci
ndsledujici rovnice:

_prt | M,

om T

E
kde

p: = tlak par referencni ldtky (Pa)
M, = molekuldrni hmotnost referenénf latky (kg . mol™)

Metoda syceni plynu

Aparatura

Aparatura pouzivand pro tato méfeni sestdva z fady ddle popsanych a na obrdzku 6a
vyobrazenych ¢dsti (1).

Nosny plyn:

Nosny plyn nesmi se studovanou ldtkou chemicky reagovat. Obvykle je vhodny
dusik, nékdy je vsak nutné pouzit jiné plyny. Pouzité plyny musi byt suché. (Viz
obrazek 6a, Cislo 4: méf eni relativni vlhkosti plynu.)

Kontrola priitoku:

Pro kontrolu priitoku plynu je nutny vhodny regulacni systém, aby bylo mozné
zarucit konstantni a podle potieby nastavitelny priitok plynu sytici kolonou.

Lapace pro kondenzaci par:

Jejich vybér zdvisi na vlastnostech zkoumané latky a na pouZité analytické metodé.
Péary by se mély odluCovat kvantitativné tak, aby byla moZznd ndslednd analyza. Pro
fadu studovanych ldtek mohou byt vhodné lapace obsahujici kapaliny jako hexan
nebo etylenglykol. Pro jiné latky je naopak mozZno pouZivat tuhé adsorbenty.

K zachyceni pdry a ke kvantitativnimu uréeni mnoZzstvi hmoty transportované
zndmym mnoZstvim nosného plynu mohou byt pouZzity analytické techniky jako je
chromatografie. Navic miZe byt méfen tbytek hmotnosti vzorku.
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l.6.6.2

1.6.6.3

Vymeniky tepla:

Pro méfeni pii rlznych teplotdich miiZe byt potiebné zabudovat do aparatury
vyménik tepla.

Sytict kolona:

Studovand ldtka se nanese v rozpusténé formé na povrch vhodného inertniho
nosice. Tento se vloZi do sytici kolony. Kolona by méla byt dimenzovdna a pritok
plynu nastaven tak, aby bylo zaruceno dplné nasyceni nosného plynu. Kolonu je
nutno termostatovat. Ma-li se méfit pfi teplotdch nad 20 °C, musi byt ¢4sti aparatury
mezi sytici kolonou a vymrazovackami rovnéZz ohfivdny, aby se zamezilo
kondenzaci sledované 14tky.

Za syti¢ kolony mize byt umisténa kapildra (obrdzek 6b), aby se snizil tok hmoty
zpusobeny difuzi.

Postup méreni
Priprava sytici kolony (syticich kolon):

Studovand ldtka se rozpusti ve vysoce tékavém rozpoustédle a pfidd se k
dostatecnému mnoZstvi nosiCe. Je nutno pfidat dostatecné mnozstvi studované ldtky,
aby bylo zaruceno nasyceni po celou dobu méfeni. Rozpoustédlo se na vzduchu
nebo v rotaénim odpatovaci tplné odpafi a peclivé promiseny materidl se naplni do
sytici kolony. Po zaht4ti vzorku se aparaturou vede suchy dusik.

Meéreni:

Lapace nebo pritokové detektory se pfipoji na vystup z kolony a méfi se ¢as. Na
pocdtku a v pravidelnych intervalech béhem méfeni se kontroluje pritok pocitacem

bublinek (nebo kontinudlné pritokomérem). Na vystupu ze sytici kolony je nutno
méfit tlak. To lze provést:

a)zapojenim manometru mezi kolonu a lapace (to nemusi byt zcela uspokojivé
v disledku rostouctho mrtvého objemu a zvétSené adsorpéni plochy),

b) stanovenim tlakovych tbytki ve sméru pouzitého vzorkovaciho zafizeni jako
funkce objemového prittoku v samostatném experimentu (toto nemusi pfindset
uspokojivé vysledky pro lapace s absorpcnimi kapalinami).

PfedbéZnymi pokusy nebo odhadem se urc¢i doba potfebnd pro odlouc¢eni mnozstvi
ldtky nezbytného pro jednotlivé metody stanoveni . Jako alternativa pro sbér latky
pro dalsi analyzu miize byt uzita priitokova kvantitativnd analytickd technika (napf.
chromatografie). Dfive nez se provede vypocet tenze par pii dané teploté provedou
se predbézné pokusy pro stanoveni maximdlni priitokové rychlosti, pfi které je
nosny plyn dokonale nasycen pdrou latky. Za timto ucelem se zavddi nosny plyn do
sytici kolony (kolon) nizkym objemovym pratokem volenym tak, Ze dalSim
snizovanim priitokové rychlosti vypoctend hodnota tenze par jiZ neroste.

Specifickd analytickd metoda zdvisi na druhu studované litky (napf. plynova
chromatografie nebo gravimetrie). Ur¢i se mnozstvi ldtky, které je undseno zndmym
objemem nosného plynu.

Vypocet tenze par

Tenze par se pocitd z hustoty par, W/V, podle rovnice:
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1.6.7

1.6.7.1

1.6.7.2

RT

M

<| =

p:

= tenze par (Pa)

hmotnost absorbované latky (g)

objem nasyceného plynu (m?)

= univerzalni moldrni plynové konstanta (J. mol™. K™)
T = termodynamicka teplota (K)

M = moldrni hmotnost (g . mol™)

p

A\
A%
R

Naméfené objemy je nutno korigovat v dlsledku rozdild tlakdt a teplot mezi
pratokomérem a sytici kolonou vyhfivanou termostatem. Je-li pratokomér zatfazen
za adsorpénimi lapaci, mohou byt provedeny Zddouci korekce s ohledem na podil
slozek stékajicich z absorpéniho lapace (1).

Rotujici télisko (8),(11),(13)

Aparatura

Metoda rotujiciho téliska mize byt provedena s vyuZitim zafizeni zndzornéného na
obrdzku 8. Schematicky ndcrtek méfici soustavy je zndzornén na obrédzku 7.

Typické méfici zafizeni md méfici hlavu, umisténou v termostatované ldzni
(regulované s pfesnosti na 0,1 °C). Nddobka se vzorkem je umisténa do
termostatované ldzné (regulované s piesnosti na 0,01 °C). VSechny ostatni dily
zafizeni jsou udrZovdny pii vyssi teploté, aby nedochdzelo ke kondenzaci. K zafizeni
se pfipoji vakuovymi ventily vysokovakuové Cerpaci zafizeni.

Méfici hlava se sklddd z ocelové kulicky (4 - 5 mm v priméru) umisténé v trubici.
Kulicka je zavéSena a stabilizovdna v magnetickém poli obvykle s vyuZitim
kombinace trvalych magnetii a fidicich elektromagnetickych civek.

Kulicka je wuvddéna do rotatniho pohybu rotujicimi magnetickymi poli
produkovanymi civkami. Zvedaci civky, méfici nizkou, ale trvalou zbytkovou
magnetizaci kuli¢ky, zaji$fuji moznost méfeni rota¢ni rychlosti.

Postup méreni

Jakmile kulicka dosdhne stanovenou rotacni rychlost v, (obvykle kolem 400 otacek
za sekundu), zastavi se dals$i napdjeni a zahdji se zpomalovani vyvolané brzdicim
ucinkem plynu.

Pokles rotac¢ni rychlosti je méfen jako funkce Casu. Vzhledem k tomu, Ze brzdéni
zplisobené magnetickym zdvésem je zanedbatelné ve srovndni s brzdénim
zptsobenym plynem, je tlak par ddn vztahem:

T Cpl P Vv

cl0t = v,

kde

p = tenze par (Pa)
¢, = primérnd rychlost molekul plynu
r = polomér kulicky
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p = hustota kulicky

o = koeficient te¢ného prenosového impulsu ( ¢ = 1 pro idedlné kulaty povrch
kulicky)

t = cas

vy = rotacni rychlost po Case t

V, = pocdtecni rotacni rychlost

Rovnice miZe byt rovnéZ napsdna ve tvaru:

nCprp by —lhq
106 " t,.t,.1

kde t, , t,; jsou Casy potiebné pro stanoveny pocet rotaci N. Casové intervaly t, , t,.
ndsleduji za sebou a t, > t, 4.

Priimérnd rychlost molekul plynu ¢, je ddna vztahem

I8RT
Ch =
P M
T = teplota

R = univerzdlni moldrni plynova konstanta
M = moldrni hmotnost

VYSLEDKY

Stanoveni tenze par kteroukoliv z vySe popsanych metod by se mélo provést
nejméné pii dvou teplotdch. Aby se ovéfil linedrni pribeh kiivky tenze par v oblasti
teplot od 0 °C do 50 °C doporucuje se méfeni pii tiech nebo vice teplotdch.

PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce by mél obsahovat ndsledujici informace:

- pouZitd metoda,

- presné udaje o sledované latce (identifikace a necistoty),

- nejméné dvé hodnoty tenze par a teploty, pfednostné v oblasti 0 °C az 50 °C,
- vSechny vychozi udaje,

- kfivku log p proti 1/T,

- odhadnutou hodnotu tenze par pii 20 °C nebo 25 °C.

Zjisti-li se zména stavu (fazovy piechod, rozklad), mély by byt uvedeny nasledujici
skute€nosti:

- druh zmény,

- teplota pii atmosférickém tlaku, pfi které ke zméné dochazi,

- hodnoty tenze par pii 10 °C a 20 °C pod a nad bodem, ve kterém dochdzi ke
zméné (s vyjimkou pfechodu z tuhého do plynného skupenstvi).

Ve zpravé musi byt zminény veskeré informace a pozndmky, které maji vyznam pro
hodnoceni vysledkd, zejména z pohledu znecisténi a fyzikdlniho stavu latky.
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PRILOHA 1
VYPOCETNI METODA

Uvod
Vypoctené hodnoty tenze par mohou byt pouZity:

- k rozhodnuti, kterd z experimentdlnich metod je vhodnd (pro danou latku)

- k provedeni odhadu nebo stanoveni meznich hodnot v pfipadech, kde
experimentdlni metoda nemuize byt aplikovdna z technickych divoda (véetné
piipadu, kdy tlak par je neméfitelné nizky)

- jako pomoc pfi identifikaci pfipadl, kdy neexistence experimentdlnich méfeni je
odiivoditelnd nebof tenze par je pii pokojové teploté pravdépodobné niZsf nez 107
Pa.
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Princip metody

Tenze par kapalin a tuhych ldtek miZe byt stanovena vypoctem podle
modifikovandho Watsonova korela¢niho vztahu (a). Pozaduje se pouze jeden
experimentdlni ddaj a to normdlni teplota varu. Metoda je vhodnd pro tlaky
zahrnujici oblast od 10° do 10” Pa. Podrobn4 informace o metodé je k dispozici

v literatufie (b).

Postup vypoctu

2T\ "
3- — m-1
AH,, T, 2T T
InPy, x ———| 1- -2m| 3 - — In —
AZ, RT, T T, T,
Ty
kde
T = teplota, pro kterou je tenze par vypocitdvana
Ty, = teplota varu pii normdlnim tlaku
T,, = vypoctena tenze par pii teploté¢ T
AH,, = vyparné teplo

AZ, = komresibilitni soucinitel (uZije se hodnota 0,97)
m = empiricky faktor, jehoZ hodnota zdvisi na skupenském stavu pfi teploté T,
pro niZ je provddén vypocet

Dale:
Hvb

= K7(8,75 + R1nT})
b

kde Kg je empiricky soucinitel souvisejici s polaritou zkouSené ldtky. Pro ridzné
skupiny latek jsou hodnoty Kg uvedeny v literatute (b).

Velmi casto jsou k dispozici udaje, kde je teplota varu uddna pfi sniZzeném tlaku. V
takovém pfipadé¢ je uvadén v literatute (b) pro vypocet tenze par vztah:

2TV T, !
1|3 22| Zom|3 28
T

I
kde T, je teplota varu pfi snizeném tlaku P;.

T
In—
T,

vl

Z,RT,

In Py, # InP; +

Uvadéni vysledku

Je-li pouZzita vypoctovd metoda, zprdva musi obsahovat podrobné tdaje o zplsobu
vypoctu.
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5 Literatura
(a) K. M. Watson, Ind. Eng. Chem., 1943, sv. 35, str. 398

(b) W. J. Lyman, W. F. Reehl, D. H. Rosenblatt: Handbook of Chemical
Estimation Methods, McGraw - Hill 1982.
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PRILOHA 2
Obrazek 1

Piistroj ke stanoveni kfivky tenze par dynamickou metodou.

| —————— —N,

)

P 1 = termoclanek
2 = vyrovndvaci prostor vakua
3 = manometr
4 = vakuum
: - P 5 = méfici bod
L/ 150w 6 = topny clanek asi 150 W
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Obrazek 2a

Pfistroj pro proméfeni kfivky tenze par s vyuZitim statické metody (s
manometrickou trubici ,,U*)

~ 1
[ W (
E‘;,
N
o
f
N 9
v
)
]
s
7 ;
‘W . Al
I3
—{— — R
=== —_ [
— 7 — 3o
= = AR
— e 24 I
—_— —_— ' o
= — R =
= W= i I
— = - Ls
— A -y '-_.‘
— LYY oy 3 il
— Yi=— b x
= = : T
= o —
-6

ZkouSend ldtka

Plynnd fdze

Vysokovakuovy ventil

U - trubice (pomocny manometr)
Manometr

Lazen termostatu

Méfidlo teploty

K vakuové pumpé

Odvzdu$néni

O 01O\ N B~ W -
I
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Obrézek 2b

Pristroj ke stanoveni kfivky tenze par statickou metodou (s pouzitim ukazatele tlaku)

~

J
-~

T

T

ZkousSena latka

Plynna fdze
Vysokovakuovy kohout
= Stupnice tlaku
Ukazatel tlaku
Temperacni 14zen
Méfidlo teploty

~NON ks W
|
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Obrazek 3

Isoteniskop (viz literatura (7))

K systému méteni a kontroly tlaku
Trubice s vn€jSim primérem § mm
Suchy dusik v tlakovém systému
Péry vzorku

Mal4 desticka

Kapalny vzorek

1
2
3
4 =
5
6
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Obrazek 4

Pristroj ke stanoveni kfivky tenze par pomoci vah pro stanoveni tenze par

10

W% 77

1 et

A
Y%

NS00 0. 79000000

A i

1 = ZkouSena ldtka 7 = Stinitko

2 = Plynné faze s proudem par 8 = Chladici tycka pro chladici blok
3 = Zplynovaci picka s rota¢nim vstupem 9 = Miska vah

3a = Viko s otvory 10 = Mikrovdhy

4 = Vyhftivani picky (chlazeni) 11 = K zapisovaci

5 = Méfeni teploty vzorku 12 = K vysokovakuové pumpé

6 = Chladici blok
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Obrazek 5

Ptiklad zafizeni pro odpafovdni za nizkého tlaku efusni metodou vybaveného efusni
komiirkou o objemu 8 cm’

f

[

%,mlw
\
\

7777

/S

/Y

10

Piipojka k vakuu 6 = Pripravek pro zasouvani
Dutina pro platinovy odporovy teplomér a vyjimani efusnich komurek
Viko vakuového bloku Sroubovaci vicko
Tésnéni ve tvaru krouzku Kiidlové matky (6)
Hlinikovy vakuovy blok = Cepy
10 = Ocelové efusni komirky
11 = Topné patrony (6)

Il Il
O 0
Il

N B~ W
I
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Obrazek 6a

Priklad priitokového systému ke stanoveni tenze par metodou syceni plynu

'_-M Hﬁ
72l &S |

I 2

1 = Reguldtor priitoku 6 = Tésnéni z PTFE

2 = Vyménik tepla 7 = Pratokomér

3 = Jehlové ventily 8 = Absorpéni lapac

4 = Pfistroj pro méfeni relativni vlhkosti 9 = Olejovy lapac

5 = Saturaéni kolony 10 = Fritovy pocita¢ bublinek
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Obrézek 6b

Priklad zafizeni pro stanoveni tenze par metodou syceni plynu s kapildrou
zatazenou za sytici kolonu

N

2

N

\

AN

- — 17
— tr——’rrj Z
7
7
Y,

N

N

1 = Pritokomér s vyhfivanou spirdlou
2 = Manometr

3 = Ldazen termostatu
4 = Spirdla pro termostatovani nosného plynu
5 = Teplomér (Pt 100)
6 = Sytici kolona
7 = Kapildra

8 = Absorbéry

9 = Plynomér

10 = Chladici 14zen
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Obrdzek 7
Ptiklad pokusného zafizeni pro metodu rotujiciho téliska

E A = Hlava pro sniméni otdcek rotujiciho
A téliska
B = Komirka se vzorkem

— —/
‘ C = Termostat
o D = Zdroj vakua (turbovyvéva)
E = Vzdu$ny termostat
D

Obrazek 8

Ptiklad méfici hlavy s rotujicim téliskem

1 = Kulicka 4 = Civky (2) pro svislou stabilizaci
2 = Evakuovany trubkovy ndstavec k 6 5 = Hnaci civky (4)
3 = Permanentni magnety 6 = Pfipojovaci spojka
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1.1

1.2

1.3

1. 4

1.5

POVRCHOVE NAPETI

POPIS METOD

Popsané metody vychézeji z doporuc¢eni OECD (1). Zdklady metod jsou uvedeny
v literatuie (2).

UvVoD

Metody, které jsou zde popsdny, se pouZivaji k méfeni povrchového napéti vodnych
roztok.

Pted provedenim téchto zkousek je ucelné mit k dispozici informace o rozpustnosti
latky ve vodé, o jeji struktufe, o hydrolyze a o kritické koncentraci pro tvorbu micel.

Déle uvedené metody je mozné pouZivat pro vSechny chemické ldtky bez omezeni z
hlediska stupné jejich Cistoty.

Meéfteni povrchového napéti prstencovou metodou je omezeno na vodné roztoky s
dynamickou viskozitou nizsi nez cca 200 mPa . s.

DEFINICE A JEDNOTKY

Povrchovd volnd entalpie vztaZzend na jednotku povrchu se nazyvéd povrchové
napéti.

Vyjadfuje se v téchto jednotkdch:

N.m ! (jednotka v soustavé SI), nebo
mN.m "' (odvozend jednotka v soustavé SI),
1 N.m™! = 10° dyn.cm™,

1 mN.m™ = 1 dyn.cm™ v zastaralé soustavé CGS.

REFERENCNI LATKY

Referencni ldtky neni nutné pouZzivat ve vSech ptipadech, ve kterych se studuje novd
latka. Referencni ldtky by mély v prvni fadé slouZit k obcasné kalibraci méticiho
zafizeni, a pfi pouZiti jiné metody, k porovndni vysledkd.

Referencni latky, které pokryvaji Siroky obor hodnot povrchového napéti, jsou
uvedeny v literatuie (1) a (3).

PRINCIP METOD

Metody jsou zalozeny na méfeni nejvetsi sily, kterou je nutné plisobit ve svislém
sméru na tfminek nebo prstenec, ktery se dotykd sledované kapaliny naplnéné

v méfici nddobé, aby se z této kapaliny vytdhl. Nebo se plsobi silou na desticku,
kterd se svym okrajem dotykd povrchu, aby se vznikly film vytdhl nahoru. Latky,
jejichZ rozpustnost ve vodé dosahuje koncentrace alespoii 1 mg.l™! se méii ve
vodnych roztocich jednotkové koncentrace.

KRITERIA KVALITY

Presnost téchto metod pravdépodobné prekracuje veskeré pozadavky kontroly
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v ochrané Zivotniho prosttedi.

1.6 POPIS METOD
Ptipravi se roztok ldtky v destilované vodé. Koncentrace roztoku by méla byt
90 % koncentrace nasyceného roztoku ldtky ve vodé. Pokud tato koncentrace
presdhne 1 g.I”', pouZije se k méfeni roztok o koncentraci 1 g.I"". Latky, jejichz
rozpustnost je nizsi nez 1 mg.l” je zbyteéné zkouset.

1.6.1  Destickova metoda
Viz ISO 304 a NF T 73-060 (Surface active agents - determination of surface
tension by drawing up liquid films).

1.6.2  Timinkova metoda
Viz ISO 304 a NF T 73-060 (Surface active agents - determination of surface
tension by drawing up liquid films).

1.6.3  Prstencova metoda
Viz ISO 304 a NF T 73-060 (Surface active agents - determination of surface
tension by drawing up liquid films).

1. 6.4  Prstencovda metoda OECD

1. 6.4.1 Pristroj
Pro uvazovand méfeni se hodi komercni tenziometr, sestdvajici z téchto €asti:
- pohyblivy stolek pro vzorek,
- systém méfenti sily,
- méfici télisko (prstenec),
- méfici nddoba.

1.6.4.1.1 Pohyblivy stolek pro vzorek
Pohyblivy stolek pro vzorek slouZzi jako podlozka pro termostatovanou méfici
nddobu, ve které je zkoumand kapalina. Spolu se systémem méfeni sily je upevnén
na stojanu.

1.6.4.1.2  Systém méfeni sily
Nad stolkem pro vzorek se nachdzi systém méfenti sily (viz obrazek). Chyba méfeni
sily by neméla piekroéit hodnotu + 10° N, coZ odpovidad chybé + 0,1 mg pfi
stanoveni hmotnosti. Ve véts$in€ piipadll je méfici stupnice komerénich tenziometrii
délena v mN.m™', takZe povrchové napéti je mozné odeéitat pifmo v mN.m™ s
presnosti 0,1 mN.m™,

1.6.4.1.3 MEérici télisko (prstenec)

Prstenec se obvykle zhotovuje z platinoiridového dritu o sile asi 0,4 mm. Stfedni
obvod ¢ini 60 mm. Prstenec z drdtu je zavéSen vodorovné na upeviovaci vidlici z
drdtu a na kovové tycince, kterd tvoii spojeni k systému méfeni sily (viz obrdzek ).
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Obrazek

Meérici télisko (prstenec)
( V8echny rozméry jsou v mm)

!
, [ I
Tycinka |
' 2
| !
Upevilovaci vidlice ’
.}. [—
| g
i !
|
. | R
o . t
! I
| i p
T BN -
Prstenec

. —

3~ 195

1.6.4.1.4 ME¢éfici nadoba

Pro zkoumany roztok pifi métenich by se méla pouzivat sklenénd nddoba umisténa
v termostatu. Uspotfdddni by mélo byt takové, aby teplota, jak zkoumané kapaliny,
tak plynné faze nad jejim povrchem, zdstala béhem méfeni konstantni a aby se
vzorek nemohl odpafovat. K tomu je mozné pouZivat védlcové sklenéné nddoby o
vnitinim priméru nejméné 45 mm.

1. 6. 4.2 Priprava aparatury
1.64.2.1 Cisténf

Sklenéné nddoby je nutné peclive Cistit. Pokud je to nutné, mély by se vymyt horkou
kyselinou chromsirovou a nésledné koncentrovanou kyselinou fosfore¢nou (83-98

% hm. H3PO,), peclivé vypldchnout pitnou vodou a nakonec jesté vymyt dvakrat
destilovanou vodou, az se ziskd neutrdlni reakce. Potom se nddoba vysusi nebo se
vypldchne zkoumanym roztokem vzorku.
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1.6.422

Prstenec je tfeba nejprve peclivé umyt vodou, aby se odstranily vSechny ldtky
rozpustné ve vode€. Poté se krdtce ponofi do kyseliny chromsirové, opldchne se
dvakrét v destilované vodé az do neutrdlni reakce a nakonec se krdtce ohfeje nad
metanolovym plamenem.

Pozndmka:

Znecisténi latkami, které se nerozpoustéji ani nerozklddaji kyselinou chromsirovou
ani kyselinou fosfore¢nou, jako napiiklad silikony, je nutné odstraniovat vhodnymi
organickymi rozpoustédly.

Kalibrovani aparatury

Kontrola aparatury spocivd v prezkouSeni nuly. Méla by byt nastavena tak, aby udaj
pfistroje dovoloval spolehlivé stanoveni v mN.m™.

a) Ustavent:

Ptistroj je nutné umistit vodorovné, ¢ehoz je mozné dosdhnout napiiklad pomoci
vodovdhy, kterd se poloZi na zdkladovou desku tenziometru a odpovidajicim
nastavenim stavécich Sroubd, kterymi je pfistroj vybaven.

b) Nastaveni nuly:

Po upevnéni prstence na aparatuie a pred ponofenim do kapliny je tfeba nastavit
nulu ukazatele tenziometru a zkontrolovat rovnobéZznost prstence s hladinou
kapaliny. K tomu je moZné pouZzit hladiny kapaliny jako zrcadla.

¢) Kalibrace:

Vlastni{ kalibraci pfed méfenim je mozné provést dvojim zplisobem:

ee,

ca) Pouzitim zévazi: pfi tomto postupu se pouziji jezdci o zndmé hmotnosti mezi
0,1 g a 1,0 g, ktefi se umisti na prstenec. Kalibra¢ni faktor ¢,, kterym je tieba
ndsobit v§echny hodnoty odeétené na pfistroji, je mozné urcit podle rovnice (1):

°r K m'g( N ! 1
¢a_ y ear_z—b m m) ()

Oa

kde

m = hmotnost jezdct (g),

g = zemské zrychleni (981 cm.s™ v trovni hladiny mofe),

b = stfedni obvod prstence (cm),

¢, = odectend hodnota na tenziometru po umisténi jezdcli na prstenec
(mN.m™).

cb) Pouzitim vody: pii tomto postupu se pouzije Cistd voda, jejiz povrchové napéti
m4 pii 23 °C hodnotu 72,3 mN.m™". Tento postup je mnohem rychleji
proveditelny neZ kalibrace se zdvazimi. Existuje zde vSak vidy nebezpeci, Ze
povrchové napéti vody je pozménéno stopovym zneciSténim povrchoveé
aktivnimi ldtkami.

Kalibracni faktor ¢y, kterym je tieba ndsobit vSechny hodnoty odectené na
pfistroji, je mozné urcit podle rovnice (2):
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1.6.4.3

1.6.5

1.6.6

2)
kde

o, = udand hodnota povrchového napéti vody v literatuie (mN.m™),
7 ¢ = namé&fend hodnota povrchového napéti vody (mN.m™),
obé pfi stejné teploté.

Priprava vzorkii

Je teba pfipravit vodné roztoky zkoumanych ldtek v poZadovanych koncentracich.
Roztoky nesméji obsahovat Zddné nerozpusténé slozky.

Roztoky je tfeba udrzovat pfi konstantni teploté (+ 0,5 °C). Protoze se povrchové
napéti roztoku obsazeného v méfici nddobé v pribehu casu méni, méla by se méfeni
provadét v riznych okamZicich a méla by se vynést odpovidajici kfivka zndzoriujici
povrchové napéti jako funkci ¢asu. Rovnovédzného stavu je dosaZeno, jakmile jiz
nedochdzi k dal§im zméndm.

Méfeni je ovlivilovdno zneciSténim prachem nebo plynnymi ldtkami. Z tohoto
didvodu by se mélo pracovat pod ochrannym piiklopem.

Podminky méreni

Mgéfeni je tfeba provadét pii + 20 °C, a méla by byt dodrzena konstantnost teploty
na + 0,5 °C.

Postup méreni

Meétené roztoky se naplni do peclivé vycisSténé méfici nddoby, pficemz je tfeba dbat
na to, aby se predeslo tvorbé pény. Nddoba se pak postavi na stolek zkuSebni
aparatury. Horn{ ¢dst stolku s méfici nddobou se vySroubuje tak vysoko, aby
prstenec zasahoval pod hladinu méfeného roztoku. Horni ¢ést stolku se pak pomalu
a rovnomérné snizuje (rychlosti asi 0,5 cm.min™"), aby se prstenec vytahl z hladiny

aZz bude dosazeno maximdlni hodnoty sily. Film kapaliny Ipici na prstenci se od ného
nesmi odtrhnout. Po skonceni méfeni se prstenec opét ponoii pod povrch a postup
se opakuje, aZ se dosdhne konstantni hodnoty povrchového napéti. Pfi kazdém
stanoveni by méfeni asu mélo zacinat pfi plnéni roztoku do méfici nddoby.
Odecteni se provede vZdy v okamZiku, ve kterém je dosaZeno maximadlni sily pfi
vytaZeni prstence z hladiny kapaliny.

VYHODNOCENI

Pii vypoctu povrchového napéti se nejprve hodnota v mN.m™ odeétend na piistroji
vynasobi cejchovacim faktorem @, nebo @, ( podle pouzité cejchovaci metody).
Ziskame tak hodnotu, kterd vSak plati pouze ptiblizné a potiebuje proto korekci.
Harkins a Jordan (4) urcili empirické korekéni faktory pro hodnoty povrchového
napéti zméfeného prstencovou metodou. Tyto faktory zdvisi na rozmérech prstence,
hustoté kapaliny a jejim povrchovém napéti.

Protoze je zdlouhavé urcovat pro kazdé jednotlivé méfeni korekéni faktor z tabulek
Harkinse a Jordana pro vypocet povrchového napéti vodnych roztoki, je mozné
pouZit zjednodusenou metodu, kterd spocivd v tom, Ze se korigované hodnoty
povrchového napéti odectou piimo z ndsledujici tabulky. (Pro odectené hodnoty,
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které lezi mezi hodnotami uvedenymi v tabulce, je mozné korigovanou hodnotu
interpolovat.)

TABULKA : KOREKCE NAMERENYCH HODNOT POVRCHOVEHO
NAPETI

(Pouze pro vodné roztoky, p =~ 1 g.cm™)
R = 9,55 mm (stfedni polomér prstence)
r = 0,185 mm (polomér drétu prstence)

Experimentdlni hodnota Korigovand hodnota (mNm™)
(mNm™) Kalibrace zdvazimi Kalibrace vodou
(viz 1. 6. 4. 2 pism. bca)) | (viz 1. 6. 4. 2 pism. bcb))
20 16,9 18,1
22 18,7 20,1
24 20,6 22,1
26 224 24,1
28 243 26,1
30 26,2 28,1
32 28,1 30,1
34 29.9 32,1
36 31,8 34,1
38 33,7 36,1
40 35,6 38,2
42 37,6 40,3
44 39,5 423
46 414 444
48 434 46,5
50 453 48,6
52 473 50,7
54 49,3 52,8
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3.1

56 512 54.9
58 532 57,0
60 552 59,1
62 572 613
64 592 63.4
66 612 65,5
68 63.2 67,7
70 65.2 69,9
72 67.2 72,0
74 69,2 ]

76 71,2 -

78 732 -

Tabulka byla sestavena na zdkladé korekci podle Harkinse a Jordana a podle normy
DIN 53914 pro vodu a vodné roztoky (hustota = 1 g.cm™ ). Plati pro b&Zny
komer¢ni prstenec o rozmérech: R = 9,55 mm (stfedni polomér prstence) a

r = 0,185 mm (polomér drétu prstence). Tabulka obsahuje korigované hodnoty pro
méfeni povrchového napéti s cejchovanim bud zdvazimi nebo vodou.

Alternativné je mozné vypocitat povrchové napéti bez ptedchoziho cejchovani
podle rovnice :

f.F
 4nR

(o)

kde

F = sila udand méficim systémem pii odtrZenf filmu,
R = polomér prstence,
f = korekéni faktor (1)

ZAVERECNA ZPRAVA
PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce by mél obsahovat ndsledujici informace:

- pouZitd metoda,
- druh vody nebo pouzitého roztoku,
- presna specifikace latky (identifikace a necistoty),
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3.2

- vysledky méfent: jak odectené hodnoty povrchového napéti s uvedenim
jednotlivych naméfenych hodnot a jejich aritmetického priiméru, tak korigované
stfedni hodnoty (pficemz se bere v tvahu jak cejchovaci faktor, tak tabulka
korekci),

- koncentrace roztoku,

- teplota pii méfent,

- staff méfeného roztoku, zejména ¢asovy odstup mezi piipravou roztoku a
meérenim,

- znédzornéni Casové zdvislosti povrchového napéti po naliti roztoku do méfici
nadoby,

- je tfeba uvést veskeré informace a pozndmky uZitecné pro vyhodnoceni vysledki,
zejména co se tykd necistot a skupenstvi

VYHODNOCENI VYSLEDKU

Vzhledem k tomu, Ze povrchové napéti vody je 72,75 mN.m™ pii 20 °C, latky u
nich? bylo touto metodou naméfeno povrchové napéti mensi nez 60 mN.m™, se
chdpou jako povrchové aktivni materidly.

LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 115, Decision of the Council C(81) 30
final.

(2) R. Weissberger ed.: Technique of Organic Chemistry, 3 rd ed., Interscience
Publ., New York, 1959, Vol. I, Part I, Chapter XIV

(3) Pure and Applied Chem., Vol. 48, 1976, s. 511.
(4) Harkins, W. D., Jordan, H. F., J. Amer. Chem. Soc., Vol. 52, 1930, s. 1751.
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VI

1.1

1.2

1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

ROZPUSTNOST VE VODE

POPIS METODY
Popsané metody vychézeji z doporuc¢eni OECD (1).

UvoD
Pied provedenim vlastntho méfeni by mély byt k dispozici informace o strukturnim
vzorci, tenzi par, disociacni konstanté a chovani latky pfi hydrolyze ( jako funkce

pH).

Pro cely rozsah rozpustnosti ve vodé neexistuje jedna jedind metoda.

Dvé niZe popsané metody pokryvaji cely obor rozpustnosti, avSak nejsou pouzitelné
pro tékavé latky:

- prvni metoda, kterd je pouzitelnd pro Cisté latky s malou rozpustnosti (< 1072 g1?),
stdlé ve vodé; tato metoda se oznacuje jako ,,sloupcovd elucni metoda“;

- druhd metoda, kterd je pouZitelnd pro Cisté latky s vyssi rozpustnosti (> 107 g.I™h),
stdlé ve vodé; tento postup se oznacuje jako ,,.baitkovd metoda“.

Rozpustnost zkoumané latky ve vodé miiZze byt zna¢né ovlivnéna necistotami.

DEFINICE A JEDNOTKY

Rozpustnost dané latky ve vodé je definovdna hmotnostni koncentraci jejtho
nasyceného roztoku ve vodé pfi dané teploté. Rozpustnost ve vodée se uddvd

v jednotkdch hmotnosti v objemu roztoku. Jednotka v soustavé SI je kg.m™ (miZe
se také pouzivat gl ™).

REFERENCNI LATKY

Referencni latky neni nutné pouzivat ve vSech pfipadech, ve kterych se studuje novd
latka. Referencni ldtky by mély slouZit v prvé fadé k obcasné kontrole provddéni
metody a k porovndni s vysledky jinych metod.

PRINCIP METODY

Jednoduchym piedbéZznym pokusem by se mélo stanovit piiblizné potfebné
mnoZstvi vzorku a doba nutnd pro dosaZzeni nasycené koncentrace.
Sloupcova eluéni metoda

Tato metoda je zaloZena na eluci studované ldtky vodou z mikrokolony, naplnéné
inertnim nosicem, jako napf. sklenénymi kulickami nebo piskem, pokrytym
piebytkem studované ldtky. Rozpustnost ve vodé je dosazena, kdyZ jsou
koncentrace ve frakcich eludtu ndsledujicich po sobé konstantni. To se projevi
plochou ¢&4sti kiivky, vyjadfujici koncentraci jako funkei Casu.

Bankova metoda

Pii této metod¢ se latka (tuhé latky musi byt ve formé prasku) rozpusti ve vode pfi
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1.5

1.5.1

1.5.2

1.6

1.6.1

1.6.2

Vv s

teploté, kterd je o néco vyssi nez teplota métfeni. Kdyz je dosaZzeno nasyceni, roztok
se ochladi a udrzuje se pfi teploté méfeni. Roztokem se michd azZ je dosazeno
rovnovéhy.

Jinou mozZnosti je provddét méteni piimo pfi poZzadované teploté, pokud je
vhodnym vzorkovdnim prokdzdno, Ze je dosaZzeno rovnovdhy nasyceni.

Koncentrace zkoumané ldtky ve vodném roztoku, ktery nesmi obsahovat Zddné
nerozpusténé Cdstice latky, se stanovi vhodnou analytickou metodou.

KRITERIA KVALITY

Opakovatelnost

Pti sloupcové elucni metodé je dosazitelnd hodnota < 30 %. Pti baiikkové metodé by
méla byt < 15%.

Citlivost

Z4visi na analytické metodé. Mohou vSak byt stanoveny hmotnostni koncentrace az
do 10 g.I™".

POPIS METOD

Podminky méreni

Meéfeni se provadi pokud mozno pii 20 + 0,5 °C. Pfedpokldda-li se zavislost
rozpustnosti ve vodé na teploté (> 3% na 1 °C), mé&fi se pfi dvou dalSich teplotdch,
které lezi nejméné 10 °C nad a pod ptivodné zvolenou teplotou. V tomto pifpadé by
méla byt teplota drzena v rozmezi + 0,1 °C. Zvolenou teplotu je tfeba udrzovat ve
vSech dulezitych ¢dstech aparatury konstantni.

PiedbéZny pokus

Asi 0,1 g vzorku (tuhé latky musi byt v praskové formé) se prevede do 10 ml
odmérného vélce uzaviratelného sklenénou zdtkou. Podle tabulky se ptiddva
vzristajici objem destilované vody o pokojové teploté.

0.1 g rozpusténo v 0.1 05 1 2 10 100 ~100
X ml vody

Pribliznd . >1000 | 1000200 | 200-100 | 100-50 | 50-10 10-1 <1
rozpustnost (g.I")

Po kazdém pfiddni mnoZstvi vody uvedeného v tabulce se smés silné tfepe 10 minut
a vizudlné se zjisti obsah nerozpusténych ¢éstic. Zistane-li vzorek nebo jeho ¢ast po
pfiddnd 10 ml vody nerozpustény, musi byt méfeni opakovdno ve 100 ml odmérném
vdlci s vétsim objemem vody. Pfi nizké rozpustnosti miZe byt doba potiebnd k
rozpusténi latky podstatné delsi (az 24 hodin). Pfiblizné rozpustnost je uvedena

v tabulce, a to pod objemem vody potiebnym k tplnému rozpusténi vzorku. Neni-li
latka ani pak uplné rozpusténa, mélo by se vyckat delsi dobu nez 24 hodin
(maximum 96 hodin), nebo ziedovat dale, aby se zjistilo, zda je tfeba pouzit
sloupcovou elucni nebo banikkovou metodu.
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1.6.3

1.6.3. 1

1.6.3.2

1.6.3.3

Sloupcova eluéni metoda

Nosic, rozpoustédlo a eluent

Nosi¢ pro sloupcovou eluéni metodu musi byt inertni. Vhodnymi materidly jsou
sklenéné kulicky a pisek. K naneseni zkoumané ldtky na nosi¢ by se mélo pouZit
vhodné t€kavé a analyticky Cisté rozpoustédlo. Jako eluent se pouzivd voda dvakrat
destilovand ve sklenéné nebo kfemenné aparatufte.

Pozndmka:
Nesmi se pouZivat voda ziskand pfimo z organického iontoménice.

Naneseni na nosic
Odvazi se asi 600 mg nosice a pievede se do 50 ml kulaté barky.

Odvézi se pfiméfené mnoZstvi studované ldtky a rozpusti se ve vybraném
rozpoustédle. K nosici se pfidd dostate¢ny podil roztoku. Rozpoustédlo musi byt
dokonale odstranéno, napt. v rotacni odparce. Pokud rozpoustédlo nebylo zcela
odstranéno, nedosdhne se tplného nasyceni nosi¢e vodou, diky rozdélovacim
efektim na povrch nosice.

Nanaseni studované latky na nosi¢ se mize stdt problematickym (chybné vysledky),
pokud se ldtka na nosici srdZi jako olej nebo krystalickd fdze. Problém je tfeba fesit
experimentdlné a podrobnosti musi byt zaznamendny.

Nosi¢ s nanesenou ldtkou se nechd 2 hodiny botnat asi v 5 ml vody. Pak se suspenze
naplni do mikrokolony. Je také moZné naplnit suchym nosi¢em s nanesenou latkou
mikrolonu, kterd byla predtim naplnéna vodou. Také v tomto ptipadé se nechd
rovnovdha ustalovat po dobu dvou hodin.

Méveni:
Vymyvani studované latky z nosice lze provadét dvéma riznymi zpisoby:

- obéhovym cCerpadlem (viz obrazek 1),
- vyrovnavaci nddobou (viz obrazek 4).

Vymyvdni s pouZitim obéhového cerpadla
Aparatura:

Typicky systém je schématicky zndzornén na obrdzku I. Vhodnd mikrokolona je
zndzornéna na obrdzku 2. V zdsad¢ je pfijatelnd i kterdkoli jind velikost za
pfedpokladu, Ze budou splnéna kriteria opakovatelnosti a citlivosti. Prostor hlavy
kolony by mél mit obsah nejméné péti objemi sloupce a mél by byt schopny
pojmout nejméné pét vzorkl. Prostor hlavy kolony mlZe byt mensi, pokud se
pocdtecnich pét objemt sloupce eluovanych s necistotami nahradi Cistym
rozpoustédlem.

Kolona by se méla pfipojit k obéhovému ¢erpadlu, které zajistuje konstantni pritok
asi 25 mLh™. Cerpadlo se pfipoji hadi¢kami z polytetrafluorethylenu (PTFE), resp.
sklenénymi trubickami. U aparatury, sloZené z kolony a ¢erpadla, musi byt moZnost
odbéru eludtu a vyrovndvdni tlaku v hlavé kolony s atmosférou. Nosi¢ s nanesenym
vzorkem se fixuje v koloné¢ malym (5 mm) smotkem sklenéné vaty, ktery soucasné
slouzi k odfiltrovani ¢dstecek. Jako Cerpadlo se miZe pouzit napi. peristaltické nebo
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1.6.3. 4

1.6. 4

1.6.4. 1

membréanové Cerpadlo (pfitom je tieba dbét toho, aby nedoslo ke znecisténi
materidlem hadicky a/nebo aby nedoslo k adsorpci na ném).

Postup mérent:

Zapoiji se priitok kolonou. Doporuduje se pritok asi 25 mLh™ (asi desetindsobek
objemu sloupce za hodinu pfi popsané kolon¢). Nejméné prvnich pét objemi
sloupce obsahujicich necistoty rozpustné ve vodé se vylije. Pak se nechd cerpadlo
béZet az do ustaveni rovnovdhy. Rovnovahy je dosazeno, kdyzZ se v péti po sobé
ndsledujicich vzorcich koncentrace nelisi ndhodnym zptsobem o vice nez + 30 %.
Tyto vzorky by se mély odebirat v intervalech, béhem kterych kolonou projde
objem eluentu rovny nejméné desetindsobku objemu sloupce.

Vymyvdni kolony pomoci vyrovndvaci nddoby (viz obrdzek 3 a 4)
Vyrovndvaci nddoba:

Vyrovndvaci nddoba se pfipoji pomoci sklenéné trubicky zasahujici ke dnu a
hadi¢ky z PTFE. Doporucuje se rychlost priitoku asi 25 mL.h™. Frakce eludtu
ndsledujici po sobé se shromazduji a jejich koncentrace se stanovi zvolenou
analytickou metodou.

Postup méreni:

Pro stanoveni rozpustnosti ve vodé se pouZiji frakce ze stfedniho oboru eludtu, ve
kterych koncentrace nejméné v péti po sobé ndsledujicich vzorcich zistdvaji
konstantni (+ 30 %).

V obou piipadech (pii pouziti obéhového ¢erpadla nebo vyrovnédvaci nadoby) se
provede druhé promyti pfi polovi¢ni priitokové rychlosti. Souhlasi-li vysledky obou
pokusti, povazuje se vysledek za uspokojivy. Je-li rozpustnost pfi niZsi pritokové
rychlosti zddnlivé vyssi, je nutné pritok snizovat vZdy na polovinu tak dlouho, az
dva po sobé¢ ndsledujici pokusy poskytnou stejnou hodnotu rozpustnosti.

V obou pfipadech (jak v piipadé ob&hového Cerpadla, tak vyrovndvaci nddoby) je
nutné vzorky podrobit zkouSce na koloidni ¢dstice pomoci Tyndallova efektu
(rozptylem svétla). Jsou-li v roztoku takové Castice pfitomny, je vysledek pokusu
nepouzitelny. Pokus je nutné opakovat po zlepSeni filtra¢ni funkce kolony.

Je nutné stanovit a zapsat hodnotu pH kazdého vzorku. Druhy pokus je tieba
provést pfi stejné teploté.

Baikova metoda

Pristroje

Pii této metod¢ jsou tfeba tyto pfistroje:

bézné laboratorni sklenéné nddoby a zafizend,

- zafizeni k tfepdni roztoku pfi konstantni teploté,

odstfedivka (pokud mozZno termostatovand), je-li ji tieba v piipadé emulzi,
pfistroje pro analytickd stanoveni.
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1. 6. 4.2 Postup méreni

MnozZstvi studované 1dtky potifebné pro nasyceni daného objemu vody se odhadne
na zdkladé vysledkt pfedbézného pokusu. Potfebny objem vody zdvisi na analytické
metodé a na rozsahu rozpustnosti. Do tfi sklenénych nddobek opatfenych
sklenénymi zatkami (napf. zkumavek odstfedivky nebo banék) se navazi asi
pétindsobek odhadnutého mnozstvi studované latky. Do kazdé z nddobek se pfida
zvolené mnozstvi vody, nacezZ se pevné uzaviou. Uzaviené nddobky se pak trepaji
pii 30 °C. (K tomu lze pouzit tfepacku nebo michacku pracujici pfi konstantni
teploté, napf. magnetické michani v termostatované vodni 1azni.) Po jednom dni se
vezme jedna z nddobek a nechd se za obCasného michdni stat po 24 hodin, aby se
ustdlila rovnovdna pfi teploté méfeni. Poté se obsah nddobky zcentrifuguje pii
teploté¢ méfeni a v ¢iré vodné fazi se vhodnym analytickym postupem stanovi
koncentrace studované ldtky. S obéma dalSimi baitkkami se provede stejny postup po
dvou az tfech dnech, poté co se pfedtim ustavila rovnovéana nasyceni pii 30 °C.

Odpovidaji-li vysledky alespon u poslednich dvou ban¢k pozadované
reprodukovatelnosti, stanoveni je uspokojivé. Pokud vysledky pro batiku 1,2 a 3
vykazuji stoupajici tendenci, je tfeba celé stanoveni opakovat s prodlouzenim doby
pro ustaveni rovnovdhy.

M¢éfeni mize byt provedeno i bez predbézné inkubace pii 30 °C. Aby se zjistila
rychlost ustaveni saturacni rovnovany, odebiraji se vzorky tak dlouho, az doba
michdni jiZ neovliviiuje koncentraci méfeného roztoku.

Pro kazdy vzorek je tfeba zaznamenat hodnotu pH.

1.6.5  Analyza

Pti uvedenych stanovenich je tfeba ddvat piednosti analytickym metoddm
specifickym pro dané ldtky, protoze jiz mald mnozstvi rozpusténych necistot mohou
zpusobit velké chyby pfi stanoveni rozpustnosti ve vodé. Piiklady téchto
analytickych metod jsou: plynovd nebo kapalinovd chromatografie, titra¢ni
stanoveni, fotometrické metody, voltametrické metody.

2 VYSLEDKY

2.1 Sloupcova eluéni metoda

Pro kazdy pokus se spocitd stifedni hodnota z nejméné péti po sobé ndsledujicich
odebranych vzork, vybranych z oblasti po dosazeni rovnovdZzného nasyceni
méfenou ldtkou. Vysledky se uddvaji ve hmotnostnich jednotkdch na jednotku
objemu roztoku.

Porovnaji se priméry dvou nezdvislych pokust provedenych za riiznych rychlosti
pratoku. Jejich opakovatelnost musi byt mensi nez 30 %.

2.2 Bankova metoda

Pro kaZdou ze ti{ ban€k se zaznamenaji samostatné vysledky, které pokud jsou
ustdlené (opakovatelnost je mensi nez 15 %) se zpriméruji a udd se rozpustnost ve
hmotnostnich jednotkédch na jednotku objemu roztoku. Pokud je rozpustnost velmi
vysokd (vice nez 100 g.I'"), vyzaduje to piepoéet hmotnostnich jednotek na
objemové jednotky s vyuZitim hustoty roztoku.
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3.1

3.2

PROTOKOL O ZKOUSCE

Sloupcova eluéni metoda
Protokol o zkousce by mél pokud moZno obsahovat ndsledujici informace:

- vysledky pfedbéZzného méftent,

- presny popis studované latky (identifikace a necistoty),

- koncentrace, hodnoty rychlosti pritoku a pH pro kazdy vzorek,

- primérné hodnoty a smérodatné odchylky pro nejméné pét vzorki z oblasti ploché
¢asti kiivky nasyceni z kazdého pokusu,

- prumérné hodnoty ze dvou po sobé ndsledujicich pfijatelnych méfent,

- teplota vody béhem procesu rozpoustént,

- pouZity analyticky postup,

- druh pouZitého materidlu nosice,

- zpusob naneseni studované ldtky na nosic,

- pouzité rozpoustédlo,

- informace o jakékoliv chemické nestdlosti studované latky béhem zkousky a pfi
pouzité analytické metodé,

- vSechny informace, které maji vyznam pro interpretaci vysledku, zvldsté s ohledem
na necistoty a fyzikdln{ stav latky.

Bankova metoda
Protokol o zkousce by mél pokud moZno obsahovat tyto tdaje:

- vysledky pfedbéZzného méfent,

- presny popis studované latky (identifikace a necistoty),

- vysledky jednotlivych analyz a primérné hodnoty, pokud byla pro jednu banku
stanovena vice neZ jedna hodnota,

- hodnota pH kazdého vzorku,

- primérnd hodnota pro ty banky, jejichZ vysledky se shodujf,

- teplota pfii stanovent,

- pouZitd analytickd metoda,

- informace o jakékoliv chemické nestdlosti studované latky béhem zkousky a pfi
pouzité analytické metodé,

- vSechny informace, které maji vyznam pro interpretaci vysledkd, zvlasté s ohledem
na necistoty a fyzikdln{ stav ldtky.

LITERATURA
(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 105. Decision of the Council C(81) 30 final.

(2) NF T 20-045 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use -
Determination of water solubility of solids and liquids with low solubility -
Columm elution method.

(3) NF T 20-046 (AFNOR) (Sept. 85). Chemical products for industrial use -
Determination of water solubility of solids and liquids with high solubility - Flask
method.
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PRILOHA

Obrazek 1

S

Pratokomér

Obéhové Cerpadlo

Mikrokolona

Sloupcova eluéni metoda s obéhovym cerpadlem

Vyrovndvani atmosférického tlaku

Termostatované
cerpadlo
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Obrazek 2

Typickd mikrokolona

(vSechny rozméry v mm)

a Pfipojeni pro
Nklenény zabrouseny spoj
)} Hlava kolony

Vnitini primér 5

Vnéjsi prameér 19

250
200

o
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[ Smotek sklenéné vaty
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Obrazek 3

Typicka kolona

(vSechny rozméry v mm)

[

Pfipojeni pro
sklenény zabrouseny spoj

Hlava kolony

=

Vnitini primér 5

L—— Vnéjsi prameér 19

150
200
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- Uzaviraci kohout
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Obrazek 4

Sloupcova elu¢ni metoda s vyrovndvaci nddobou

am]
L0

vyrovnavaci nddoba (napf. barika o obsahu 2,5 1)
kolona (viz obrdzek 3)

sbéra¢ frakci

termostat

teflonova hadicka

sklenénd zabrouSend zdtka

hadice na vodu (mezi termostatem a kolonou,
vnitini pramér asi 8§ mm)
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VII

1.1

1.2

ROZDELOVACI KOEFICIENT

METODA

Popsand metoda “tfepaci ldhve* je zaloZena na doporucenich OECD (1).

UvVoD
Pro provedeni této zkousky je uZitecné, jsou-li pfed vlastnim stanovenim k dispozici

pfedbéZné informace o strukturnim vzorci, disocia¢ni konstanté, rozpustnosti ve
vod¢, hydrolyze, rozpustnosti v n-oktanolu a o povrchovém napétf latky.

U disociujicich 14tek je nutné provddét méfeni pouze v jejich nedisociované formé
(volnd kyselina nebo volnd baze), ziskané pouzitim vhodného tlumivého systému o
pH nejméné o jednu jednotku niz$im (volnd kyselina) nebo vyssim (volnd béze)
nez pK.

Tato zkuSebni metoda zahrnuje dva samostatné postupy: metodu tiepaci ldhve a
vysokotcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Prvni z metod Ize pouzit, lezi-
li hodnota log P, (definice viz déle) v oblasti -2 az 4, druh4, lezi-li hodnota

log P,y v oblasti 0 az 6. Pfed provedenim kteréhokoli ze zkusebnich postupti je
nutné nejdiive ziskat pfedbézny odhad rozdélovaciho koeficientu.

Metoda tfepaci ldhve je pouZitelnd pouze pro Cisté ldtky, které jsou rozpustné ve
vode a n-oktanolu. Nelze ji pouZit pro povrchové aktivni latky (pro které je nutné
uvést hodnotu ziskanou vypoctem nebo odhad zaloZeny na ptislusnych
rozpustnostech v n-oktanolu a vodg).

Metoda HPLC neni pouzitelnd pro silné kyseliny a zdsady, komplexni kovové
slouCeniny, povrchové aktivni ldtky a ldtky, které reaguji s eluentem. Pro tyto ldtky
je nutné uvést hodnotu ziskanou vypo¢tem nebo odhad zaloZeny na pfislusnych
rozpustnostech v n-oktanolu a vodé.

Metoda HPLC je méné citlivd na pfitomnost necistot ve zkouSené ldtce, nez metoda
ttepaci ldhve. Nékdy v§ak mohou necistoty ztiZit interpretaci vysledki, protoZe se
stdvd nejistym urceni piki. U smési, které poskytuji nerozlisitelny svazek, je nutné
uvést spodni a horni mez log P.

DEFINICE A JEDNOTKY

Rozdélovaci koeficient (P) je definovdn jako pomér rovnovaznych koncentraci (C;)
rozpusténé latky v dvoufdzovém systému tvoreném dvéma prakticky nemisitelnymi
rozpoustédly.

V ptipadé n-oktanolu a vody plati:

Co

Pow:
Cw

kde ¢, = rovnovdZznd koncentrace ldtky v n-oktanolu,
cw = rovnovaznd koncentrace ldtky ve vode¢.

Rozdélovaci koeficient (P) je tedy podil dvou koncentraci a uddva se obvykle ve
formé svého dekadického logaritmu (log P).
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1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

REFERENCNI LATKY
Metoda tiepaci ldhve

Referencni latky neni nutné pouZivat ve vSech pfipadech, ve kterych se zkousi
novd ldtka. Referencni ldtky musi v prvni fad¢ slouZit k obCasné kontrole metody a
umoznit porovndni vysledkl pti pouziti jiné metody.

Metoda HPLC

Za tucelem korelace hodnot, naméfenych pro danou laitku metodou HPLC, s jeji
hodnotou P, je nutné sestrojit kalibracni graf zdvislosti log P na chromatografickych
udajich, tvofeny nejméné 6 referencnimi body. Volba vhodnych referenénich ldtek
se prenechdvd uzivateli. Pokud je to mozné, méla by mit alesponi jedna referencni
latka P, vysSi nez zkouSend ldtka a jind referencni ldtka P, niZsi nez zkousend
ldtka. U hodnot log P nizSich nez 4 miZe byt kalibrace zaloZena na udajich, zis-
kanych metodou tfepaci ldhve. U hodnot log P vyssich neZ 4 mliZe byt kalibrace
zaloZena na ovéfenych hodnotich z literatury, pokud jsou tyto v souladu s vypocte-
nymi hodnotami. Za ucelem dosazZeni vys$i pfesnosti je nejlépe zvolit referenni
latky, které jsou svou strukturou piibuzné se zkousenou ldtkou.

Existuji obsdhlé seznamy hodnot P,y pro mnoho skupin chemickych latek (2),(3).
Pokud nejsou k dispozici udaje o rozdélovacich koeficientech strukturné
ptibuznych latek, je moZné pouZit obecné;jsi kalibraci s jinymi referenénimi ldtkami.
Seznam doporucenych referenénich latek a jejich hodnot P, je uveden v dodatku
2.

PRINCIP METODY

Metoda tiepaci lihve

Pro stanoveni rozdélovactho koeficientu musi byt dosaZeno rovnovdhy mezi vSemi
vzdjemné pusobicimi sloZkami systému a musi byt stanoveny koncentrace ldtek,
rozpusténych v obou fazich. Studium literatury vztahujici se k této otdzce ukazuje,
7Ze k feseni problému je mozné pouzit riznych metod, spocivajicich v dikladném
promichdni obou f4zi, s jejich ndslednym odd€lenim za ucelem stanoveni
rovnovadznych koncentraci zkousené ldtky.

Metoda HPLC

HPLC se provddi na analytickych kolondch, plnénych komeréné dostupnou pevnou
fazi, obsahujici dlouhé uhlovodikové fetézce (napt. Cg, Cig), chemicky vdzané na
oxid kfemicity. Chemické ldtky, nastfiknuté do této kolony, se v ni pohybuji

rtiznou rychlosti v disledku riznych stupiil rozdéleni mezi mobilni fdzi a
uhlovodikovou staciondrni fazi. Smési chemickych ldtek se eluuji v pofadi své
hydrofébnosti, pfi¢emz latky rozpustné ve vodé se eluuji jako prvni a latky
rozpustné v olejich jako posledni, imérné ke svému rozdélovacimu koeficientu
uhlovodiky-voda. To umozZiiuje urcit vztah mezi retenénim ¢asem v této koloné (s
reverznimi fazemi) a rozdélovacim koeficientem n-oktanol/voda. Rozdélovaci
koeficient se odvodi z kapacitniho faktoru k, daného vyrazem:
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1.5

1.5.1

1.5.2

ve kterém

tr = retencni doba zkouSené ldtky,

tp = primérnd doba, kterou molekula rozpoustédla potfebuje k priichodu kolonou
(mrtvéd doba).

Nejsou zapotiebi kvantitativni analytické metody, je nutné pouze stanoveni elu¢nich
dob.

POZADAVKY NA KVALITU

Presnost
Metoda trepaci ldhve

Aby byla zarucena piesnost hodnoty rozdélovaciho koeficientu, je nutné provést po
dvou stanovenich pfi tfech rozdilnych zkusebnich podminkdch, pficemZ lze ménit
jak mnoZstvi specifikované ldtky, tak také pomér objeml obou rozpoustédel.
Stanovené hodnoty rozdélovactho koeficientu, vyjadfené jako jeho dekadicky
logaritmus, musi leZet v rozmezi 0,3 logaritmickych jednotek.

Metoda HPLC

Aby se zvysila spolehlivost méfeni, je nutné provést opakovand stanoveni.
Hodnoty log P, ziskané z jednotlivych méfeni, se nesmi liSit o vice neZ 0,1 logarit-
mickych jednotek.

Citlivost
Metoda trepaci ldhve

Meéfici rozsah metody je urcen mezi detekce analytické metody. Tato musi umoznit
stanoveni hodnot log P, v oblasti od -2 do 4, (pfipadné za pfiznivych podminek
Ize tuto oblast rozsitit do log P, az 5), neni-li koncentrace rozpusténé latky

v 74dné z fazi vy$si nez 0,01 mol.I™"

Metoda HPLC

Metoda HPLC umoZiiuje stanoveni rozdélovacich koeficientli v oblasti log P,y od 0
do 6.

Obvykle je mozZné rozdélovaci koeficient dané ldtky urcit s pfesnosti na
1 logaritmickou jednotku hodnoty ziskané metodou tiepaci ldhve. Typické korelace

Ize nalézt v literatute (4),(5),(6),(7),(8). Vyssi presnosti lze obvykle dosdhnout, je-li
korelacni zdvislost zaloZena na referencnich latkach ptibuzné struktury (9).
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1.5.3

1.6

1.6.1

1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.1.1

1.6.2.1.2

Specifi¢nost
Metoda tiepaci ldhve

Nernstiv rozdélovaci zdkon plati pro zfedéné roztoky jen pfi konstantni teploté,

tlaku a pH. Plati pfesné pro Cistou ldtku, rozdélenou mezi dvé Cistd rozpoustédla.
Je-li soucasné v jedné nebo obou fazich pfitomno vice rozpusténych latek, mize

tim byt ovlivnén vysledek.

Disociace nebo asociace rozpusténych molekul vede k odchylkdim od Nernstova
rozdélovaciho zdkona. Tyto odchylky se projevuji tim, Ze rozdélovaci koeficient se
stdvd zdvislym na koncentraci roztoku.

V dusledku existujicich mnohondsobnych rozdélovacich rovnovdh nelze tuto

metodu pouzit bez korektur na disociovatelné slouceniny. Pro tyto slouceniny je
nutné zvdzit moznost pouZiti tlumivych roztokli misto vody; pH tlumivého roztoku
musi leZet nejméné 1 jednotku pH od pKa ldtky, zohlednén musi byt vztah tohoto
pH k Zivotnimu prostfedi.

POPIS METODY

Piedbézny odhad rozdélovaciho koeficientu

Hodnotu rozdélovaciho koeficientu lze nejlépe odhadnout na zdkladé vypoctu (viz
ptiloha 1), nebo tam, kde je to vhodné, z poméru rozpustnosti zkousené latky
v Cistych rozpousteédlech (10).

Metoda trepaci lihve

Piiprava

n-Oktanol: Stanoveni rozdélovaciho koeficientu je nutné provést s velmi Cistym n-
oktanolem analytické Cistoty.

Voda: Je nutné pouzit vodu destilovanou nebo dvakrdt destilovanou ve sklenéné
nebo kfemenné aparatufe. U disociovatelnych ldtek je, kde je to opodstatnéné, nutné
pouzit misto vody tlumivé roztoky.

Pozndmka:
Nelze pouZivat vodu odebiranou piimo z iontoménice.

Pocédtec¢ni nasyceni rozpoustédel

Pred stanovenim rozdélovaciho koeficientu se fadze rozpoustédlového systému
vzdjemné nasyti tfepanim pfti teploté zkouSky. K tomu je praktické tfepat na
mechanické tfepacce ve dvou velkych zdsobnich lahvich n-oktanol nebo vodu,

kazdé rozpoustédlo s dostate¢nym mnoZstvim druhého rozpoustédla, 24 hodin a pak
nechat stdt tak dlouho, az se obé fdze oddéli a je dosaZeno stavu nasyceni.

Ptiprava zkouSky

Celkovy objem dvoufdzového systému musi téméf vypliiovat zkuSebni nddobu. Tim
se zamez{ ztrdtdm latek vypafovanim. Poméry objemt a mnozstvi ldtky, kterych je
nutné pouzit, jsou ovlivnény témito faktory:

- predbézné uréenym rozdélovacim koeficientem (viz vyse),
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1.6.2.1.3

1.6.2.2

1.6.2.3

1.6.23.1

1.6.2.3.2

1.6.2. 4

- minimdlnim mnoZstvim zkouSené 14dtky, pottebnym pro analyticky postup a
- omezenim maximélni koncentrace v kazdé fizi na 0,01 mol.I"

Provedou se tfi stanoveni. Pfi prvnim se pouZije vypocteny pomér objemi n-
oktanolu a vody, pfi druhém se tento pomér déli dvéma a pfi tietim se tento pomér
ndsobi dvéma (napft. 1:1, 1:2, 2:1).

ZkousSena latka

Ptipravi se zdsobni roztok v n-oktanolu, pfedbéZné nasyceny vodou. Koncentraci
tohoto zdsobniho roztoku je pfed jeho pouZitim ke stanoveni rozdélovaciho
koeficientu nutné pfesné stanovit. Tento roztok je nutné pfechovdvat za podminek,
které zarucuji jeho stdlost.

Experimentdlni podminky

Teplotu pfi stanoveni je nutné udrzZovat konstantni (+ 1 °C). Musi leZet v intervalu
mezi 20 a 25 °C.

Postup méreni

Ustaveni rovnovdhy rozdéleni

Pro kazdou z podminek stanoveni je nutné pfipravit dvé zkuSebni nddoby,
obsahujici potiebnd piesné odméfend mnoZstvi obou rozpoustédel spolu s
potfebnym mnoZstvim zdsobniho roztoku.

Fédze n-oktanolu je nutné méfit objemové. ZkuSebni nddoby je nutné bud umistit do
vhodné tfepacky, nebo tfepat ru¢né. PouZziva-li se zkumavka odstredivky, spociva
doporuceny postup v tom, Ze se zkumavka rychle oto¢i o 180° okolo své pficné

osy, takZe ptipadny uzavieny vzduch stoupd vzhiiru obéma fdzemi. ZkuSenost

ukazuje, Ze k ustaveni rovnovdzného rozdéleni obvykle staci 50 téchto otoceni.
Pro dosaZent jistoty se doporucuje 100 otoceni béhem péti minut.

Oddéleni fazi

Pro oddéleni fdzi je v ptipadé potfeby nutné smés odstiedit. To je mozné provést na
laboratorni odstfedivce uchovdvané pii pokojové teploté, nebo pouziva-li se
odstiedivka bez regulace teploty, je zkumavky nutné udrZovat pro ustaveni
rovnovahy nejméné jednu hodinu pfed analyzou na teploté stanoveni.

Analyza

Pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu je nutné zjistit koncentrace zkouSené ldtky
v obou fazich. To je mozné provést tak, Ze se z kazdé z obou fdzi, z kazdé
zkumavky a pro kaZzdou podminku odebere alikvotni podil, ktery se analyzuje
zvolenym postupem. Celkové mnoZzstvi latky obsazené v obou fdzich se vypocte a
porovnd s mnoZzstvim 1dtky dodanym na zacatku.

Odbér vzorku z vodné féze je nutné provést postupem, minimalizujicim riziko
kontaminace stopami n-oktanolu: k odbéru vzorkl z vodné faze je mozné pouzit
sklenénou injekeni stifkacku s vyménnou jehlou. Stfikacka se nejprve ¢dstecné
naplni vzduchem. Tento vzduch se pfi priichodu jehly vrstvou n-oktanolu opatrné
vytlaci. Do stiikacky se nasaje pfiméfeny objem vodné fdze. Stiikacka se rychle
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1.6.3

1.6.3. 1

vyjme z roztoku a jehla se sejme. Obsah stiikacky je pak mozné pouzit jako vzorek
vodné fdze. Koncentrace v obou od sebe oddélenych fazich se nejlépe stanovi
metodou specifickou pro danou ldtku. Piiklady moZnych vhodnych analytickych
metod jsou:

- fotometrické metody,
- plynovd chromatografie,
- vysokoucinnd kapalinovd chromatografie.

Metoda HPLC

Priprava
Aparatura

Je zapotiebi kapalinovy chromatograf, vybaveny bezpulznim ¢erpadlem a vhodnym
detek¢énim zafizenim. Doporucuje se pouZzivat vstiikovaci ventil se vstiikovacimi
smyckami. Pfitomnost poldrnich skupin ve staciondrni fdzi miZe zdvazné
znehodnotit funkci kolony HPLC. Proto musi mit staciondrni fdze minimdaln{ podil
poldrnich skupin (11). Je mozné pouzivat komeréni mikrocdsticové naplné s
reverznimi fdzemi nebo hotové kolony s nédplni. Mezi vstfikovacim systémem a
analytickou kolonou musi byt umisténa ochrannd ptredkolona.

Mobilni fdaze

K ptipravé eluéniho rozpoustédla se pouZzivaji metanol Cistoty pro HPLC a voda
Cistoty pro HPLC. Rozpoustédlo se pied pouzitim odplyni. Je nutné pouZivat
izokratickou eluci. Pomér metanol/voda je nutné pouZivat s minimdlnim obsahem
vody 25 %. V obvyklém ptipadé je pro eluci sloucenin o log P 6 béhem jedné
hodiny pfi priitokové rychlosti 1 ml.min™ vhodn4 smés metanol/voda 3:1 (obj.). U
sloucenin s vysokym log P mtze byt nutné zkratit elucni Cas ( stejné tak u
referencnich latek) sniZzenim polarity mobiln{ fdze nebo délky kolony.

Latky s velmi nizkou rozpustnosti v n-oktanolu maji tendenci poskytovat metodou
HPLC abnormdélné nizké hodnoty log P, ; piky téchto slouc¢enin nékdy doprovazeji
¢elo rozpoustédla. Je to pravdépodobné zpiisobeno skutecnosti, Ze proces rozdéleni
je prili§ pomaly, nez aby se dosdhlo rovnovahy za dobu, kterou obvykle trvd déleni
metodou HPLC. Pro dosaZeni spolehlivé hodnoty pak muiZe byt dcinné snizeni
pritokové rychlosti nebo sniZzeni poméru metanol/voda (pfipadné oboji).

Zkousend i referencni ldtka musi byt rozpustné v mobiln{ f4zi v dostate¢nych
koncentracich, umoznujicich jejich detekci. Pouze ve vyjimeénych piipadech se
sméji u smési metanol/voda pouzit aditiva, protoZe aditiva méni vlastnosti kolony.
V ptipadé chromatografii s aditivy je povinné pouZiti samostatné kolony téhoz typu.
Neni-li vhodnd smés metanol-voda, lze pouZzit smési jinych organickych
rozpoustédel s vodou, napf. etanol-voda nebo acetonitril-voda.

Pro disociovatelné ldtky je kritické pH eluentu. Musi leZet v pracovni oblasti pH
kolony, kterd je obvykle mezi 2 a 8. Doporucuje se pouZiti tlumivych roztoku. Je
nutné dbdt toho, aby se zabrdnilo srdZeni soli a znehodnoceni kolony, ke kterému
dochdzi u nékterych smési organické faze s tlumivym roztokem. Méfeni pomoci
HPLC se staciondrnimi fdzemi na bdzi oxidu kfemicitého pfi pH vySSim nez 8 se
nedoporucuje, protoZe pouZiti alkalické mobilni fize mize vyvolat rychlé naruSeni
funkce kolony.
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Roztoky

Referenéni latky musi byt nejvyssi dostupné Cistoty. Slouceniny, které se pouZivaji
pro zkouseni nebo kalibraci, se pokud moZno rozpusti v mobilni fdzi.

Zkusebni podminky

Teplota béhem méfeni nesmi kolisat o vice nez 2 K.

1. 6. 3.2 Meéreni
Vypocet mrtvého casu t,

Mrtvy Cas t, je mozné stanovit bud pomoci homologické fady (napf.
n-alkylmetylketonil) nebo nezadrZzovanych organickych sloucenin (napf.
thiomocoviny nebo formamidu). Pro vypocet mrtvého Casu t, s pouzitim
homologické fady se nastfikne sada alesponi sedmi ¢lenti homologické fady a
stanovi se piisluSné retenni Casy. Neupravené retencni Casy t; s + 1) S€ Vynesou
jako funkce t; () a stanovi se absolutni ¢len a a smérnice b regresni rovnice:

brtne + 1) = a4 + b. lr(ne)
(n. = pocet atomu uhliku).

Mrtvy ¢as t, je pak ddn vztahem:

Kalibracni kiivka

Niésledujicim krokem je sestrojeni korelacni zdvislosti log k na log P pro pfislusné
referencni slouceniny. V praxi se soucasné nastfikne soubor 5 az 10 standardnich
referencnich sloudenin, jejichZ log P leZi v o¢ekdvané oblasti, a stanovi se retencni
Casy, nejlépe zapisovacim integratorem napojenym na detekéni systém. Vypoctou
se prislusné logaritmy kapacitnich faktort, log k, a vynesou se jako funkce log P,
stanovenych metodou tiepaci ldhve. Kalibrace se provaddi v pravidelnych
intervalech, nejméné jednou denné, aby bylo mozné brdt do uvahy piipadné zmény
ve funkci kolony.

Stanoveni kapacitniho faktoru zkousSené ldtky

ZkouSend ldtka se nastifkne v co nejmenSim mnoZstvi mobilni fdze. Stanovi se
retencni Cas (dvakrdt), umoziujici vypocet kapacitniho faktoru k. Z korelacni kiivky
referencnich ldtek je mozné interpolovat rozdélovaci koeficient zkouSené latky. U
velmi nizkych a velmi vysokych rozdélovacich koeficientl je nutnd extrapolace.

V téchto piipadech je nutno vénovat zvlastni pozornost intervalim spolehlivosti
regresni piimky.
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2 UDAJE
Metoda tiepaci ldhve

Spolehlivost ziskanych hodnot P je moZné provéfit srovndnim primérnych hodnot z
dvojich stanoveni s celkovou primérnou hodnotou.

3 PROTOKOL O ZKOUSCE
Protokol o zkousce ma obsahovat, pokud moZno, tyto informace:

- presnou specifikaci latky (identifikaci a necistoty),

- nejsou-li metody pouzitelné (napf. u povrchové aktivni latky), je nutné uvést
vypoctenou hodnotu nebo odhad zaloZeny na rozpustnosti latky v n-oktanolu a
vode,

- vSechny informace a pozndmky, majici vyznam pro interpretaci vysledkd, zejména
tykajici se necistot a fyzikdlniho stavu latky.

Pro metodu trepaci ldhve:

- vysledek predbéZného odhadu, pokud existuje,

- teplotu stanoveni,

- udaje o analytickych postupech, pouZitych ke stanoveni koncentraci,

- dobu a rychlost odsttedovani, pokud se pouZilo,

- koncentrace, naméfené pfi kazdém stanoveni v obou fézich (tj. je nutné uvést
celkem 12 koncentraci),

- hmotnost zkouSené ldtky, objem kazdé faze v kazdé zkuSebni nddobé a
vypoctené celkové mnoZstvi zkouSené latky, obsazené v jednotlivych fézich po
dosazeni rovnovahy,

- vypoctené hodnoty rozdélovaciho koeficientu (P) a primérnou hodnotu je nutné
uvést pro kazdy soubor experimentdlnich podminek, ddle je nutné uvést pri-
mérnou hodnotu ze vSech stanoveni. Pokud existuji ndznaky zdvislosti
rozdélovaciho koeficientu na koncentraci, je to nutné ve zpravé uvést,

- musi byt uvedena smérodatnd odchylka jednotlivych hodnot P od primérné
hodnoty,

- je nutné uvést rovnéz primeérnou hodnotu P ve tvaru dekadického logaritmu,

- vypoctenou teoretickou hodnotu P,,, byla-li stanovena nebo je-li namétend
hodnota > 10%,

- pH pouzité vody a vodné faze béhem pokusu,

- pokud se pouzily tlumivé roztoky, zdivodnéni jejich pouZiti misto vody; sloZeni,
koncentrace a pH tlumi vych roztokli, pH vodné fdze pfed a po pokusu.

Pro metodu HPLC:

- vysledek pfedbézného odhadu, pokud existuje,

- zkouSend ldtka a referencni ldtky, jejich Cistota,

- teplotni rozmezi pii stanovenich,

- pH, pii kterém se provddéla stanovent,

- podrobnosti o analytické a ochranné koloné, mobiln{ f4zi a detekci,

- reten¢ni udaje a hodnoty log P z literatury pro referencni slouceniny, pouZité ke
kalibraci,

- podrobnosti o prolozené regresni piimce (log k v zévislosti na log P),

- primérné retencni udaje a interpolovand hodnota log P pro zkousenou
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slouceninu,
- popis zafizeni a pracovnich podminek,
- elucni kfivky,
- mnoZzstvi zkouSené ldtky a referencnich latek, nanesenych na kolonu,
- mrtvy Cas a zplsob jeho méfend.
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PRILOHA 1

METODY VYPOCTU NEBO ODHADU

UvVOoD

Obecny tvod do vypoctovych metod, data a piiklady jsou uvedeny v Handbook of
Chemical Property Estimation Methods (a).

Vypoctené hodnoty P, lze pouZit:

k rozhodnuti, kterd z experimentdlnich metod je vhodna (rozsah u tiepaci ldhve:
log Py, : -2 az 4, rozsah u HPLC: log P, : 0 azZ 6),

k volbé vhodnych zkusebnich podminek (napft. referencnich latek pro postupy
HPLC, pomér objemi n-oktanol/voda pro metodu tfepaci ldhve),

jako vnitini laboratorni kontrola moznych experimentdlnich chyb,

k ziskani odhadu P, v pfipadech, kdy zkuSebni metody nelze pouZit z
technickych diivodt.

METODA ODHADU
Predbézny odhad rozdélovaciho koeficientu

Hodnotu rozdélovaciho koeficientu je mozné odhadnout s pouZitim rozpustnosti
zkousené 14tky v Cistych rozpoustédlech:

Pro tento ptipad plati:

nasycenl/cnfok tan ol

Poanaa = -
nasyceni Cyodq

VYPOCTOVE METODY
Princip metod vypoctu

Vsechny vypoctové metody jsou zaloZeny na formdlnim déleni molekul do
vhodnych podstruktur, pro které jsou zndmy spolehlivé piiristky log Py . log Py,
celé molekuly se pak vypocitd jako soucet hodnot pro piislusné fragmenty plus
soucet korekenich ¢lent pro intramolekuldrni interakce.

Existuji seznamy konstant fragmentti a korekcnich ¢lent (b),(c),(d),(e). Nékteré se
pravidelné aktualizuji (b).
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Kritéria kvality

Spolehlivost vypoctové metody obecné klesd s rostouci sloZitosti zkouSené
slouceniny. V ptipadé jednoduchych molekul s nizkou molekulovou hmotnosti a
jednou nebo dvéma funkénimi skupinami je mozné ocekdvat odchylku mezi
vysledky rtiznych fragmentac¢nich metod a naméfenou hodnotou od 0,1 do 0,3
jednotek log P, . U sloZitéjsich molekul mtze byt rozpéti chyb vétsi. To zdvisi na
spolehlivosti a dostupnosti konstant pro fragmenty a na schopnosti zjistit
intramolekuldrn{ interakce (napt. vodikové vazby) a na spravném pouzivani
korek¢nich ¢lent (problém se Castecné fesi pouzitim pocitacového programu
CLOGP-3) (b). V ptipadé disociujicich latek je dilezité spravné zohlednit néboj
nebo stupent disociace.

Vypocetni postupy

Hanschova n-metoda

Plivodni konstanta hydrofobnosti substituentu, ©n , zavedend Fujitou a kol. (f), je
definovéna jako:

ny = log Pow (PhX) - log P,y (PhH)

kde P,y (PhX) je rozdélovaci koeficient aromatického derivatu a P, (PhH)
rozdélovaci koeficient vychozi slouceniny.

(napf. Tcl = IOg Pow(C6 H 5 Cl) - IOg Pow (C6 H 6) = 2,84 - 2,13 = 0,71)

Podle své definice je metoda pouzitelnd pfedevsim u aromatickych substituentt.
Pro velky pocet substituentl byly hodnoty tabelovany (b),(c),(d). Pouzivaji se k
vypoctu log P, aromatickych molekul nebo substruktur.

Rekkerova metoda

Podle Rekkera (g) se hodnota log P, vypocte takto:

log P,,, = Y a;f; + ), (interakéni ¢len)
i J

kde f; pfedstavuje jednotlivé konstanty pro molekuldrni fragmenty a a; Cetnost jejich
vyskytu ve studované molekule. Korekéni ¢leny je mozné vyjddfit jako souhrnny
ndsobek jedinou konstantou C,, (takzvand “magickd konstanta“). Konstanty pro
fragmenty f; a ¢, byly stanoveny ze seznamu 1054 experimentdlnich hodnot Py,
(pro 825 slou¢enin) pomoci vicendsobné regresni analyzy (c),(h). Cleny pro
interakci se urci podle stanovenych pravidel, popsanych v literatute (e),(h),(i).

Hanschova-Leova metoda

Podle Hansche a Lea (c) se hodnota log P, vypocte z vyrazu:
IOg Pow = Zaiﬁ + Zb]F]
i J

kde f; ptedstavuje jednotlivé konstanty pro molekuldrni fragmenty,F; korekéni ¢leny
a a; , bj odpovidajici Cetnosti vyskytu. Na zdklad¢ experimentélnich hodnot P, byl
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metodou pokusu a omylu sestaven seznam hodnot pro atomové a skupinové
fragmenty a seznam korekénich ¢lend F; takzvanych “faktord®). Korekéni ¢leny
byly setfidény do nékolika raznych tiid (a),(c). Zohlednéni vSech pravidel a
korekénich €lent je pomérné slozité a asoveé ndrocné. Byly zpracovdny soubory
programt (b).

Kombinovand metoda

Vypocet log P, slozitych molekul je mozné zna¢né zdokonalit, rozdéli-li se
molekula do vétSich podstruktur, pro které existuji spolehlivé hodnoty bud z
tabulek (b),(c), nebo z vlastnich méteni. Tyto fragmenty (napf. heterocykly,
antrachinon, azobenzen) se pak mohou kombinovat s Hanschovymi hodnotami
nebo s Rekkerovymi nebo Leovymi konstantami pro fragmenty.

Poznamky

1) Vypocetni metody Ize pouzivat pouze pro ¢astecné nebo tplné disociované
slouceniny, pokud je mozné vzit v tivahu nutné korekeni faktory.

2) Pokud lIze ptfedpoklddat intramolekuldrni vodikové vazby, je nutné pricist
odpovidajici korekéni Cleny (pfiblizné + 0,6 az + 1,0 jednotek log Poy) (a).
Indikace na existenci téchto vazeb lze ziskat z prostorovych modelt nebo ze
spektroskopickych dat molekuly.

3) Je-li moznych nékolik tautomernich forem, je nutné jako zaklad pro vypocet
pouZit nejpravdépodobnéjsi formu.

4) Je nutné peclivé sledovat zmény seznami konstant fragmentd.

Protokol o zkousce

Pii pouZziti vypocetni metody nebo metody odhadu se v protokolu o zkousce
uvedou pokud mozno nésledujici informace:

- popis latky (smés, necistoty atd.),

- indikace mozZnosti intramolekuldrnich vodikovych vazeb, disociace, ndboj a dalsi
neobvyklé ucinky (napf. tautomerie),

- popis vypocetni metody,

- oznaceni nebo uvedeni databdze,

- charakteristiky pfi volbé fragmentd,

- vycerpdvajici dokumentaci vypoctu.
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PRILOHA 2

Doporucené referené¢ni latky pro metodu HPLC

Cislo Referenéni latka log Py pKa
1 2 - butanon 0,3
2 4 - acetylpyridin 0,5
3 anilin 0,9
4 acetanilid 1,0
5 banzylalkohol 1,1
6 p - methoxyfenol 1,3 10,26
7 fenyloxyoctovd kyselina 1,4 3,12
8 fenol 1,5 9,92
9 2,4 - dinitrofenol 1.5 3,96
10 benzonitril 1,6
11 fenylacetonitril 1,6
12 4 - methylbenzylalkohol 1,6
13 acetofenon 1,7
14 2 - nitrofenol 1.8 7,17
15 3 - nitrobenzoové kyselina 1,8 3,47
16 4 - chloranilin 1.8 4,15
17 nitrobenzen 1,9
18 3 - fenyl - 2 - propenol 1,9
19 benzoovd kyselina 1,9 4,19
20 p - kresol 1,9 10,17
21 skoficové kyselina 2.1 3,89 cis

4,44 trans

22 anisol 2,1
23 methylbenzo4t 2,1
24 benzen 2,1
25 3 - methylbenzoov4 kyselina 24 427
26 4 - chlorfenol 2.4 9,1
27 trichlorethylen 24
28 atrazin 2,6
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29 ethylbenzodt 2,6
30 2,6 - dichlorbenzonitril 2,6
31 3 -chlorbenzoovd kyselina 2,7 3,82
32 toluen 2,7
33 1 - naftol 2,7 9,34
34 2,3 - dichloranilin 2,8
35 chlorbenzen 2,8
36 allylfenylether 29
37 brombenzen 3,0
38 ethylbenzen 32
39 benzofenon 32
40 4 - fenylfenol 32 9,54
41 thymol 3,3
42 1,4 - dichlorbenzen 34
43 difenylamin 34 0,79
44 naftalen 3,6
45 fenylbenzodt 3,6
46 isopropylbenzen 3,7
47 2,4.6 - trichlorfenol 3,7 6
48 bifenyl 4,0
49 benzylbenzodt 4,0
50 2,4 - dinitro - 6 - sek. 4,1
butylfenol
51 1,2,4 - trichlorbenzen 4,2
52 dodekanovd kyselina 42
53 difenylether 42
54 n - butylbenzen 45
55 fenantren 4,5
56 fluoranthen 4,7
57 dibenzyl 48
58 2,6 - difenylpyridin 49
59 trifenylamin 5,7
60 DDT 6,2
dalsi referenéni ldtky pro log Pow
1 nikotinovd kyselina - 0,07
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UvVOoD

Metody zkouseni vlastnosti, ldtek a pfipravki, nebezpecnych pro Zivotni prostfedi, popsané
v této piiloze vyhlasky MZP, jsou shodné s obdobnymi metodami stanovenymi piilohou
smérnice Komise ES ¢. 87/302/EHS a ptilohou smérnice Komise ES ¢. 92/69/EHS .
Souvztaznost metod je ndsledujict:

Oznaceni metody podle | Oznaceni metody podle
ptilohy k vyhldSce MZP pfilohy smérnice ES
92/69/EHS
I C.1
II C.2
111 C.3
v C. 4
IV. A C.4-A
IV.B C.4-B
IV.C C.4-C
IV.D C.4-D
IV.E C.4-E
IV.F C.4-F
A% C.5
VI C.6
VII C.7

Metody pievzaté z piilohy smérnice 87/302/EHS nejsou v této piiloze ¢iselnym kddem
oznaceny.

Pozndmka:

Pokud pro stanoveni vlastnosti existuje platny ¢esky pravni nebo technicky predpis (napf.
CSN) vyhovujici obecnym podminkdm provedeni zkousky podle vyhlasky MZP, je mozné
postupovat pii zkouseni podle tohoto pfedpisu. Tato skute¢nost musi byt uvedena do
protokolu o zkousce. Na vyZddani musi zkuSebni laboratof doloZit, Ze ji pouZzity postup méteni
poskytuje shodné vysledky s postupem podle vyhlasky MZP.
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

AKUTNI TOXICITA PRO RYBY

METODA

UvVvoD

Utelem této zkousky je urit akutnf letdlni toxicitu ltek pro sladkovodni ryby. Aby
se co nejvice usnadnil vybér nejvhodnéjsi zkusebni metody (statické, semistatické
nebo pritokové) a zajistily se dostatecné konstantni koncentrace zkousené latky po
celou dobu experimentu, je nutné mit v co nejuplnéjsi mife k dispozici udaje o
rozpustnosti latky ve vodé, o tenzi pdry, o chemické stabilité, o disociacni konstanté
a o biologické rozloZitelnosti zkoumané latky.

Jak pii planovani tak i pfi interpretaci vysledki je tfeba brat v tivahu dalsi potfebné
udaje (napft. strukturni vzorec, stupei Cistoty, druh a procentudlni podil vyznamnych
necistot, pfitomnost a mnoZstvi aditiv, jakoZ i rozdélovaci koeficient

n - oktanol/voda).

DEFINICE A JEDNOTKY

Akutni toxicitou se rozumi zjevny neZddouci uc¢inek, ktery v organismu

vyvold béhem kratké doby piisobeni (fadové dny) dand latka. Pii

této zkousSce se vyjadfuje akutni toxicita jako stfedni letdlni koncentrace
(LCsp); to je takovd koncentrace ldtky ve vodé, kterd béhem trvalé expozice po
urcitou dobu usmrti 50 % jedincli zkuSebni skupiny ryb.

Koncetrace zkousené latky se uddvaji jako hmotnost na objem (mg.I"). Mohou se
také vyjadiit ve hmotnostnich podilech (mg.kg™).

REFERENCNI LATKY

Aby se prokdzalo, Ze se reakce zkuSebnich druht ryb za experimentdlnich
podminek v laboratofi podstatné nezménila je moZné provést kontrolni zkousku
s referen¢ni ldtkou.

Referencni ldtky nejsou pro tuto zkouSku stanoveny.

PRINCIP METODY

Aby se prokazalo, Ze LCs, je vy$ii nez 100 mg.1™" miiZe se provést limitni zkouska.
Ryby se vystavi u¢inku riznych koncentraci studované latky ptidané do vody po
dobu 96 hodin. Uhyny se zjistuji nejméné kazdych 24 hodin a pokud je to mozné,
vypoctou se pii kazdém pozorovani také koncentrace, které usmrti 50 % ryb (LCs).
KRITERIA KVALITY

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

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

Koncentrace rozpusténého kysliku se musi udrZet na 60 % hodnot nasyceni
vzduchem.
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1.6

1.6.1

1.6.1.1

Koncentrace zkousenych latek by neméla poklesnout pod 80 % pivodnich
koncentraci po celou dobu trvdni zkousky.

U latek, které se lehce rozpoustéji ve zkuSebnim médiu a ddvaji stabilni roztoky
(netékaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji se i se neadsorbuji), se pocatec¢ni
koncentrace muze poklddat za ekvivalentni s nomindlni koncentraci. To, Ze se
koncentrace udrzela na urc€ité drovni po celou dobu zkousky a Ze kritéria kvality
byla dodrZzena musi byt dokladovéno.

Pro létky, které jsou:

(i) slabé rozpustné ve zkusebnim médiu, nebo
(if) schopné vytvaret stabilni emulze nebo disperze, nebo
(iii) nestabilni ve vodnych roztocich,

musi byt pocdtecni koncentrace brdna jako koncentrace naméfend na zacdtku
zkousky. Koncentrace musi byt stanovovdna po urcitém obdobi jejiho ustdleni, ale
pted vloZenim ryb.

Za tucelem stanoveni aktudlni expozi¢ni koncentrace a kontroly dodrZeni kritérii
kvality se musi ve vSech pfipadech provadét dalSi métfeni koncentrace béhem
zkousky.

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

POPIS METODY
Zkouska muiZe byt provedena jednou ze tfi metod:

Statickd metoda: Zkouska, pfi které zkouseny roztok neprotékd. (Roztoky se
neméni béhem celé doby trvdni zkousky.)

Semistatickd metoda: Zkouska bez pritoku zkouseného roztoku, ale s jeho
pravidelnou obménou po delSich casovych usecich
(napf. po 24 hodinéch).

Pritokovd metoda: Zkouska toxicity, pfi niZ se voda ve zkuSebnich nddobach
neustdle obménuje, pfi¢emZ studovand latka se
pfivddi s vodou pro obnovu zkuSebniho média.

Cinidla

Roztoky zkouSenych ldtek

Zdkladni roztoky poZzadované sily jsou pfipravovdny rozpusténim latky
v deionizované vodé nebo ve vodé podle odstavce 1. 6. 1. 2.

Zvolené koncentrace jsou piipravovany ziedénim zdkladniho roztoku. KdyzZ jsou
zkouSeny vysoké koncentrace latky, 1ze tuto ldtku pfimo natedit na potiebnou
koncentraci.

Latky by mély byt zkouseny aZ do hranice jejich rozpustnosti. U nékterych ldtek
(napf. s nizkou rozpustnosti ve vodé nebo vysokym P, nebo spiSe tvoticich
stabiln{ disperze nez pravé roztoky ve vod¢€) je mozné provést zkousku pii
koncentraci vys$i nez je hranice rozpustnosti, abychom si zajistili, Ze bude dosaZena
maximdlni rozpustnd/stabilni koncentrace. Je ovS§em nutné, aby tato koncentrace
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1.6.1.2

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

jinak nenarusovala zkuSebni systém (napi. vytvoienim filmu na hladiné branicimu
okysliceni vody, atd).

Pro pfipravu zdkladnich roztok latek s nizkou rozpustnosti ve vodé se mohou
pouzit ultrazvukovd dispergace, organickd rozpoustédla ¢i emulgaéni 1dtky. Kdyz
jsou pouZzity pomocné ldtky mély by vSechny zkousené vzorky a koncentrace,
véetné kontrol, obsahovat téchto latek stejné mnoZzstvi. Koncentrace pomocnych
litek by méla byt minimdlni a v Zddném piipadé by neméla presdhnout 100 mg.1"!
zkouseného média.

Zkouska by se méla provddét bez korekci pH. Dochdzi-li k vyrazné zméné pH,
doporucuje se provést znovu zkousku s korekci pH a vysledky zaznamenat.

V téchto piipadech by méla byt hodnota pH zdkladniho roztoku pfizptisobena pH
rozpoustédla (vody); pokud neexistuji specifické dtivody tak neucinit. Pfednost se
déavé pouziti HCl a NaOH. Pfizptsobeni pH nesmi ovlivnit vyznamné koncentraci
zkouSené 1dtky v zdkladnim roztoku. Vznik chemické reakce nebo fyzikdlni
precipitace ve zkuSebnim médiu jako ndsledek pfizptisobeni pH se musi zaznamenat.

Voda pro chov ryb a zredovdni

Je mozné pouzivat pitnou vodu (nekontaminovanou skodlivymi koncentracemi
chloru, tézkych kovii nebo jinych latek), kvalitni pfirodni vodu nebo upravenou
vodu (viz piiloha 1). Nejlépe se hodi voda o celkové tvrdosti od 10 do 250 mg.I™
(vztazeno na CaCOs3) a pH od 6,0 do 8.5.

Pristroje
Vsechny piistroje musi byt z chemicky inertniho materidlu:

- zafizeni pro automatické ziedovani (pro pritokovou metodu),
- pfistroj pro méfeni koncentrace kysliku,

- pfistroj pro stanoveni tvrdosti vody,

- pfistroj pro méfeni teploty,

- pfistroj pro méteni pH.

Pokusné ryby
Ryby by mély byt zdravé a bez zjevnych malformaci.

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

Seznam doporucenych druhti ryb pro provddéni zkousek je uveden v piiloze 2;
preferovanymi druhy jsou danio pruhované a pstruh duhovy.

Chov

Je tteba, aby ryby pochdzely pokud mozno z jednoho chovu a byly pfiblizné stejné
délky a stejného stdii. Nejméné 12 dni je tieba je chovat v téchto podminkdch:
Nddoby:

vees
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Pocet ryb (obsddka):
Podle metody (recirkulaé¢ni nebo prittokové zafizeni) a druhu ryb.

Voda:
Viz 1. 6. 1. 2.

Osvétlent:
12 az 16 hodin svétla denné.

Koncentrace rozpusténého kysliku:
Nejméné 80 % hodnoty nasyceni vzdusnym kyslikem.

Krment:
Ttikrét tydné nebo jednou denné; vysazeni krmeni 24 hodin pied zac¢dtkem
experimentu.

1. 6.3.2 Mortalita

Po aklimatiza¢ni dobé€ 48 hodin se sleduje mortalita a pouZivaji se tato kritéria:
- udhyny ¢ini vice nez 10 % populace za 7 dni:
celd obsddka ryb se musi vyfadit;

- Uhyny ¢ini 5 aZ 10 % populace:
dobu chovu je tieba prodlouZit o dalSich 7 dni. Pokud nedojde k dalSim
pfipadim thynu, je rybi obsddka pro zkousku pouZzitelnd, jinak nikoli;

- thyny ¢ini méné nez 5 % populace:
rybi obsddka je pro zkousku pouZitelna.
1. 6.4  Aklimatizace
Vsechny ryby je tfeba nasadit nejméné na 7 dnii pfed pouZitim pro zkouSku do vody
stejné kvality a stejné teploty, jakd se md pouZzivat pii zkousce.
1.6.5  Provedeni zkousky

Pred vlastni zkouskou je moZno provést zkousku piredbéZznou. Tato predbéznd
zkouska poskytuje informace o rozsahu koncentraci pro vlastni zkousku.

Mimo zkousky s riiznymi koncentracemi zkousené latky je tieba provést kontroln{
zkousky bez zkouSené ldtky a kontrolni zkousky s nosi¢em, pokud se néjaky
pouZije, avSak bez zkouSené 14tky.

V zdvislosti na fyzikdlnich a chemickych vlastnostech zkousené latky se zvoli
staticky, semistaticky ¢i pritokovy systém a dbd se na dodrZeni kritérif kvality.

Ryby se exponuji zkousSené ldtce, jak je popsdno ddle:

Trvani: 96 hodin

Pocet jedinci: Nejméné 7 na kazdou koncentraci.

Nadrze: Vhodny objem vzhledem k doporucenému poctu ryb (obsddce)

Pocet ryb: Jako nejvétsi mnozstvi ryb se ve statickém a semistatickém
uspoiadani doporuéuje 1,0 g.I”', v priitokovém uspoiadant je
mozné mnoZstvi vétsi.

Koncentrace pii zkouSce: Nejméné 5 riznych koncentraci, které jsou
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odstupniovdny cinitelem nepfevysujicim 2,2 a které
pokryvaji rozsah 0 % az 100 % mortality.

Voda: Viz 1. 6. 1. 2.
Osvétlent: 12 az 16 hodin svétla denné.

Teplota: Podle druhu ryb (pfiloha 2), kolisajici v mezich + 1 °C pii kazdé
jednotlivé zkousce.

Koncentrace rozpusSténého kysliku: Ne niZsi nezZ 60 % hodnoty nasyceni
vzdusnym kyslikem pfi dané teploté.

Krmeni: Zadné.

Ryby se kontroluji po prvnich 2 - 4 hodindch a ddle nejméné kazdych 24 hodin.
Ryby se povazuji za mrtvé, jestlize pii dotyku ocasni ploutve nedochdzi k Zddné
reakci a nejsou-li patrné Zadné dychaci pohyby. Mrtvé ryby je tieba odstranit ihned
jakmile se zpozoruji, a je tfeba o tom ucinit zdznam.

Zaznamendvaji se vSechny zjevné abnormality (napf. ztrdta rovnovdhy, zmény
v plavéni, v dychaci funkci, v pigmentaci atd.).

Meéfeni pH, obsahu rozpusténého kysliku a teploty je nutné provddét denné.

Limitni zkouska

S vyuzitim postupl popsanych v této metodice se mize provést limitni zkouska pii
koncentraci 100 mg.I"' za téelem prokdzani skuteénosti, Ze LCs je vyssf neZ tato
koncentrace.

JestliZze je povaha zkouSené latky takovd, Ze nelze ve vodé dosdhnout koncentrace
100 mg.I"", mé&la by byt provedena limitni zkouska pii koncentraci odpovidajici
rozpustnosti této latky v pouzitém médiu (nebo pfi maximdlni koncentraci, kdy latka
vytvaii stabilni disperzi) (viz také bod 1. 6. 1. 1).

Limitni zkouska by méla byt provddéna na 7 aZ 10 rybdch a pfi stejném poctu ryb
v kontrolach. (Podle binomické teorie pouziti 10 ryb s nulovym thynem znamena
99,9 % pravdépodobnost, Ze LCs je vétsi nez 100 mg.l". Zadny tihyn ve zkouskach
na 7, 8 nebo 9 rybach znamend nejméné 99 % pravdépodobnost, Ze LCs, je vétsi
neZ koncentrace pouZitd v limitni zkouSce.

Jestlize dojde k dhyniim, musi se provést tipIné zkouseni. Jsou-li pozorovany
subletdlni ucinky, musi byt zaznamendny.

UDAJE A VYHODNOCENI

Na pravdépodobnostni lognormdlni papir se pro kazdou doporucenou a skutec¢né
provéfovanou délku expozice (24, 48, 72 a 96 hodin) vynese dhyn proti
koncentraci.

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

V ptipadech, kdy je uhel stoupdni kfivky zdvislosti procenta uhynd na koncentraci
latky pfiliS strmy a hodnoty LCs, nelze vypocitat, staci graficky odhad téchto
hodnot.
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Kdyz dvé po sobé jdouci koncentrace odliSené Cinitelem 2,2 vyvoldvaji thyn
0 a 100 % je zteymé, Ze LCs, se nachdzi mezi t€mito hodnotami.

Pokud neni moZné udrZet stabilitu nebo homogenitu studované ldtky, je tieba to
zminit ve zprdvé z experimentu a interpretace vysledkli by méla byt opatrnd.

3 ZAVERECNA ZPRAVA
Pokud je to mozZné, obsahuje zdvérecnd zprdva ndsledujici informace:

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

- puvod ziedovaci vody a jeji nejdtlezitéjsi chemické vlastnosti (pH, tvrdost,
teplota),

- u latek s malou rozpustnosti ve vodé udaj o metodé piipravy zdkladnich a
zkuSebnich roztokd,

- koncentrace vSech pomocnych latek,

- prehled pouZitych koncentraci a veskeré informace, které jsou k dispozici o
stabilité zkousené latky pfi pouZitych koncentracich,

- pfi provddéni chemickych analyz ddaje o pouZitych metodéch a vysledky,
- vysledek limitni zkousky, pokud byla provedena,

- dtvody pro volbu a podrobnosti provedeni zkousky (napf. trvani zkousky,
statické nebo semistatické uspotfdddni, rychlost ddvkovéni, pritokova
rychlost, zda byla voda provzdusiovana, pocet ryb, atd.),

- popis zkuSebniho zatizent,
- svételny rezim,

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

- dikaz, Ze byla splnéna kritéria kvality,

- tabulka kumulativnich thyna pfi kazdé koncentraci a pfi kontrolni zkousce
(pfipadné i pii kontrolnim zkouSce s nosi¢em) pii kazdé z doporucenych
dob pozorovani,

- grafické zndzornéni kiivky zdvislosti u¢inku na koncentraci na konci zkousky,

- hodnoty LCs pfi kazdé z doporucenych dob pozorovéni (pokud
mozno s 95% mezi spolehlivosti),

- pouZité statistické metody stanoveni hodnot LCjsy,
- pfi pouZiti referencni ldtky udaj o vysledcich zkousky s touto latkou,
- nejvyssi koncentrace bez thynu ryb po dobu zkousky,

Vv

- nejnizsi koncentrace se 100 % uhynem ryb v dobé zkousky.
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PRILOHA 1
Upravena voda

Priklad vhodné zredovaci vody
Vsechny chemikdlie musi byt analytické Cistoty.

Voda musi byt kvalitni destilovand nebo deionizovand s vodivosti mensi nez 5
uS.cm™.

Destilacni pfistroj nesmi obsahovat Zddné médéné casti.

Zdkladni roztoky:

CaCl,. 2H,0 - dihydrat chloridu vdpenatého 11,76 ¢
Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.

MgSO, . 7TH,0 - heptahydrdt siranu hofec¢natého 4, 93¢

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

NaHCOj; - hydrogenuhli¢itan sodny 2,59¢
Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.

KCl - chlorid draselny 0,23 ¢

Rozpusti se ve vod€ a doplni se vodou na 1 litr.

Upravend zredovaci voda

Smisi se po 25 ml vSech ¢tyt zdkladnich roztokl a doplni vodou na 1 litr.
Provzdusiiuje se tak dlouho, az koncentrace rozpusténého kysliku odpovidd
koncentraci nasyceni vzdusnym kyslikem.

Hodnota pH musi ¢init 7,8 + 0,2.
Pokud je tieba, upravi se pH pomoci NaOH (hydroxidem sodnym) nebo HCl
(kyselinou chlorovodikovou).

Tato zfedovaci voda se nechd 12 hodin stat bez dalStho provzdusnovdni.

Uhrn iontti Ca a Mg v tomto roztoku ¢nif 2,5 mmol.I". Pomér ionti
Ca : Mg ¢ini 4 : 1 a pomér iontll Na : K ¢inf 10 : 1. Celkov4 alkalita tohoto roztoku
¢ini 0,8 mmol.I™.

Odchylnd ptiprava ziedovaci vody nesmi zménit sloZeni ani vlastnosti vody.
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PRILOHA 2

Druhy ryb doporucené pro zkousku

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

Brachydanio rerio (Teleostei,
Cyprinidae) (Hamilton - Buchanan) 20 az 24 30 £ 0,5
Danio pruhované

Pimephales promelas (Teleostei,
Cyprinidae) 20 az 24 50+ 20

Cyprinus carpio (Teleostei,

Cyprinidae) (Linne 1758) 20 az 24 6,0 + 2,0
Kapr

Oryzias latipes (Teleostei,

Poeciliidae) (Schlegel 1850) 20 a7 24 30 +£ 1,0
Halancik japonsky

Poecilia reticulata (Teleostei,
Poeciliidae) (Peters 1859) 20 az 24 30 £ 1,0
Zivorodka duhova (gupka)

Lepomis macrochirus (Teleostei,
Centrarchidae) (Linne 1758) 20 az 24 50+ 2,0
Slunec¢nice modra

Salmo gairdneri (Teleostei,
Salmonidae) (Richardson 1836) 13 az 17 6,0 + 2,0
Pstruh (americky duhovy)

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

Ziskdvdni
Vyse uvedené druhy ryb Ize snadno chovat a/nebo jsou po cely rok lehce dostupné.
Daji se chovat v zafizenich pro chov ryb nebo v laboratofi za podminek kontroly

nemoci a parazitl, takZe jsou zdravé a zndmého pivodu.
Tyto druhy ryb lze ziskat v mnoha ¢dstech svéta.
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PRILOHA 3

Piiklad krivky zavislosti mortality na koncentraci

Ptiklad stanoveni LCsy na pravdépodobnostnim papiie
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II

1.1

1.2

1.3

1.4

AKUTNI TOXICITA PRO DAFNIE

METODA

UvoD

Utelem této zkousky je stanovit stiednf ti¢innou koncentraci zkousené ldtky pro
imobilizaci (ECsg) dafnii ve sladkovodnim prostiedi. Pfed zacdtkem experimentu je
tteba mit v co nejuiplnéjsi mite k dispozici udaje o rozpustnosti latky ve vodé, o
tenzi pary, o chemické stabilité, o disociacni kontanté a o biologické rozloZitelnosti
zkousené ldtky.

Jak pfi pldnovdni, tak i pfi interpretaci vysledki zkousek je tieba brdt v dvahu dalsi
udaje, jako napft. strukturni vzorec, stupen Cistoty, druh a procentudlni podil
vyznamnych necistot, pfitomnost a mnoZstvi piidavnych ldtek, jakoz 1 rozdélovaci
koeficient n-oktanol/voda.

DEFINICE A JEDNOTKY

Pozadavek pfedpist na stanoveni LCs, pro dafnie se napliiuje stanovenim ECs, jak
je popsano v této zkusebni metod¢.

Ve smyslu této zkuSebni metody se rozumi akutni toxicitou imobilizace dafnif
stfedni efektivni (icinnou) koncentraci (ECsg). Je to takovéa koncentrace (vztaZzeno
na vychozi koncentraci), kterd imobilizuje 50 % dafnii zkusebni skupiny béhem
doby pisobeni (doby expozice).

Neschopnost plavdni - imobilizace

Za neschopné plavdni se povazuji ty dafnie, které po lehkém pohybu experimentdlni
nddobou nevykazuji béhem 15 sekund Zddné plavaci pohyby.

Veskeré koncentrace zkousené ldtky se vyjadfujf jako hmotnost na objem (mg.I™")
nebo hmotnost na hmotnost (mg.kg™).

REFERENCNI LATKY

Aby se prokdzalo, Ze se reakce zkusebnich dafnif za experimentdlnich podminek
v laboratofi podstatné nezménila je moZné provést kontrolni zkousku s referencni
latkou.

Referencni ldtky nejsou pro tuto zkouSku stanoveny.

Souhrn vysledkd okruzniho testu laboratofi EHS s pouZitim 4 riznych latek je
uveden v pfiloze 2.

PRINCIP METODY
Aby se prokdzalo, ze ECs, je vy nez 100 mg.l™, miZe se provést limitni zkouska.

Dafnie se vystavi na 48 hodin tcinku zkousené latky pfidané v riznych
koncentracich do vody. PouZije-li se doba kratsi, zdivodni se ve zprave.

Za jinak stejnych experimentdlnich podminek a v odpovidajicim rozmezi
zkousenych koncentraci pisobi rizné koncentrace dané zkousené latky na
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1.5

1.6

1.6.1

1.6.1. 1

schopnost plavani dafnif rozdilné. Pfi rliznych koncentracich se pak po uplynuti
zkuSebni doby objevi vzdy urcité procentudlni podily dafnii neschopnych plavéni.
Koncentrace zpiisobujici neschopnost plavdni u 0 % resp. 100 % se ziskaji ptimo
pozorovdnim, zatimco hodnota ECs, pro 48 hodin se ziskd, pokud je to mozZné,
vypoctem.

Pfi této metodé se pouZzivd staticky postup. Experimentdlni roztoky se tedy béhem
doby expozice neobnovuji.

KRITERIA KVALITY

Kritéria kvality se vztahuji na limitni i dplnou zkousku.

Imobilizace v kontrolnich skupindch nesmi piesdhnout 10 % na konci zkousky.
Dafnie v kontrolnich skupindch nesmi byt zachyceny na povrchu vody.

Je Zadouci, aby koncentrace rozpusténého kysliku ve zkuSebnich nddobdch zlstala
vy&i nez 3 mg™ po celou dobu zkousky. Za Zddnych okolnosti nesmi poklesnout
pod 2 mg.1™.

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

U létek, které se lehce rozpoustéji ve zkusebnim médiu a ddvaji stabilni roztoky
(netékaji, nerozkladaji se, nehydrolyzuji ¢i se neadsorbuji), se pocateéni koncentrace
miiZze pokladat za ekvivalentni nomindlni koncentraci. To, Ze se koncentrace udrzela
na urcité urovni po celou dobu zkousky a Ze kritéria kvality byla dodrZena musi byt
dokladovéno.

Pro létky, které jsou:

(i) slabé rozpustné ve zkusebnim médiu, nebo
(ii) schopné vytvaret stabilni emulze nebo disperze, nebo
(iii) nestabilni vodné roztoky,

musi byt poc¢dtecni koncentrace brdna jako koncentrace naméfend na zacdtku
zkousky. Koncentrace musi byt stanovovdna po urcitém obdobi ustdleni, ale pied
vnesenim dafnii.

Ve vsech ptipadech se musi provddét dalsi méfeni koncentrace béhem zkousky za
ucelem stanoveni aktudlni expozi¢ni koncentrace a kontroly dodrZeni kritérii kvality.

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

Roztoky zkousenych ldtek

Zakladni roztoky v poZadovanych koncentracich se pfipravi rozpusténim zkousené
ldtky v deionizované vodé nebo ve vod¢ podle bodu 1. 6. 1. 2.

Zvolené zkouSené koncentrace se pripravi zfedénim zdkladniho roztoku. KdyzZ se
zkouseji vysoké koncentrace, ldtka se miZe rozpustit pfimo ve vodeé.
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1.6.1.2

1.6.2

1.6.3

1.6. 4

Latky by mély byt zkouSeny az do hranice jejich rozpustnosti. U nékterych ldtek
(napft. s nizkou rozpustnosti ve vod¢, nebo vysokym P, , nebo spiSe tvoficich
stabiln{ disperze nez pravé roztoky ve vod¢) je mozné provést zkousku pfi
koncentraci vys$i nez je hranice rozpustnosti, abychom si zajistili, Ze bude dosazena
maximdlni rozpustnd/stabilni koncentrace. Je ov§em nutné, aby tato koncentrace
jinak nenarusovala systém (napf. vytvorenim filmu na hladin€ branicim okysli¢eni
vody, atd).

Pro ptipravu zdkladnich roztok ldtek s nizkou rozpustnosti ve vodé se mohou
pouzit ultrazvukovd dispergace, organickd rozpoustédla ¢i emulgacni ldtky. Kdyz
jsou pouZzity pomocné latky mély by vSechny zkouSené vzorky a koncentrace,
véetné kontrol obsahovat téchto ldtek stejné mnozZstvi. Koncentrace pomocnych
latek by méla byt minimdln{ a v Zddném piipadé by neméla piesahnout 100 mg.I™
zkouseného média.

Zkouska by se méla provddét bez korekci pH. Dochdzi-li k vyrazné zméné pH,
doporucuje se provést znovu zkousku s korekci pH a vysledky zaznamenat.

V téchto piipadech by méla byt hodnota pH zdkladniho roztoku ptizptisobena pH
rozpoustédla (vody), pokud neexistuji specifické divody tak neucinit. Pfednost se
ddvd pouziti HCl a NaOH. Pfizpisobeni pH nesmi ovlivnit vyznamné koncentraci
zkouSené 14tky v zdkladnim roztoku. Vznik chemické reakce nebo fyzikdlni
precipitace ve zkuSebnim médiu jako ndsledek pfizptisobeni pH se musi zaznamenat.

Voda pro kultivaci a zredovdni

Pro tuto zkousku je mozné pouzivat kazdou vodu vhodnou ke kultivaci dafnit, af je
to pfirodni nebo upravend voda (viz pfiloha 1, literatura (2): ISO 6341).

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

Pristroje
Pouzivaji se obvyklé piistroje a vybaveni experimentdlnich pracovist. Césti, které
pfichdzeji do styku se zkouSenymi roztoky maji byt nejlépe celé ze skla:

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

- pristroj pro méfeni teploty,

- pH metr,

- pfistroj pro stanoveni tvrdosti vody.

Pokusné organismy

Prednost se ddvd druhu Daphnia magna. Povolen je také druh Daphnia pulex.
Jedinci musi byt na zac¢dtku zkouSky mladsi neZ 24 hodin, laboratorné odchovani,
bez zjevnych nemoci, zndmého ptivodu (napft. chov - pfedchozi osetteni,
manipulace).

Provedeni zkousky
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Pred vlastni zkouskou je mozné provést predbéZznou zkousku. Touto pfedbéZnou
zkouskou se zjisfuji informace o rozsahu koncentraci, které je mozné pouZzit ve
vlastni zkouSce.

Mimo zkousky s rliznymi koncentracemi zkousené latky je tfeba provést kontroln{
zkousku bez zkousené ldtky a kontrolni zkouSku s nosi¢em, pokud se néjaky pii
zkouSeni pouZziva.

Dafnie se exponuji zkousené ldtce, jak je popsdno déle:

Doba:
Nejlépe 48 hodin.

Pocet jedincii:
Nejméné 20 na kazdou koncentraci, nejlépe rozdélené ve 4 skupindch po
5 dafniich nebo ve 2 skupindch po 10 dafniich.

MnoZstvi média:
Nejméné 2 ml zkusebniho roztoku na 1 dafnii.

Koncentrace prii zkousce:

Zkusebni roztok je tieba ptipravit bezprostfedné pred nasazenim dafnii,
pokud moZno jen s vodou jako jedinym rozpoustédlem. Koncentrace se
pfipravi jako geometrickd fada s Cinitelem nepfevySujicim 2,2. Spolu

s kontrolni zkouSkou je tfeba pouZit koncentrace, které dostacuji k vyvoldni
0 % a 100 % neschopnosti plavdni, jakoz 1 fadu koncentraci mezi témito
hodnotami, umoznujici vypocet hodnoty ECs, pro 48 hodin.

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

Teplota: Teplota musi byt v rozmezi od 18 °C do 22 °C. Pro kazdou jednotlivou
zkousku m4d vSak zustat konstantni v mezich + 1 °C.

Provzdusriovdni: Zku$ebni roztoky je tfeba provzdusiiovat jen lehce. Nesmi byt
provzduSiiovdny probubldvdnim.

Krmeni: Zadné.

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

Tekavé slouceniny je tfeba zkouSet v uzavienych nddobdch naplnénych po okraj,
dostatecné velkych, aby se vyloucil nedostatek kysliku.

Dafnie se pozoruji nejpozdéji po 24 hodindch a znovu po 48 hodindch expozi¢ni
doby.

Limitni zkousSka

S vyuzitim postupili popsanych v této metodice se mlize provadét limitni zkouska pfi

100 mg.1" za ugelem prokazani faktu, Ze ECs, je vysii neZ tato koncentrace.

JestliZze je povaha zkouSené latky takovd, Ze nelze dosdhnout ve vod€ koncentrace
100 mg.I"", mé&la by byt provedena limitni zkouska pii koncentraci odpovidajici
rozpustnosti této latky (nebo pii maximdlni koncentraci, kdy latka vytvafi stabilni
disperzi) v pouzitém médiu (viz také bod 1. 6. 1. 1).
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Limitn{ zkouska by méla byt provddéna na 20 dafniich, rozdélenych do 4 skupin, se
stejnym poctem v kontrolni skupiné. Jestlize dojde k imobilizaci, musi se provést
uplné zkousSen.

UDAJE A VYHODNOCENI

Neschopnost plavdni pro kazdou koncentraci po 24 a 48 hodindch expozi¢ni doby
se vynese na papir s pravdépodobnostnim rastrem proti koncentraci. Body se
propoji pfimkou. Odecte se koncentrace, kterd odpovidd 50 %-nimu ucinku.

Pro kaZdou dobu pozorovéani se stanovi standardnimi metodami, pokud to dovoluji
ziskané udaje, ECs, a rozsah jeji spolehlivosti (P = 0,05) ;vysledky se zaokrouhluji
na jedno nebo nejvyse na dvé vyznamna mista ( piiklad zaokrouhlovani na dvé
mista: 170 pro 173,5; 0,13 pro 0,127; 1,2 pro 1,21)

Pokud je prubéh kfivky zdvislosti uc¢inku na koncentraci pro vypocet ECs piilis
strmy, staci graficky odhad této hodnoty.

Vyvoldvaji-li dvé po sobé ndsledujici koncentrace, které se lisi o Cinitele 2,2,
neschopnost plavani 0 % a 100 %, pak je to postacujicim pritkazem toho, Ze ECs
lezi v této oblasti.

Pokud se pozoruje, Ze neni mozné zachovat stabilitu nebo homogenitu zkousené
latky, je to tfeba uvést ve zprdvé z experimentu a pfisluSnym zpisobem to zohlednit
pfi interpretaci vysledkd.

ZAVERECNA ZPRAVA

Zaverecnd zprdva md, je-li to moZné, obsahovat:

- udaje o pouzitych organismech (védecky ndzev, kmen, chovatel nebo
zdroj odbéru, zachdzeni pfed zkouSkou, metoda odchovu véetné plivodu,
druh a mnozZstvi potravy, frekvence krmeni),

- pocet dafnii pouzitych pii kazdé zkusebni koncentraci,

- prehled pouZitych koncentraci a veskeré informace, které jsou k dispozici o
stabilité¢ zkousSené latky v pouZitych roztocich,

- popis experimentdlnich nddob, objem piislusného zkusebniho média,
pocet jedincli na nddobu,

- pfi provddéni chemickych analyz ddaj o pouZitych metoddch a vysledky,

- pivod zfedovaci vody a jeji nejdilezitéjsi chemické vlastnosti (pH, teplota,
tvrdost),

- metody piipravy zdkladnich a zkuSebnich roztokili v pfipadé zkouSeni ve
vodé madlo rozpustné latky,

- koncentrace vSech nosicii (organickd rozpoustédla, dispergacni Cinidla,
apod.),

- poméry osvétlent,
- nejvyssi pouzitd zkuSebni koncentrace, pii které v pribéhu zkousky nedoslo
k inhibici dafnii,

- nejnizsi pouzitd zkusebni koncentrace, pfi které v pribéhu zkousky doslo ke
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100 % inhibici dafnii,

- tabulku kumulativni neschopnosti plavédni pfi kontrolni zkousce, pti
kontrolnim zkouSce s nosi¢em a pii kazdé zkusebni koncentraci
v doporucenych intervalech pozorovani (24 hodin nebo 24 a 48 hodin),

- hodnoty ECs, v kazdém doporuceném intervalu pozorovéni (pokud
mozno s 95 % mezi spolehlivosti),

- grafické zndzornéni kiivky zdvislosti u¢inku na koncentraci na konci zkousky,
- je-li to mozné, stoupdni a 95 % mez spolehlivosti,
- pouZité statistické metody stanoveni hodnot ECs,

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

- pfi pouZiti referencni ldtky didaj o vysledcich,
- dikaz, Ze byla splnéna kritéria kvality,
- popis vybaveni,

- vysledky limitniho zkousky.

LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 202. Decision of the Council, C (81)
30 final.

(2) International Standard ISO, Water Quality - Determination of inhibition of
mobility od Daphnia magna Straus, ISO 6341 - 1989.

(3) AFNOR Inhibition of mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera -
crustacea ) NFT 90 301(January 1983).

(4) Verfahrensvorschlag des Umweltbundesamt zum akuten Fisch - Test. Rudolph,
P. und Boje, R. Okotoxikologie, Grundlagen fiir 6kotoxikologische Bewertung
von Umweltchemikalien nach dem Chemikaliengesetz, ecomed 1986.

(5) DIN Testverfahren mit Wasserorganismen 38412 (L1) a (L 11).

(6) Finney, D. J. Statistical Methods in Biological Assay. Griffin, Weycombe, U.
K., 1978.

(7) Litchfield, J.T. and Wilcoxon, F. A simplified method for evaluating
dose effects experiments. J. Pharm. Exp. Therap., Vol. 96, 1949, s. 99.

(8) Sprague, J. B. Measurement of pollutant toxicity to fish. Bioassay methods for
acute toxicity, Water Res., 1969, vol. 3, 793 - 821.

(9) Sprague, J. B. Measurement of pollutant toxicity to fish. II Utilising and
applying bioassay results. Water Res., 1970, vol. 4, 3 - 32.

(10) Stephan, C. E. Methods for calculating an LC50. In Aquatic Toxicology and
Hazard Evaluation (edited by F. I. Mayer and J. L. Hamelink). American
Society for Testing and Materials, ASTM STP 634, 1977, 65-84

(11) Stephan, C. E., Busch, K. A., Smith, R., Burke, J. and Andrews, R. W. A
computer program for calculating an LCS50. US EPA.



Cistka 103 Sbirka zdkont & 299 / 1998 Strana 8563

PRILOHA 1
Upravenid voda

Priklad vhodné ziedovaci vody (podle ISO 6341)
Vsechny chemikdlie musi byt analytické Cistoty.

Voda musi byt kvalitni destilovand nebo deionizovand s vodivosti mensi nez
5uS.cm™.

Destila¢ni ptistroj nesmi obsahovat Zddné médéné Casti.

Zdkladni roztoky:

CaCl,. 2H,0 - dihydrat chloridu vdpenatého 11,76 ¢
Rozpusti se ve vodé€ a doplni se vodou na 1 litr.

MgSO, . 7TH,O - heptahydrdt siranu hofe¢natého 4, 93¢

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

NaHCOj; - hydrogenuhlicitan sodny 2,9¢g
Rozpusti se ve vodé a doplni se vodou na 1 litr.

KCI - chlorid draselny 0,23 g

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

Upravend ziedovaci voda

Smisi se po 25 ml vSech ¢tyf zdkladnich roztokd a doplni se vodou na 1 litr.
Provzdusiuje se tak dlouho, aZ koncentrace rozpusténého kysliku odpovida
koncentraci nasyceni vzduSnym kyslikem.

Hodnota pH musi ¢init 7.8 + 0,2.

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

Tato zfedovaci voda se nechd 12 hodin stdt bez dalsiho provzduSiovani.

Uhrn iontti Ca a Mg v tomto roztoku &inf 2,5 mmol.I". Pomér iont
Ca : Mg ¢ini 4 : 1 a pomér iontli Na : K ¢ini 10 : 1. Celkov4 alkalita tohoto roztoku
&inf 0,8 mmol.l™.

Odchylnd pfiprava zfedovaci vody nesmi zménit sloZeni ani vlastnosti vody.
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PRILOHA 2

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

Upozornéni: tcelem tohoto kruhového testu bylo stanoveni ECsy 24 hod.

Pouzité latky:

1) Dichroman draselny
2) Kyselina tetrapropylbenzensulfonova
3) Kyselina tetrapropylbenzensulfonovd, sodnd sl

4) Kyselina trichloro-2, 4, 5 - fenoxyoctovad, draselnd stl

Latka Pocet ucastnicich | Pocet vysledki ECs, 24 hod.
se laboratofi mg.]™
1 46 129 1,5
2 36 108 27
3 31 84 27
4 32 72 770
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PRILOHA 3

Priklad zavislosti procenta imobilizace dafnii na koncentraci zkousené latky

Priklad stanoveni ECs s pouzitim log-probitového papiru
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1.1

1.2

1.3

1.4

ZKOUSKA INHIBICE RUSTU RAS

METODA

UvoD

Cilem zkousky je urceni vlivu ldtky na rist jednobunécnych zelenych fas. Relativné
kratkodobé pokusy (72 hodin) mohou byt pouzity na zhodnoceni d¢inkd na nékolik
generaci fas. Tato metoda miZe byt upravena pro pouZiti na nékolika druzich fas,
pficemZ protokol o zkouSce musi obsahovat popis metodiky.

Metoda je vhodnd zejména pro stabilni ldtky rozpustné za podminek zkousky ve
vodé.

Metoda je pouZitelnd pro latky, které pfimo neinterferuji s méfenim riistu fas.
Pokud je to mozZné, je Zddouci mit jesté pred zacdtkem testu informace o
rozpustnosti latky ve vodé, o tenzi par, o chemické stabilité, o disociacnich
konstantdch a o biologické rozloZitelnosti odbouratelnosti latky

Jak pfi pldnovani zkousky, tak pfi interpretaci vysledkd by mély byt brany v tvahu
dalsi informace (napf. strukturni vzorec, stupen Cistoty latky, podstata a procento
zneCisténi 1atky, pfitomnost a mnoZstvi aditiv, rozdélovaci koeficient
n-oktanol/voda).

DEFINICE A JEDNOTKY

Hustota bunék: pocet bunék na 1 ml.

Rast: zvySovdni hustoty bunék béhem doby trvdni zkousky.
Rychlost ristu: pfirtstek hustoty bunék za jednotku casu.

ECsy: koncentrace zkouSené ldtky, kterd inhibuje riist bunék nebo sniZuje ristovou
rychlost o0 50 % ve srovndni s kontrolou.

NOEC (no observed effect concentration): je nejvyssi zkoumand koncentrace, pfi
které nedochdzi k Zddnému statisticky zjistitelnému sniZen{ ristu nebo
ristové rychlosti ve srovndni s kontrolou.

REFERENCNI LATKY

Referencni latka miZe byt pouZita jako prostfedek na ovéieni faktu, Ze za
laboratornich podminek zkousky se citlivost zkuSebnich organizmil vyznamné
nezménila.

Pouziti referenéni latky je nutné uvést do protokolu o zkouSce. Jako referen¢ni latka
miZe byt pouzit dichroman draselny, ale jeho barva miZe ovlivnit kvalitu a intenzitu
svétla dostupného buiikdm a také spektrofotometrickd méfeni. Dichroman draselny
byl pouzit v mezindrodnich mezilaboratornich zkouskach (viz.(3) a pfiloha 2).

PRINCIP METODY

Za ucelem prokdzdni, Ze ECs, je vyssi nez 100 mg.l‘1 je mozné provést limitni
zkousku pfi této koncentraci.
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1.5

1.6

1.6.1

1.6.1. 1

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

Zkousené roztoky se inkubuji 72 hodin, béhem nichZ se méfi hustota bunék
v kazdém roztoku pfinejmensim kazdych 24 hodin. Je stanovovdna inhibice ristu ve
vztahu ke kontrolni kultute.

KRITERIA KVALITY
Kritéria kvality se vztahuji na limitni zkousku i na dplnou zkousku.

Hustota bunék v kontrolnich kulturdch by se méla zvysit pfinejmensim Sestndctkrat
za 3 dny.

Koncentrace zkousenych ldtek by se méla udrzet v rozmezi 80 % pivodni
koncentrace po celou dobu trvdni zkousky.

U létek, které se lehce rozpoustéji ve zkusebnim médiu a ddvaji stabilni roztoky
(netékaji, nerozkladaji se , nehydrolyzuji ¢i adsorbuji), se po¢ateni koncentrace
miiZze poklddat za ekvivalentni s nomindlni koncentraci. To, Ze se koncentrace
udrZela na urcité urovni po celou dobu zkousky a Ze kritéria kvality byla dodrzZena,
musi byt dokladovéano.

Pro létky, které jsou:

(i) slabé rozpustné ve zkusebnim médiu, nebo
(if) schopné vytvaret stabilni emulze nebo disperze, nebo
(iii) nestabilni vodné roztoky,

musi byt pocdtecni koncentrace brdna jako koncentrace naméfend na zacdtku
zkousky. Koncentrace musi byt stanovovdna po jejim ustdleni.

Ve vsech pfipadech se musi provddét dalsi méfeni koncentrace béhem zkousky za
ucelem stanoveni aktudlni expozi¢ni koncentrace a kontroly dodrZeni kritérif kvality.

Je zndmo, Ze podstatnd ¢dst zkouSené ldtky se mlize béhem zkouSky zabudovat do
biomasy fas. Proto by se za ucelem prokdzdni dodrZeni kritérif kvality mélo brat
v tvahu jak mnoZstvi ldtky inkorporované do biomasy fas, tak ldtka v roztoku
(nebo, kdyzZ to neni technicky mozné zméfit, ve vodnim sloupci). Protoze v§ak
stanoveni koncentrace latky v biomase fas mize pfedstavovat technické obtize,
dodrZenf kritérii kvality miize byt prokdzdno zméfenim nejvyssi koncentrace latky
ve zkusebni nadobé bez fas a stanovenim koncentrace v roztoku (nebo, jestlize to
neni technicky mozné, ve vodnim sloupci) na zac¢atku a na konci zkousky.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Reagencie

Roztoky zkouSenych ldtek

Zakladni roztoky pozadované sily jsou pfipravovdny rozpusténim latky
v deionizované vodé nebo vodé podle odstavce 1. 6. 1. 2.

Zvolené koncentrace jsou ptipravovany pfidanim odpovidajictho mnoZstvi latky k
predkulturdm fas (viz pfiloha 1).
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1.6.1.2

Latky by mély byt zkouSeny az do hranice jejich rozpustnosti. Abychom si zajistili,
Ze bude dosaZena maximdlni rozpustnd/stabilni koncentrace je mozné u nékterych
latek (napf. s nizkou rozpustnosti ve vodé, nebo vysokym P, , nebo spiSe tvoficich
stabiln{ disperze nez pravé roztoky ve vod¢) provést zkousku pii koncentraci vyssi
neZ je hranice rozpustnosti,. Je ovS§em nutné, aby tato koncentrace jinak
nenaru$ovala systém (napf. vytvofenim filmu na hladiné branicim okysli¢eni vody,
atd).

Pro ptipravu zdkladnich roztok latek s nizkou rozpustnosti ve vodé se mohou
pouzit ultrazvukovd dispergace, organickd rozpoustédla ¢i emulgacni ldtky. Kdyz
jsou pouZzity pomocné latky mély by vSechny zkouSené vzorky a koncentrace,
véetné kontrol obsahovat téchto ldtek stejné mnozstvi. Koncentrace pomocnych
latek by méla byt minimdln{ a v Zddném piipadé by neméla piesahnout 100 mg.I™
zkouseného média.

Zkouska by se méla provddét bez korekci pH. Dochdzi-li k vyrazné zméné pH,
doporucuje se provést znovu zkousku s korekci pH a vysledky zaznamenat.

V téchto piipadech by méla byt hodnota pH zdkladniho roztoku ptizptisobena pH
rozpoustédla (vody), pokud neexistuji specifické divody tak neucinit. Pfednost se
ddvd pouziti HCl a NaOH. Pfizpisobeni pH nesmi vyznamné ovlivnit koncentraci
zkouSené 14tky v zdkladnim roztoku. Vznik chemické reakce nebo fyzikdlni
precipitace ve zkuSebnim médiu jako ndsledek pfizptisobeni pH se musi zaznamenat.

ZkusSebni médium

Voda by méla byt kvalitni destilovand nebo deionizovand s vodivosti mensi nezZ 5
-1
uS.cm™.

Destilacni apardt nesmi obsahovat médéné casti.
Doporucovéno je ndsledujici médium:

Ptipravi se Ctyfi zdsobni roztoky dle ndsledujici tabulky. Tyto roztoky se sterilizuji
membranovou filtraci nebo autokldvovanim a skladuji se v temnu pfi 4 °C. Zdsobni
roztok & 4 by se mél sterilizovat pouze membranovou filtraci. Redénim téchto
roztokill se ziskaji konecné zivné koncentrace zkusebnich roztokd.

Ziviny Koncentrace. Koneéné koncentrace
zdkladnich roztokt zkusebnich roztokd

Z3sobni roztok €. 1: makroZiviny

NH,CI 15¢gl! 15 mg1?
MgCl, . 6H,0 12gl! 12 mg1?
CaCl, . 2H,0 18 gl? 18 mg.I™
MgSO, . 7TH,O 1,5 gl! 15 mg.I"!
KH,PO, 0,16 g1 1,6 mgl!
Zasobni roztok ¢. 2: Fe - EDTA

FeCl; . 6H,0 80 mg.1" 0,08 mg.I"!

Na,EDTA . 2H,0 100 mg.I"! 0,1 mg.l"
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Ziviny Koncentrace. Konec¢né koncentrace
zakladnich roztoki zkusSebnich roztoki

Zésobni roztok €. 3: stopové prvky
H;BO; 185 mg.I” 0,185 mg.I*
MnCl, . 4H,0 415 mg.I'! 0,415 mg.1?
ZnCl, 3 mg.l” 3.10"mgl?
CoCl, . 6H,0 1,5 mgl’ 1,5.10°mgl?
CuCl, . 2H,0 0,01 mg.I™ 1.10° mgI?
Na,MoO, . 2H,0 7 mg.l" 7.10°mg.l!
Zasobni roztok €. 4: NaHCOs3
NaHCO; | 50 g1 | 50 mg.l"

Po provzdus$néni by mélo mit Zivné médium hodnotu pH pfiblizné 8.

1.6.2  Pristroje
- béZné laboratorni vybaveni.

- kultiva¢ni bariky o vhodném objemu (napf. Erlenmayerovy bariky o
objemu 250 ml se 100 ml zkouseného roztoku). VSechny pouzivané
banky by mély byt identické co se tyfe materidlu a rozméri.

- kultivaéni zafizeni: klimatizovand mistnost nebo box s teplotou 21 - 25 °C
+ 2 °C a stdlym osvétlenim ve spektrdlnim rozsahu vinovych délek od 400
do 700 nm. Jestlize fasy v kontrolnich kulturdch dosdhnou doporucené rychlosti
ristu, miZzeme predpoklddat, Ze podminky pro jejich rist, véetné intenzity
svétla jsou odpovidajici.

Pfi primérnych hladindch zkouSenych roztokl se doporucuje pouzit
svételnou intenzitu v rozmezi 60 - 120 pE.m™. s™ (35 - 70 . 10" fotond .
m™. s™) pfi méfeni vhodnym zafizenim v rozsahu 400 - 700 nm. Pfi
méfeni intenzity luxmetry je vyhovujici oblast 6000 - 10 000 1x.

Této svételné intenzity lze dosdhnout umisténim Ctyi az sedmi 30 W
zétivek univerzdlniho bilého typu (barevnd teplota pfiblizné 4 300 K) ve
vzddlenosti 0,35 m od kultury fas.

- méfeni hustoty bunék by se mélo provddét pfimym pocitdnim Zivych
bunék, napt. pomoci mikroskopu a pocitacich komtrek. Za predpokladu
dostatecné citlivosti a korelace s bunécnou hustotou mohou byt pouzity i dalsi
postupy (fotometrie, turbidimetrie, ...).

1. 6.3  ZkusSebni organismy

Ptredpoklddd se, Ze pouZité druhy zelenych fas jsou rychle rostouci, vhodné pro
kultivaci a zkouSeni. Doporucovdny jsou zejména ndsledujici druhy:

- Selenastrum capricornutum, napt. ATCC 22662 nebo CCAP 278/4,
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1.6.4

- Scenedesmus subspicatus, napi.86, 81 SAG.

Pozndmka:

ATCC = American Type Culture Collection (U.S.A)
CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (U.K.)
SAG = Collection of algal culture (Gottingen, F.R.G.)

Pouziti jiného druhu fas musi byt uvedeno ve zprave.

Postup zkousky

Koncentraéni rozmezi, ve kterém je Gcinky latek nejlépe zjisfovat, se ur¢i orientaéni
zkouskou.

Dva zptisoby méfeni riistu (biomasa a rychlost ristu) mohou poskytovat zcela
rozdilné miry inhibice riistu; v orientacni vyhleddvaci zkousce se pouZiji oba, aby
mohlo byt umoZnéno se ubezpecit, Ze geometricky rist koncentrace dovoli
odhadnout jak E,Csj tak E; Csp.

Pocdtecni hustota bunék

Doporucuje se, aby pocdtecni hustota bunck tasy Selenastrum capricornutum a fasy
Scenedesmus subspicatus ve zkusebnich roztocich byla pfiblizné 10* bunék.ml™.
Pouzije-li se jiny druh fasy, méla by byt pocatecni hustota biomasy srovnatelnd.

Koncentrace zkouSené ldtky

Do zkousky se nasazuje nejméné pét rliznych koncentraci zkousené latky

v geometrické fadé s koeficientem neprevysujicim 2,2. Nejnizsi pouZitd koncentrace
by neméla vykazovat Zddny pozorovatelny ucinek na rist fas. Nejvyssi zkouSend
koncentrace by méla omezit rist ve srovndni s kontrolni zkouskou nejméné o 50 %,

nejlépe kdyZ zastavi rist zcela.
Opakovdni a kontroly

Plan zkouSky musi zahrnovat tii opakovdni kazdé zkuSebni koncentrace, tii kontroly
a je-li pouzita pomocnd ldtka téz tfi kontroly s pfidavkem této latky. Je-li pro to
divod, miiZe byt pldn zkousky upraven tak, Ze se pouZije vice koncentra¢nich
urovni a sniZi se pocet opakovdni zkousky v kazdé nasazené koncentraci.

Provedeni zkouSky

ZkuSebni roztoky o urcité koncentraci zkousené latky se pfipravi smichdnim
nafedéného mnoZstvi zdsobniho roztoku zkousené latky s roztokem Zivin, inokula a
vody (viz pfiloha).

Kultivaéni batiky se protfepaji a umisti se do kultivaéniho zafizeni. Rasové buiiky se
udrzuji v suspenzi tfepdnim, michdnim nebo probubldvdnim vzduchem, ¢imz se
zlepSuje vyména plynil a zmensuji se zmény pH zkuSebnich roztokt. Kultury se
inkubuji pfi teploté 21 - 25 °C udrzované s ptesnosti + 2 °C.

Hustota bunék se v kazdé baiice odecitd nejméné po 24, 48 a 72 h po zahdjeni
zkousky. Pouzivd-li se k méfeni hustoty bunék jiné metody neZ je jejich pfimé
pocitani pouZije se jako srovndvaci vzorek filtrovany fasovy roztok obsahujici
pfisluSnou koncentraci zkousené chemikdlie.

pH se méfi na zacatku zkousky a po 72 hodindch.

Hodnota pH by se neméla béhem zkouSky zménit vic jak o 1,5 jednotky.
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ZkousSeni tékavych ldtek

V soucasné dobé neexistuje obecné piijatelny zpiisob zkousSeni tékavych latek. Je-li
zndmo, Ze md ldtka tendenci se snadno vyparovat, mohou byt pouZzity uzaviené
kultivacni nddoby se zvétSenym parnim prostorem. Pfi stanovovdni objemu parniho
prostoru kultivacnich ban€k se musi zohlednit potfeba odvodu CO, ze zkouSeného
roztoku. Byla navrzena fada variant této metody (4).

Méla by byt vyvinuta snaha o stanoveni mnozstvi zkouSené ldtky, kterd v roztoku
zUstala. V kazdém piipadé by mély byt vysledky zkouSeni tékavych latek
v uzavienych systémech mimofddné opatrné.

Limitni zkouSka

S vyuzitim postupili popsanych v této metodice se mlize provadét limitni zkouska pfi
100 mg.1" za ucelem prokazani skute¢nosti, Ze ECsg je vy$sf neZ tato koncentrace.

JestliZze je povaha zkouSené ldtky takovd, Ze nelze ve vodé dosdhnout koncentrace
100 mg.I"!, mé&la by byt provedena limitni zkouska pii koncentraci odpovidajici
rozpustnosti této latky v pouzitém médiu (nebo pfi maximalni koncentraci, kdy latka
vytvaii stabilni disperzi) (viz také bod 1. 6. 1. 1).

Limitni zkouska by méla byt provddéna minimélné ve tfech vzorcich se stejnym
poctem kontrol. Limitni zkouskou by mély byt stanoveny obé méfitka rlistu
(biomasa a rychlost rastu).

V pripadé, Ze se limitni zkouskou prokaze pokles rtistu biomasy nebo rychlosti ristu
0 25 % a vice ve srovndni s kontrolnimi vzorky, je nutné provést uplné zkouSeni.

DATA A VYHODNOCENI

Naméfené hustoty bunék ve zkuSebni kultuie a v kontroldch jsou spolu s pfislusnymi
koncentracemi a sledovanymi parametry zapisovdny do tabulek. Sestroji se ristova
kfivka pro kazdou zkouSenou koncentraci a kontrolu v podobé grafu stfedni hustoty
bunék v zdvislosti na Case.

Vztah mezi koncentraci a d¢inkem je stanovovdn dvéma ndsledujicimi postupy.
Nékteré ldtky mohou pifi nizkych koncentracich stimulovat rist. V tvahu by méla
byt brdna jenom data indikujici inhibici mezi 0 a 100 %.

SROVNANI PLOCH POD RUSTOVOU KRIVKOU

Plocha mezi riistovou kfivkou a vodorovnou ¢arou N = N, se vypocitd podle
ndsledujici rovnice:

A N1 —N2 N1 + N2 —ZN() ( ) Nn—l + Nn— 2N0 ( )

=~ . H+ (= t)+..+ Aty =t
) 1 > 2~ h > 1

kde je

A - plocha

N, - poéet bunék.ml™ v &ase t, (na pocitku zkousky)
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N; - zméfend hustota bunck v Case t;

N, - zmérena hustota bun€k v Case t,

t; - doba prvniho méfeni od pocdtku zkousky
t, - doba n-tého méteni od pocatku zkousky
n - pocet méfeni od pocdtku zkousky

Inhibice rlstu v % (I5) pro kazdou koncentraci zkousené latky se vypocitd podle
rovnice:

kde

A, = plocha mezi ristovou kfivkou kontrolni zkousky a horizontdIn{ linif N = N,
A = plocha mezi ristovou kiivkou pii koncentraci t a horizontdln{ linif N = N,

Hodnoty I, se nanesou na semilogaritmicky nebo na semilogaritmicko-probitovy
papir proti jednotlivym koncentracim. Po vyneseni bodil na papir se tyto spoji od
oka nebo vypoctenou regresni ptimkou.

Hodnota ECs; se odecitd na priseciku regresni ¢dry a rovnobézky s osou x v bodé
I, = 50 %. Abychom tuto hodnotu oznacili jednozna¢né podle pouZzité metody
vyhodnoceni doporucuje se pouZzit symbol E,Cs,. Dillezité je, Ze hodnota E,Csy je
spojena s oznacenim piislusné exposicni doby tj. E,Csy (0-72h).

SROVNANI RYCHLOSTI RUSTU

Primérnd specifickd rychlost riistu (i) pro exponencidlné rostouci kultury se
vypocte jako:
1nN,, — 1nN,
W=—"
In—1To
kde t, je ¢as pocdtku zkousky.

Procento inhibice specifické rychlosti ristu pfi kazdé koncentraci zkousené latky
(I,¢) se vypocte podle vzorce:

I :u.loo

wu
He
kde

1. = pramérnd specifickd rychlost riistu kontrol,
K, = prumérnd specifickd rychlost ristu pfi koncentraci t.

SniZeny priamérny rlst v % ve srovndni s kontrolni hodnotou, pfi vSech
koncentracich zkouSené 1dtky se nanese proti logaritmu koncentrace. Z takto
vzniklého grafického zndzornéni lze odecist hodnoty ECs. Pro pfesné oznaceni
bodu ECs, zjisténého touto metodou se doporucuje pouzit symbol E.Csy. Musi se
uvést asy pozorovdni, tzn. hodnoty vztazené k dobam 0 - 72 h se oznaci symbolem
E.C50 (0 - 72 h).

Pozndmka: Specifickd rychlost ristu je logaritmicky vyraz, nepatrné zmény rychlosti
ristu mohou odpovidat velkym zméndm biomasy. Hodnoty E,C a E,C jsou proto
numericky nesrovnatelné.
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2.3

VYPOCET NOEC

Hodnota NOEC se stanovi vhodnou statistickou metodou pro mnohocetné
srovnavani vzorkil (napf. analyza variance a Dunnettdv test) s vyuzitim jednotlivych
hodnot ploch oblasti pod rtistovymi kiivkami A (viz bod 2. 1) nebo specifickych
rychlosti ristu p (viz bod 2. 2).

ZAVERECNA ZPRAVA
Ve zpravé je dobré uvést, pokud mozZno ndsledujici udaje:

- zkouSend ldtka: udaje o chemické identifikaci
- zkuSebni organismy: ptivod, laboratorni kultura, ¢islo kmene, metoda
kultivace
- zkuSebni podminky:
- datum zahdjeni a ukonceni zkousky, doba zkousent,
- teplota,
- sloZeni média,
- kultiva¢ni zafizent,
- hodnoty pH roztoku na pocatku a na konci zkousky (zméni-li se hodnota pH
o vice nez 1,5 jednotky, mély by se uvést diivody, pro¢ k tomu doslo),
- nosi¢ a metoda rozpousténi zkouSené latky, koncentrace nosice ve
zkuSebnich rostocich,
- intenzita a kvalita svétla,
- zkoumané koncentrace (méfené nebo nomindlni).
- vysledky:
- koncentrace bunék v jednotlivych barikdch v kazdé dobé méteni, metoda
méreni koncentrace bun€k,
- prumérné hodnoty koncentrace bungk,
- riistové kiivky,
- grafické zndzornéni vztahu koncentrace - u€inek,
- hodnoty EC a metoda vypoctu,
- NOEC,
- dal8i pozorované ucinky.
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PRILOHA 1
Piiklad postupu pro kultivaci Fas

Obecné

Utelem kultivace ddle popsanym postupem je ziskani fasovych kultur pro zkousky
toxicity.

Metody pouzité k tomuto ucelu musi zarucit, aby kultury fad nebyly infikovdny
bakteriemi (ISO 4833).

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

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

Postupy pfi ziskani fasovych kultur

Priprava Zivnych roztokit (média)

Médium miize byt pripraveno ziedénim koncentrovanych zdkladnich roztokil Zivin.
K ziskdni pevného média se pfiddvd 0,8 % agaru. PouzZité médium by mélo byt
sterilni. Sterilizace autoklavem miZze vést ke ztrat¢ NHs.

Kmenovd kultura

Kmenové kultury jsou malé kultury fas, které se pfendseji pravidelné do cestvého
média. SlouZi jako vychozi zkuSebni materidl. Nejsou-li kultury pravidelné
pouZzivany, vyockovdvaji se na Sikmy agar a pak se piendSeji nejméné jednou za dva
mésice do Cerstvého média.

Kmenové kultury se péstuji v Erlenmayerovych bankdch obsahujicich vhodné
medium (pfiblizné objem 100 ml). Jsou-li fasy inkubovany pfi teploté 20 °C a stdlém
osvétleni, musi se prendset kazdy tyden.

Pii pfeockovdni se prenese sterilni pipetou do barky s Cerstvym mediem takové
mnozstvi ,,staré“ kultury, aby vychozi koncentrace Cinila u rychle rostouctho druhu
fas asi 1/100 koncentrace kultury staré.

Rychlost riistu daného druhu fas Ize odecist z ristové kiivky. Z této riistové kiivky
lze odhadnout hustotu, pfi niZ musi byt kultura pfenesena do Cerstvého média. K
tomu musi dojit pfed fdzi odumirdni kultury.

Predkultura

Utelem piedkultur je poskytnout dostateéné mnoZstvi fas potiebnych pro
naockovdni zkuSebnich kultur. Pfedkultura se inkubuje za zkuSebnich podminek a
pouzije se jesté béhem exponencidlniho rdstu, to znamend obvykle po tiidenni
inkubac¢ni lhtté. Obsahuji-li kultury fas deformované nebo abnormadlni buriky, musi
se vyhodit.
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PRILOHA 2

ISO 8692 - Kvalita vody - Ristovd inhibi¢ni zkouSka na sladkovodnich fasach
Scenedesmus subspicatus uvadi vysledky mezilaboratornich zkousek dichromanu
draselného provedenych 16 laboratofemi.

Priméry (mg.1™) Rozsah (mg.l™)

E.Cs0 (0 - 72 hod) 0,84 0,60 - 1,03

EyCsp (0 - 72 hod) 0,53 0,20 - 0,75
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IV

L1

.2

STANOVENI SNADNE BIOLOGICKE
ROZLOZITELNOSTI

OBECNE UVAHY

UvoD

Je popsdno Sest zkuSebnich metod, které umoznuji vyhleddvaci posouzeni snadné
biologické rozloZitelnosti chemickych ldtek v aerobnim vodnim prostiedi:

(A) Ubytek rozpusténého organického uhliku (DOC)

(B) Modifikovand vyhleddvaci zkouska OECD - dbytek DOC

(C) Uvolnovani oxidu uhli¢itého (CO,) (modifikovana Sturmova zkouska)
(D) Manometricka respirometrie

(E) Zkouska v uzavienych lahvickach

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

Obecné a spolecné uvahy pro vSech Sest zkousek jsou uvedeny v ¢dsti I metody.
Specifické body jednotlivych metod jsou uvedeny v c&éstech II az VII. Ptilohy
obsahuji definice, vzorce a orientacni pozndmky.

Mezilaboratorni srovndvaci pokus OECD, provedeny v roce 1988, ukdzal, Ze
uvedené metody poskytuji shodné vysledky. V zdvislosti na fyzikdlnim charakteru
zkousené latky vSak muze byt v daném piipadé nejvhodnéjsi urcitd konkrétni
metoda.

VYBER VHODNE METODY

Pro volbu nejvhodnéjsi metody jsou nezbytné informace o rozpustnosti, o tenzi par
a o adsorp¢ni charakteristice dané chemické ldtky. Pro vypocet teoretickych hodnot
a ovéfeni naméfenych hodnot parametrt, napt. TSK, TCO, , DOC, TOC, CHSK
(viz prilohy 1 a 2) je nutné zndt chemickou strukturu nebo vzorec.

Zkousené chemické l4tky, jejichZ rozpustnost ve vodé &inf alespont 100 mg.1?, je
mozné zkousSet vS§emi metodami za piedpokladu, Ze jsou netékavé a neadsorbuji se.
Pro latky mdlo rozpustné ve vodé, t€kavé nebo adsorbovatelné jsou vhodné metody
uvedeny v tabulce 1. Zptsob, kterym je tfeba zachdzet s laitkami mdlo rozpustnymi
ve vodé¢ a tékavymi, je popsan v piiloze 3. Mirné t€kavé latky je mozné zkouSet
metodou ubytku DOC, pokud ve zkusebnich nddobach (které musi byt vhodné
uzavieny) existuje dostatecné velky prostor pro plyn. V tomto piipadé musi byt
provedena abiotickd kontrola pro podchyceni piipadné fyzikdlni ztréty.

Pro interpretaci ziskanych vysledkid, zejména pokud jsou vysledky nizké nebo
margindlni, se vyZaduji informace o €istoté¢ nebo relativnich podilech hlavnich
sloZek zkouseného materidlu.

Pro volbu vhodnych koncentraci pro zkouSku mohou byt velmi uZite¢né informace
o toxicité zkousené chemické latky pro bakterie (pfiloha 4). Tyto informace mohou
mit zdsadni vyznam pro sprdvnou interpretaci nizkych hodnot biologického
rozkladu.
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I.3

I.4

Tabulka 1: PouZitelnost zku$ebnich metod

Zku$ebni Analytickd Vhodnost pro latky
metoda metoda
malo tékavé absorbujici
rozpustné
IV-A DOC - - +/-
IV-B DOC - - +/-
IV-C Respirometrie: vyvin + - +
CO,
IV-D Manometrickd + +/- +
respirometrie: vyvin
CO,
IV-E Respirometrie: +/- + +
rozpustény kyslik
IV-F Respirometrie: + +/- +
spotfeba kysliku

REFERENCNI LATKY

Pro ovéreni postupu se zkouSeji soubézné se studovanou latkou referencni chemické
latky, které spliuji kritéria snadné biologické rozloZitelnosti.

Vhodnymi chemickymi ldtkami jsou anilin (Cerstvé predestilovany), octan sodny a
benzoan sodny. Tyto referencni chemické ldtky se uvedenymi metodami vSechny

s vz

rozklddaji i kdyZ se zdmérné neptidd Zddné inokulum.

Bylo navrzeno hledat referenéni chemickou latku, kterd by byla pohotové
rozloZitelnd, av§ak vyZadovala by pfiddni inokula. Byl navrZzen hydrogenftaldt
draselny. O této ldtce je tfeba jesté ziskat vice udajl, neZ ji bude mozné pfijmout
jako referencnf latku.

V respirometrickych zkouSkdch mohou piijem kysliku ovlivnit 1dtky obsahujici dusik
v dasledku nitrifikace (viz pfilohy 2 a 5).

PRINCIP ZKUSEBNICH METOD

Roztok nebo suspenze zkousené ldtky v minerdlnim prostiedi se naockuje a
inkubuje v aerobnich podminkdch v temnu nebo v diftiznim svétle. MnoZstvi DOC
pfipadajici ve zkouseném roztoku na inokulum je tfeba udrZovat ve srovndni s
zohledni na zdkladé paralelni slepé zkousky s inokulem, avSak bez zkousené ldtky.
Pritom endogenni aktivita bunék v pfitomnosti zkouSené latky neodpovidd presné
aktivité v endogenni kontrolni zkousce. Za ucelem kontroly postupu se provadi
soub&Zné zkouska s referencni latkou.

Obecné feceno po rozkladu ndsleduje stanoveni parametrt jako DOC, tvorba CO; a
pfijem kysliku. Méfeni se provadi v dostatecné Castych intervalech, aby bylo
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I.5.1

I.5.2

I.6

mozné identifikovat zacdtek a konec biologického rozkladu. Méfeni automatickymi
respirometry je kontinudlni. Nékdy se méfi doplikové k jinému parametru DOC,
avSak obvykle pouze na zacdtku a na konci zkousky. Je rovnéZz mozné pouZit
specifickou chemickou analyzu, kterou se vyhodnoti primarni rozklad zkouSené
latky nebo se stanovi koncentrace kteréhokoli vzniklého meziproduktu (ve zkousce
MITI povinné).

Zkouska normdlné trvd 28 dni. Méfeni je vSak mozné ukoncit pied uplynutim
28 dni, tj. jakmile kiivka biologického rozkladu dosdhla na zdkladé nejméné tfi
stanoveni faze vodorovného pribéhu. Méfeni je také mozné prodlouZit i po 28
dnech, vyplyva-li z kiivky, Ze biologicky rozklad zacal, avSak Ze v 28. den nebylo
jesté dosaZeno vodorovné Cdsti kiivky.

KRITERIA KVALITY

Reprodukovatelnost

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

Je béznou zkusenosti, Ze ¢im vyssi je koncentrace mikroorganizmt pfidanych na
pocdtku do zkuSebniho média, tim mensi jsou rozdily mezi replikovanymi
méfenimi. Okruzni zkousky rovnéz ukdzaly, Ze mezi vysledky ziskanymi rGznymi
laboratofemi mohou byt velké rozdily, avSak u snadno biologicky rozloZitelnych
sloucenin se obvykle dosahuje dobré shody.

Platnost zkousky

Zkouska se povazuje za platnou, je-li rozdil krajnich hodnot vysledkt
replikovanych méteni rozkladu zkouSené latky na vodorovné ¢asti kiivky, bud na
konci zkousky nebo na konci 10-denniho okénka, podle toho, kterd

z téchto eventualit pfichdzi v uvahu, mensi nez 20 %, a dosghl-li procentudlni
stupeni rozkladu referencni ldtky trovné snadné biologické rozloZitelnosti do

14 dni. Neni-li spInéna kterdkoli z téchto podminek, je nutné méfeni opakovat.
Vzhledem k nédrocnosti metod neznamenaji nizké hodnoty nutné, Ze studovana
latka neni v podminkdch Zivotniho prostfedi biologicky rozloZitelnd, ale ukazuji, Ze
k zajisténi biologického rozkladu je tteba vice prace.

Jestlize ve zkousce toxicity, zahrnujici jak studovanou ldtku, tak referencni
chemickou latku, doslo béhem 14 dnt k méné nez 35 % rozkladu (na bdzi DOC)
nebo k méné nez 25 % rozkladu (na bazi TSK nebo TCO,), je mozné zkousené
chemické latky povazovat za inhibujici (viz také pfilohu 4. Sérii méfeni je tieba
opakovat, pokud mozno s nizs$i koncentraci studované chemické latky a (nebo)
vyssi koncentraci inokula, avSak ne s koncentraci vys$si nez 30 mg tuhych latek

v litru.

VSEOBECNE POSTUPY A PRIPRAVY

Obecné podminky pro zkousky jsou pfehledné uvedeny v tabulce 2. Aparatury a
dalsi experimentdlni podminky, specifické pro jednotlivé metody, jsou popsdny déle
v kapitoldch pro tyto pfisluSné metody.
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Zied’ovaci voda

PouZiva se deionizovand nebo destilovand voda, prostd inhibujicich koncentraci
toxickych latek (napf. iontti Cu”). Voda smi obsahovat nejvyse 10 % obsahu
organického uhliku, vneseného zkousenou ldtkou. Aby se vyloucily vysoké
hodnoty ve slepych pokusech je nutnd vysok4d Cistota vody pro zkousky,. Ke
kontaminaci mtize dojit pfitomnymi necistotami ze studované latky a z
iontoménnych pryskyfic a rozkladnymi ldtkami z bakterif a fas. Pro kazdou sérii
méfeni je tieba pouZzivat pouze jednu Sarzi vody, kterd byla pfedem
pfekontrolovdna analyzou DOC. Tato kontrola neni nutnd u zkousky v
uzavienych ldhvi¢kdch, spotfeba kysliku vodou vSak musi byt nizk4.

Tabulka 2: Experimentdlni podminky v jednotlivych zkouskach

Ubytek [Uvoliio- |Manome- | Modifi- Uzaviené |Zkouska
DOC |vani CO, |trickd re- [kovand lahvicky MITI (I)
spirome- | vyhledd-
trie vaci OECD
Zkouska zkouska
C4.-A|C4.-C |C4-D |[C4.-B C4.-E C4.-F
Koncentrace
zkouSené 14tky:
mg.I" 100 2-10 100
mg DOC.I! 10-40 | 10-20 10 - 40
mg ThOD.I" 50 - 100 5-10
Koncentrace <30 mg. "1 SL 0,5 ml <S5 ml 30 mg.I"!
inokula nebo < 100 ml vytoku.l” sekund. | vytoku.l’ SL
vytoku.l"
(buniky.I™") (107 - 10%) (10%) (10* - 10% | (107 - 10%)
Koncentrace
prvku
v minerdlnim
médiu (mg.I?)
P 116 11,6 29
N 1,3 0,13 1,3
Na 86 8,6 17,2
K 122 12,2 36,5
Mg 2,2 22 0,0
Ca 9,9 9,9 29,7
Fe 0,05 - 0,1 0,05 -0,1 0,15
pH 74 £02 nejlépe 7,0
teplota 22 +2°C 25+1°C

DOC = rozpustény organicky uhlik
ThOD = teoretickd spotieba kysliku

SL = suspendované latky
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I.6.2

I.6.3

I.6.4

Zasobni roztoky mineralnich slozek

Pro ptipravu zkusebnich roztoki se pfipravuji zdsobni roztoky o vhodnych
koncentracich minerdlnich sloZzek. NiZe uvedené zdsobni roztoky je mozné pouZzit
(pfi rtznych zfedovacich faktorech) pro metody tibytku DOC, pro modifikovanou
vyhleddvaci metodu OECD, pro metodu uvoliovdni CO, , pro manometrickou
respirometrii a pro uzaviené ldhvicky.

Ziedovaci faktory a specifickd pfiprava minerdlniho media pro zkousku MITI jsou
uvedeny v kapitoldch pro jednotlivé zkousky.
Zdsobni roztoky:

Zésobni roztoky se pfipravuji s pouZitim Cinidel analytické Cistoty.

(a) dihydrogenorthofosfore¢nan draselny, KH,PO, 8,50 g
monohydrogenorthofosfore¢nan didraselny, K, HPO,, 21,75 g
dihydrdtmonohydrogenorthofosfore¢nan
disodny Na,HPO , .2H,0 3340 g
chlorid amonny, NH,Cl 0,50 ¢

Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr. pH roztoku musi byt 7.4.

(b) chlorid vdpenaty bezvody, CaCl , 2750 g
nebo dihydrét chloridu vapenatého, CaCl ,.2H,0 36,40 g

Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr.

(c) heptahydrét siranu hotecnatého, MgSO,4.7H,0 2250 g
Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr.

(d) hexahydrat chloridu Zelezitého, FeCl;.6H,O 025 ¢
Rozpusti se ve vodé a doplni na 1 litr.

Pozndmka: Aby nebylo nutné ptfipravovat tento roztok bezprostfedné pied
pouZitim, pfid4 se jedna kapka koncentrované kyseliny chlorovodikové
nebo 0,4 g disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) na 1
litr.

Zasobni roztoky chemickych latek

Pokud je rozpustnost vysi nez 1 g.I”, rozpusti se napitiklad 1 - 10 g (podle potieby)
zkousené nebo referencni latky v deionizované vodé a doplni se na 1 litr. Jinak se
pfipravuji zdsobni roztoky v minerdlnim médiu, nebo se chemickd ldtka ptidd
piimo do minerdlniho média. Pokud se tykd prdace s méné rozpustnymi chemickymi
ldtkami, viz pfilohu 3. Ve zkousce MITI (metoda IV-F) nelze pouzivat ani
rozpoustédla, ani emulgacni ¢inidla.

Inokula

Inokulum je mozné ziskat z fady zdrojl: z aktivovaného kalu, ze splaskovych vod
(nechlorovanych), z povrchovych vod a piid, nebo jako jejich smési. Pouziva-li se
aktivovany kal ve zkouSce ubytku DOC, uvoliiovdni CO, a manometrické
respirometrie, je tfeba jej odebirat z Cistirny nebo z laboratorni jednotky Cistici
pfevdzné domovni odpadni vody. U inokuli z jinych zdrojii byl zjiStén vétsi rozptyl
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I.6.4.1

I. 6. 4. 2.

I.6.5

vysledkt. V modifikované vyhleddvaci zkousce OECD a ve zkousce v uzavienych
lahvickdch je tfeba zfedénéjsi inokulum bez vlocek kalu. Nejvhodnéjsim zdrojem je
voda z druhého stupné Cistirny domovnich odpadnich vod nebo z laboratorni
jednotky. Pro zkouSku MITTI se inokulum ziskdvd ze smési zdroji a je popsdno

v kapitole o této zkousce.

Inokulum z aktivovanych kalii

Je tieba odebrat Cerstvy vzorek aktivovaného kalu z aerani nddrZe Cistirny
odpadnich vod nebo laboratorni jednotky Cistici pfevdZzné domovni odpadni vody.
Je-li tfeba, odstrani se hrubé c4stice filtraci jemnym sitem a kal se udrzuje

v aerobnich podminkdch.

Alternativnim zptisobem je odsazeni nebo zcentrifugovani (napf. pii 1 100 g po
dobu 10 min.) po odstranéni hrubych ¢astic. Voda nad usazeninou se slije. Kal je
mozno promyt minerdlnim médiem. Koncentrovany kal se suspenduje v minerdlnim
médiu na koncentraci 3 - 5 g suspendovanych tuhych ldtek na litr a provzdusiuje se
az do pouriti.

Kal je tieba odebrat z dobte pracujici konvencni Cistirny. Je-li nutné kal odebrat z
Cistirny s vysokym prosazenim nebo pfedpoklddd-li se, Ze obsahuje inhibitory, je
tfeba jej promyt. Znovu suspendovany kal se po dikladném promichdni nechd
usadit nebo se zcentrifuguje, voda nad usazeninou se slije a promyty kal se opét
suspenduje v nové ddvce minerdlniho média. Tento postup se opakuje, az se kal
povazuje za prosty piebytecného substrdtu nebo inhibitoru.

Po dokonalém suspendovdni nebo z neupravovaného kalu se odebere tésné pred
pouzitim vzorek pro stanoveni suSiny suspendovanych tuhych 14tek.

Dalsi alternativou je homogenizace aktivovaného kalu (3 - 5 g suspendovanych
latek v litru). Kal se zpracuje v mechanickém misi¢i po dobu 2 min. pfi stfedni
rychlosti. Promichany kal se nechd usadit po dobu 30 min nebo v ptipadé potfeby
déle a kapalina se slije pro pouZiti jako inokulum v koncentraci 10 mlLI™!
minerdIntho média.

Jiné zdroje inokula

Inokulum je moZné ziskat z vystupu druhého stupné Cistirny odpadnich vod nebo
laboratorni jednotky, pracujicich pfevdzné s domovnimi odpadnimi vodami.
Odebere se Cerstvy vzorek a béhem pfepravy se udrzuje v aerobnich podminkdach.
Nechd se po dobu 1 hodiny usadit nebo se zfiltruje pfes hruby filtra¢ni papir a slitd
kapalina nebo filtrdt se udrzuje v aerobnich podminkdch az do pouZiti. Tohoto
typu inokula je mozné pouzit az 100 ml na 1 litr média.

Dal§im zdrojem inokula je povrchovd voda. V tomto piipadé se odebere vzorek
vhodné povrchové vody, napf. ficni nebo jezerni, a uchovédvd se v aerobnich
podminkdch aZ do pouzZiti. V piipadé potfeby se inokulum zkoncentruje filtraci
nebo zcentrifugovdnim.

Piedbéziné kondiciovani inokula

Inokula je mozné predbézné kondicionovat na experimentdlni podminky, ale ne
pfedbéZzné adaptovat na zkousenou latku. PfedbéZnd kondicionace spocivd v aeraci
aktivovaného kalu v minerdlnim médiu nebo vystupu z druhého stupné Cistirny po
dobu 5 - 7 dni pfi teploté zkousky. PredbéZné kondicionovani nékdy zlepsi piesnost
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LL7.1

Vv _owv

zkuSebnich metod sniZenim hodnot ze slepych pokusii. PfedbéZné kondicionovat
inokulum MITTI se nepovaZzuje za nutné.

Abiotické kontrolni zkousky

V ptipadé potieby se kontroluje mozny abioticky rozklad zkouSené ldtky
stanovenim ubytku DOC, pfijmu kysliku nebo tvorby oxidu uhli¢itého ve sterilnich
kontrolnich pokusech bez inokula. Sterilizace se provadi filtraci membranou (0,2 -
0,45 pm) nebo pridanim vhodné toxické latky v pfislusné koncentraci. Pouziva-li se
membrdnové filtrace, odebiraji se vzorky asepticky za tcelem zachovanf sterility.
Pokud nebyla pfedem vyloucena adsorpce zkousené latky, musi zkousky, kterymi se
sleduje biologicky rozklad podle ubytku DOC, zejména pii pouZiti inokula z
aktivovaného kalu, zahrnovat abioticky kontrolni pokus, ktery byl naockovan a
intoxikovan.

Pocet nasazenych banék

Pocet pouzitych nadob (nasazenych pokusti) v typické zkousce je uveden
v kapitoldch pro jednotlivé zkousky.

Lze pouzivat tyto typy nasazenych nddob:

ZkouSend suspenze: obsahuje zkousenou ldtku a inokulum
Slepd zkouska s inokulem: obsahuje pouze inokulum
Kontrola postupu: obsahuje referen¢ni ldtku a inokulum
Abiotickd sterilni kontrola: sterilni, obsahuje zkousenou latku (viz 1.6.6)
Kontrola pro adsorpci: obsahuje zkouSenou ldtku, inokulum a steriliza¢ni

¢inidlo
Kontrola toxicity: obsahuje zkouSenou latku, referencni latku a inokulum
Stanoveni ve zkouSené suspenzi a slepy pokus s inokulem se musi povinné provadét
soubéZné. Stanoveni v ostatnich nddobdch se doporucuje provddét rovnéz
soub&zné.
To vSak nemusi byt vZdy mozné. Je tfeba zajistit, aby se odebiral dostatecny pocet
vzorkid nebo se provddel dostate¢ny pocet odectll pro vyhodnoceni procenta tbytku
v 10-dennim okénku.

VYSLEDKY A JEJICH VYHODNOCENI
Pii vypoctu D, , procentniho ubytku, se pouzivaji sttedni hodnoty z dvojich méteni

daného parametru v obou zkuSebnich nddobdch a ze slepého pokusu pro inokulum.
Piislu$né vzorce jsou uvedeny ddle v kapitoldch pro jednotlivé zkousky. Priitbéh
rozkladu se zndzorni graficky a oznaci se 10-denni okénko. Vypocte a uvede se
procentni ubytek dosaZeny na konci 10-denniho okénka a hodnota pro vodorovnou
¢ast kiivky nebo na konci zkousky podle toho, kterd z nich je vhodné&jsi.

V respirometrickych zkouSkdch mohou ldtky obsahujici dusik ovlivnit pfijem
kysliku v disledku nitrifikace (viz pfiloha 2 a 5).

Rozklad zjisfovany na zikladé stanoveni DOC

Za ucelem posouzeni platnosti zkousky (viz 1.5.2) se musi v kazdém Casovém
okamziku, ve kterém se odebral vzorek, vypocitat oddélené pro kazdou nddobu
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1.7.2

.L7.3

I.8

obsahujici zkousenou ldtku, pomoci stiednich hodnot dvojic méfeni DOC,
procentni rozklad, D,. Vypocte se podle rovnice:

) Ci - Cy
C{) - Cbo

. 100

D, =

D, = procento rozkladu v case t,

C, = stfedni pocdtecni koncentrace DOC v naockovaném kultiva¢nim
médiu obsahujicim zkousenou litku (mg DOC.I™),

C, = stfedni koncentrace DOC v naockovaném kultivacnim médiu
obsahujicim zkouSenou litku v &ase t (mg DOC.I™),

Cyo = stfedni pocdtecni koncentrace DOC ve slepém naockovaném
minerdlnim médiu (mg DOC.I™"),

Cp¢ = stfedni koncentrace DOC ve slepém naockovaném minerdlnim médiu
v &ase t (mg DOC.I™M).

Vsechny koncentrace se zjistuji experimentdlné.

Rozklad méfeny pomoci specifické analyzy
Je-li mozné ziskat specifické analytické tdaje, vypocte se primdrni biologicky
rozklad z rovnice:

S, - S,
D,:u.mo
Sp

kde:

D, = procento rozkladu v case t, obvykle 28 dnf,
S, = zbylé mnoZstvi zkouSené ldtky v médiu s inokulem na konci pokusu

(mg),

Sy = zbylé mnozstvi zkousené ldtky ve slepém pokusu s vodou/médiem, do
kterych byla pfiddna pouze zkousend latka (mg).

Abioticky rozklad

Pouziva-li se abiotickd sterilni kontrolni zkouSka, vypocte se procentni abioticky
rozklad podle rovnice:

o e 1 Cs(o) - Cs(l)
% abiotického rozkladu = —— . 100

Cs‘(u)

kde:

Cs(0) = koncentrace DOC ve sterilni kontrolni zkouSce v den 0
Csy = koncentrace DOC ve sterilni kontrolni zkouSce v den t

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkouSce md obsahovat, je-li to mozné, tyto udaje:
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zkousend a referen¢ni chemickd 1dtka, jejich Cistota;

podminky pfi zkousce;

inokulum: charakter a misto (mista) odbéru, koncentrace a pfedbézna
kondicionace;

podil a charakter primyslového odpadu obsaZzeného v odpadni vodé,
jsou-li zndmys;

doba trvani zkousky a teplota;

v piipadé mdlo rozpustnych zkousenych ldtek pouZity zpisob zachdzent;
pouZitd metoda zkouseni; je tfeba uvést védecké diivody a vysvétleni pro
kazdou zménu postupu;

piehled dat;

veskeré pozorované projevy inhibice;

jakykoliv pozorovany abioticky rozklad;

analytické udaje o meziproduktech, pokud existujf;

graf procentniho rozkladu v zdvislosti na ¢ase pro zkouSenou a referencni latku;
je tieba zfetelné oznacit fdzi zdrZzeni, f4zi rozkladu, 10-denni okénko a
smérnici (pfiloha 1). Byla-li pfi zkousce splnéna kritéria kvality, je mozné pro
graf pouZzit stfedni hodnotu procentniho rozkladu v bankdch obsahujicich
zkousSenou latku;

procentni rozklad po 10-dennim okénku, na vodorovné ¢€asti kiivky a

na konci zkousky.
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IV. A

II. 1

II. 2

II. 2.1

II.2.2

I.2.3

II. 2. 4

ZKOUSKA UBYTKU DOC

PRINCIP METODY

Zméfeny objem naockovaného minerdlniho média, obsahujictho zndmou
koncentraci zkougené latky (10 - 40 mg DOC.I" ) jako jmenovity jediny zdroj
organického uhliku, se provzdusiuje v temnu nebo v diftiznim svétle pti

22 +2°C.

Rozklad se sleduje v Castych intervalech béhem 28-denniho obdobi analyzou DOC.
Stupeni biologického rozkladu se vypocita tak, Ze se koncentrace rozlozeného DOC
(opravend na koncentraci v kontrolni zkousce s inokulem) vyjadii jako procento
koncentrace pfitomné na zacdtku. Stupenl primdrniho biologického rozkladu je
rovnéZ mozné vypocitat z dopliikové chemické analyzy, provedené na zacdtku a na
konci inkubace.

POPIS METODY

Aparatura

(a) Erlenmeyerovy banky, napt. od 250 ml do 2 1, podle objemu potiebného pro
analyzu DOC.

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

(c) Filtra¢ni aparatura s vhodnymi membranami.
(d) Analyzator DOC.

(e) Pristroj pro stanoveni rozpusténého kysliku.
(f) Odstredivka.

Piiprava mineralniho média
Ptiprava zdsobnich roztokt viz I. 6. 2.

Smisi se 10 ml roztoku (a) s 800 ml zfedovaci vody, pfidd se 1 ml roztokt (b) az
(d) a doplni se na 1 I zfedovaci vodou.

Piiprava a pfedbéina kondicionace inokula

Inokulum je moZné ziskat z fady zdroji: aktivovany kal; splaskové odpadni vody;
povrchové vody; piida nebo smés z uvedenych typd.

Viz1.6.4,1.6.4.1,1.6.4.2al.6.5.

Priprava banék

Je naptiklad mozné naplnit podily po 800 ml minerdlniho média do 2 1
Erlenmeyerovych banék a do jednotlivych banék ptidat dostate¢nd mnozZstvi
zdsobnich roztoktli zkou$né a referencni latky tak, aby se ziskaly koncentrace latky
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II. 2.5

II. 2. 6

odpovidajici 10 - 40 mg DOC.I"". Zkontroluji se hodnoty pH a pifpadné se upravi
na 7,4. Bariky se naockuji aktivovanym kalem nebo jinym zdrojem inokula (viz I. 6.
4), aby se ziskala vyslednd koncentrace nejvyse 30 mg suspendovanych tuhych latek
na litr. Pfipravi se rovnéZ kontrolni zkousky s inokulem v minerdlnim médiu, avSak
bez zkousené nebo referencni ldtky.

V pripadé potieby se pouZije jedna nddoba ke kontrole mozného inhibi¢niho efektu
zkouSené 1dtky naoCkovdnim roztoku, ktery v minerdlnim médiu obsahuje
srovnatelnd mnozstvi jak zkouSené tak referencnf latky.

Je-li tieba, pouZije se rovnéZ dalsi, sterilni, barika s roztokem dané chemické latky
bez inokula (viz L. 6. 6) ke kontrole zda je zkousend chemickd ldtka rozkldddna
abioticky.

Existuje-li ddle podezieni, Ze se zkouSend ldtka vyznamné adsorbuje na skle, kalu
apod., provede se predbézny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce a tim
vhodnosti zkousky pro danou latku (viz tabulku 1). PouZije se baiika obsahujici
zkouSenou latku, inokulum a sterilizacni ¢inidlo.

Obsah vSech banék se doplni minerdlnim médiem na 11 a po promichdni se z kazdé
banky odebere vzorek pro stanoveni pocatecni koncentrace DOC (viz piiloha 2,
odst.4). Usti banék se zakryji napf. hlinikovou f6lif tak, aby byla moZn4 voln4
vyména vzduchu mezi barikami a okolni atmosférou. Pak se nddoby umisti do
trepacky a zahdji se zkouska.

Pocet banék v typické zkousce

Barika 1 a 2: ZkouSend suspenze
Barika 3 a 4: Slepy pokus s inokulem
Barika 5: Kontrola postupu

Pokud mozno a je-li tfeba:

Barika 6: Abioticka sterilni kontrola
Barika 7: Kontrola adsorpce
Barika 8: Kontrola toxicity

Viz také bod I. 6. 7.

Provedeni zkousky

Béhem zkousky se ve zndmych Casovych intervalech stanovi dvojmo koncentrace
DOC v kazdé barice, a to dostatecné Casto, aby bylo mozné urcit zacdtek 10-
denniho okénka a procentni ubytek na konci 10-denniho okénka. Pro kazdé
stanovent je tfeba odebirat pouze minimdlni nutné mnoZstvi zkousené suspenze.

Pted odbérem vzorki se ptipadné nahradi ztrdty odpafovdanim z banék ptiddnim po-
trebného mnozstvi ziedovaci vody (I. 6. 1). Pfed odbérem vzorki je tieba kulti-
vaéni médium dobfe promichat a zajistit, aby ldtky ulp€lé na sténdch nddob presly
do roztoku nebo suspenze. Ihned po odbéru je tfeba vzorky zfiltrovat pfes
membranu nebo zcentrifugovat (viz piilohu 2. 4). Zfiltrované resp. zcentrifugované
vzorky je tfeba analyzovat tyZ den, jinak je mozné je prechovdvat nejdéle 48 hodin
pfi 2 - 4 °C nebo po delsi dobu pii teploté nizsi nez - 18 °C.
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I3 VYSLEDKY A ZPRAVA

II.3.1  Zpracovani vysledku

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

Vsechny vysledky se uvedou na pfiloZzenych prehledech dat.

II. 3.2 Platnost vysledku
Viz bod L. 5. 2.

1I. 3. 3 Protokol o zkousSce
Viz bod L. 8.

I 4 PREHLED DAT
Ptiklad prehledu vysledk mlze byt ndsledujici:

ZKOUSKA UBYTKU DOC
1. LABORATOR
2. DATUM POCATKU ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA

Nazev:
Koncentrace zdsobniho roztoku: mg.1” jako chemickd latka
Pocateéni koncentrace v médiu, t, : mg.l"! jako chemick4 latka

4. INOKULUM

Zdroj:

Provedend uprava:

PtedbéZnd kondicionace, pokud byla provedena:

Koncentrace suspendovanych tuhych latek v reakéni smési: mg.1"
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5. STANOVENI UHLIKU

Barika ¢. DOC po n dnech (mg.I™)
0 n; n, ns ny
a
1 a
a, prumér
ZkousSena Ca
latka a by
inokulum 2 b,
b, primér
Co)
C1
3 C
Cisté A
¢, pramér
inokulum Cey
bez d
zkouSené 4 dy
latky d, primér
Ca
Cey + Caq
Chiy = 5

6. VYHODNOCENI NAMERENYCH UDAJU

Barika ¢. % rozkladu po n dnech
0 n n, ns Ny
1
Cun - C
D, = £1—M]. 100 | o
Cu0) = Chio)
2
Cpy - C
D, = [1 _b(“—b’(’)) 100 | o
Cr(0) = Chio)
Pramér — D, - D, 0
2

* Dy a D, nesmi byt primérovdny,pokud je mezi nimi vyznamny rozdil.
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7. ABIOTICKA KONTROLA (NEPOVINNA)

Doba (dny)

DOC (mg/l) ve steriln{
kontrole

Cs(o)

Cso

8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (NEPOVINNA)

Zbyvajici mnozstvi zkouSené
chemikadlie na konci zkousky

% primdrniho rozkladu

(mgl™)
Sterilni kontrola Sp
Neockované zkusebni medium
S-S,
Sa . 100

Sp
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IV.B MODIFIKOVANA VYHLEDAVACI ZKOUSKA OECD

II. 1 PRINCIP METODY

Zméfeny objem minerdlniho média, obsahujictho zndmou koncentraci zkousené
latky (10 - 40 mg DOC.I"") jako vyhradné jediného zdroje organického uhliku, se
naockuje 0,5 ml precisténé odpadni vody na 1 litr média. Smés se provzdusiuje

v temnu nebo v diftiznim svétle pti 22 + 2 °C.

Rozklad se sleduje analyzou DOC v Castych intervalech béhem 28-denniho obdobi.
Stupeni biologického rozkladu se vypocita tak, Ze se koncentrace odstranéného
DOC (korigovand na koncentraci ve slepém pokusu s inokulem) vyjadii jako
procento koncentrace pfitomné na zacdtku. Stupen primdrniho biologického
rozkladu je rovnéZ mozné vypocitat z dopliikové chemické analyzy, provedené na
zacatku a na konci inkubace.

III. 2 POPIS METODY

III. 2.1 Aparatura

(a) Erlenmeyerovy banky, napi. od 250 ml do 2 1, podle objemu potiebného pro
analyzu DOC;

(b) Ttepacka - pro umisténi Erlenmeyerovych ban¢k, bud’ s automatickou
regulaci teploty nebo pouZivand v mistnosti s konstantni teplotou, a s
dostate¢nym vykonem pro udrZeni aerobnich podminek ve vSech
bankach;

(c) Filtra¢ni aparatura s vhodnymi membranami;

(d) Analyzdtor DOC;

(e) Pristroj pro stanoveni rozpusténého kysliku;

(f) Odstfedivka.

III. 2. 2 Priprava minerdlniho média
Piiprava zdsobnich roztoki viz I. 6. 2.

Smisi se 10 ml roztoku (a) s 80 ml zfedovaci vody, pfidd se 1 ml roztokt (b) az (d)
a doplni na 1 I zftedovaci vodou.

Tato metoda pouzivd jako inokulum pouze 0,5 ml pfeciSténé odpadni vody a proto
je nutné médiu dodat stopové prvky a ristové faktory. Toho se dosdhne pfiddnim
1 ml kazdého z dédle uvedenych roztoki na 1 litr vysledného média:

Roztok stopovych prvki:

Tetrahydrat siranu manganatého, MnSO4.4H,0 39,9 mg
Kyselina boritd, H;BO3 57,2 mg
Heptahydrat siranu zine¢natého, ZnSO,.7H,O 42,8 mg
Heptamolybdenan amonny, (NH,)sM070,4 34,7 mg
Cheldt Fe (FeCl; s ethylendiamintetraoctovou

kyselinou) 100,0 mg

Rozpusti se ve ziedovaci vodé a doplni se na 1000 ml.
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III. 2. 3

III. 2. 4

III. 2. 5

Vitaminovy roztok:
Kvasni¢ny extrakt 15,7 mg

Kvasni¢ny extrakt se rozpusti ve 100 ml vody. Sterilizuje se prichodem membrdnou
0,2 um, nebo se pripravi Cerstve.

Piiprava a predbéina kondicionace inokula
Inokulum se ziskd z vystupu druhého stupné Cistirny nebo laboratorni jednotky
zpracovdvajici pfevdazné domovni odpadni vody.

Vizl.6.4.2al6.5.

Priprava banék

Je naptiklad mozné naplnit podily po 800 ml minerdlniho média do 2 1
Erlenmeyerovych banék a do jednotlivych banék piidat dostate€nd mnozZstvi
zdsobnich roztoktli zkouSené a referencni ldtky tak, aby se ziskaly koncentrace latky
odpovidajici 10 - 40 mg DOC.I"". Zkontroluji se hodnoty pH a pifpadné se upravi na
7,4. Baniky se naockuji vytokem z druhého stupné €isténi odpadnich vod (viz 1. 6.

4. 2). Ptipravi se rovnéz kontrolni pokusy s inokulem v minerdlnim médiu, avsak
bez zkousené nebo referencni latky.

V pripadé€ potieby se pouZije jedna barika ke kontrole mozného inhibi¢niho efektu
zkousené latky naockovdnim roztoku, ktery v minerdlnim médiu obsahuje
srovnatelné koncentrace jak zkouSené, tak referencni latky.

Je-li tteba, pouZije se rovnéz dalsi, sterilni, batika ke kontrole, zda je zkouSend
chemickd ldtka rozkldddna abioticky, pomoci roztoku dané chemické ldtky bez
inokula (viz 1. 6. 6).

Existuje-li divodné podezieni, Ze se zkouSend latka vyznamné adsorbuje na skle,
kalu apod., provede se pfedbéZny odhad pravdépodobného rozsahu adsorpce a tim
vhodnosti zkousky pro danou latku (viz tabulka 1). PouZije se barika obsahujici
zkouSenou latku, inokulum a sterilizacni ¢inidlo.

Obsah vsech banck se doplni minerdlnim médiem na 1 1 a po promichdni se z kazdé
bariky odebere vzorek pro stanoveni pocatecni koncentrace DOC (viz piiloha 2. 4).
Usti banék se zakryji napt. hlinikovou f6lif tak, aby byla moZn4 volnd vyména
vzduchu mezi baitkami a okolni atmosférou. Pak se nddoby umisti do tfepacky ¢imz
se zahdji zkouska.

Pocet banék v typické zkouSce

Barnka 1 a 2: ZkouSend suspenze
Barika 3 a 4: Slepy pokus s inokulem
Barika 5: Kontrola postupu

Pokud mozno a je-li tfeba:

Barika 6: Abioticka sterilni kontrola
Barka 7: Kontrola adsorpce
Baiika 8: Kontrola toxicity

Viz také bod 1. 6. 7.
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II. 2. 6

III. 3

III. 3. 1

III. 3. 2

II. 3. 3

III. 4

Provedeni zkousky

Béhem zkousky se ve zndmych Casovych intervalech stanovi dvojmo koncentrace
DOC v kazdé barice, a to dostate¢né Casto, aby bylo mozno urcit zac¢dtek 10-
denniho okénka a procentni tbytek na konci 10-denniho okénka. Pro kazdé
stanoveni je tfeba odebirat pouze minimdlni nutné mnozstvi zkousené suspenze.

Pred odbérem vzorki se piipadné nahradi ztrdty odpafovdnim z ban¢k pfiddnim po-
trebného mnozstvi ziedovaci vody (L. 6. 1). Pfed odbérem vzorki je tieba

kultiva¢ni médium dobfe promichat a zajistit, aby ldtky ulpélé na st€éndch nddob
ptesly do roztoku nebo suspenze. Ihned po odbéru je tfeba vzorky zfiltrovat pies
membrdnu nebo zcentrifugovat (viz ptilohu 2. 4). Zfiltrované resp. zcentrifugované
vzorky je tieba analyzovat tyz den, jinak je mozné je pfechovdvat nejdéle 48 hodin
pii 2 - 4 °C nebo po delsi dobu pii teploté nizsi nez - 18 °C.

DATA A PROTOKOL

Zpracovani vysledku

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

Vsechny vysledky se uvedou na pfiloZzenych prehledech dat.

Platnost vysledkii
Viz bod L. 5. 2.

Protokol
Viz bod 1. 8.

PREHLED ZISKANYCH VYSLEDKU
Piiklad ptehledu vysledki:

MODIFIKOVANA VYHLEDAVACI ZKOUSKA OECD

1. LABORATOR
2. DATUM POCATKU ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
Ndzev:
Koncentrace zdsobniho roztoku: mg.1” jako chemickd latka
Poc4teéni koncentrace v médiu, t, : mg.l"! jako chemick4 latka
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedend uprava:
Predbéznd kondicionace, pokud byla provedena:

Koncentrace suspendovanych tuhych litek v reakéni smési: mg.1”
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5. STANOVENI UHLIKU

Barika ¢. DOC po n dnech (mg.I™)
0 n; n, ns ny
a
1 a
a, prumér
ZkousSena Ca
latka a by
inokulum 2 b,
b, primér
Co)
C1
3 C
Cisté A
¢, pramér
inokulum Cey
bez d
zkouSené 4 dy
latky d, primér
Ca
Cey + Caq
Chiy = 5

6. VYHODNOCENI NAMERENYCH UDAJU

Barika ¢. % rozkladu po n dnech
0 n n, ns Ny
1
Cun - C
D, = £1—M]. 100 | o
Cu0) = Chio)
2
Cpy - C
D, = [1 _b(“—b’(’)) 100 | o
Cr(0) = Chio)
Pramér — D, - D, 0
2

* Dy a Dy nesmi byt primérovany,pokud je mezi nimi vyznamny rozdil.
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Pozndmka: obdobny vzor miize byt pouZit i pro referenéni ldtku a pro kontrolu

toxicity.

7. ABIOTICKA KONTROLA (nepovinn4)

Doba (dny)

DOC (mg.I™") ve sterilni
kontrole

Cs(o)

Cso

8. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA (nepovinn4)

Zbyvajici mnozstvi zkousené
chemikdlie na konci zkousky

% primdrniho rozkladu

(mgl™)
Sterilni kontrola Sy
N e S, -8
Neockované zkusebni medium S, b “ 100
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IV.C ZKOUSKA UVOLNOVANI OXIDU UHLICITEHO

Iv.1 PRINCIP METODY

Odmeéfeny objem inokulovaného minerdlntho média se zndmou koncentraci
zkousené latky (10 - 20 mg.I™"), kterd je jedinym zdrojem uhliku je provzdusiiovan
ve tmé€ nebo v difusnim svétle fizenym proudem vzduchu prostého CO,. Rozklad je
sledovdn po dobu 28 dnt podle mnoZstvi prokukovaného CO, jimaného v roztoku
hydroxidu sodného nebo barnatého, kde je titratné stanoven jako anorganicky
uhlik. MnoZzstvi uvolnéného CO,, po korekci na slepy pokus, je vyjadiovdno jako
% TCO,. Stupeii biologického rozkladu miZe byt také stanoven podle DOC
stanoveného na za¢dtku a na konci pokusu.

V.2 POPIS METODY

IV.2.1 Aparatura

a) banky 2 - 5 1 vybavené vzduchovaci trubici, kterd dosahuje az ke dnu
nddoby, a vypusti;

b) magnetickd michacka pro zkouseni Spatné rozpustnych latek;
c) absorp¢ni nadobky;
d) zafizeni pro fizeni a méfeni mnozstvi vzduchu;

e) zafizeni pro prani vzduchu, pro pfipravu CO, prostého vzduchu, pfipadné
akternativné sméSovaci zatizeni na smés CO, prostého kysliku a CO,
prostého dusiku z lahvi. M4 se pouZivat sprdvny pomér 20 % kysliku a
80 % dusiku;

f) zafizeni na stanoveni CO, bud titracné nebo pomoci analyzatorti
anorganického uhliku;

g) zafizeni pro membranovou filtraci (nepovinn¢);

h) analyzator DOC (nepovinné).

IV.2.2 Priprava minerilniho média
Priprava zdsobnich roztoki je popsdna v ¢ésti 1. 6. 2.

Roztok (a) v mnozstvi 10 ml se smichd s 800 ml zfedovaci vody, ptida se
1 ml roztokt (b) az (d) a doplni do 1 I zfedovaci vodou.

IV.2.3 Priprava a prediprava inokula

Inokulum md pochézet z rliznych zdroji: aktivovany kal, odtok z méstské Cistirny,
povrchovd voda, piidy ¢i smés z uvedenych.

Viz. ¢ast 1. 6.4,1.6.4.1,1.6.4.2al 6.5.

IV.2.4 Priprava banék

Jako ptiklad je uvddéno uspordddni pro 5 1 banky s obsahem 3 I suspenze.
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V ptipadé pouiti jinych objemi se hodnoty imérné upravi tak, aby se zajistilo
pfesné méteni vytvoreného COs,.

Do kazdé 5 I bariky se vnese 2400 ml minerdlntho média. Pfidd se vhodné
mnozstvi pfipraveného inokula (viz L. 6. 4. 1 a L. 6. 5) tak, aby koncentrace
aktivovaného kalu byla 30 mg.I"' v kone¢ném objemu 3 1 inokulované smési.
Alternativné Ize ziedit kal tak, aby se ziskala suspenze 500 - 1000 mg.I"

v minerdlnim médiu a to jeSté pfed piidavkem alikvotni ¢dsti do 5 1 banky k
dosazeni koncentrace 30 mg.I". Tento postup zajisfuje v&tsi piesnost. Mohou byt
pouZita i jind inokula (viz L. 6. 4. 2).

Inokulovand smés se pies noc probubldvd vzduchem prostym CO, k odstranéni
absorbovaného CO,.

Ptid4 se zndmy objem zdsobniho roztoku zkouSené ldtky a referencni latky, ¢imz

se vytvofi dvojice ban€k se Zivnou koncentraci ze zkouSené a referencni ldtky

v rozmezi 10 az 20 mg.1" DOC nebo TOC. Né&které lahve se nasazuji jako

kontrola a to bez chemikalif. Spatné rozpustné latky se piiddvaji pfimo do banék na
hmotnostni nebo objemové bdzi nebo se postupuje podle piilohy 3.

JestliZe je to poZzadovdno, pouZije se 1 sterilni barikka bez inokula ke zjiSténi
abiotického rozkladu (viz I. 6. 6). Sterilizace se provadi pomoci vhodné
koncentrace toxické latky.

Ve vsech barikdch se upravi objem na 3 1 pfidavkem minerdlnitho média prostého
CO,. Mohou se odebrat vzorky pro stanoveni DOC (viz piiloha 2) a/nebo
specifickou analyzu. Pak se pfipoji absorpéni nddobky.

V pripadé pouziti hydroxidu barnatého se spojuji 3 nddobky, kazda

s obsahem 100 ml 0,0125 mol.I"" Ba(OH), v sérii pro kaZdou 5 I baiiku. Roztok
musi byt prosty sraZeniny siranu a uhli¢itanu barnatého a bezprostfedné pfed
pouzitim musi byt stanovena jeho koncentrace. V ptipad€ pouZiti hydroxidu
sodného spojuji se 2 jednotky, z nichZ druhd slouzi jako kontrola, Ze vSechen CO,
byl absorbovdn v prvni nddobce. Jako uzdvéry absorpcnich nddobek jsou vhodné
sérové uzdvéry. Do kazdé nddobky se pfidd po 200 ml 0,05 mol NaOH, coz je
dostatecné k absorpci veskerého CO,, ktery se uvolni pifi uplném rozkladu ldtky.
Roztok hydroxidu sodného i kdyz je Cerstvé piipraven, obsahuje stopy uhlicitant,
coz se koriguje odectenim slepého pokusu.

IV.2.5 Pocet banék v typickém pokusu

Barika €. 1 a 2: ZkouSend suspenze
Barka €. 3 a 4: Slepy pokus inokula
Barika €. 5: Kontrola postupu

a ddle s vyhodou a kdyz je to potfebné:

Banka ¢. 6 : Abioticka sterilni kontrola
Barka ¢. 7: Kontrola toxicity

Viz. také st 1. 6. 7.

IV.2.6 Provedeni zkousky

Zkouska se zahajuje probubldvanim suspenze vzduchem prostym CO, rychlosti
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Iv.3

Iv.3.1

30 - 100 ml.min™". Pravidelné se odebiraji a analyzuji vzorky absorbatu CO,.
Doporucuje se, aby v pribéhu prvnich 10 dnl byly analyzy provadény kazdy druhy
az tfeti den a ddle kazdy pdty den aZ do 28. dne, coZ umoZziuje uréeni periody.10
denniho okna.

Na konci pokusu, 28. den, miZe byt odebrdn vzorek na stanoveni DOC a/nebo na
specifickou analyzu, zméti se pH suspenze a pak se do kazdé banky ptidd 1 ml
koncentrované HCI. Provzdusiiuje se pies noc k odstranéni v suspenzi ptitomného
CO,. Posledni analyza CO, se provede 29. den.

Ve dnech, kdy se méii CO, se odpojuje ten absorbér, ktery je nejbliZe batice a
roztok hydroxidu se titruje 0,05 mol HCI na fenolftalein. Zbyvajici absorbér se
posune o jedno misto blize k lahvi a novy absorbér se 100 ml erstvé pfipraveného
0,0125 mol.I"" hydroxidu barnatého se zapoji na misté posunutého, na konec série.
Potiebné titrace se provddi tehdy, je-li pozorovdna srazenina v prvnim absorbéru a
pfed tim nez je pozorovatelnd ve druhém, nebo nejméné jednou tydné.
Alternativné, v piipadé pouziti NaOH jako absorbentu, se pomoci injek¢ni
stitkacky odebere z absorbéru, ktery je nejbliZze baiice maly vzorek, ktery se
nastfikne pfimo do analyzdtoru uhliku.

Druhy absorbér se analyzuje pouze na konci zkousky, aby se tak mohl korigovat
tinik CO,.
VYSLEDKY A ZPRAVA

Zpracovani vysledki

Mnozstvi CO, zachyceného v absorbéru je pfi titraci ddno:
mg CO, = (100. Cg - 0,5.V.Cyp) . 44

kde

V = spotteba HCI pro titraci 100 ml v absorbéru

Cg = koncentrace roztoku Ba(OH), v mol.l"

C, = koncentrace HCI v molL.I!

V piipadé, Ze Cg je 0,0125 mol a C, 0,05 mol je spotieba pro titraci 100 ml
roztoku Ba(OH), 50 ml a hmotnost CO, je ddna:

0,05
.44 .mlHCl = 1,1 . mlHCI

Tedy, v tomto pfipadé se hmotnost produkovaného CO, ziska ndsobenim spotieby
HCI faktorem 1,1.

Vypocitd se hmotnost CO, vyprodukovaného samotnym inokulem, inokulem se
zkousenou ldtkou s pouzitim pfisluSnych vysledk titrace. Jejich rozdil je hmotnost
CO,, ktery byl vyprodukovdn samotnou zkousenou latkou.

Napf. kdyZ samotné inokulum poskytuje titraci 48 ml a inokulum se zkousenou
latkou 45 ml,

CO; z inokula = 1,1. (50 — 48) = 2,2 mg
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IvV.3.2

IvV.3.3

Iv. 4

CO, z inokula a zkousené latky = 1,1. (50 -45) =55 mg
a z toho hmotnost CO, vyprodukovand zkousenou ldtkou je 3,3 mg.

Procentni biologickd rozloZitelnost se vypocitd z:

% rozkladu = (mg CO,. 100)/(TCO,. mg zkousené litky)
nebo
% rozkladu = (mg CO,. 100)/(mg TOC . 3,67)

kde 3,67 je prepocitaci koeficient 44/12 pro uhlik na CO,.

Takto se postupuje pro kazdé méteni jez se provddélo po celou dobu zkousky vzdy
s dosazenim TCO, spocitané pro kazdy den..

Pti absorpci do NaOH se vypocitd hmotnost produkovaného CO,, vyjddieného
jako anorganicky uhlik, vyndsobenim této koncentrace objemem absorp¢niho
roztoku.

Procento rozkladu se vypocitd ze vztahu:

% TCO,=[( mg IC ze zk. b. — mg IC ze sl. p.) / mg TOC ve zk. 1]. 100
kde
IC = anorganicky uhlik,
sl.p. = slepy pokus,
zk. b. = zkuSebni barka
zk. 1. = zkouSend ldtka.

Ubytek DOC se miiZe spocitat podle &4sti I. VSechny vysledky se zapisuji do
sestavy dat.
Platnost vysledkii

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

Viz také 1. 5. 2.

Zprava o vysledcich
Viz ¢ast 1. 8.

Piehled ziskanych vysledkii
Piiklad ptehledu vysledkd:.

ZKOUSKA VYVINU OXIDU UHLICITEHO
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA
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Nazev:

Koncentrace zdsobniho roztoku: mg ldtky na litr
Pocdtecni koncentrace v médiu: mg latky v mediu
MnoZstvi celkového uhliku nasazeného do baiky: mg C

TCO,: mg CO,

. INOKULUM

Zdroj:
Zplsob dpravy:
Pteduprava: pokud byla

Koncentrace suspendovanych ldtek v reakéni smési: mg CO,

5. TVORBA OXIDU UHLICITEHO A ROZLOZITELNOST
Metoda: Ba(OH), / NaOH/ jind
mg CO, vyvinutého mg CO, vyvinutého | kumulativni TCO,
mnozstvi
5 ve zkousce ve slepém pokuse | vyvinutého CO,
Cas (pramér ve kumulativni CO, . 100
(dny) zkousce minus TCO,
primér ve slepém
pokuse)
1 2 primér | 3 4 primér | 1 2 1 2 pramér
0
np
np
n3
28

Pozndmka: podobné uspordddni 1ze pouZit i pro referencni ldtku a pro kontrolu

toxicity.

6. ANALYZA UHLIKU (nepovinné)

Analyzator uhliku

Cas (den)

Slepy pokus. mg.I"

Zkousend latka, mg.I™!

0

Coo)

20 (%)

Coq

(*) nebo na konci inkubace
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C,-C
%odstr. DOC = {1 e j . 100
Co - Cb(o)

7. ABIOTICKY ROZKLAD (nepovinng)

% abiot. rozkladu = (produkce mg CO, ve steril. podm. po 28 dnech / TCO,) . 100
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IV. D

V.2

V.2.1

V.2.2

V.2.3

V.2. 4

MANOMETRICKA RESPIROMETRICKA ZKOUSKA

PRINCIP METODY

Zméfeny objem inokulovaného minerdlntho média, jeZ obsahuje zndmou
koncentraci zkousené latky (100 mg.1" latky, jeZ poskytuji nejméné 50-100 mg.I™!
TSK) jako jediny zdroj uhliku je michdn v uzaviené nddobé pfi konstantni teploté
(£ 1 °C nebo lepsi) po dobu 28 dnti. Spotieba kysliku se stanovuje jednak
méfenim mnoZstvi elektrolyticky produkovaného kysliku, ktery je potfebny k
udrZeni konstantniho objemu plynu v respira¢ni nddobce nebo ze zmén objemu
nebo tlaku nebo obou v aparatute. Vyvinuty CO, je absorbovan v roztoku KOH
nebo v jiném vhodném absorbentu. MnoZzstvi kysliku, jenZ je zkouSenou ldtkou
spotfebovan, korigované o spotiebu slepého pokusu jenz bézi paralelné se
vyjadiuje jako procento TSK nebo CHSK. Pfipadné miZe byt z doprovodné
specifické chemické analyzy provedené na zacatku a na konci inkubace pocitdna
primdrni biologickd rozloZitelnost a z analyzy DOC tplny rozklad.

POPIS METODY

Zavizeni

a) vhodny respirometr,

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

d) analyzdtor DOC (nepovinné),

Piiprava mineralniho média
Ptiprava zdsobnich roztoki je popsdna v ¢ésti 1. 6. 2

Smiché se 10 ml roztoku (a) s 800 ml zfedovaci vody a piidd se po 1 ml roztoki
(b) az (d) a doplni se do 1 1 zfedovaci vodou.

Priprava a pfediiprava inokula

Inokulum md byt ziskdno z riiznych zdroji: aktivovany kal, vyciSténd méstska
odpadni voda, povrchovd voda a pida nebo jejich smés.

Vizcéast 1.6.4,1.6.4.2al 6.5.

Priprava nadobek

S pouZitim zdsobnich roztoki se pfipravi roztoky zkousené a referencni latky
v mineralnim médiu, koncentraén& ekvivalentni 50 - 100 mg.I"! TSK.

V pripadech, kdy lze vyloucit nitrifikaci vypocitd se TSK za predpokladu tvorby
amoniovych soli, v opacném piipadé na bdzi tvorby dusi¢nanti (viz pfiloha 2.2)

Zméii se pH a v pfipadé€ potieby se upravi na 7,4 + 0,2.

Spatné rozpustné latky se ptiddvaji v pozd&jsim stadiu (viz ddle).
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V.2.5

V.2.6

V. 3.

V.3. 1.

Ma4-li se stanovit toxicita zkouSené latky pripravi se dalsi roztok v minerdlnim
médiu, jenzZ obsahuje referencni a zkousenou ldtku dohromady a to ve stejnych
koncentracich jako v individudlnich roztocich.

Je-li pozadovdno stanoveni fyzikdlné-chemické spotieby kysliku, pfipravi se roztok
zkousené ltky pii obvyklé koncentraci 100 mg TSK.I" sterilizovany piidavkem
vhodné toxické latky (viz 1. 6. 6)

Piipravené roztoky zkouSené a referencni ldtky se vnesou, nejméné v duplikdtech,
do nddobek. Do dalSich nddobek se vnese pro kontrolu inokula pouze minerdlni
médium a v piipadé, Ze je to poZadovdno, smés zkouSené latky a referencni ldtky a
sterilni roztok.

V pripadé, Ze je zkouSend ldtka Spatné rozpustnd, ptfiddva se v této fdzi pfimo
navdzenim nebo odméfenim objemu nebo se postupuje podle ptilohy 3. Do
absorbéru CO, se pfidd KOH, pelety NaOH nebo jiny absorbent.

Pocet nadobek v typické zkousce

Nddobka €. 1 a 2: zkouSend suspenze
Nddobka €. 3 a 4: slepy pokus
Nddobka €. 5: kontrola postupu

kdyZ je to potiebné:

Nddobka ¢. 6: sterilni kontrola
Nddobka €. 7: kontrola toxicity

Viz ¢ast 1. 6. 7.

Provedeni zkousky

Po vytemperovani nddobek na zvolenou teplotu se do vybranych nddobek ptidd
inokulum tak, aby se ustavila koncentrace suspendovanych ldtek ne vétsi nez 30
mg.I"!. Nddobka se zkompletuje, pfezkousi na tésnost, pusti se michdni a zahdji se
méfeni spotieby kysliku. Obvykle neni potfebné vénovat pokusu Zddnou jinou
pozornost vyjma dennich odectli a kontroly teploty a michdni.

Vypocitd se spotieba kysliku z pravidelnych a obcasnych odectii postupem, jenz
doporucuje vyrobce pfistroje. Na konci inkubace, obvykle po 28 dnech, se zméii pH
v nddobkdch a to zvlasté tehdy, je-li spotfeba kysliku mald nebo vétsi nez TSK
pocitand na vznik amoniaku (plati pro latky s obsahem dusiku).

Je-li to pozadovdno, odebird se vzorek z nddobek ke stanoveni DOC nebo
specifickou analyzu - viz pfiloha 2. Pfi prvnim odbéru z nddobky je nutné zndt
zbyvajici objem v nddobce. V pfipadé zkousky s dusikatymi ldtkami stanovuje se
pfirtstek koncentraci dusi¢nanli a dusitant v pribéhu 28 dnti a z nich se pocitd
korekce spotteby kysliku podle ptiohy 5.

VYSLEDKY A ZPRAVA

Zpracovani vysledki

Spotteba kysliku zkouSenou latkou po zvoleném casu a po korekci na slepy pokus
se déli hmotnosti zkousené ldtky v nddobce. To poskytuje BSK vyjddfenou jako

-1
mg.mg :
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SKz1 — SK
BSK = —Z2- =0 (mg.mg™)
m

kde
SKz; = spotieba kysliku zkousenou latkou (mg),
SK, = spotfeba kysliku ve slepém pokusu (mg),

m = hmotnost zkousené latky v nddobce.
Procentni biologicky rozklad se vypocte z rovnice
C BSK
% biologického rozkladu = % TSK = —— . 100
TSK
nebo ze vztahu

% CHSK = . 100

CHSK

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

Pro létky, jez obsahuji dusik se pouzivd vhodné TSK (pro NH4 nebo NOj3) podle
toho co je zndmo nebo odhadovano o vyskytu nitrifikace (pfiloha 2). Jestlize se
nitrifikace vyskytuje, ale neni tiplnd, koriguje se spotfeba kysliku podle zmén
koncentrace dusitand a dusi¢nant (pfiloha 5).

V pfipadég, Ze se stanovuje organicky uhlik a /nebo se provedla specifickd analyza,
pocitd se stupeni rozkladu podle odstavce L.7.

Vsechny vysledky se zapisuji do tabulkovych sestav.

V.3.2 Platnost zkousky

Normdlni spotieba kysliku inokulem je 20 - 30 mg.I'! a nemd byt vétsi nez 60 mg.1”
v priibéhu 28 dnti. Hodnoty vétsi nez 60 mg.1™ vyzadujf kritické hodnoceni vysledkil
a experimentdlni techniky.

V pfipadé, Ze pH je mimo rozsah 6 - 8,5 a spotieba kysliku zkousenou ldtkou je
mensi nez 60 % je nutno zkouSku opakovat s niz§i koncentraci zkousené latky.

Viz odst. 1.

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

MANOMETRICKA RESPIROMETRICKA ZKOUSKA

1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA

Nazev:
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Koncentrace zdsobniho roztoku:
Pocatecni koncentrace v médiu:
Objem v nddobce:
TSK nebo CHSK v mg.mg" zkougené litky (NHy, NO;):
4. INOKULUM
Zdroj:
Provedend uprava:
Preduprava, pokud byla provedena:
Koncentrace suspendovanych latek v reakéni smési:
5. TABULKA SPOTREB KYSLIKU
Cas (dny)
0 7 14 21 28
spotieba kysliku (mg) 1
zkousenou latkou )
a, prumér
spotfeba kysliku (mg) ve 3
slepém pokusu 4
b, primeér
opravend BSK (mg) (a; - by)
(aZ - bm)
BSK na mg zkouSené (a; - by)
latky CoV
(2 - b)
CoV
% rozkladu D, (ay)
(BSK/TSK) . 100 D, (a)
priumeér*
V = objem media ve zkuSebni nadobé

* pokud je mezi D; a D, vyrazny rozdil nemtize byt pocitan jejich primér

Pozndmka: Obdobny formuldf miiZe byt pouZit pro referencni latku a pro kontrolu

toxicity.
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6. OPRAVA NA NITRIFIKACI (Viz piiloha 5)

Den 0 28 Rozdil

(i) Koncentrace dusi¢nanii (mg N. I™")
(ii) Kyslikovy ekvivalent (4,57 . N . V) (mg)
(iii) Koncentrace dusitanii (mg N.I'")

(iv) Kyslikovy ekvivalent (3,43 . N . V) (mg)

(il + iv) Celkovy kyslikovy ekvivalent

(N)

(N)

7. ANALYZA UHLIKU (nepovinni)
Analyzétor uhliku:

Cas (dny) Slepy pokus (mg.I™") Zkousend ltka (mg.l™)

0 (Cspo) (Co)

28* (CSPI) (Ct)

* nebo na konci inkubace

C,-C
% odstr. DOC = [1 o s ] . 100

(i CSPO

8. ROZKLAD VYCHOZI LATKY (nepovinng)

Sy, = koncentrace ve fyzikdlné - chemické kontrole (sterilni) po 28 dnech
S, = koncentrace v inokulované nddobé¢ po 28 dnech

Sp— S
% BR =————— . 100
Sp

kde
% BR = biologicky rozklad vychozi latky vyjadieny v %.

9. ABIOTICKY ROZKLAD
a = spotieba kysliku ve sterilni kontrole po 28 dnech, (mg)

spotfeba kysliku na mg chemické latky =

oV

(viz ¢ast 1 a 3)
a.100

% abiotického rozkladu = ——
Co)V . TSK
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IV. E

VI 1.

VI. 2

VI 2.1

VI. 2.2

VI.2.3

VI. 2. 4

ZKOUSKA V UZAVRENYCH LAHVICKACH

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Roztok zkousené ldtky, obvykle 2 - 5 mg.l" v minerdlnim médiu, se inokuluje
malym mnoZstvim smésné kultury a udrZuje se ve zcela naplnénych uzavienych
lahvich, bez pfistupu svétla, pfi konstantni teploté.

Rozklad se sleduje analyzou rozpusténého kysliku v pribéhu 28 dnli. MnoZstvi
spotfebovaného kysliku po korekci na slepy pokus, ktery se provadi paralelné, se
vyjadfuje jako procento TSK nebo CHSK.

POPIS METODY

Pristroje
a) BSK lahvicky se sponkami, 250 - 300 ml.

b) Vodni lazen nebo inkubdtor, ve kterych se lahvicky udrzuji pfi konstantni
teploté (£ 1 °C nebo lepsi) za nepfistupu svétla.

c) Velké sklenéné lahve 2 - 5 1 pro piipravu média a pro naplnéni lahvicek.

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

Priprava minerilniho média
Zdsobni roztoky se pfipravuji podle 1. 6. 2.

Smicha se 1 ml roztokt (a) az (d) a doplni se do 1 1 ziedovaci vodou.

Piiprava inokula

Inokulum se béZné ziskdvd z odtoku z biologické Cistirny nebo z laboratorni
jednotky, které Cisti pfevdzné komundlni odpadni vody. Alternativnim zdrojem
inokula miZe byt povrchova voda. BéZné se uZivd jedna kapka az 5 ml filtrdtu na 11
média. Vhodné mnozstvi inokula se musi vyzkouSet (viz. I. 6. 4.2 a 1. 6. 5)

Piiprava lahvi

Minerdlni médium se silné provzdusiiuje po dobu 20 minut. V jedné zkousce je
nutné pouZit jedno minerdlni médium. Obecné je médium pfipraveno pro praci po
20 h stan{ pfi pracovni teploté. Pro kontrolu se stanovi obsah kysliku

v médiu. Jeho obsah by mél byt okolo 9 mg.I™ pii 20 °C. Viechny operace

s médiem nasycenym vzduchem se provadi tak, aby nevznikly bublinky, napf. se
pouZije sifon.

Ptipravuji se paralelni skupiny BSK lahvi¢ek pro simultdnni méteni zkouSené latky a
referencni latky. Pripravi se dostate¢ny pocet lahvicek, véetné slepych pokust tak,
aby v kaZzdém zvoleném casovém intervalu napt. 0, 7, 14, 21 a 28 dni byly k
dispozici vzdy alesponi 2 lahvicky. K tomu, aby bylo mozné urcit 10 denni okno je
potfeba vice lahvicek.
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VI. 2.5

VI. 2.6

Do velkych lahvi se do 1/3 naplni provzdusnéné médium, pak se ptfidd zdsobni
roztok zkouSené ldtky a referencni latky do zvldstni lahve tak, aby konecna
koncentrace ltek byla max. 10 mg.l". Slepy pokus se nasazuje bez zkousené a
referencni latky.

Ke zjisténi, zda aktivita inokula nenfi limitujici, nesmi koncentrace kysliku

v lahvigkéch klesnout pod 0,5 mg.I"". Toto omezuje koncentraci zkousené latky na 2
mg.I"". Oviem pro ldtky t&7ce rozpustné ve vodé a s nizkou TSK lze pouzit
koncentraci 5 - 10 mg.I". V n&kterych piipadech lze doporuéit provadét paralelnd
méfeni pfi 2 koncentracich studované latky napt 2 a 5 mg.lI". Bézné se TSK pocitd
pro tvorbu amonnych soli, ale v ptipadech, kdy se pfedpoklddd nitrifikace, pocitd se
TSK pro tvorbu dusi¢nanti (viz pfiloha 2). V piipadech, kdy nitrifikace nen{ dplnd,
pocitd se korekce z analytickych koncentraci dusi¢nant.

V piipadé, Ze zkousend latka je toxickd (napf. v piipadé dfive zjisténé nizké
biologické rozlozitelnosti), musi se nasadit nové série lahvicek.

Nasazuje se za stejnych podminek jako v ptedchozim piipade.

Roztok ve velkych lahvich se inokuluje odtokem z biologické Cistirny (1 kapka az 5
ml) nebo jinym inokulem jako napft. fi¢ni vodou (viz I. 6. 4. 2). Nakonec se lahve
doplni na objem provzdusnénym médiem a s pomoci hadicky, kterd sahd na dno, se
pfipravi homogenni roztok.

Pocet lahvicek béZného pokusu

V bézném pokusu se pouZzivaji ndsledujici lahvicky:
nejméné 10 se zkouSenou ldtkou a inokulem,
nejméné 10 jen s inokulem,

nejméné 10 s obsahem referencni ldtky a inokulem

a ddle, je-li to zapottebi 6 lahvicek obsahujicich zkousenou ldtku, referencni latku a
inokulum (kontrola toxicity). Pro zjisténi 10 denniho okna je zapotifebi dvojndsobny
pocet lahvicek.

Provedeni zkousky

Ptipraveny roztok se ihned po pfipravé plni do pfislusné skupiny lahvi¢ek

a to ze spodni ¢tvrtiny lahve (nikoliv ze dna), tak, aby se vSechny lahvicky uplné
naplnily. Jemné se poklepe, aby se odstranily bublinky. Lahvi¢ky uréené pro pocatek
pokusu se ihned analyzuji na obsah kysliku Winklerovou metodou nebo pomoci
oximetru. Obsah lahvicek 1ze konzervovat pro pozd€jsi analyzu piidavkem siranu
manganatého a hydroxidu sodného. Takto fixované lahvicky, které obsahuji hnédé
zbarvené hydratované oxidy Mn>* se skladuji na temném misté& pfi teploté 10 - 20 °C
nejdéle po dobu 24 h. Zbyvajici lahvicky se uzaviou (bez bublinek) a inkubuji se pii
20 °C ve tmé&. Kazdd série musi byt doprovédzena slepym pokusem, ktery kontroluje
inokulum.

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

Tydenni vzorky umoziuji stanoveni 14 denniho okna, kdeZto vzorky kazdé 3 - 4
dny dovoluji stanovit 10 denni okno, coZ vyZaduje dvojndsobny pocet lahvicek.
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Pro ldtky, které obsahuji dusik se musi provést korekce na nitrifikaci. To se provadi
tak, Ze se zméfi kyslik pomoci oximetru a pak se stanovi dusi¢nany a dusitany.
Spotfeba kysliku na tuto oxidaci se pocitd podle piilohy 5.

VL 3 VYSLEDKY A ZPRAVA

VL. 3.1 Zpracovani vysledki

Nejprve se vypocte BSK po kazdé ¢asové periodé€ tak, Ze se odecte spotieba kysliku
v mg.I" slepého pokusu od spotieby se zkousenou latkou. Takto ziskany vysledek se
déli koncentraci zkousené ldtky a tim se ziskd specifickd BSK v mg kysliku na mg
latky. Pak se vypocitd procentni biologickd rozloZitelnost jako podil specifické BSK
a specifické TSK (pocitané podle pfilohy 2. 2) nebo CHSK (stanovené analyticky
podle pfilohy 2. 3).

0, (zk.l) - O, (sl. p.
BSK = mg 0, (zkl) —mg O, (sl. p.) = mg kysliku na mg latky
mg zk.l. v lahvi

BSK (mg kysliku na mg zk.l.)

% rozkladu = . 100
TSK (mg kysliku na mg zk.l.)
nebo
BSK kyslik k.l
% rozkladu = (mg kysliku na mg zkL) . 100
CHSK (mg kysliku na mg zk.l.)
kde

zk. I. = zkouSena latka,
sl. p. = slepy pokus.

Je potieba podotknout, Ze tyto dvé metody neposkytuji nezbytné stejné vysledky.
Upfednostnit by se méla metoda s pouzitim TSK.

Pro zkousenou latku obsahujici dusik se pouzivd vhodnd TSK (NH, nebo NO;)
podle toho, co se vi nebo ofekdva o vyskytu nitrifikace (viz pfiloha 5). V ptipadé,
Ze se nitrifikace vyskytuje, ale neni uplnd, koriguje se spotieba kysliku podle
analytickych koncentraci dusitanti a dusi¢nanil.

VI. 3.2 Platnost vysledki
Spotfeba kysliku ve slepych pokusech nesmi byt vysii nez 1,5 mg.l™” po 28 dnech.
Vys8i hodnoty vyZaduji prozkoumdni pouZité experimentdlni techniky. Zbytkova
koncentrace kysliku v lahvickdch nesmi byt niZsf nez 0,5 mg.l" v jakémkoliv
casovém useku zkousky. Tyto kyslikové hladiny jsou platné jen v ptipadég, ze
metoda, jiZ se stanovuje kyslik, je schopnd tyto koncentrace piesné méfit.

Viz také c¢ast 1.5.2.

VI. 3.3 Zavérecna zprava
Viz 1.8.
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VI. 4

PREHLED VYSLEDKU

Priklad uspotdddni vysledki miZe byt nasledujic:

ZKOUSKA V UZAVRENYCH LAHVICKACH

1. LABORATOR
2. DATUM ZACATKU ZKOUSKY
3. ZKOUSENA LATKA

Nézev:

Koncentrace zdsobniho roztoku: mg.1™
Poc4te¢ni koncentrace v lahvicce: mg.I™

TSK nebo CHSK: mg O, . mg zkousené latky™

4. INOKULUM

Zdroj:

Uprava:

Preduprava v pfipadé, Ze byla pouZita:
Koncentrace v reakéni smési: mg/l

5. PROVEDENA STANOVENI

Metoda: Winkler / oximetr

Stanoveno (mg.I™")
0 m 1y
1 C
Slepy pokus
2 G
. Ci+ G
Primér my =
2
1 a
Zkousend latka
2 ap
a + ap
Primér m, =
2

Poznamka: Podobny vzor miize byt pouzit i pro referencni laitku a pro kontrolu
toxicity.
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6. OPRAVA NA NITRIFIKACI

Doba inkubace (dny) 0 ny 1, n3

(i) Koncentrace dusi¢nanti (mg N.I'")

(ii) Zména koncentrace dusi¢nanti (mg N.I'")

(iii) Kyslikovy ekvivalent (mg.I™)

(iv) Koncentrace dusitanti (mg N.I"")

(v) Zména v koncentraci dusitant (mg N.I'")

(vi) Kyslikovy ekvivalent (mg.I™")

(iii + vi) Celkovy kyslikovy ekvivalent (mg.I™")

7. DOSAZENE ODSTRANENTI: % ROZKLADU

Odstranéni po n dnech (mg.1™)

n; ny n3

Lahev 1: (mto - mtx) - (mbo - mbx)

Lahev 2: (my, - Myy) - (Mpo - Mpy)

Lahev 1:

[(mto - mtx) - (mbo - mbx)] . 100

%D =
konc. ve zk. - TSK
Lahev 2:
%D, - [(Mmy - M) — (M, - M) . 100

konc. ve zk. - TSK

D1+D2

% D prum. = 5

Primér nelze pocitat v pfipadé velkych diferenci replikdta.

m,, = hodnota ve zkuSebni lahvicce v Case 0
m, = hodnota ve zkuSebni lahvicce v Case x
my, = hodnota slepého pokusu v case 0
mpx = hodnota slepého pokusu v Case x

Uplatni se vSechny korekce na nitrifikaci it + vi z ¢4sti 6.
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8. SPOTREBA KYSLIKU VE SLEPEM POKUSU

Spotieba kysliku ve slepém pokusu je (mb, - mb,g) v mg.l™. Tato spotfeba je
dillezitd pro platnost zkousky. M&la by byt mensi nez 1,5 mg.1™.



Strana 8612

Sbirka zdkont & 299 / 1998 Cistka 103

IV.F

VIIL. 1

VIL. 2.

VIIL 2. 1

VIL 2.2

VIL. 2.3

ZKOUSKA MITI

PRINCIP METODY

Meéfteni spotieby kysliku michaného roztoku nebo suspenze zkousené latky

v minerdlnim médiu, které je inokulovdno specidlni kulturou neadaptovanych
mikroorganismu je provddéno automaticky po dobu 28 dnti ve stinéném
uzavieném respirometru pii 25 4+ 1 °C. Uvolnény CO, je absorbovan v hydroxidu
sodném. Biologickd rozloZitelnost je vyjddfena jako procenticky ubytek kysliku
(korigovany slepym pokusem) teoretické spotfeby kysliku (TSK). Procento
primdrni biologické rozloZitelnosti lze také pocitat z doprovodné chemické analyzy
provedené na zacdtku a na konci inkubace, pfipadné podle analyzy DOC.

POPIS METODY

Pristroje

a) automaticky elektrolyticky méfi¢ BSK nebo respirometr vybaveny 6
bankami, kazdd objemu 300 ml s uzdvéry, které umoziuji absorbci CO,,

b) mistnost s konstatn{ teplotou nebo vodni ldzen s teplotou 25 + 1 ° C,

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

d) analyzdtor CO, (nepovinng).

Priprava mineralnitho média

Vzdy 3 ml ddle uvedenych roztokd a, b, c, a d se doplni deionizovanou vodou na
objem 1000 ml.

a) Hydrogenfosfore¢nan draselny K,HPO, 21,75 g,
dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, 8,50 g,
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného
Na,HPO,. 12 H,0O 44,60 g,
chlorid amonny NH,CI 1,70 g
se rozpusti v 1000 ml vody. Hodnota pH by méla byt 7,2.

b) Heptahydrat siranu hotfecnatého MgSO,. 7 H,O 2250 g
se rozpusti v 1000 ml vody.

¢) Chlorid vapenaty CaCl, 2750 g
se rozpusti v 1000 ml vody.

d) hexahydrat chloridu Zelezitého FeCl; A 6H,O 0,25 ¢g

se rozpusti v 1000 ml vody.

Priprava inokula

Odeberou se vzorky z nejméné deseti lokalit, kde se pouzivaji a vypoustéji

rizné chemikdlie. Z mist jako jsou Cistirny méstskych a primyslovych odpadnich
vod, fek, jezer a moii se odebird 1 litr kalu, povrchovych pid, vody a j., které se
peclivé smichaji. Po odstranéni vyflotovanych ldtek a odstdti se pH supernatantu
upravi na 7 + 1 hydroxidem sodnym nebo kyselinou fosfore¢nou. Do price se bere



Cistka 103 Sbirka zdkont & 299 / 1998 Strana 8613

vhodny objem tohoto filtrovaného supernatantu a naplni se jim nddoba, kterd se
23,5 h provzdusiuje. Tticet minut po ukonceni provzdusiiovani se odlije 1/3
objemu a doplni stejnym objemem rozoku , ktery obsahuje vZdy po 0,1 % glukosy,
peptonu a hydrogenfosforecnanu draselného a obnovi se provzdusiiovdni. Tento
postup se opakuje jednou denné. Kalovd jednotka musi byt provozovand podle
zdsad dobré laboratorni praxe: odtok musi byt Ciry, teplota musi byt udrZovand pii
25 + 2 °C, pH md byt 7 + 1, kal mé dobfe sedimentovat, provzdusiiovani musi byt
dostatecné za vSech okolnosti, maji byt pfitomni provoci a aktivita kalu se md
kontrolovat pomoci referencni ldtky nejméné kazdé 3 meésice. Takto ziskané
inokulum se nepouzivé diive nez po 1 mésici kultivace a déle nez po Ctyfech
mésicich. Proto je nutné odebirat vzorky ze zvolenych 10 mist kazdé 3 mésice.

K udrZeni stejné aktivity cerstvého a starého kalu se filtrovany supernatant starého
kalu smichdvd se stejnym objemem nového kalu a smés se kultivuje podle
popsaného postupu. Do price se kal bere 18 - 24 h po pfidavku Zivin.

VII. 2.4 Pfiprava banék

Piipravuje se 6 banék podle schematu:

¢. 1 zkousend ldtka ve ziedovaci vodé 100 mg.I™!

¢ 2,3, 4 zkousend ltka v minerdlnim médiu 100 mg.1"

¢. 5 referen¢ni ldtka (napf. anilin) v minerdlnim médiu 100 mg.1”
¢. 6 minerdlni médium

Milo rozpustné ldtky se pfiddvaji pfimo odvdZenim nebo odméfenim objemu nebo
se zpracuji jak je uvedeno v pfiloze €. 3, s vyjimkou téch, u kterych nemohou byt
pouZita rozpoustédla nebo emulgdtory. Do specidlnich uzdvéri lahvi se ptidd
absorbent oxidu uhli¢itého. pH v bankdch €. 2, 3 a 4 se upravi na 7,0.

VII. 2.5 Provedeni zkousky

Bariky €. 2, 3, 4 (zkusebni suspenze), ¢. 5 (kontrola aktivity), ¢. 6

(slepy pokus) se inokuluji malym mnoZzstvim inokula tak, aby vyslednd
koncentrace kalu byla 30 mg.1™. Lahev &. 1 je bez inokula, &mz se ziskava
abiotickd kontrola.Nasadi se zdtka, zkontroluje se tésnost, zapnou se michadla a
zapocne se s méfenim ubytku kysliku za stinénych podminek. Denné se kontroluje
teplota, michdni, zapisova¢ spotfeby kysliku a zaznamendvaji se vSechny

zmény barvy obsahu ldhve. Pti vyuZiti 6 kiivkového zapisovace se ziskdvd
pfimo ktivka BSK. Na konci inkubace, kterd je obvykle 28 dni, méfi se pH

v ldhvi a stanovuje zbytkovd koncentrace zkouSené latky a jejich metabolitd

a v pripadé zkousen{ latek rozpustnych ve vodé také DOC (postup podle
piilohy 2). V piipad¢ tékavych latek se pouziva specidlni postup. V piipadé
vyskytu nitrifikace se stanovuji, jestlize je to mozné, dusi¢nany a dusitany.

VIL 3. DATA A ZPRAVA

VII. 3.1 Zpracovani vysledkii

Spotifeba kysliku zkouSenou ldtkou za dany ¢as v mg , korigovand slepym
pokusem za stejnou dobu, se déli hmotnosti zkouSené ldtky v pokusu. Tento
postup poskytuje vysledek vyjadieny jako spotieba kysliku v mg.mg™
zkousSené ldtky, coz je:
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VII. 3.2

0x(zk.l.) — mgO, (sl p.
BSK:m‘gZ(Z )—ms 2(Sp):mgOz/mgzk.l.

mg zk. l.

kde

zk. 1. = zkouSena latka,
sl. p. = slepy pokus,
m = hmotnost zkouSené latky.

Procenticky biologicky rozklad se ziskd ze vztahu:

) BSK
% biol. rozkladu = % TSK = —— . 100
TSK

Pro smési se TSK vypocitdva z elementdrni analyzy, tak jako pro

jednoduché latky. Dosazuje se odpovidajici TSK pro NH, a NO;

podle toho, zda se tplnd nitrifikace vyskytuje ¢i ne. V piipadé€ netplné nitrifikace
se vychdzi ze zmén koncentrace NO3 a NO, podle pftilohy 5.

Spocita se procento primdrniho biologického rozkladu z tbytku plivodni chemické
latky (viz 1.7.2)

S, - S,
D, =2 . 100 %

Sy

V ptipadé, 7Ze se v lahvi €. 1 zjisti fyzikdlné-chemicky ubytek ptivodni ldtky
zaznamena se tento jev a za koncentraci zkousené latky (S,) po 28 dnech se
dosadi tato koncentrace.

V piipadé stanoveni DOC (nepovinné) se Uplnd procentickd biologickd
rozloZitelnost pocitd ze vztahu:

Ct - Cbt

Dt:[l— j.lOO

CO - Cbo

JestliZze byl zjistén ubytek DOC v 14hvi €. 1, kterd méfi abioticky rozklad, pak se do
vypoctu dosazuje koncentrace DOC zjiSténd v této 1dhvi.

Vsechny vysledky se zaznamenaji do souhrnu, jehoZ vzor je pfiloZen.

Platnost vysledkii

Slepy pokus miva spotfebu kysliku inokulem 20 - 30 mg.I" a nemél by byt vétii
nez 60 mg.I" v priibéhu 28 dni. Hodnoty vétsi nez 60 mg.1" vyZzadujf kritické
vyhodnoceni ziskanych dat a experimentdlni techniky. V ptipadé€, zZe pH je mimo
rozsah 6 - 8,5 a spotfeba kysliku zkousenou ldtkou je mensi nez 60 %, zkouska by
méla byt opakovdna s nizs§i koncentraci latky.

Viz také 1.5.2.

V pripadé, Ze rozklad anilinu, vypocitany ze spotfeby kysliku, nedosdhne 40 % po
7 dnech a 65 % po 14 dnech, je nutné zkousku povazovat za neplatnou.
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VIIL. 3.3 Zprava
Viz 1.8.

VIL.4 PREHLED VYSLEDKU

Ptiklad uspotfdddni je uveden ddle:

MITI (I) ZKOUSKA
1. LABORATOR
2. DATUM ZAHAJENI POKUSU
3. ZKOUSENA LATKA

Nézev:

Koncentrace zdsobniho roztoku: mg.1" jako litka
Pocateéni koncentrace v médiu, C,: mg.l'jako ldtka
Objem reakéni smési, V: ml

TSK: mg 0,11

4 INOKULUM
Lokality odkud byly ziskdny vzorky:

N 6)
2) ... 7)
3. 8)
4 9)
5 .. 10)

Koncentrace suspendovanych ldtek v aktivovaném kalu po aklimatizaci na
syntetické splasky = ... mg.1".

Objem aktivovaného kalu v konecném médiu = ... ml

Koncentrace kalu v koneéném médiu = ... mg.l™
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5. SPOTREBA KYSLIKU: BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST

Typ pouzitého respirometru:

Cas (dny)
0 7 14 21 28
a
spotieba kysliku (mg) a
zkouSenou latkou 2
as
spotieba kysliku (mg) b
ve slepém pokuse
-b
opravend spotfeba EZ; - bg
kysliku (mg) (a3 - b)
Lahev 1
BSK na mg zkousené a-b
litky Cov Lahev 2
Lahev 3
1
% rozkladu 2
3
BSK 100 prumér*
TSK

Pozndmka: Podobny vzor mlzZe byt pouZit pro referencni latku
* neprimérovat, jestlize jsou mezi jednotlivymi méfenimi velké rozdily

6. ANALYZA UHLIKU (nepovinng)
Analyzdtor uhliku:

Barka DOC % odstrané- Primér
Zméfeno Opraveno n¢ho DOC
Voda + zkousend latka a - -
Kal + zkouSenad latka b, b, -¢
Kal + zkouSena latka b, b, -c¢
Kal + zkouSend latka bs bs-c¢c
Slepy pokud c - -
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7. SPECIFICKA CHEMICKA ANALYZA

Zbytek zkousené chemikdlie
na konci zkousky

% rozkladu

slepy pokus s vodou Sp

inokulované medium Sa1

% rozkladu = [(Sp- S,)/Sp] . 100

Pocitd se pro lahve €. al, a2, a3.

8. POZNAMKY

Je-li k dispozici, mliZze byt pfipojena kfivka BSK v zdvislosti na case.
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PRILOHA 1
Zkratky a definice

DO: Rozpustény kyslik, dissolved oxygen, (mg.1™), je koncentrace kysliku,
ktery je rozpustén ve vodném vzorku.

BSK:  Biochemickd spotfeba kysliku, biochemical oxygen demand, BOD, (g),
je mnozstvi kysliku, jeZ je v prib&éhu oxidace zkouSené latky
spotfebovdno mikroorganismy. Je také vyjddiena jako spotfeba kysliku
v g na g latky. (Viz metoda V).

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

DOC: Rozpustény organicky uhlik, dissolved organic carbon, je organicky
uhlik pfitomny v roztoku nebo ve filtrdtu ziskaném filtraci ptes filtr o
velikosti pdrt 0,45 pm nebo jako centrifugdt ziskany pfi odstifedovani
po dobu 15 minut pii 40 000 m.s? (+ 4 000 g).

TSK:  Teoretickd spotieba kysliku, theoretical oxygen demand, ThOD, (mg), je
celkové mnozstvi kysliku, které je potfebné pro uplnou oxidaci latky.
Vypoditava se z molekulového vzorce latky (viz piiloha 2. 2) a vyjadiuje
se v mg kysliku na mg 14tky.

TCO, : Teoreticky oxid uhlicity, theoretical carbon dioxide, ThCO,, je mnoZstvi
oxidu uhli¢itého, které by mélo vzniknout ze zndmého nebo zmétreného
obsahu uhliku v ldtce za ptedpokladu jeji plné mineralizace; vyjadiuje se
jako mg oxidu uhli¢itého vyvinutého 1 mg zkousené latky.

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

IC: Anorganicky uhlik, inorganic carbon.

TC: Celkovy uhlik, total carbon, je soucet organického a anorganického

uhliku ve vzorku.

Primdrni (zdkladni) biologicky rozklad:
jsou zmény chemické struktury latky podrobené biologickému pisobeni, vedouci ke
ztrdté specifickych vlastnosti 1dtky.

Uplny (koneény) biologicky rozklad (aerobni):

je stupeni rozkladu ldtky dosaZzeny v podminkdch jejtho dplného zuzitkovéani
mikroorganismy, vedouci k produkci oxidu uhli¢itého, vody, minerdlnich soli a nové
bunécné hmoty (biomasy).

Snadnd biologickd rozloZitelnost:

je arbitrdzni klasifikaci 14tek, které byly podrobeny vyhleddvacim zkouskdm tplné
biologické rozloZitelnosti; vysledky téchto zkousek jsou natolik presvédcivé, Ze lze
pfijmout ptredpoklad, Ze se ldtky budou ve vodném prostfedi a za aerobnich
podminek rychle a uplné biologicky rozklddat.
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Inherentni biologickd rozloZitelnost:
klasifikace chemickych latek, pro které jsou nepochybné ditkazy o jejich biologické
rozlozitelnosti (primdrni nebo konecné) pfi pouziti kterékoliv metody zkousend.

Odstranitelnost:

je pfistupnost ldtek moZnosti byt odstranény pfi biologickém ¢isténi odpadnich vod
bez nepftiznivého ovliviiovani normdlniho pribéhu Cisticich pochodl. Vseobecné,
latky snadno biologicky rozloZitelné jsou odstranitelné, neplati to ale pro vSechny
inherentné rozloZitelné latky. Spoluptisobit mohou také abiotické procesy.

Lag(ovd) fdze:

je, ve zkousce ubytku (die-away, odstranéni, vymizeni), doba od inokulace do
dosazenf alesponl 10 % biologického rozkladu. Lag fdze je obvykle velmi variabilni a
Spatné reprodukovatelnd.

Doba rozkladu:
je doba od konce lag fize do dosaZeni 90 % maximdlné dosazitelného rozkladu.

10 denni okno
je 10 dnti, které bezprostfedné nésleduji po dosazeni 10 % rozkladu.

PRILOHA 2
Vypocet a stanoveni vhodnych skupinovych parametru

V zdvislosti na zvolené zkuSebni metod¢€ je poZzadovdna znalost nékterych thrnnych
parametrll. V dalsi ¢dsti pfilohy jsou popsdny nékteré postupy jak takovéto
parametry odvodit. VyuZiti téchto parametrli je popsdno u jednotlivych metod.

1. Obsah uhliku
Obsah uhliku se pocitd ze zndmého elementdrniho sloZeni nebo se stanovi
elementdrni analyzou zkouSené 14tky.

2. Teoretickd spotieba kysliku (TSK)

Teoretickd spotfeba kysliku (TSK) mtize byt spocitdna ze znalosti
elementdrniho sloZeni nebo z vysledki elementdrni analyzy. Pro ldtku obecného
sloZen{

CCHhCICanNanaOOPpSS
o molekulové hmotnosti MH, bez nitrifikace,

16 [2c+l (h—cl—3n)+3s+ip+lna—0]
2 2 2 1
TSKNH4 = MH (mgmg )

nebo s nitrifikaci
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1 5 5 1
16[2c+7 (h—cl)+7n+3s+7p+7na—0j

TSK no3 = VM

(mgmg™)

3. Chemickd spotreba kysliku (CHSK)
Chemickd spotieba kysliku (CHSK) se stanovi postupem VI.

4.  Rozpustény organicky uhlik (DOC)

Rozpustény organicky uhlik je definovdn jako organicky uhlik jakékoliv
chemické latky nebo smési ve vodé, ktery projde filtrem s velikosti port 0,45
pm.

Vzorky ze zkuSebnich nddob se filtruji bezprosttedné po odbéru ve filtraéni
aparatufe pres vhodny filtr. Prvnich 20 ml (toto mnoZstvi mize byt zmenseno
pfi pouziti malych filtri) se vylije. Objemy 10 - 20 ml nebo mensi, v pfipadé
nastiiku (objem zdvisi na potfebném objemu pro analyzu), se uschovavaji pro
analyzu. Koncentrace DOC se stanovuje pomoci analyzédtoru organického
uhliku, ktery umozniuje pfesné stanoveni koncentrace uhliku, jeZ je ekvivalentni
nebo mensi nez 10 procent poc¢dtecni koncentrace pouZité ve zkousce.

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

Pozndmky:

Membranové filtry jsou ¢asto impregnovdny povrchové aktivnimi ldtkami za
ucelem jejich hydrofilizace. Filtr tudiz miize obsahovat nékolik mg rozpustného
uhliku, jenZ mlZe interferovat pii stanoveni biologické rozloZitelnosti.
Povrchové aktivni ldtky a jiné rozpustné organické latky se z filtri odstranuji
vyvafenim v deionizované vodé 3 krdt jednu hodinu. Filtry se pak skladuji ve
vodé po dobu 1 tydne. Kazdé baleni filtri musi byt zkouSeno, zda neobsahuje
rozpustny organicky uhlik.

V zdvislosti na typu membradnového filtru midze dochdzet k adsorpci zkousené
latky na filtru. Proto je potiebné tuto moznost ovéfit.

Misto filtrace miize byt pouZito pro rozliSeni mezi TOC a DOC odstiedovani
pfi 40 000 m.s™ (4000 g) po dobu 15 min. Tato metoda viak neni vhodna pii
po&ateéni koncentraci DOC < 10 mg.l”, protoZe nelze odstranit viechny
bakterie nebo se mize zpétné rozpoustét uhlik, ktery je soucdsti bakteridlni
plasmy.

LITERATURA

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

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

DIN Entwurf 38 409, Teil 41 - Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-,
Abwasser- und Schlammuntersuchung, Summarische Wirkungs- und
Stoffkenngrossen (Grupe H). Bestimmung des Chemischen Sauerstoffbedarfs
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(CSB) (H41), Normenausschuss Wasserwesen (NAW) in DIN Deutsches
Institut fiir Normung e. V.

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

PRILOHA 3

Vyhodnoceni biologické rozloZitelnosti téZce rozpustnych litek

Pfi stanoveni biologické rozloZitelnosti ldtek téZce rozpustnych ve vodé si zaslouZi
zv14stni pozornost ndsledujici aspekty.

Protoze homogenni kapaliny zpisobuji zfidka problémy pfi odebirdni vzorkl
doporucuje se tuhé ldtky nejprve vhodnym zplisobem homogenizovat a tim zabrdnit
chybdam zplisobenym nehomogenitou. Zvlastni pozornost musi byt vénovdna
odbérim vzorkl obsahujicich jen nékolik mg ze smési latek, které obsahuji velkd
mnoZstvi necistot.

V priibéhu zkousek se maji pouzivat riizné zplisoby michdni. Pozornost musi byt
vénovana tomu, aby michdni bylo pfiméfené pro udrZeni latky v disperzi ale
zdroven, aby nedochdzelo k prehfivdni, nadmérnému pénéni a nadmérnych stfiznym
silam.

K vytvoreni stabilni emulze se mlize pouzit emulgdtor, ktery neni toxicky pro
bakterie, neni biologicky rozlozitelny a nesmi v pribéhu zkousky pénit.

Stejnd kritéria jako na emulgdtory se aplikuji na rozpoustédla.

Pro tuhé zkouSené ldtky se nedoporucuji tuhé nosice. Takovéto nosice vS§ak mohou
byt vhodné pro zkouSeni olejovitych latek.

V pripadé, Ze se pouZiji pomocné 1dtky jako jsou emulgdtory, rozpoustédla a nosice
musi se provést odpovidaji slepy pokus.

Pro studium biologické rozloZitelnosti téZce rozpustnych ldtek lze pouZzit
kteroukoliv ze tii respirometrickych zkousek (CO,, BSK, MITI).

LITERATURA

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

Gerike, P., The biodegradability testing of poorly water soluble compounds.
Chemosphere, 1984, Vol. 13, 169.
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PRILOHA 4

Vyhodnoceni biologické rozloZitelnosti latek potencidlné toxickych pro
inokulum

V ptipadech, kdy se latka po zkouSkdch snadné biologické rozloZitelnosti jevi jako
obtizné rozlozitelnd, doporucuje se rozlisit, zda jde o inhibi¢ni plisobeni nebo o
odolnost latky vici rozkladu (Reynolds et al., 1987).

Ve zkousce toxicity a biologické rozloZitelnosti se pouZiji stejnd nebo podobna
inokula.

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

Chceme.li se vyhnout inhibici z divodu toxicity méla by byt koncentrace zkousené
latky pouzitd v pokusech podle metod IV mensi nez /10 ECsy (nebo mensi nez
EC,) zjisténé zkouskou toxicity. Latky s ECsy > 300 mg.l" nemaji pravdépodobné
toxické ucinky pfi zkouskdch snadné biologické rozloZitelnosti podle metod I'V.
Hodnoty ECs, < 20 mg.I"! mohou pii ndsledném zkouseni pravdépodobné
zplsobovat potiZe. Lze doporucit praci s nizkymi koncentracemi, coz vyZaduje
pouZiti piesné a citlivé zkousky v uzavienych lahvich IV. E nebo pouziti '*C
znacenych ldtek. Vyssi koncentrace zkouSené latky miZe pfipadné umozZnit pouZiti
adaptovaného inokula. V tomto piipad€ se ale pfichdzi o specificnost zkousky
snadné biologické rozloZitelnosti, jako zdkladniho klasifikacniho kriteria metod
zkouSeni podle IV.

LITERATURA

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

PRILOHA 5

Oprava na spotiebu kysliku pfi nitrifikaci

Chyby pfi stanoveni spotfeby kysliku ve zkouskdch ldtek, které neobsahuji dusik,
jsou mdlo vyznamné (ne vetsi nez 5 procent) i kdyz dochdzi k nepravidelné oxidaci
amoniakdlntho dusiku ve slepém pokusu a v fddné zkouSce. Ov§em zkouSeni ldtek,
obsahujicich dusik mliZe byt provdzeno vaznymi chybami.

V piipad¢, Ze je pozorovdna netplnd nitrifikace, musi byt spotieba kysliku méfenou
smési opravena o spotfebu na oxidaci amoniaku a amonnych iontil na dusitany a
dusi¢nany, vychdzejic z pfedpokladu platnosti ndsledujicich rovnic:

2 NH,Cl + 3 O, = 2 HNO, + 2 HCI + 2 H,0 (1)
2 HN02 + 02 =2 HNO3 (2)

Celkové:
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2 NH4CI + 4 O, =2 HNO;3 + 2 HCI + 2 H,O (3)

Z rovnice (1) vychazi spotieba kysliku pfi oxidaci 28 g dusiku obsazeného v NH,4CI
na dusitan 96 g, coz je faktor 3,43 (96:28). Stejnym zptsobem lze z rovnice (3)
vypocitat spotfebu kysliku na oxidaci amoniakdlniho dusiku na dusi¢nan 128 g, coz
davaé faktor 4,57 (128:28).

ProtoZe popsané reakce jsou ndsledné, plisobené urcitymi rtiznymi druhy bakterit,
miiZze koncentrace dusitanil stoupat i klesat; pfi jejim poklesu dochdzi ke vzniku
urcité koncentrace dusicnant . Spotieba kysliku na tvorbu dusi¢nanti se ziskd
ndsobenim piiristku koncentrace dusi¢nanti faktorem 4,57, spotfeba kysliku na
zvyseni obsahu dusitant se ziskd ndsobenim tohoto pfiristku faktorem 3,43 nebo pii
poklesu obsahu dusitantl jsou ztrédty kysliku pfepocitatelné faktorem -3,43.

To znamena:

Kyslik spotiebovany pro tvorbu dusi¢nanil = 4,57 . ptirtstek koncentrace dusi¢nanti
Kyslik spotfebovany pro tvorbu dusitanii = 3,43 . pfirtistek koncentrace dusitani
Kyslik ztraceny pii ubytku NO, = - 3,43 . pfiristek koncentrace dusi¢nanit

Takze

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

a z toho
spotfeba kysliku pro oxidaci uhliku = celkova spotfeba - spotfeba na nitrifikaci.

Alternativné v piipadech, kdy se stanovi pouze celkovy oxidovany dusik muze se
spotfeba kysliku na nitrifikaci v prvnim pfiblizeni ziskat ndsobenim piirtstku
koncentrace oxidovaného dusiku faktorem 4,57.

Opravend spotieba kysliku pfisluSnd oxidaci uhliku se pak srovndvd s TSK NHs, jak
je uvedeno v pftiloze 2.
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v

1.1

1.2

1. 3.

1. 4.

1.5

ROZLOZITELNOST - BIOLOGICKA SPOTREBA
KYSLIKU

METODA

UvVOD

Cilem této metody je méfeni biochemické spotieby kysliku (BSK) tuhych nebo
kapalnych organickych ldtek. Vysledky dosazitelné touto metodou plati v prvni fadé
pro ldtky rozpustné ve vod¢; v zdsadé 1ze touto metodou zkouset i t€kavé a ve vode
obtizné rozpustné latky.

Metodu Ize pouzit jen pro organické latky, které v koncentracich pouzivanych pfi
zkousSce nemaji Zddny inhibi¢ni G¢inek na inokulum. Neni-li dand ldtka pfi
koncentracich pouZivanych ve zkouSce rozpustnd, je pro zajisténi jeji dostatecné
dispergace pifipadné tfeba pouZit zvldStni postupy, napft. dispergaci ultrazvukem.

Pti interpretaci nizSich hodnot ziskanych jako vysledek zkousky a pfi volbé
vhodnych koncentraci pti zkouSeni miiZze byt uZitecnd znalost udajl o toxicité
zkousSené latky.

DEFINICE A JEDNOTKY

Biochemickd spotieba kysliku (BSK) je definovana jako mnozstvi rozpusténého
kysliku, které je nutné k biochemické oxidaci urcitého mnoZzstvi rozpusténé latky za
pfedepsanych podminek.

Vysledky se udavaji jako g spotieby kysliku (BSK) na 1 g zkousené latky.

REFERENCNI LATKY

Doporucuje se pouZit vhodnou referenéni ldtku pro pfezkouSeni aktivity inokula.

PRINCIP METODY

Urcité mnoZzstvi zkouSené latky se rozpusti nebo disperguje ve vhodném Zivném
médiu bohatém na kyslik, poté se naockuje inokulem a za stdlé pfedepsané teploty
se ve tm¢ inkubuje. BSK se stanovi na zdkladé rozdilu mezi obsahem rozpusténého
kysliku pfed zacdtkem a na konci zkousky. Zkouska musi trvat nejméné 5 dni, avSak
ne vice nez 28 dni.

SoubéZné s touto zkouSkou je tieba provést slepy pokus bez zkousené ldtky.

KRITERIA KVALITY

Stanoveni BSK neni moZné povazovat za bezpecné stanoveni biologické
rozloZitelnosti dané ldtky. Tuto zkouSku lze povazovat pouze za prvni posouzeni
(vyhleddvaci, skriningovou).
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1.6

3

POPIS METODY

Pripravi se roztok nebo disperze zkousené latky o vhodné koncentraci. Poté se
stanovi BSK pomoci nékteré vhodné ndrodni nebo mezindrodni standardizované
metody.

UDAJE A VYHODNOCENI

BSK zkouSené ldtky se vypocita podle zvolené metody a vyjadii se v g spotieby
kysliku na | g zkousené latky.

ZAVERECNA ZPRAVA

Uvede se pouZitd metoda. Jako biochemickd spotieba kysliku se uvede primérnd
hodnota nejména tfi platnych vysledki méfeni. Je tfeba uvést vSechny informace a
pozndmky duleZité pro interpretaci vysledkil, zejména co se tykd necistot,

skupenstvi, toxickych tcinkl a sloZeni zkouSené latky, které by mohly ovlivnit
vysledek.

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

LITERATURA

Seznam normovanych metod, napf-.:

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

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

The Determination of Biochemical Oxygen Demand, Methods for the examination
of Water and Associated Materials, HMSO, London.

ISO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.
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VI

1.1

1.2

1.3

1. 4.

1.5

1.6

ROZLOZITELNOST - CHEMICKA SPOTREBA
KYSLIKU

METODA

UvoD
Utelem metody je stanoveni chemické spotieby kysliku (CHSK) tuhych nebo

kapalnych organickych ldtek za uréenych standardizovanych laboratornich
podminek.

Pro provedeni této zkousky a pro interpretaci vysledki je uzite¢né zndt idaje o
chemickém vzorci zkousené latky (napf. obsah halidi, organické sole Zeleza nebo
chlorované uhlovodiky).

DEFINICE A JEDNOTKY

Chemickd spotieba kysliku (CHSK) je mirou oxidovatelnosti latky. Vyjadiuje se
jako mnoZstvi kysliku oxidacniho ¢inidla, které spotfebuje oxidovand ldtka za
urcenych laboratornich podminek.

Vysledek zkousky se uddva v g spotieby kysliku na | g zkouSené 14tky.

REFERENCNI LATKY

Pokud se studuje novd ldtka, neni nutné vzdy pouzivat referen¢ni latky. Referencni
latky by mély slouZzit predevsim k obcasné kontrole méfici metody a k vzdjemnému
porovnavani vysledkid ziskanych rliznymi metodami.

PRINCIP METODY

Urcité mnozstvi 1dtky, rozpusSténé nebo rozptylené ve vodé, se oxiduje zahfivanim s
dichromanem draselnym v prostfedi silné kyseliny sirové pod zpétnym chladi¢em za
pfitomnosti siranu stiibrného jako katalyzdtoru. Pfebytecny dichroman se stanovi
titraci standardnim roztokem siranu Zeleznato-amonného.

U ldtek obsahujicich chlér se pro omezeni ruseni chloridy p¥iddva siran rtutnaty.

KRITERIA KVALITY

CHSK je ,,indikdtorem oxidovatelnosti“ a jako takova je vyuzivdna jako prakticky
ndstroj ke stanoveni obsahu organickych latek

Vysledek zkousky mohou zkreslit chloridy. RovnéZ anorganické redukujici nebo
oxidujici ldtky mohou stanoveni chemické spotfeby kysliku zkreslit.

Neékteré cyklické slouc¢eniny a mnoho sloucenin tékavych (napf. niz$i mastné
kyseliny) se v této zkousce neoxiduji tplné.
POPIS METODY

Nejprve se piipravi roztok nebo disperze zkousSené ldtky tak, aby se dosdhlo CHSK
mezi 250 a 600 mg. I'".
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Pozndmka:

V pripadé Spatné rozpustnych nebo nedispergovatelnych latek je mozné odvazit a
vnést pfimo do zkuSebni bariky s vodou mnoZstvi praskovité nebo kapalné latky
odpovidajici pfiblizné¢ 5 mg CHSK.

CHSK je ¢asto mozné s vyhodou, zejména v piipadé Spatné rozpustnych ldtek,
stanovit variantni metodou, tj. v uzavieném systému s vyrovnavac¢em tlaku (H.

VYV v

Kelkenberg, 1975). Touto modifikaci se obvykle tspésné stanovi i latky obtizné
stanovitelné konvencni metodou - napf. kyselina octovd. Metoda vyhovuje 1

v ptipadé pyridinu. Jestlize se koncentrace dichromanu draselného zvysi na 0,0416
mol.1™" (0,25 N), miiZe se zvysit pfimo navaZované mnozstvi latek na 5 - 10 mg, coz
usnadfiuje stanoveni ldtek obtizné rozpustnych ve vodé.

V ostatnich pripadech se CHSK stanovi vhodnou ndrodni nebo mezindrodni
metodou.

UDAJE A VYHODNOCENI

Experimentédlné zjiSténd hodnota CHSK se vypocitd pomoci piislusné
standardizované metody a vyjddii se v g chemické spotfeby kysliku na g zkouSené
latky.

ZAVERECNA ZPRAVA

M¢élo by se uvést, kterd referencni metoda byla pouZita.

Chemickou spotfebu kysliku je tfeba urcit nejméné ze tfi vysledkd méfeni. Zprdva
m4d obsahovat vSechny informace a pozndmky dtlezité pro interpretaci vysledkd,
napf. o necistotdch zkousené ldtky nebo o fyzikdlnim stavu a sloZenfi latky, pokud
tyto faktory ovliviiuji vysledky.

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

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

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

Seznam normovanych metod, napf-.:
NBN T 91 - 201 Determination of the Chemical Oxygen Demand.

ISBN O 11 7512494 Chemical Oxygen Demand (dichromat value)
of polluted and waste waters.

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

DS 217 = water analysis Determination of the Chemical Oxygen Demand

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

NEN 32355.3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik

ISO DP 6060 Water Quality: Chemical oxygen Demand

Dichromate Methods
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VII

1.1

1.2

ROZLOZITELNOST - ABIOTICKA HYDROLYZA
JAKO FUNKCE pH

METODA
Metoda je zaloZzena na doporucenich OECD (1).

UvVoD

Hydrolyza je diilezitd reakce ovliviiujici abioticky rozklad. U ldtek, které jsou jen
madlo biologicky rozloziteIné ma obvzlaStni vyznam a miZe ovlivnit persistenci dané
latky v Zivotnim prostfedi.

Vétsina hydrolyznich reakci probihd jako reakce pseudoprvniho fddu, takze
polocasy jsou nezavislé na koncentraci. To zpravidla dovoluje extrapolaci vysledkt
z koncentraci pouZitych v laboratofi na podminky Zivotniho prostfedi.

Mimo to byly u fady chemickych sloucenin uvedeny piiklady uspokojivé shody dat
naméfenych v Cisté a v piirodni vodé ( 2).

Pro pouzivani této zkusebni metody je uZitecné zndt jiz pfedem tudaj o tenzi par
dané latky.

Metoda je vhodnd jen pro latky rozpustné ve vod¢. Necistoty zpravidla ovliviiuji
vysledky.

Chovdni l4tek pfi hydrolyze je nutno zkoumat pfi hodnotdch pH obvykle se
vyskytujicich v Zivotnim prostiedi (pH 4 - 9).

DEFINICE A JEDNOTKY

Hydrolyzou se rozumi reakce ldtky RX s vodou, kterd se dd zndzornit vyménou
skupiny X za skupinu OH:

RX + HOH = ROH + HX (1)
Rychlost, kterou ubyva koncentrace RX, je ddna vztahem:
rychlost =k . [ HbO ] . [ RX ] (2)

ProtoZe je voda pfitomna vici zkousené ldtce v prebytku, popisuje se tento typ
reakce obvykle jako reakce pseudoprvniho fddu, ve které je zjiSténd rychlostni
konstanta ddna vyrazem:

kobs =k. [ HZO ] (3)

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

2303 Gy

¢

. log 4)

kobs =
kde

t = cas,
C, = koncentrace ldtky v Case nula,
C, = koncentrace ldtky v case t,
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2,303 = prepocitaci faktor mezi pfirozenym logaritmem a logaritmem
pii zdkladu 10.

Koncentrace je mozné uddvat v g . I'! nebo v mol . 1.
Jednotkou konstanty ko je (as)™.

,Polocas®, t;, je definovdn jako doba, po jejimz uplynuti je pocate¢ni mnozstvi
ldtky sniZzeno o 50 %:

C= 12.C, ©)
Z rovnic (4) a (5) plyne, zZe
ti2 = 0,693/Kobs (6)

1.3 REFERENCNI LATKY
Pokud se studuje novd ldtka, neni nutné vzdy pouzivat referen¢ni ldatky. Referencni
latky by mély slouZit piedevSim k obcasné kontrole méfici metody a k vzdjemnému
porovndvdni vysledkl ziskanych riznymi metodami.

Jako standardni ldtky byly pouzity (1):
Kyselina acetylsalicylova (aspirin),
0, 0 - diethyl - O - (6 - methyl-2-(1methylethyl)- 4 - pyrimidinyl) - ester kyseliny
thiofosforecné (Dimpylat, Diazinon).
1.4 PRINCIP METODY
Latka se rozpusti v malé koncentraci ve vod¢; kontroluji se pH a teplota.

Vhodnou analytickou metodou se sleduje pokles koncentrace 1dtky v zdvislosti na
Case.

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

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

Z linedarniho pribéhu je mozné extrapolovat nebo interpolovat hodnoty téch
rychlostnich konstant, které nebyly uréeny piimo.

1.5 KRITERIA KVALITY

V literatufe (2) se uvddi, Ze méfeni rychlostnich konstant hydrolyzy lze u 13 tiid
organickych sloucenin provddét s vysokou piesnosti.

Reprodukovatelnost zavisi zejména na kontrole pH a teploty a miiZe byt ovlivnéna
pritomnosti mikroorganismil a ve zvlaStnich ptipadech koncentraci rozpusténého
kysliku.



Strana 8630

Sbirka zdkont & 299 / 1998 Cistka 103

1.6

1.6.1

1.6.1. 1

1.6.1.2

1.6.2

1.6.3

1.6.4

POPIS METODY
Cinidla

Tlumivé roztoky
Zkouska se provadi pfi tfech hodnotdch pH: 4,0; 7,0 a 9,0.

Pro tento tucel je tfeba pfipravit tlumivé roztoky za pouziti chemikdlif Cistoty pro
analyzu a destilované nebo deionizované vody. V pfiloze jsou uvedeny nékteré
ptiklady téchto systémil.

Pouzity tlumivy roztok miZe ovlivnit rychlost hydrolyzy. Pti tomto zji§tén{ je tfeba
zvolit jiny tlumivy roztok. V literatufe (2) se doporucuje pouzit misto
fosforecnanovych boritanové a acetdtové tlumivé roztoky.

Neni -li zndmo pH tlumivych roztok pro pfisluSnou teplotu zkousky, je nutné ho
stanovit cejchovanym pH - metrem pfi zvolené teploté s ptesnosti na 0,1 jednotek
pH.

ZkousSené roztoky

Zkousend ldtka se rozpusti ve zvoleném tlumivém roztoku. Koncentrace by neméla
prekroéit 0,01 mol . I nebo polovinu nasycené koncentrace, podle toho, kterd z
téchto hodnot je nizsi.

Pouzivani organickych rozpoustédel misitelnych s vodou se doporucuje jen pro
latky s niZsi rozpustnosti ve vodé. Mnozstvi latky zprostfedkujici rozpousténi md byt
mensi nezZ 1 % a nemd ovlivnit pribéh hydrolyzy.

Aparatura
Pouzivaji se sklenéné banky se zdatkami (bez tuku).

Pokud jsou ldtka nebo slozky tlumivého roztoku tékavé, nebo pracuje-li se pii

vysSich teplotdch, mély by se prednostné pouzivat zkusebni nddoby utésnéné nebo
uzaviené septem, s co nejmensim objemem plynu nad kapalinou v nddobé.

Analytickd metoda

Pouzitd analytickd metoda je ddna druhem zkouSené latky. Musi byt dostatecné
pfesnd a citlivd, aby dokdzala zjistit ibytek pocdtecni koncentrace o 10 %. Musi byt
dostatecné specifickd, aby umoznila stanoveni zkouSené latky v koncentraci
zkuSebniho roztoku a miiZe byt tvofena kombinaci vhodnych analytickych technik.

ZkuSebni podminky

Zkousky se provddéji za pouZiti zafizeni s kontrolou teploty nebo s pouZitim
termostatované 1dzné€, nastavené na 0,5 °C pfesné. Vhodnymi opatfenimi je nutné
zabranit fotolytickym vliviim.

Ddle je nutné ucinit veskerd vhodnd opatieni, aby se odstranil rozpustény kyslik
(napft. se po 5 minut pfed piipravou roztoku nechd prochézet dusik nebo argon).
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1.6.5 Metoda méreni

1.6.5.1 Predbézind zkouska

Pro vSechny ldtky se musi provést pfedbéznd zkouska pii 50 + 0,5 °C a pfi kazdé ze
tif hodnot pH 4,0; 7,0 a 9,0. Je tfeba provést dostatecny pocet méfeni, aby bylo
mozné pro kazdé pH rozhodnout, zda pfi 50 °C je polocas (t;,) mensi nez 2,4
hodiny nebo zda po 5 dnech zhydrolyzuje méné nez 10 %. (Je mozné odvodit, Ze
tyto hodnoty odpovidaji za podminek, které se nejcastéji vyskytuji v Zivotnim
prostiedi (25 °C), polo¢asu krat$imu neZ jeden den nebo delsimu nez 1 rok).
Jestlize se v pfedbézném experimentu prokaze, ze pii 50 °C se za 2,4 hodiny
zhydrolyzuje 50 % nebo vice zkouSené ldtky nebo po 5 dnech méné nez 10 % pfi
vsech tfech hodnotach pH (4,0; 7,0; 9,0), nejsou dalsi experimenty nutné.

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

1.6.5.2 Zkouska ¢ 1

Pii hodnotdch pH, pro které se v pfedbéZzné zkouSce ukdzala nutnost dalSich
zkousek, provede se zkouska €. 1. Pracuje se pfi jedné teploté, nejlépe pii 50 °C +
0,5 °C a pokud mozno ve sterilnich podminkéch.

Za tucelem provéteni pribéhu reakce podle pseudo prvniho fadu se pro kazdou
zvolenou hodnotu pH bere pro pokryti oblasti mezi 20 % a 70 % hydrolyzy
dostatecny pocet vzorkil (ne méné nez 4).

Pro kazdé pH, pfi kterém se provddi zkouska ¢. 1, se stanovi fdd reakce.

Odhad rychlostnich konstant p¥i 25 °C:

Rozhodnuti o dal$im experimentdlnim postupu zdvisi na tom, zda ze zkousky ¢. 1
Ize usuzovat na reakci pseudoprvniho fddu nebo ne.

Pokud ze zkousky €. 1 nelze s jistotou usuzovat na reakci pseudoprvniho fadu, je
tieba provést dalsi experimenty podle zkousky €. 2.

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

1.6.5.3 Zkouska ¢ 2

Tato zkouska se provadi pii kazdém pH, pro které se to na zdkladé vysledkil
zkousky €. 1 ukdzalo potfebnym:

- bud pfi teploté nizsi nez 40 °C,

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

Pti kazdém pH a kazdé teploté, pfi kterych se provadi zkouska €. 2, je tieba provést
v nejméné 6 priméfenych Casovych intervalech méteni v oblasti stupné hydrolyzy 20
az 70 %

Pfi kaZzdém pH se provede opakované méfeni pii jedné teploté. Pokud se zkouska €.
2 provadi pii dvou teplotach nad 50 °C, je vhodné opakovat méfeni nejlépe pii nizZsi
z téchto dvou teplot.
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1.6.5.4

3.1

3.2

Pro kazdé pH a kazdou teplotu, pro které se provadi zkouska €. 2, je tfeba, pokud je
to mozné, provést graficky odhad polocasu (t;).

Zkouska ¢ 3

Zkouska se provede pii kazdém pH, pro které se to ukdzalo potfebnym na zdkladé
vysledkt zkousky ¢. 1:

- bud pfi teploté nizsi nez 40 °C,

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

Pii kazdém pH a pfi kazdé teploté, pfi kterych se provddi zkouska €. 3 se zvoli tfi
méfici body, prvni v ¢ase 0, druhy a tfeti pfi stupni hydrolyzy vy$§im nez 30 %;
spocitd se konstanta kqps a tq.

UDAIJE

Pii reakénim chovdni podle pseudoprvniho fddu je mozné konstanty reakéni
rychlosti ks vypocitat pro kazdé pH a kazdou teplotu regresni analyzou nebo je
zjistit graficky vynesenim logaritml koncentraci proti Casu, pficemzZ se pouZzije
vyrazu:

Kobs = - smérnice . 2,303
Didle je mozné vypocitat ty, z rovnice (6).
Je-li to mozné, stanovit kys (pro 25 °C) pouzitim Arrheniovy rovnice.

Pokud chovéni neodpovidd pseudoprvnimu fddu, viz 3. 1.
ZAVERECNA ZPRAVA
ZPRAVA O PRUBEHU POKUSU

Zprava o priibéhu pokusu by méla pokud mozno obsahovat tyto udaje:

- popis latky,

- vysledky ziskané s referen¢nimi latkami,

- princip a detaily pouZité analytické metody,

- pro kazdy experiment: teplotu, pH, sloZeni tlumivého roztoku, tabulku se
vSemi udaji koncentrace - cas,

- u reakci pseudoprvniho fddu hodnoty ks a ti, véetné metody vypoctu,

- u reakce, kterd neodpovidd pseudoprvnimu fadu, grafické zndzornéni
vztahu logaritmu koncentrace proti Casu,

- vSechny udaje a pozorovdni potiebné pro interpretaci vysledka.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Miize existovat moznost vypocitat piijatelné hodnoty rychlostnich konstant (pfi 25
°C) zkousenych ldtek za pfedpokladu, Ze pro podobné tiidy ldtek jiz existuji
experimentdlni udaje pro aktivacni energii a za predpokladu, Ze je mozné ocekdvat,
ze aktivacni energie zkouSené latky je stejné velikosti.
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PRILOHA
TLUMIVE ROZTOKY

A. CLARK A LUBS

Hodnoty pH, uvedené v tabulkdch, byly vypocteny na zdkladé méfeni potencidlu za
pouziti Sorensenovych standardnich rovnic. Skutecné hodnoty pH leZi o 0,04
jednotky nad hodnotami v tabulce.

SloZeni pH

hydrogenftalat draselny (0,1 mol . 1) a HCI (0,1 mol . 1 ") pii 20 °C
2,63 ml HCI + 50 ml ftaldtu doplnit do 100 ml 3.8

hydrogenftaldt draselny (0,1 mol . 1 ') a NaOH (0,1 mol . 1 ") pfi 20 °C

0,40 ml NaOH + 50 ml ftaldtu doplnit do 100 ml 4,0
3,70 ml NaOH + 50 ml ftaldtu doplnit do 100 ml 42
dihydrogenfosfore¢nan draselny(0,1 mol . I'') a NaOH (0,1 mol . 17)

pii 20 °C

23,45 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 6,8
29,63 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 7,0
35,00 ml NaOH + 50 ml fosfore¢nanu doplnit do 100 ml 7,2
H;BO; (0,1 mol . I'Y) v KCI (0,1 mol . I'') a NaOH (0,1 mol . 17)

pii 20 °C

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

B. KOLTHOFF A VLEESCHOUWER

SloZent:

Monokaliumcitrdt ((0,1 mol . I'') a NaOH (0,1 mol . I'") pfi 18 °C (je tieba piidat
maly krystalek thymolu, aby se predeslo tvorbé plisni):

2,0 ml NaOH + 50 ml citrdtu doplnit do 100 ml 3,8
9,0 ml NaOH + 50 ml citrdtu doplnit do 100 ml 4,0
16,3 ml NaOH + 50 ml citrdtu doplnit do 100 ml 4,2
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C. SORENSEN
Borax (0,05 mol . 1) a HCI (0,1 mol . 17

SloZeni pH
ml boraxu | ml HCl | Sorensen Walbum
18 °C 10 °C 40 °C 70 °C
8,00 2,00 8,91 8,96 8,77 8,59
8,50 1,50 9,01 9,06 8,86 8,67
9,00 1,00 9,09 9,14 8,94 8,74
9,50 0,50 9,17 9,22 9,01 8,80
10,00 0,00 9,24 9,30 9,08 8,86
Borax (0,05 mol . 1) a NaOH (0,1 mol . 1)
SloZeni pH
ml boraxu ml HCl | Sorensen Walbum
18 °C 10 °C 40 °C 70 °C
10,00 0,00 9,24 9,30 9,08 8,86
9,00 1,00 9,36 9,42 9,18 8,94
8,00 2,00 9,50 9,57 9,30 9,02
7,00 3,00 9,68 9,76 9,44 9,12
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VIII

TOXICITA PRO ZIZALY - ZKOUSKA NA UMELE PUDE

METODA

UvoD

V této laboratorni zkousce se zkousend latka pfidd do umélé pidy, do které se na
14 dni umisti zizaly. Po této dobé (a nepovinné i po sedmi dnech) se vysetii letdlni
Ucinek latky na ZiZaly. Zkouska je metodou relativné krdatkodobého orienta¢niho
zjiStén{ u€inku chemickych latek na Zizaly pfi dermdlnim a potravnim piijmu.

JEDNOTKY A DEFINICE

LCso: Koncentrace latky, vyhodnocend jako hodnota, pfi které v priibéhu zkousky
dojde k uhynuti 50 % pokusnych zvitat.

REFERENCNI LATKA

Referenéni ldtka se pouZivd periodicky jako prostfedek pro dikaz, Ze se citlivost
zkuSebniho systému podstatné nezménila.

Jako referencni ldtka se doporucuje chloracetamid analytické Cistoty.

PRINCIP ZKOUSKY

Pida predstavuje proménlivé prostfedi, takZe se pro zkouSku pouziva peclivé
definovand uméld hlinitd pida. V definované umélé pidé se chovaji dospélé zizaly
druhu Eisenia foetida (viz poznamku v piiloze) a exponuji se riznym koncentracim
zkousené latky. Obsah nadob se 14 dni (a nepovinné i 7 dnf) po zacatku zkusky
rozprostie na podloZzku a spocitaji se zZizaly, které pii jednotlivych koncentracich

KRITERIA KVALITY

Zkouska je navrzena tak, aby byla z hlediska zkuSebniho substrdtu a organismi co
nejreprodukovatelnéjsi. Uhyn v kontrolnich skupindch nesmi na konci zkousky
prekrocit 10 %, jinak je zkouska neplatna.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Latky

Substrdt pro zkouSku
Jako zdkladni substrdt pro zkousku se pouzivd definovand uméld ptda.
(a) Zdkladni substrat (procenta se rozumi na bazi suché hmotnosti):

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

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

- asi 69 % prumyslového kiemenného pisku (dominantni jemny pisek s
vice nez 50 % castic velikosti 0,05 az 0,2 mm). Pokud zkousend latka neni
dostatecné dispergovatelnd ve vodé, je tfeba ponechat k dispozici pro
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1.6.1.2

1.6.2

1.6.3

pozdé;jsi miSeni se zkousSenou ldtkou 10 g na kaZzdou zkuSebni nddobu,
- asi 1 % uhli¢itanu vdpenatého (CaCQOs), praskového, chemicky
Cistého, pfidaného pro dpravu pH na 6,0 + 0,5.

(b) Substrat pro zkousku:

Substrdt pro zkousku obsahuje zdkladni substrét, zkouSenou latku
a deionizovanou vodu.

Obsah vody cinf asi 25 az 42 % suSiny zdkladniho substrdtu. Obsah
vody v substrdtu se stanovi vysuSenim vzorku na konstantni hmotnost
pti 105 °C. Klicovym kritériem je, Ze uméld ptida musi byt zvlhcena
tak, aby neobsahovala stojici vodu. Je tfeba vénovat péci miseni, aby se
dosdhlo rovnomérného rozdéleni zkousené latky a substratu. Zpiisob
uvedeni zkouSené ldtky do substrdtu je tfeba uvést ve zpravé.

(c) Kontrolni substrat:

Kontroln{ substrdt obsahuje zdkladni substrdt a vodu. Piidava-li se
aditivni ¢inidlo, musi dalsi kontrola obsahovat stejné mnoZstvi
aditivniho cinidla.

Nddoby pro zkousku

Sklenéné nddoby o obsahu asi jednoho litru (fddné ptikryté plastovymi viky,
miskami nebo plastovou f6lii s otvory pro vétrani), naplnéné mnozstvim vlhkého
substrdtu pro zkouSku nebo kontrolniho substrdtu, ekvivalentnim 500 g suchého
substratu.

Experimentilni podminky

Nddoby je tieba uchovavat v klimatizovanych komordch pfi 20 + 2 °C se stdlym
svétlem. Intenzita svétla by méla byt 400 az 800 lux.

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

Pracovni postup
Zkousené koncentrace

Koncentrace zkousené latky se vyjadfuji jako hmotnost 1dtky na hmotnost suSiny
zékladniho substritu (mg.kg™).

ZkousSka pro zjisténi rozsahu koncentract

Aby se ziskaly informace o vhodném rozmezi koncentraci pro definitivni zkouSku
provede se pfedbéznd zkouska, kterou se zjisti rozsah koncentraci, které praveé
zptsobuji tthyn od 0 do 100 %.

Létku je tfeba zkouset pfi téchto koncentracich: 1000; 100; 10; 1; 0,1 mg le’ltky.kg'1
substratu pro zkousku (jako susina).

Je-li tfeba provést tplnou definitivni zkouSku, staci pro zkousku pro zjiSténi
rozsahu koncentraci jedna zkuSebni skupina na kazdou koncentraci a jedna pro
neexponovanou kontrolu, kazdd o 10 ZziZaléch.
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Definitivni zkousSka

Vysledky zkouSky pro zjiSténi rozsahu koncentraci se pouZiji pro volbu nejméné
péti koncentraci, odstupfiovanych v geometrické posloupnosti, pravé pokryvajicich
rozsah 0 az 100 % mortality, liSicich se o konstantni ¢initel neptevySujici 1,8.

Zkousky pouZzivajici tyto fady koncentraci musi umoznit co nejpfesnéjsi stanoveni
hodnoty LCsq a jejich mezi spolehlivosti.

V definitivni zkouSce se pouZivaji nejméné Ctyfi zkusebni skupiny na kazdou
koncentraci a Ctyfi neexponované kontrolni skupiny, kazdd o 10 Zizaldch. Vysledky
za tyto replikované skupiny se uvedou primérem a standardni odchylkou.

Tam, kde thyn 0 % a 100 % vyvolaji dv€ po sobé ndsledujici koncentrace, jeZ jsou
viici sobé v poméru 1,8 , jsou tyto dvé hodnoty dostate¢né pro identifikaci oblasti,
do které spadd LCs .

Miseni zdkladniho substrdtu a zkousené ldtky

Substrdt pro zkouseni musi byt vSude tam kde je to mozné piipraven bez jakychkoli
pfidavnych ¢inidel jinych neZ voda. Tésné pfed zacdtkem zkousky se smisi emulze
nebo disperze zkouSené latky v deionizované vodé nebo v jiném rozpoustédle se
zdkladnim substrdtem pro zkouSeni, nebo se na né€j rovnomérné rozstiikd
rozprasovacem pro chromatografii nebo podobnym rozprasovacem.

Je-li zkouSend latka nerozpustnd ve vod¢, miiZe se rozpustit v co nejmensim
objemu vhodného organického rozpoustédla (napf. hexanu, acetonu nebo
chloroformu).

K rozpusténi, dispergaci nebo emulgaci zkouSené ldtky Ize pouZit pouze Cinidla,
kterd snadno tékaji. Substrdt pro zkouSeni je nutné pred pouZitim odvétrat.
Mnozstvi odpafené vody je nutné nahradit. Kontrolni zkouSka musi obsahovat
stejné mnoZstvi vSech aditivnich ¢inidel.

Neni-li zkousend ldtka rozpustnd, dispergovatelnd ani emulgovatelnd

v organickych rozpoustédlech, piipravi se smés 10 g kfemenného pisku a mnozstvi
zkousené ldtky potiebné pro piipravu 500 g zkusebniho substrdtu a ta se smichd se
490 g zvlhéeného zdkladniho substratu (hmotnost se rozumi v susing).

Pro kazdou jednotlivou vsdzku pouZitou ve zkouSce se do sklenéné nadoby vpravi
mnoZstvi vlhkého substrdtu pro zkousku, ekvivalentni 500 g suSiny, a na povrch
substrdtu se umisti 10 Zizal, které byly pfed pouZitim kondicionovdny po 24 hodiny
v podobném vlhkém zdkladnim substrdtu, poté rychle omyty a zbaveny piebytecné
vody absorpci filtraénim papirem.

Nddoby se pfikryji plastovymi viky s otvory, miskami nebo f6lii, aby se zabrdnilo
vysychdni substrdtu, a udrzuji se v podminkdch zkousky po 14 dni.

Vyhodnoceni je tfeba provést 14 dni (a nepovinné i sedm dni) po zahdjeni zkousky.
Substrat se rozprostfe na podnos ze skla nebo nerezové oceli. Zizaly se vysetif a
stanovi se polet pieZivajicich jedinci. Zizaly se povazuji za mrtvé, jestliZe nereaguiji
na jemné mechanické podrdzdéni na pfednim konci.

Provddi-li se vySetfeni po sedmi dnech, nddoba se znovu naplni substrdtem a ZiZaly
se znovu vloZi na povrch téhoZ substrétu.
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1.6. 4

2.1

3.1

Organizmy pouzZité ve zkouSce

Ke zkousce musi byt pouzity dospélé zZizaly Eisenia foetida (viz pozndmku v
ptiloze) (alespoil dva mésice staré s klitellem) o hmotnosti (ve vlhkém stavu) 300
az 600 mg. (Pokud se tykd metody chovu, viz pfiloha.)

VYSLEDKY

ZPRACOVANI A VYHODNOCENI VYSLEDKU
Uvedou se koncentrace zkouSené 1dtky s odpovidajicim procentem mrtvych Zizal.

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

(v susing).

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

Tam, kde uhyn 0 % a 100 % vyvolaji dvé po sobé ndsledujici koncentrace, jeZ jsou

vici sob€ v poméru 1,8 jsou tyto dvé hodnoty dostate¢né pro identifikaci rozsahu,
do kterého spadd LCsy .

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE
Je-1i to mozné, md protokol obsahovat tyto informace:

- prohldseni, Ze zkouska byla provedena v souladu s vySe uvedenymi kritérii
kvality,

- 0 druhu provedené zkousky (zkouska pro zjisténi rozsahu koncentraci a (nebo)
definitivni zkouska),

- presny popis experimentédlnich podminek nebo konstatovani, Zze zkouska byla
provedena v souladu s metodou; je nutno uvést veskeré odchylky,

pfesny popis, jak byla zkouSend ldtka smisena se zdkladnim substrdtem,

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

- metoda pouzitd ke stanoveni LCs,
- vysledky zkousky véetné vSech pouZitych udaj,

- popis pozorovanych symptomud nebo zmén v chovani organizm pouZitych ve
zkousce,

- dhyn v kontrolnich zkouSkéch,

- LCsp nebo nejvyssi zkouSend koncentrace nevyvoldvajici thyn a nejnizsi zkouSend
koncentrace vyvolavajici 100 % thyn 14 dni (a nepovinné sedm dni) od zacatku
zkousky,

- grafické zndzornéni kfivky koncentrace/odezva,

- vysledky ziskané s referenéni latkou, at v souvislosti s touto zkouskou nebo
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z drivéjsich zkouSek kontroly jakosti.

4 LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981. Test Guideline 207, Decision of the Council
C(81) 30 final.

(2) Edwards, C.A. a Lofty, J.R., 1977, Biology of Earthworms, Chapman and Hall,
London.

(3) Bouche, M.B., 1972, Lombriciens de France, Ecolo gieet Systématique,
Institut National de la Recherche Agronomique, 671 str.

(4) Litchfield, J.T., Wilcoxon, F., A simplified method of evaluation dose
effect experiments. J. Pharm. Exp. Therap., vol. 96, 1949, str. 99

(5) Commission of the European Communities, Development of a
standardized laboratory method for assessing the toxicity of chemical
substances to earthworms, Report EUR 8714 EN, 1983.

(6) Umweltbundesamt/Biologische Bundesanstalt fiir Land- und
Forstwirtschaft, Berlin, 1984, Verfah rensvorschlag “Toxizitédtstest am
Regenwurm FEisenia foetida in kiinstlichem Boden*, in: Rudolph/Boje,
Okotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986.



Cistka 103 Sbirka zdkont & 299 / 1998 Strana 8641

PRILOHA
Chov zizal ptfed zkouskou

Pro tucely chovu se 30 az 50 dospélych ZiZal umisti do chovné schranky s cerstvym
substratem a vyjmou se po 14 dnech. Tyto jedince je moZné pouZit pro dal$i chovné
vsdzky. Zizaly vylihlé ze zamotki se pouziji ke zkouseni kdyZ jsou dospélé

(v uvedenych podminkdch po dvou az tfech mésicich).

Podminky chovu

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

Chovné nddoby: vhodné mélké nddoby o objemu 10 az 20 L.

Substrit: Eisenia foetida je moZné chovat v rliznych zvifecich
exkrementech. Jako chovné médium se doporucuje
pouzivat smés 50 % obj. raSeliny a 50 % obj.hovéziho
nebo koniského hnoje. Médium musi mit pH asi 6 az 7
(upravi se uhli¢itanem vdpenatym) a nizkou iontovou
vodivost (méné nez 6 mmhos nebo 0,5 % koncentraci
solf).

Substrdt musi byt vlhky, ale ne pfili§ mokry.

Vedle vyse uvedené metody je mozné pouZivat i jiné
uspésné postupy.

Pozndmka:

Eisenia foetida existuje ve dvou odrliddch, které nékteii taxonomové rozlisili na
druhy (Bouche, 1972). Jsou si morfologicky podobné, avsak jedna, Eisenia foetida
foetida, md na clancich typické pficné pruhovani nebo pdskovani a druhd, Eisenia
foetida andrei, toto postrddd a md pestie cervené zbarveni. Pokud je to mozné, je
tieba pouZivat Eisenia foetida andrei. Jiné druhy je mozZné pouzit, pokud existuje
potfebnd metodika.
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IX BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST - ZAHN -
WELLENSOVA METODA

1 METODA

1.1 UvVoD

Cilem metody je stanoveni tplné biologické rozloZitelnosti ve vodé rozpustnych
netékavych organickych ldtek statickou zkouskou, pfi které jsou tyto ldtky
vystaveny ucinku vysokych koncentraci mikroorganisma.

Pii interpretaci vysledkil musi byt zohlednéna fyzikdlné-chemickd adsorbce na
suspendované pevné Cdstice.

Zkousené ldtky jsou zfedovdny v koncentracich odpovidajicich hodnotdm DOC
nebo TOC od 50 do 400 mg.I" nebo hodnotdm CHSK 100 - 1000 mg.1"". Tyto
pomérné vysoké koncentrace umoziuji dostate¢né spolehlivou analyzu.

Slouceniny s toxickymi vlastnostmi mohou vSak proces rozkladu zpomalit.

Mirou biologické rozlozitelnosti zkouSené ldtky v této medodé je tbytek
rozpusténého organického uhliku nebo chemicka spotieba kysliku. Specifickymi
analytickymi metodami miZe byt stanovena i primdrni biologickd rozloZitelnost
latek.

Touto metodou mohou byt zkouSeny pouze organické latky, které pfi koncentracich
pouzitych ve zkousce:

- jsou za podminek zkousky rozpustné ve vod¢,

- maji za podminek zkousky nevyznamnou tenzi par,

- neinhibuji bakterie,

- jsou ve zkuSebnim systému jen omezené adsorbovany,

- pénénim nesniZuji svou koncentraci ve zkouSeném roztoku.

Pokud jsou stanoveny nizké nebo margindlni hodnoty biologické rozloZitelnosti, je
nutné pro interpretaci vysledkll zndt obsah nejdulezitéjSich komponent zkouSené
latky.

Pro interpretaci nizSich hodnot biologické rozloZitelnosti a volbu vhodnych

koncentraci zkouSené 1dtky jsou dillezité rovnéZ informace o toxicité zkouSené
latky.

1.2 DEFINICE A JEDNOTKY

Procentudlni hodnota biologického rozkladu v ¢ase se vypocitd podle vztahu:

Cr-Cg

Dr(%)=|1-———
r(o){ C—Cos

]. 100
kde:

Dt =rozklad ( %) v Case T,
C, = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkousené latky 3 h od zahdjeni zkousky (mg.I™),
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1.3

1.4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1. 1

Cr = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkousené latky v dobé odbéru vzorku (mg.I™),
Cg = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly v dobé odbéru vzorku (mg.I™),
Cga = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly 3 h od zahdjeni zkousky (mg.1™).

Stupeni rozloZitelnosti se zaokrouhluje na celd procenta.

Jako procentudlni rozloZitelnost je uddvan procentudlni ubytek hodnot DOC
(nebo CHSK) zkousené latky.

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

STANDARDNI LATKY

Pii posuzovéni rozloZitelnosti novych ldtek mohou byt v jednotlivych ptipadech
vyuZity referenc¢ni materidly, v této metodice vSak nejsou doporuceny Zadné.
PRINCIP METODY

Aktivovany kal, minerdln{ Zivné médium a zkouSend ldtka ve vodném roztoku jako
zdroj uhliku se smichaji v 1 - 4 I sklenéné nddobé s michadlem a aeracnim
zafizenim. Suspenze je michdna a aerovdna az 28 dni pfi teploté 20-25 °C

v difuznim svétle nebo temnu. Rozklad je sledovdn denné nebo v jinak vhodné
stanovenych Casovych intervalech prostfednictvim méfeni hodnot DOC (nebo
CHSK) v odebraném vzorku po jeho pfefiltrovani. Procentudlni hodnota
biologického rozkladu v Case je definovdna jako pomér mezi hodnotami DOC (nebo
CHSK) v dobé odbéru vzorku a po 3 h od zahdjeni zkousky. Vysledek je vyjaddien
graficky jako funkce casu.

V pfipadég, Ze se analyticky stanovuji zmény koncentraci pivodni molekuly latky,
jsou tyto zmény méfitkem primdrni biologické rozlozitelnosti.

KRITERIA KVALITY

Dostate¢nd reprodukovatelnost byla ovéfena mezilaboratornimi zkouSkami.

Citlivost metody je zna¢né zdvisld na variabilité¢ kontrolniho vzorku, na pomérné
malé pfesnosti stanoveni mnoZstvi organického uhliku a na koncentraci zkousené
ldtky v suspenzi.

POSTUP ZKOUSENI
Piiprava

Reagencie

Voda: Pitnd voda s obsahem organického uhliku men§im neZ 5 mg.1".
Koncentrace vdpenatych a hotfecnatych iontli nesmi piekrocit 2,7
mmol.I", jinak je nutné jako rozpoustédlo pouzit deionizovanou nebo
destilovanou vodu.

Kyselina sirovd p. a. 50 g1
Hydroxid sodny p.a. 40 g1

Minerdlni Zivné médium: v jednom litru deionizované vody se rozpusti:
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1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.1. 4

Chlorid amonny NH,4CI p.a. 385 ¢
NaH,PO, . 2H,0 p.a. 334¢
KH,PO, p.a. 85¢g
K,HPO, p.a. 2175 ¢

Tento roztok slouZi zdroven jako tlumi¢ pH.
Pristroje
Sklenéné nddoby o objemu 1 -4 1.

Sklenéné nebo kovové michadlo, které by mélo byt umisténo 5 - 10 cm nad dnem
nddoby. PouZito miZe byt rovnéZ magnetické michadlo se 7 - 10 cm dlouhym
ramenem.

Sklenénd aeracni trubice o vnitinim priméru 2 - 4 mm. Vytusténi trubice by mélo byt
umisténo cca 1 - 10 cm nad dnem nddoby.

Odstiedivka (cca 3 550 g).
pH - metr.

Oximetr.

Papirovy filtr.

Membrénovy filtraéni piistroj.

Membrénovy filtr o velikosti pérti 0,45 um, ktery béhem filtrace neuvoliiuje a
neabsorbuje uhlik.

Analyzdtor ke stanoveni obsahu organického uhliku a vybaveni ke stanoveni CHSK.

Priprava inokula

Aktivovany kal z biologické Cistirny se promyvd opakované vodou piedepsané
kvality a bud se opakované centrifuguje nebo sedimentuje.

Aktivovany kal musi mit vhodné sloZeni, tzn., Ze musi obsahovat co nejvice druhd
bakteridlnich kultur. Inokulum mtZe byt namichdno z rtznych zdroji (napf. z
Cistirny, z pidniho extraktu, z fi¢ni vody, atd.).

Stanoveni aktivity aktivovaného kalu je popsdno v kap. 1. 6. 2 nazvané Funkéni
kontrola.

Priprava pracovnich roztokii zkousené ldtky

Do zkuSebni nddoby odméiime 500 ml vody, 2,5 mLI"! minerdlniho Zivného
roztoku a pfiddme aktivovany kal v mnozstvi 0,2 az 1,0 g.I"' susiny v koneéné
smési a odpipetujeme takovy objem zdkladniho roztoku zkouSené 14tky, aby bylo
dosazeno koncentrace rozpusténého organického uhliku od 50 do 400 mg.l"
suspenze. Odpovidajici hodnoty CHSK jsou 100 az 1000 mg.1™. Doplnime vodou
na celkovy objem 1 - 4 1. Zvoleny objem je zdvisly na poctu odebiranych vzorki
nutnych ke stanoveni hodnot DOC nebo CHSK a na tom, kolik odbérti bude
vyzadovat zvoleny analyticky postup.

Zpravidla postacuje objem 2 1. Soucasné je s kazdou zkuSebni sérif nasazena alespon
jedna kontrola, do které je odméten aktivovany kal a minerdlni Zivné médium
doplnéné na stejny objem jako ma zkouSend smés.
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1.6.2

Pracovni postup

Kultivaéni nddoby se inkubujf pfi difuznim svétle nebo v tmavé komorte pfi teploté
20 - 25 °C, za stdlého michdni pomoci magnetického michadla nebo $roubovité¢ho
michadla. Nddoba see provzdusiuje tlakovym vzduchem, ktery je Cistén, pokud je
to potiebné, vatovym filtrem nebo ptfes promyvacku. Musi byt zajisténo, aby
nedoslo k usazovéni kalu a koncentrace rozpusténého kysliku neklesla pod 2 mg.I™",

V pravidelnych ¢asovych intervalech se méii pH (napf. denn¢) a pokud je to
potfebné upravuje se na hodnotu pH 7 - 8.

Ztréty vypafovanim se vyrovndvaji destilovou nebo deionizovanou vodou vZdy pted
odebrdnim vzorku. Je ucelné oznacit hladinu kapaliny pfed za¢dtkem zkousky a
znovu zaznamenat vySku hladiny po odebrdni vzorku pfi vypnuté aeraci a michani.
Prvni vzorky se odebiraji 3 h po zahdjeni zkousky, aby aktivovany kal dostatecné
adsorboval zkouSenou ldtku.

Rozklad zkouSené ldtky se sleduje stanovenim hodnoty DOC a CHSK

v pravidelnych ¢asovych intervalech. Vzorky z nddoby se zkouSenou ldtkou a z
kontroly se pted analyzou filtruji na promytém papirovém filtru. Prvnich 5 ml
filtrdtu se vylévd. Kaly, které se Spatné filtruji mohou byt oddéleny 10 min
odstfedénim. Stanoveni DOC a CHSK se provede nejméné dvakrdt. VSechny banky
se nechaji inkubovat 28 dni.

Pozndmka: Vzorky, které jsou po uvedeném postupu jesté zakalené, se filtruji na
membrdnovém filtru, ktery nesmi uvoliiovat nebo adsorbovat organické ldtky.

Funk¢ni kontrola aktivovaného kalu

Paralelné se ke kazdé sérii pokust nasazuje referencéni nddoba s kalem, médiem,
vodou a referencni latkou, ktera slouzi ke kontrole citlivosti aktivovaného kalu.
Doporucovén je diethylenglykol.

Adaptace

V relativné kratkych ¢asovych intervalech (napf. denné) jsou provadény analyzy a
naméfené hodnoty jsou vynaSeny do grafu. Na inhibi¢ni kiivce 1ze zpocdtku rozlisit
tzv. adaptacni fazi (viz obr. 2), proto by zkouska neméla byt nasazovdna ke konci
tydne. JestliZze na konci normdlni délky zkousky dochdzi znovu k adaptaci, mize byt
zkouska prodlouZen aZ do konecného rozlozeni zkouSené 14tky.

Upozornéni: Pokud chcete diikladné poznat chovani aktivovaného kalu, upravte ho
ndsledujicim postupem:

Michadlo a aeracni zafizeni se vypne, aby se mohl aktivovany kal usadit. Kapalnd
faze se vypusti, dekantovany kal v nddobé se doplni vodou na objem 2 1, 15 min se
michd a znovu se nechd sedimentovat. Kapalnd fdze se znovu vypusti a zkouska se
opakuje se sedimentovanym kalem a stejnou zkousenou ldtkou podle kap. 1. 6. 1. 4
a 1. 6. 2. Aktivovany kal mtiZze byt upraven také centrifugaci.

Adaptovany kal mtize byt smichdn s Cerstvym aktivovanym kalem tak, aby bylo
dosazeno koncentrace 0,2 - 1 g suSiny na litr suspenze.
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Pfiprava pro analyzu

Vzorky se filtruji pfes promyté papirové filtry (k promyvani se pouZivd deionizovand
voda).

Zakalené vzorky se filtruji pfes membranové filtry (0,45 pm).

Ve filtratech vzorku (prvnich 5 ml filtrdtu se nepouzivd) se pfistrojem na méfeni
TOC stanovi dvakrdt koncentrace rozpusténého uhliku DOC . JestliZze nemtze byt
filtrat analyzovdn v den odbéru vzorku, musi byt do pfiStitho dne uchovan

v lednicce. Delsi skladovdni se vSak nedoporucuje.

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

2 VYHODNOCENI ZKOUSKY

Koncentrace DOC a nebo CHSK se ve vzorcich stanovi dle kap. 1. 6. 2 nejméné
dvakrat. Biologickd rozloZitelnost v Case t se vypocitd podle vzorce 1. 2 a jeji
hodnota se zaokrouhluje na celd procenta. Takt stanovend rozloZitelnost se oznacuje
jako ,,Biologickd rozloZitelnost stanovend Zahn-Wellensovou zkuskou*“.

Pozndmka: Jestlize je dosazeno uplného rozlozeni zkousené latky pred fddnym
probéhnutim zkousky a vysledek je potvrzen dalsi analyzou provedenou ndsledujici
den, miZe byt zkouSka ukoncena.

3 ZAVERECNA ZPRAVA

3.1 PROTOKOL O ZKOUSCE
V protokolu o zkousce by mély byt uvedeny ndsledujici ddaje:

- pocdtecni koncentrace latky,

- vSechny informace a experimentdlni vysledky (ndzev zkousené latky,
referencni latka, kontrolni vzorek),

- koncentrace l4tky po 3 h,

- inhibi¢ni kiivka s popisem,

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

- védecké odlivodnéni piipadnych zmén v provedeni zkousky.

3.2 INTERPRETACE VYSLEDKU

Postupné ubyvani DOC nebo CHSK béhem dni az tydnl naznacuje, Ze zkouSend
latka je biologicky rozklddana.

V mnoha piipadech miiZe ovliviiovat vysledky zkousky fyzikdlné-chemickd

adsorbce. To lze prokdzat tim, Ze se zjisti Uplné nebo ¢dstecné odstranéni DOC nebo
CHSK béhem prvnich tfi hodin zkouSky a rozdil mezi supernatantem z kontroly a

ze zkouseného vzorku je necekané maly.

Ma-li se rozlisit uplnd nebo ¢dstecnd biologickd rozloZitelnost od adsorbce, musi se
provést dalsi zkousky.

Ty mohou byt provedeny vice postupy, nejspravnéjsi je ale pouZzit supernatant nebo
inokulum v nékteré zkousce snadné biologické rozlozitelnosti (nejlépe v
respirometrické zkousce.
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Zkousené létky, které vykazuji velky tbytek DOC nebo CHSK a nejsou ovlivnény
adsorbci 1ze poklddat za biologicky rozlozZitelné. Casteény, neadsorbéni tbytek
znamend, Ze latka je pfinejmenSim alespon ¢dstecné biologicky rozloZitelnd.
Jestlize je ubytek DOC nebo CHSK minimdlni nebo Zddny, mohla nastat inhibice
mikroorganismi piisobenim zkousené ldtky. Tato inhibice se mlzZe projevovat
rozpu$ténim nebo ubytkem kalu nebo zakalem zkouSené suspenze. V takovych
pfipadech se zkouska opakuje s niz§imi koncentracemi zkouSené latky.

Vyssi citlivosti miZe byt dosazeno specifickymi analytickymi metodami nebo
pouzitim latek znacenych '“C. JestliZe je pouZita zkousend litka s '*C, je mozZné
stanovenim *CO, prokdzat, Ze nastal rozklad zkousené ldtky.

Pokud je uddvén vysledek jako primdrni biologickd rozloZitelnost, mély by byt
uvedeny, pokud je to mozné, zmény v chemické struktufe, které zptsobily sniZeni
obsahu vychozi , rodi¢ovské, zkousené 14tky.

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

LITERATURA

(1) OECD Paris, 1981, Test Guideline 302 B, Beschluss des Rates C (81) 330
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(2) Anhang V C.9 Abbaubarkeit. Chemischer Sauerstoffbedarf, Richtlinie der
Kommission 84/449/EWG (Amtsblatt den Européischen Gemeinschaften
Nr. L 251 vom 19. September 1984).
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PRILOHA

PRIKLAD VYHODNOCENI

Organicka latka:

Teoretickd koncentrace ve zkousSce:
Teoreticka DOC :

Inokulum:

Koncentrace:

Adaptace:
Analytika:

Mnozstvi vzorku:

Referencni latka:

Toxicita zkouSené ldtky:

4 - ethoxybenzoovd kyselina
600 mg.I"!

390 mg.I"
méstskd Cistirna v .....
1 g susiny . I'!

bez adaptace
stanoveni DOC

3 ml

diethylenglykol

Z4dné toxické ucinky pfi

koncentraci mensf nez 1000 mg.I"

Pouzita zkouska: zkouska ve
fermentaénich trubicich

Doba Referencni ldtka ZkouSend ldtka
zkousky | sl.p. | DOC | DOCn |Rozklad| DOC | DOCn |Rozklad
mgl' | mgl' | mgl? % mg-I" | mgl? %
0 - - 300 - - 390 -
3h 4,0 298,0 | 294,0 2 3716 | 367,6 6
1 den 6,1 2883 | 2823 6 3733 | 3672 6
2 dny 5,0 2812 | 276,2 8 360,0 | 355,0 9
5 dntl 6,3 270,5 | 264,2 12 193,8 187.,5 52
6 dnt 74 2533 | 2459 18 1439 136,5 65
7 dnti 11,3 212,5 | 201,2 33 104,5 93,2 76
8 dnti 7.8 1425 | 1347 55 58,9 51,1 87
9 dnti 7,0 35,0 28,0 91 18,1 11,1 97
10 dnti 18,0 37,0 19,0 94 20,0 2,0 99

Pozndmka: DOC stanovena v triplikdtech.

sl. p. = slepy pokus
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Obrazek 1

Priklad ktivek biologického rozkladu

Rozklad
(%)
100 f

| 7

Latky
o——e Pepton

AH— A Alifaticky amin
O—— Glykolether

1o Doba (dny)

Obrazek 2

Priklad adaptace kalu

Rozklad
(%)

1309 f

Litka
Polyvinylalkohol

o——e adaptovany
A——4A neadaptovany

S0 1

= ——
S

1'5 Doba (dny)

1] ’
f‘_ fdze adaptace —‘L' faze rozkladu konec
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1.1.1

1.1.2

1.1.3

1.2

1.2.1

BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST - SIMULACNI
ZKOUSKA S AKTIVOVANYM KALEM

METODA
UVOD

Obecné poznamky
Metoda je vhodnd pouze pro ty organické latky, které v pouzivanych koncentracich:

- jsou natolik rozpustné ve vodé, aby bylo mozné pfipravit zdsobni roztok,
- maji za podminek zkousky zanedbatelnou tenzi par,
- neinhibuji bakterie.

Je uZite¢né mit informace o relativnim podilu nejdilezitéjSich komponent
obsaZzenych ve zkouSeném materidlu, zvlasté tehdy, kdyZ biologickd rozloZitelnost
dosahuje nizkych nebo margindlnich hodnot. Pfi interpretaci nizkych hodnot
biologické rozloZitelnosti a volbé vhodné zkuSebni koncentrace je potfebné zndt
udaje o toxicité latky vii¢i mikroorganismim.

Stanoveni uplné biologické rozlozZitelnosti (analyza DOC/CHSK)

Cilem metody je stanoveni tplné biologické rozloZitelnosti organické 1dtky na
zdklad¢ méteni tbytku zkouSené 14dtky a vzniklych metaboliti

v koncentracich DOC vice nez 12 mg.1"" (nebo CHSK cca 40 mg.1"") ve zkusebnim
zafizeni s ndplni aktivovaného kalu. Prokdzalo se, Ze optimdlni je koncentrace DOC
20 mg /1.

Je nutné zndt obsah organického uhliku nebo CHSK zkouSené 14tky.

Stanoveni primarni biologické rozloZitelnosti (specificka analyza)

Cilem metody je stanoveni primdrni biologické rozlozitelnosti zkouSené 14tky pii
koncentraci cca 20 mg/l v modelovém zafizeni s aktivovanym kalem (pokud to
umoziuje analytickd metoda nebo toxicita zkousené latky, mize byt pouZita
koncentrace zkousené latky vyssi nebo nizsi). To dovoli odhadnout primérni
biologickou rozlozitelnost zkousené latky (vymizeni pivodni ,,rodi¢ovské*
chemické struktury).

Cilem metody neni stanoveni stupné mineralizace zkouSené l4tky.

Ke kvantitativni analyze musi byt k dispozici vhodnd metoda.
DEFINICE A JEDNOTKY

Analyza DOC/CHSK

Ubytek latky je vyjadien vztahem:

T-(E-E,
DR :%.100% (la)
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1.2.2

1.3

1.4

DR = DOC nebo CHSK ubytek v % vztazeny na zkouSenou latku pti dané
sttedni dobé prodlent,

T = koncentrace zkousené ltky na piitoku do zkusebni jednotky v mg.I™!
DOC nebo CHSK,

E = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku ze zkusebni jednotky v mg.I™,

E, = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku z kontrolni jednotky v mg.1".

Rozklad je definovdn jako procentudlni tibytek DOC nebo CHSK pfi udané dobé
zdrZeni, vztaZzeny na zkouSenou ldtku.
Specificka analyza

Procentudlni odstranéni zkousené latky z vodné faze (R,,) béhem udaného Casu
prodlent:

C -G
R, = 1= Co

. 100% 1b
C (1b)

C, = koncentrace zkousené latky v p¥itoku do zkuSebniho zafizeni (v mg.I™")
stanovend specifickou analyzou,

Cy = koncentrace zkouSené latky na odtoku ze zkuSebniho zafizeni
(v mg.I"") stanovend specifickou analyzou.

REFERENCNI LATKY

Pii zkousSeni novych ldtek je n€kdy vhodné pouZit referencni latku. Specifické
referencni ldtky doposud nejsou doporuceny.

PRINCIP ZKUSEBNICH METOD

Ke stanoveni tplné biologické rozloZitelnosti se pouZivaji dvé paralelné pracujici
modelovd zafizeni s aktivovanym kalem (potvrzujici zkouska OECD nebo zafizeni s
porézni nddobkou). Zkousend latka se pfidava na pfitoku do jedné z jednotek (se
syntetickou nebo s komundlni odpadni vodou), zatimco ve druhé je obsaZena pouze
odpadni voda. Ke stanoveni primdrni biologické rozloZitelnosti pomoci specifické
analyzy zkouSené ldtky na piitoku a odtoku je zapotiebi jedna jednotka.

Na odtoku se méfi koncentrace DOC nebo CHSK nebo se stanovi koncentrace
zkousené 14tky specifickou analyzou.

DOC zkousené latky se nestanovuje, pouze se konstatuje.

Pii méfeni DOC nebo CHSK se vychdzi z toho, Ze rozdil mezi primérnymi
koncentracemi na odtoku ze zkuSebni a z kontrolni jednotky je zplisoben
nerozloZenou ¢4sti zkousSenych ldtek.

Jestlize jsou provddény specifické analyzy, 1ze stanovovat zmény koncentrace
pavodni chemické latky (primarni biologicka rozlozitelnost).

Obé zafizeni mohou byt provozovdna jako ,,spfazend“ pomoci postupu vzajemné
inokulace.
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1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

KRITERIA KVALITY

Koncentrace zkousSené ldtky se voli s ohledem na druh analytické metody a jeji mez
stanovitelnosti.

POPIS ZKUSEBNI METODY
Priprava

Pristroje
Pokud se neprovddi specifickd analyza, pouZivaji se dvé modelové zkusebni
jednotky stejného typu. Mohou byt pouzivany dva typy zafizent:

Potvrzujici zkousSka OECD

Zatizeni se sklddd ze zdsobni nddoby (A) na syntetickou odpadni vodu, davkovaciho
¢erpadla (B), aeracni nddoby (C), sedimenta¢ni nddoby (D), mamutky (E) k
recirkulaci aktivovaného kalu a sbérné nadoby vycisténé vody (F).

Néddoby (A a F) musi byt ze skla nebo z vhodné umélé hmoty objemu nejméné 24 1.
Cerpadlo (B) musf zaji§fovat konstantn{ piitok syntetickych splagkii do aeraéni
nadoby. Pouzit mize byt jakykoliv vhodny systém zajisfujici stanoveny pfitok a
koncentraci. Za normalnich podminek je vyska separdtoru (D) nastavena tak, aby
objem kultivacni suspenze v aera¢ni nddobé byl 3 1. V dolni ¢dsti konické ¢ésti
aeracni nddoby je ponofena porézni aeracni krychlicka. MnoZstvi doddvaného
vzduchu muze byt kontrolovano pritokomérem. Mamutka (E) je osazena tak, aby
byl aktivovany kal ze separdtoru do aktivaéni nddoby dopravovdn rovnomérné.

Zatizeni s porézni nddobkou

Porézni nddobka je vyrobena z porézni polyethylenové félie (tloustka 2 mm,
maximdlni velikost pért 95 mikroni) stocené do vélce o priméru 14 cm s konickym
dnem 45 °, obrazky 1 a 2 v piiloze 2. Porézni nddobka je umisténa v nepropustné
nadobé o priméru IS5 cm zhotovené z vhodné umélé hmoty, kterd md nad konickou
¢asti odtok ve vySce 17,2 cm, ¢imzZ je

v zatizeni vymezen objem 3 1. Na hornim konci vnitini nddoby je upevnén kruhovy
drzdk tak, Ze mezi vnéj§i a vnitfi nddobou je 0,5 cm odtokovd mezera.

Celé zafizeni je umisténo do vodni 1dzné regulované termostatem. Vzduch je
pfivddén na dno vnitini nddoby pomoci vhodného rozvadéce.

Nddoby (A) a (E) musi byt vyrobeny ze skla nebo vhodné umélé hmoty a maji mit
objem nejméné 24 1. Cerpadlo (B) umoziiuje konstantni pfitok odpadnich vod do
aeracni nadoby. MiiZe byt pouZit jakykoliv vhodny systém za ptedpokladu, Ze
zarucuje stanoveny pfitok a koncentraci.

K dispozici musi byt zdsoba dalSich poréznich nddobek jako ndhrada za zanesené;

zanesené nddobky se Cisti namoc¢enim na 24 hodin do roztoku chlornanu sodného a
promytim pitnou vodou.
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1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.1. 4

1.6.1.5

Filtrace

Pouzivaji se membranové filtracni piistroje a membranové filtry (velikost pdra 0,45
pm). Membrdnovy filtr nesmi uvolfiovat uhlik ani nesmi adsorbovat zkouSenou
latku pfi filtraci.

Odpadni voda

MiZe byt pouzito bud’ vhodné syntetické médium nebo komundlni odpadni voda.

Priklad syntetického média:
V 11 pitné vody se rozpusti:

pepton 160 mg,
masovy extrakt 110 mg,
mocovina 30 mg,
NaCl 7 mg,
Ca(Cl, . 2 H,O 4 mg,
MgSO, . 7 H,0 2 mg,

Komundlni odpadni vody:

Odebiraji se cerstvé kazdy den z pfepadu mechanického stupné Cistirny,
kterd Cisti pfevdZzné méstské odpadni vody.

Zdsobni roztok zkousené ldtky

Ptipravi se napft. 1% roztok zkouSené ldtky, ktery se bude pfiddvat do zkusSebni
jednotky. Stanovi se koncentrace zkousené 1dtky a urci se pfislusny objem
zdsobniho roztoku, ktery je potfebné pfidat k odpadni vodé nebo dalSim cerpadlem
pfimo do zkusebni jednotky, aby byla dosaZzena poZadovand zkuSebni koncentrace.

Inokulum

Pozndmka: Je-li pouZivdna komundlni odpadni voda neni vhodné pouZzivdni inokula
s malou koncentraci bakterii, ale md se pouZzivat aktivovany kal.

Mohou se pouzivat inokula z riznych zdroji.
Ptiklady vhodného inokula:
a) Inokulum z odtoku biologické cistirny odpadnich vod

Inokulum muZe byt ziskdno z odtoku dobfe fungujici Cistirny zpracovavajici
pfevdZzné komundlni odpadni vody. Vzorek odtoku musi byt v dobé mezi odbérem a
pouZitim uchovdn v aerobnich podminkdch. Inokulum se pfipravi filtraci vzorku
vody pfes hruby filtr, prvnich 200 ml filtrdtu se vyleje. AZ do okamZiku pouZiti se
filtrat uchovdva v aerobnich podminkdch. Inokulum musi byt pouZito ve stejny den
kdy bylo piipraveno. K inokulaci se uzivd nejméné 3 ml.

b) Smésné inokulum

Inokulum odebrané z odtoku Cistirny:
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1.6.2

1.6.2. 1

Viz ptedchozi popis.

Inokulum z ptdy:

100 g zahradni zeminy (trodnd, nesterilni zemina) se suspenduje v 1 1 nechlérované
pitné vody (nevhodné jsou zeminy s vysokym obsahem jilu, pisku a humusu). Po
zamichdni se nechd suspenze 30 minu dekantovat. Kapalnd fdze se pfefiltruje,
prvnich 200 ml se vyleje. Filtrdt se ihned provzdusSiuje az do okamZiku pouZiti.
Inokulum je moZné pouzit pouze ten den, kdy bylo piipraveno.

Inokulum z povrchové vody:

Dalsi dil smésného inokula se ziskdvad z mesosaprobnich povrchovym vod.
Odebrany vzorek se filtruje, prvnich 200 ml se vyleje. AZ do okamziku pouziti se
filtrdt udrzuje v aerobnich pdominkdch. Inokulum musi byt pouZito pouze ten den,
kdy bylo pfipraveno.

Smésné inokulum se ziskd smisenim a dobrym promichdnim stejnych objemovych
dilt vSech tif dil¢ich inokuli. K ockovdni se pouZivaji nejméné 3 ml smésného
roztoku.

¢) Inokulum z aktivovaného kalu

Pouziva se aktivovany kal (s obsahem suspendovanych pevnych ¢éstic do 2,5 g/l)
odebrany z aeracni nddrZe Cistirny komundlnich odpadnich vod.

Postup
Zkouska se provadi pfi laboratorni teploté, kterd se md udrzovat mezi 18 - 25 °C.

Zkouska muZe byt event. provddéna pfi nizsich teplotdch (do 10 °C). Pokud se
zkousSend ldtka za téchto podminek rozklddd, nejsou zapotiebi Zddnd dal$i méfeni.
Jestlize vSak pii niZsi teploté rozkldddna neni, musi byt zkouska opakovdna pfi
teploté 18 - 25 °C.

Fdze zapracovdni: tvorba kalu/stabilizace kalu

Fézi rastu/stabilizace kalu je obdobi, béhem kterého dochdzi za provoznich
podminek k ustdleni koncentrace aktivovaného kalu a funkce zkuSebni jednotky

Rozbéhovd faze zacind prvni vsddkou zkousené ldtky a konc¢i dobou, kdy naméfeny
ubytek zkouSené ldtky dosdhne relativné konstantni hodnoty. Tato fdze by nemél
trvat déle nez 6 tydnil.

Hodnotici faze je doba trvajici 3 tydny od okamziku kdy ubytek zkouSené ldtky
dosdhl relativné konstantni, zpravidla vysoké, hodnoty. Pro ldtky, které se béhem
Sest tydnu trvajici rozbéhové faze nerozklddaji nebo jejich tibytek dosahuje nizkych
hodnot se za vyhodnocovaci fdzi povazuje obdobi dalsich tii ndsledujicich tydnda.

Na zacdtku zkusky se zkusebni jednotka(y) naplni zkusebni kapalinou s inokulem.

Zapne se provzdusnovani a mamutka (pfi pouziti zkusebniho zatizeni podle OECD)
a zapne se ddvkovaci zafizeni.

Ptitok odpadnich vod bez zkouSené ldtky do aeracni nddoby se udrZuje na rychlosti 1
Lh™ nebo 1/2 Lh™"; doba zdrZenf tak dosdhne 3 h nebo 6 h.
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1.6.2.2

Intenzita provzdusnovani musi byt regulovdna tak, aby se udrZoval obsah aeracni
nadoby ve vznosu a obsah rozpusténého kysliku neklesl pod hodnotu 2 mg.1™.

Pénéni smési se zabranuje vhodnymi prostiedky, které neinhibuji kal.

Kal, ktery se shromazduje v horni ¢asti aeracni nddoby a u priikazné zkousky
OECD na dné sedimentacni nddoby a v cirkulaénim okruhu musi byt alesponi jednou
za den vracen do matecné suspenze setfenim nebo jinym vhodnym zptsobem.

JestliZze kal Spatn€ sedimentuje Ize zvySit jeho hustotu pifidavkem 2 ml 5%
roztoku chloridu Zelezitého. Pfidavek je moZné opakovat podle potieby.

Odtok ze sedimentacni nddrZze se shromazduje v nddobdch E nebo F po dobu 20 -
24 hod. Pied odebrdanim vzorku se smés ditkladné promichd. Nadoby E a F se musi
peclivé Cistit.

Pro potieby sledovani ucinnosti procesu a pro potieby jeho fizeni sestanovi nejméné
dvakrit tydné CHSK nebo DOC zfiltrovaného primérného vzorku vytoku ze
zafizeni a filtrované smési ddvkované do zafizeni. K filtraci se pouZivd membrdnovy
filtr s velikosti porti 0,45 um. Prvnich 20 ml filtrdtu se vyleje.

Pokud se rozkladné procesy ustdli, vyrovnaji se 1 poklesy CHSK nebo DOC.
Sugina kalu v aeraéni nddobé se stanovuje dvakrat tydné (g.1™).

Zatizeni mohou byt provozovdna dvéma zpisoby: pokud je suSina kalu vyssi nez 2,5
oI prebyteény kal se vypusti nebo se denné odebere z kazdé nadoby 500 ml
suspenze, takze stfedni doba zdrZeni kalu v zafizeni je 6 dni.

Jestlize jsou naméfené a hodnocené parametry (ic¢innost metody stanovend na
zdkladé ubytku CHSK nebo DOC, koncentrace kalu, schopnost sedimentace kalu,
zdkal kapalné faze v sedimentacni nddobé atd.) dvou jednotek dostatecné stabilni,
miiZze byt zahdjeno pfiddvani zkousené latky dle kap. 1. 6. 2. 2 do nétoku do jedné z
jednotek.

Alternativné miZe byt zkousenad ldtka pfiddvana na zacdtku faze rdstu kalu (1. 6. 2.
1), zvlast tehdy, kdyz je jako inokulum pouzivdn aktivovany kal.

Pracovni postup

Za dodrzovani podminek pro rozbéhovou fézi se do pfitoku do zkuSebniho zafizeni
pfidava zasobni roztok zkousené latky (cca 1 %), aby obsah DOC
v suspenzi byl v rozmezi 10 - 20 mg.1™" nebo CHSK 40 mg.l".

Zésobni roztok se bud denné primichdvd do odpadni vody nebo se pfivadi pomoci
Cerpadla pfimo do suspenze. Koncentrace se postupné zvysSuje aZ na poZadovanou
hodnotu. Vyzkouseny mohou byt i vy$si koncentrace nez uddvd pfedchozi odstavec,

z 2N

pokud nemd zkouSend latka na aktivovany kal toxické ucinky.

Do kontrolni jednotky se ddvkuje pouze odpadni voda bez zkousSené latky. Z odtoku
se odebiraji vzorky pro analyzu a filtruji se na membrdnovém filtru s velikosti pori
0,45 pm. Prvnich 20 ml filtrdtu se vyléva.

Filtraty vzork musi byt analyzovdny v den odbéru nebo musi byt konzerovany
(napf. ptidavkem 0,05 ml 1% chloridu rtufnatého na 10 ml filtrdtu, uloZzenim na 24
h pfi teploté 2 - 4 °C nebo pii -18 © C na delsi dobu).
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Doba trvani rozbéhové fdze od okamziku ptfidavku zkouSené ldtky by neméla
prekrocit 6 tydnl. Vyhodnocovaci faze by neméla byt kratsi nez 3 tydny, aby bylo
mozné provést 14 - 20 stanoveni nutnych k vyhodnoceni zkousky.
Sprazend zafizeni
Zaftizeni jsou sptfaZena tak, Ze je mezi nimi 1x denné vyménovdno 1,5 | suspenze
(v€etné kalu) z aeracnich nddob. Dochdzi-li k silné adsorbci zkousené latky, odebere
se 1,5 1 kapalné faze ze sedimentacni nddoby a piiddvd se do aeracni nddoby
druhého zatizeni.

1. 6.2.3 Analytika
Ke sledovdni chovdni zkouSené ldtky se pouZivaji dvé metody stanoveni:

DOC a CHSK.

Hodnoty DOC se stanovi dvakrdt pomoci analyzatoru uhliku a CHSK se stanovi
podle literatury (2).

Specifickd analyza

Koncentrace zkouSené latky se stanovi vhodnou analytickou metodou. Je-li to
mozné, stanovi se zvlast mnozstvi latky adsorbované na aktivovany kal.

2 DATA A VYHODNOCENI

2.1 SPRAZENA ZARIZENI

Pokud je pouzivdno sprazené zafizeni, poCitd se denné stupenl odstranéni, DR,
postupem podle 1. 2. 1.
Tyto denni hodnoty se opravi na hodnotu Dr, , zohlednénim pfenosu materidlu pii

ockovani. Tento vypocet se provadi dle rovnice (2) pro stiedni dobu prodleni 3
hodiny a podle rovnice (3) pro stfedni dobu prodleni 6 hodin.

PR, =S pr 10 )
7 7

DR, = 2 pr-10 3)
3 3

Ze ziskanych hodnot se vypocitd jejich primér a ddle standardni odchylka podle
rovnice (4)

g (ﬁc - DRC,-)2

“)

SDRc = PR

kde:
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spre = standardni odchylka,

DRc = primér hodnot DR.,
n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR, se eliminuji vhodnou statistickou metodou, napt. Nalimovou
metodou (6) pro 95% hladinu vyznamnosti, primér a standardni odchylka se potom
vypoctou s vylou¢enim odlehych hodnot Dr.:

Vysledek se vjadii dle (5) :

DRC = DRc T SDRc (5)

kde

t, - 1; o = tabulkovd hodnota t pro n dvojic hodnot e a E,, a statistickou
mez spolehlivosti P (P=1-a), kde P = 95% (1).

Vysledkem je primér s udanymi mezemi tolerance pro 95% hladinou vyznamnosti
pfipadné s udanou standardni odchylkou, poctem dat hodnot DR, bez odlehlych
hodnot a poctem odlehlych hodnot.

Napft.

DR, =98,6 + 2,3% tbytku DOC,
S = 4,65% ubytku DOC,

n =18,

x = pocet odlehlych hodnot.

2.2 NESPRAZENA ZARIZENI
Provozni vykon zafizeni miiZze byt ovéfen ndsledovné:

% odstranéni CHSK nebo DOC =

CHSK nebo DOC odp.vody — CHSK nebo DOC vytoku
CHSK nebo DOC odp.vody .

100

Vyndsenim denné naméienych tbytkd do grafu se zdlrazni vSechny trendy, napf.
adaptace.
2.2.1  Vyuziti stanoveni CHSK/DOC

Z denné namétenych hodnot se podle kap. 1. 2. 1 vypocitd procentudlni tbytek
DR.

Z tady hodnot DR se spocitd jejich primér a podle rovnice (6) standardni odchylka:

2 (DR - DR,)’

_ - 6
SDR PR ()

kde
spr = standardni odchylka hodnot Dr;,

DR = primér hodnot Dr;,
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2.2.2

3.1

n = pocet stanoveni.

Odlehlé hodnoty DR se eliminuji vhodnou statistickou metodou napft. podle
Nalimova (6) pii 95% hladiné vyznamnosti, stfedni hodnota a standardni odchylka
jsou potom znovu vypocitdny s vylou¢enim odlehlych hodnot DR.

Vyslednd hodnota se pocita dle rovnice (7)

lh150

DR = DR +
\n

SDR (7)

kde

t, - 1; & - tabulkovd hodnota t pro n dvojic hodnot e a E, a statistickou n
mez spolehlivosti P (P=1-a), kde P =95 % (1).

Vysledkem je primér s mezemi tolerance pii 95% hladiné vyznamnosti s udanou
standardni odchylkou, po¢tem dat hodnot DR bez odlehlych hodnot a poc¢tem
odlehlych hodnot.

Napt.:

Dr = (98,6 + 2,3%) tbytku DOC,

s =4,65% ubytku DOC,

n =18,

x = pocet odlehlych hodnot.

Pouziti vysledku specifické analyzy

Odstranéni zkousené latky z vodné faze (Ry,) v % se pocitd podle 1. 2. 2.

ZAVERECNA ZPRAVA
PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkousce by mély byt uvedeny pokud je to mozné ndsledujici udaje:

- provozni podminky, které jsou zaznamendny do formuldie uvedeného
v piiloze €. 3 této metody;

- druh pouzitého zkusebniho zafizeni (zafizeni pro prikaznou zkousku OECD nebo
zafizeni s porézni nadobkou);

- zplsob provozovdni zafizeni: spfazend nebo nespfazend zafizent,

- druh odpadnich vod: syntetické nebo komundlni odpadni vody, u
komundlnich odpadnich vod datum a misto odbéru;

- druh inokula, datum a misto odbéru;
- popis pouzitych analytickych metod, pokud byly provddény specifické analyzy;

- grafické vyjadteni zdvislosti ibytku CHSK nebo DOC na case ve fézi
rozbéhové a vyhodnocovact;

- vysledek stanoveni obsahu zkousené ldtky prostfednictvim CHSK
nebo DOC v zdsobnim roztoku;
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3.2

- pii provddéni specifické analyzy: grafické vyjddieni procentudlniho
ubytku zkouSené latky z kapalné faze béhem rozbéhové a vyhodnocovaci
faze v zavislosti na Case;

- stfedni ubytek DOC nebo CHSK zkouSené latky a standardni odchylka
vysledkt ziskanych béhem vyhodnocovaci faze, kdy tbytek zkousené latky
je konstantn;

- grafické vyjadieni koncentrace aktivovaného kalu v zdvislosti na Case;

- poznamky tykajici se aktivovaného kalu (odstraniovani piebytecného kalu ze
zafizeni, tvorba shlukd, pouziti chloridu Zelezitého atd.);

- proméfované koncentrace zkouSené 14tky;
- vysledky analyz kalu;
- vSechny informace o zkouSené ldtce a o referencni latce, pokud byla pouZita;

- védecké zdlivodnéni vSech odchylek a zmén metody.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pri¢inou nizké hodnoty tbytku zkousené ldtky z vodné fdze mize byt
inhibice mikroorganismil zptisobend touto ldtkou. Projevuje se to pfedevsim
rozpousténim a ztratou kalu, zakalovdnim kapalné fize a sniZenim tcinnosti
odstrafiovani CHSK nebo DOC v zafizeni.

Neékdy hraje roli fyzikdlné-chemickd adsorbce. Vztah mezi biologickym ptlisobenim
na latku a jeji fyzikdIné-chemickou adsorpci je mozné rozlisit po odpovidajici
desorpci.

K rozliSeni tplného nebo ¢astecného biologického rozkladu od adsorbce je nutno
provést dalsi zkousky.

Nabizi se zde vice moznosti. NejlepSim postupem je pouZiti kapalné faze ze
sedimentacni nddoby jako inokula v nékteré ze zkousek snadné biologické
rozlozitelnosti (nejlépe v respirometrické zkousce).

Vysoké hodnoty uibytku DOC nebo CHSK jsou zpravidla zpisobovany biologickym
rozkladem, nizké hodnoty tbytku naproti tomu nelze odlisit od jinych mechanizma
odstranéni latky. Pokud napt. rozpustnd sloucenina vykazuje stupeni adsorbce 98 %
a denné je odstrafiovdno 10 % kalu, dochdzi aZ ke 40 % odstranéni ldtky v tomto
kalu. Je-li denné odstranovano 30 % kalu, miZe eliminace na zdkladé adsorbce a
odstranéni kalu stoupnout na 65 % (4):

Pti pouzivani specifickych analyz je tfeba brdt na zfetel vliv struktury latky na
specifickou analyzu. Ubytek latky stanoveny specifickou analyzou nemiiZe byt
interpretovan jako mineralizace latky.

LITERATURA

(1) OECD, Paris 1981, Test Guideline 303 A, Decision of the Council C (81) 30
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PRILOHA 1
Obrazek 1

vzduch

y

L N

A 8
\_@
vzduch
A = z4sobnik E = mamutka
B = ddvkovaci zafizeni F = z4dsobnik na vytok
C = aeracni komora (objem 3 litry) G = aerdtor

D = sedimenta¢ni nddoba H = pritokomér (nepovinné)
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PRILOHA 2

Obrazek 1

Zaftizeni pouzivané pro stanoveni biologické rozlozitelnosti

I

E
A = zdsobnik E = zdsobnik na vytok
B = ddvkovaci ¢erpadlo F = vzduchovaci kdmen
C = porézni aeracni nddobka G = rotametr
D = vnéjsi nepropustnd nddoba
Obrizek 2
Detaily tfilitrové vzduchovaci porézni nddobky
vnitini pramér porézni
nddobky \
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PRILOHA 3

Provozni podminky simulacni zkousky s aktivovanym kalem
Oznac¢ v kaZzdé skupiné

Zarizeni:

prikaznd zkouska OECD
zafizeni s porézni nddobkou

Zpisob provozu:

samostatnd jednotka
spfazend zafizeni
nesprazend zafizeni

Preockovant:

7adné
aktivovanym kalem
kapalnou fdzi vzniklou odsedimentovdnim

Stredni doba zdrZent:
3 hodiny
6 hodin

Zivné médium:

komundlni odpadni voda

syntetickd odpadni voda

Inokulum:

z Cistirny odpadnich vod

smésné inokulum

aktivovany kal

Priddvéni zkouSené latky:

na zacatku

postupné

po vytvoreni kalu

Analyzy:

specifickd
CHSK
DOC
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XI BIOLOGICKY ROZKLAD - ZKOUSKA INHIBICE
DYCHANI AKTIVOVANEHO KALU

1 METODA

1.1 UvVoD
Popsand metoda hodnoti vliv zkousené ldtky na mikroorganizmy méfenim intenzity
jejich dychdni za definovanych podminek v pfitomnosti riznych koncentraci
zkousené ldtky.
Utelem této metody je poskytnout rychlou vyhledévaci metodu, kterou je mozné
urcit latky, které mohou neptiznivé ovlivnit aerobni mikrobidlni Cistirny vod, a
naznacit vhodné koncentrace zkousenych ldtek, které nejsou inhibujici a které je
mozno pouZzit ve zkouskdch biologické rozloZitelnosti.
Definitivni zkouSce mlze predchdzet zkouska pro nalezeni pracovni oblasti. Mlze
poskytnout informace o oboru koncentraci, které je mozné pouzit v hlavni zkousSce.
Do schématu zkousky jsou zafazeny dvé kontroly, jedna na zacdtku a druhd na
konci fady pokusii. KaZzdou ddvku aktivovaného kalu je také nutno kontrolovat s
pouzitim referencni latky.
Tato metoda se nejsndze aplikuje na latky, které diky své rozpustnosti a nizké
tékavosti zlistavaji ve vodeg.
U létek s nizkou rozpustnosti v médiich pouZivanych ve zkousce miize byt
nemozné stanovit ECs,.
Pokud md zkouSend latka sklon k rozkladu oxidac¢ni fosforylaci mohou vysledky
zaloZené na absorpci kysliku vést k nesprdvnym zavérim,
Pro provedeni zkousky je uzZite¢né zndt ndsledujici informace:
- rozpustnost ve vodé,
- tenze par,
- strukturni vzorec,
- Cistota zkouSené ldtky.
Doporuceni:
Aktivovany kal miZe obsahovat potencidlné patogenni organizmy a je tfeba s nim
zachdzet opatrné.

1.2 DEFINICE A JEDNOTKY

Respiracni rychlost je spotfeba kysliku mikroorganizmy odpadnich vod v aerobnim
kalu, obecné vyjddfend jako mg O, na 1 mg kalu za hodinu.

Pro vypocet inhibi¢niho ucinku zkouSené 1dtky pfi urcité koncentraci se respiraéni
rychlost vyjadfuje jako procento primérné hodnoty dvou kontrolnich respiracnich
rychlosti:
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1.3

1. 4

1.5

1.6

1.6.1

1.6.1.1

1.6.1.2

( X 2R

——— | . 100 = %inhibice
RCl + RCZ

kde:

R, = rychlost spotteby kysliku pii pouzité koncentraci zkousené latky,
Rc; = rychlost spotieby kysliku v kontrolni zkusce 1,
Rc, = rychlost spotieby kysliku v kontrolni zkousce 2.

ECs v této zkousce je koncentrace zkousené ldtky, pfi které respiracni rychlost ¢ini
50 % hodnoty vychdzejici z kontrolni zkousky za podminek popsanych v této
metodé.

REFERENCNI LATKY

Jako referencni latku se doporucuje pouZivat zndmy inhibitor dychdni 3,5-
dichlorfenol. Ovéfenim ECsy u kazdé davky aktivovaného kalu by mélo byt
zkontrolovdno, Ze kal neni abnormdlné citlivy.

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Rychlost dychdni aktivovaného kalu vyzivovaného standardnim mnozstvim
syntetické odpadni vody se méii po dobé kontaktu 30 minut, 3 hodin nebo v obou
Casech. Méif se také rychlost dychdni téhoz aktivovaného kalu v pfitomnosti
riznych koncentraci zkouSené ldtky za jinak stejnych podminek. Inhibi¢ni efekt
zkousené latky pti urcité koncentraci se vyjadfuje jako procento primérné rychlosti
dychdni ze dvou kontrolnich pokusi. Hodnota ECs, se vypocitd ze stanoveni pfi
riznych koncentracich.

KRITERIA KVALITY

Vysledky zkousky jsou platné, jestliZe:

- respiracni rychlosti dvou kontrolnich pokust se od sebe lisi nejvyse o 15 %,

- ECs (pro 30 minut nebo pro 3 hodiny) 3,5-dichlorfenolu lezi v pfijatém
rozmezi 5 - 30 mg.1”.

POPIS ZKUSEBNI METODY

Cinidla

Roztoky zkousené ldtky

Roztoky zkousené latky se pfipravuji Cerstvé na zacdtku studie s pouZzitim
zdsobniho roztoku. PouZije-li se nize popsany postup, je vhodnd koncentrace
zésobniho roztoku 0,5 g.1™.

Roztok kontrolni ldtky

Roztok 3,5-dichlorfenolu lze pfipravit napiiklad rozpusSténim 0,5 g
3,5-dichlorfenolu v 10 ml 1 M NaOH, zfedénim destilovanou vodou pfiblizné na
30 ml, pfidanim 0,5 M H,SO, do bodu zacinajiciho srazeni ( je tfeba asi 8 ml 0,5 M
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1.6.1.3

1.6.2

1.6.3

H,S0,) a koneénym doplnénim smési destilovanou vodou na 1 litr. pH musi potom
lezet mezi 7 a 8.

Syntetickd odpadni voda

PouZivand syntetickd odpadni voda se pfipravi rozpusSténim ndsledujictho mnoZstvi
latek v 1 litru vody:

- 16 g peptonu,

- 11 g masového extraktu,
- 3 g mocoviny,

- 0,7 g NaCl,

- 0,4 g CaCl,.2H,0,

- 0,2 g MgS0O,4.7H,0,

- 2,8 ¢ K,HPO,.

Pozndmka 1: Tato syntetickd odpadni voda md stondsobnou koncentraci oproti
vodé popsané v technické zpravé OECD “Ndvrh metody stanoveni biologické
rozloZitelnosti povrchové aktivnich latek pouzivanych v syntetickych detergentech*
(11.6.1976), s ptidavkem monohydrogenfosforecnanu draselného.

Pozndmka 2: Nepouzije-li se pfipravené médium ihned, je nutné je pfechovdvat

v temnu pfi 0 - 4 °C ne déle nez jeden tyden za podminek, které nezpiisobuji zddné
zmény v jeho sloZeni. Médium je také mozné pred uschovanim sterilizovat, nebo je
mozné pepton a masovy extrakt pfidat krdtce pfed provedenim zkousky. Pred
pouzitim je nutné médium dikladné promichat a upravit pH.

Aparatura

Méfici aparatura: Pfesnd konstrukce neni podstatnd. Musi vSak mit volny prostor
nad kapalinou a sonda musi pfesné zapadat do hrdla odmérné bariky.

vv oz

Z bézného laboratorniho vybaveni je tieba zejména toto:
- méfici pfistroje,
- provzdus$iovaci zafizeni,
- mefi¢ pH a monitorovaci zatizent,
- kyslikové elektroda.

Priprava inokula

Jako mikrobidln{ inokulum pro zkousku se pouzivd aktivovany kal z Cistirny
odpadnich vod Cistici pfevdZzné domovni odpadni vody.

Je-li to nutné, je mozné pii doddni kalu do laboratofe odstranit hrubé ¢éstice
kratkodobym usazenim (napt. 15 minut) a dekantovat horni vrstvu jemnéjsich
tuhych ¢astic pro pouziti. Alternativné je mozné kal po nékolik sekund.promichat.

Lze-li mimoto pfedpoklddat, Ze je pfitomna ldtka majici inhibi¢ni dcinek, je nutné
kal promyt vodovodni vodou nebo izotonickym roztokem. Po zcentrifugovéni se
roztok nad usazeninou dekantuje (tento postup se opakuje tfikrat).

Malé mnozstvi kalu se zvdzi a vysusi. Z vysledku je mozné vypocitat mnoZstvi
vlhkého kalu, které je nutné suspendovat ve vodé, aby se ziskal aktivovany kal
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1.6.4

v oblasti koncentraci suspendovanych tuhych latek ve smésné kapalin€ mezi 2 a
4 gI'". Dodrzi-li se nize doporuéeny postup ziskd se zkusebni médium s koncentract
kalu 0,8 a 1,6 g™

Neni-li mozné kal pouZzit v den kdy byl shromdZdén ptidd se ke kazdému litru
aktivovaného kalu, pfipraveného tak, jak je popsdno vySe, 50 ml syntetické odpadni
vody, potom se provzdusiiuje ptes noc pii 20 + 2 °C. Poté se udrzuje za
provzdusiovdni pro pouZiti béhem dne. Pfed pouZzitim se zkontroluje pH a je-li
tfeba, upravi se na 6 - 8. Obsah suspendovanych tuhych ldtek ve smésné kapaliné je
tteba stanovit, jak je popsdno v pfedchozim odstavci.

Pozaduje-li se pouziti stejné davky kalu v ndsledujici dny (nejvyse po Ctyfi dny),
pfiddvd se na konci kazdého pracovniho dne dalSich 50 ml syntetické odpadni vody
na litr kalu.

Provedeni zkousky

Trvani/doba kontaktu: 30 minut a (nebo) 3 hodiny, béhem kterych probiha

provzdusnovani

Voda:
Piivod vzduchu:

Mgéfici aparatura:

ME¢fi¢ obsahu kysliku:
Zivny roztok:

Zkousena latka:

Referend¢ni latka:
Kontrolni zkouska:

Teplota:

Pitnd voda (v pfipad€ potifeby zbavend chléru)
Cisty vzduch, prosty oleje. Priitok 0,1 - 1 Lmin™.

Barka s plochym dnem, jakd se pouZivéd pro
stanoveni BSK.

Vhodnd kyslikovéd elektroda, se zapisovacem.
Syntetickd odpadni voda (viz vyse).

Roztok zkousené latky se pfipravi Cerstvy na zacatku
zkousky.

napft. 3,5-dichlorfenol (nejméné tii koncentrace)
Naockovany vzorek bez zkousené latky
20 +2°C

Diéle je uveden navrZzeny experimentdlni postup, kterého je mozné pouzit jak pro
zkouSenou, tak pro referencni ldtku, pro dobu kontaktu tfi hodiny:

Pouziva se nékolika nddob (napf. jednolitrovych kddinek).

Je tieba pouZzit alespon pét koncentraci, odstupfiovanych o konstantni faktor
neprevysujici pokud mozno 3,2.

V okamziku “0“ se 16 ml syntetické odpadni vody doplni vodou na 300 ml. Ptid4 se
200 ml mikrobidlniho inokula a vyslednd smés (500 ml) se pfevede do prvni nddoby

(prvni kontrola C,).

Nddoby, pouZivané v pokusu, je nutné nepietrzité provzdusiovat, aby bylo
zaru¢eno, Ze koncentrace rozpusténého kysliku nepoklesne pod 2,5 mg.l”" a aby
tésné pred méfenim rychlosti dychdni ¢inila koncentrace kysliku pfiblizné

6,5 mg.l”.

V okamziku “15 minut® (15 minut je libovolné zvoleny, av§ak vhodny interval) se
opakuje totéZ aZ na to, Ze se k 16 ml syntetické odpadni vody pied doplnénim
vodou na 300 ml a pfiddnim mikrobidlniho inokula na celkovy objem 500 ml ptidd
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3.1

100 ml z4sobniho roztoku zkouSené latky. Tato smés se pak prevede do druhé
nddoby a provzdusiuje se jako vySe. Tento postup se opakuje v 15-minutovych
intervalech s riznymi objemy zdsobniho roztoku zkousené ldtky, ¢imZ se ziskd
fada nddob obsahujicich riizné koncentrace zkousené ldtky. Nakonec se pfipravi
druhd kontrolni nddoba.

Po tfech hodindch se zaznamend pH, dobfe promichany vzorek obsahu prvni
nddoby se prevede do méfici aparatury a v dobé do 10 minut se zméfi rychlost
dychani.

Stanoveni se opakuje u obsahu kazdé z nddob v 15minutovych intervalech tak, Ze
doba kontaktu v kazdé nddobé je tii hodiny.

Referencni latka se zkousi na kazdé ddvce mikrobidlniho inokula tymz zptisobem.

Maji-li se méteni provddét po 30 minutdch kontaktu, je tfeba pouZit jiného reZzimu
(napf. pouziti vice neZ jednoho méfice kysliku).

VyZaduje-li se méfeni chemické spotifeby kysliku, pfipravi se dalsi nddoby,
obsahujici zkousenou ldtku, syntetickou odpadni vodu a ¢istou vodu, ale ne

aktivovany kal. Spotfeba kysliku se méfi a zaznamend po dobé provzdusSnovdni
30 minut a (nebo) tfi hodiny (doba kontaktu).

VYSLEDKY A VYHODNOCENI

Rychlost dychdni se vypoéitd ze zdznamu zapisovae mezi pfiblizng 6,5 mgl” a
2,5 mg.I", nebo za desetiminutovou periodu, je-li rychlost dychani nizka. Cést
respiracni kiivky, ze které se vyhodnocuje rychlost dychdni, musi byt linedrni.

Jestlize rychlosti dychédni v obou kontrolnich pokusech nelezi v rozmezi 15 % od
sebe navzdjem, nebo ECs, (za 30 minut nebo tii hodiny) referencni latky nelezi v
akceptovaném rozmezi (5 - 30 mg.I"' pro 3,5-dichlorfenol), je zkouska neplatnd a
musi se opakovat.

Pro kazdou zkusenou koncentraci (viz bod 1. 2) se vypocte inhibice v %. Inhibice
v % se vynese proti koncentraci na logaritmicko-normalnim (nebo logaritmicko-
pravdépodobnostnim) papiru a odecte se hodnota ECsy.

Standardnimi postupy je mozné stanovit pro hodnoty ECsy 95% meze spolehlivosti.

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE
Je-li to mozné, md protokol o zkouSce obsahovat tyto informace:
- zkousSend ldtka: chemické identifikacni udaje,

- systém pouZity pii zkouSce: zdroj, koncentrace a veskerd pfedbéZnd dprava
aktivovaného kalu,
- experimentdlni podminky:
- pH reak¢ni smési pred méfenim respirace,
- teplota pfi zkousce,
- doba trvdni zkousky,
- referencni ldtka a jeji zmétend ECsy,
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- abiotickd spotieba kysliku (pokud k ni dochdzi).
- vysledky:

- veSkeré naméfené hodnoty,

- kfivka inhibice a metoda vypoctu ECsy,

- ECsg a je-li mozZné 95% meze spolehlivosti, EC,y a ECg,

- veskerd pozorovani a veskeré odchylky od této zkuSebni metody, které
mohly ovlivnit vysledek.

3.2 INTERPRETACE VYSLEDKU

Hodnotu ECs je tieba povaZovat pouze za orienta¢ni hodnotu pravdépodobné
toxicity zkouSené latky bud pfi zpracovani odpadnich vod aktivovanym kalem,
nebo pro mikroorganizmy v odpadnich voddch, protoze slozité interakce, ke
kterym dochdzi v Zivotnim prostfedi, nelze piesné simulovat laboratorni zkouskou.
Mimoto, zkousené ldtky, které mohou mit inhibi¢ni i¢inky na oxidaci amoniaku,
mohou také zplisobovat atypické inhibicni kfivky. Proto je nutné interpretovat tyto
kiivky opatrné.

4 LITERATURA
(1) International Standard ISO 8192-1986.
(2) Broecker, B., Zahn, R., Water Research 11, 1977, str. 165

(3) Brown, D., Hitz, H.R., Schaefer, L., Chemosphere 10, 1981, str. 245

(4) ETAD (Ecological and Toxicological Association of Dyestuffs
Manufacturing Industries - Ekologickd a toxikologickd asociace
primyslu vyroby barviv), Recommended Method No 103, také popsano
v

(5) Robra, B., Wasser/Abwasser 117, 1976, str. 80

(6) Schefer, W., Textilveredlung 6, 1977, str. 247

(7) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 209, Decision of the Council C(81)
30 final.
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XII MODIFIKOVANA ZKOUSKA SCAS

1 METODA

1.1 UvVoD

Cilem této metody je hodnoceni potencidlni tplné biologické rozloZitelnosti
netékavych organickych ldtek rozpustnych ve vodé , jsou-li vystaveny pomérné
vysokym koncentracim mikroorganizmi po dlouhé ¢asové obdobi.

Zivotaschopnost mikroorganizmii se udrzuje po tuto dobu dennimi piidavky Zivin z
usazené odpadni vody. (Pro potfebu béhem vikendi Ize odpadni vodu pfechovévat
pii 4 °C. Alternativné je mozné pouzit syntetickou odpadni vodu podle potvrzujici
zkousky OECD.)

Pti interpretaci vysledkd (viz 3. 2) je nutné brdt v dvahu, Ze mize dochdzet k
fyzikdlné-chemické adsorpci na suspendovanych tuhych latkach.

V disledku dlouhé doby zdrzeni kapalné faze (36 hodin) a priibézného piidavani
7Zivin nesimuluje zkouSka podminky existujici v Cistirné odpadnich vod. Vysledky
ziskané pii pokusech s riznymi ldtkami ukazuji, Ze zkouska md vysoky potencidl
biologického rozkladu.

Podminky poskytované zkouskou jsou vysoce pifiznivé pro vybér a adaptaci
mikroorganizmil schopnych rozklddat zkousenou latku. (Postup je mozné pouzit
také k ziskavani aklimatizovanych inokuli pro pouziti v jinych zkouskéch.)

V této metodé se pouzivd k hodnoceni vysledné biologické rozlozZitelnosti zkousené
latky hodnota koncentrace rozpusténého organického uhliku (DOC). DOC se
doporucuje radéji stanovit po okyseleni a pieciSténi nez jako rozdil Ceeiy - Canorg. -

Soucasné poutziti specifické analytické metody miiZe umoznit uréeni primarniho
rozkladu latky (ibytek vychozi chemické struktury).

Metoda je pouZitelnd pouze pro ty organické ldtky, které v koncentracich
pouzivanych ve zkousSce:

- jsou rozpustné ve vodé (alespon 20 mg rozpusténého organického uhliku
na litr),

- maji zanedbatelnou tenzi par,

- nepiisobi inhibi¢né na bakterie,

- vyznamné se neadsorbuji ve zkuSebnim systému,

- neztriceji se ze zkouseného roztoku pénénim.

Je nutné stanovit obsah organického uhliku ve zkouSené ldtce.

Pii interpretaci ziskanych vysledkd, zejména v piipadech, kdy vysledky jsou nizké
nebo margindlni, jsou cenné informace o relativnich podilech hlavnich slozek ve
zkouseném vzorku

Pro interpretaci nizkych vysledkl a pfi volbé vhodné koncentrace pii zkouSce
mohou byt uzite¢né informace o toxicité ldtky pro mikroorganizmy.



Strana 8672

Sbirka zdkont ¢. 299 / 1998 Cistka 103

1.2

1.3

1.4

DEFINICE A JEDNOTKY

Cr = koncentrace zkouSené ldtky na zacdtku provzdusinovaci periody, vyjddfend
jako mnoZstvi organického uhliku pfitomného nebo ptidaného k usazené
odpadni vodé (mg.1™),

C, = koncentrace rozpusSténého organického uhliku v kapaling
nad usazeninou, ve zkousce, na konci provzdusiiovaci periody (mg.I™),

C. = koncentrace rozpusténého organického uhliku v kapaliné
nad sedimentem, v kontrolni zkousSce, na konci provzdusinovaci periody

(mg.1™).
Biologicky rozklad je v této metodé definovdn jako ubytek organického uhliku.
Biologicky rozklad je mozné vyjddrit jako:

1. Procenticky ubytek Dy, mnoZstvi denné pfiddvané latky:

_ CT - (Ct - Cc)
= cr .
kde Dy = rozklad/denni piidavek

2. Procenticky ubytek Dyyq mnoZstvi ldtky ptitomného na zacdtku kazdého
dne:

Dy, 100 (1)

207+ C;i = Coi = 3Cy 41y + 3Ci41)
Cr+Ci-Cg

_ 2CT - 2(Ct - Cc)
" CC) 100 (b))

Dssd =

100 (2(a))

kde D,q = rozklad/denni pridavek;
indexy i a (i + 1) se vztahuji ke dni méfeni.

Rovnice 2(a) se doporucuje, méni-li se DOC v odchézejici vodé den ode dne,
zatimco rovnici 2(b) Ize pouzivat, zistava-li DOC v odchézejici vodé den ode dne
relativné konstantni.

REFERENCNI LATKY

V nékterych piipadech mohou byt pfi studiu nové ldtky uZite¢né referenéni latky.
Pro tuto zkouSku neni dosud Zddnd referencni ldtka stanovena.

Jsou uvedeny hodnoty pro nékolik sloucenin vyhodnocenych v okruznich
zkouskach (viz ptiloha 1), takZe je mozné provést obcasnou kalibraci metody a
porovnat vysledky ziskané jinymi metodami.

PRINCIP ZKUSEBNI METODY

Aktivovany kal z Cistirny odpadnich vod se vpravi do semikontinudlni jednotky pro
aktivovany kal (SCAS, semi-continuous activated sludge unit). Pfidaji se zkousend
latka a usazend domovni odpadni voda a smés se provzdusnuje 23 hodin.
Provzdusiiovani se pak ukon¢i, kal se nechd usadit a kapalina nad usazeninou se
odstrani.

Kal zbyly v provzdusiovaci komote se pak smisi s dalsi alikvotni ¢dsti zkouSené
latky a odpadni vody a cyklus se opakuje.



Cistka 103

Sbirka zikont &. 299 / 1998 Strana 8673

1.5

1.6

1.6.1

1.6.2

Biologicky rozklad se ur¢i stanovenim obsahu rozpusténého organického uhliku
v kapalin€ nad sedimentem. Tato hodnota se porovnd s hodnotou, zjiSt€énou pro
kapalinu ziskanou z kontrolni nddoby, do které byla ddvkovdna pouze usazend
odpadni voda.

Pouzije-li se specifickd analytickd metoda, je mozné méfit zmény koncentrace
vychozi chemické latky v disledku biologického rozkladu (primarni biologicky
rozklad).

KRITERIA KVALITY

Reprodukovatelnost této metody, zaloZzené na ubytku rozpusténého organického
uhliku, nebyla jesté stanovena. (Pokud se uvazuje primarni biologicky rozklad,
dosahuje se velmi ptfesnych hodnot pro latky, které se rozklddaji ve vysokém
stupni.)

Citlivost metody je ve velké mife urcena variabilitou slepé zkousky a v mensi mife
pfesnosti stanoveni rozpusténého organického uhliku a obsahem zkousené latky
v kapaliné na zac¢dtku kazdého cyklu.

POPIS PRACOVNIHO POSTUPU

Piiprava

Sestavi se dostatecny pocet Cistych provzdusiiovacich jednotek, alternativné je
mozné pouzit origindlni zkusebni jednotku SCAS o obsahu 1,5 I, a trubic pro
ptivod vzduchu (obrdzek 1) pro kazdou zkousenou latku a pro kontrolni zkousky.
Stlaceny vzduch pfivddény do zkuSebnich jednotek, precistény vatovym filtrem,
musi byt prosty organického uhliku a musi byt pfedem nasycen vodou, aby se
snizily ztrdty vyparovdnim.

Vzorek smésné kapaliny, obsahujici 1 - 4 g suspendovanych tuhych ldtek

v 1 litru, se ziskd z Cistirny pracujici s aktivovanym kalem, Cistici prevdZzné domovni
odpadni vody. Pro kazdou provzdusSiovaci jednotku je tieba pfiblizné 150 ml
smésné kapaliny.

Zésobni roztoky zkouSené latky se piipravuji s pouzitim destilované vody;
normélné pozadovand koncentrace je 400 mg.l"' jako organicky uhlik, coz
predstavuje koncentraci zkousené latky 20 mg.I™" uhliku na za¢atku kazdého cyklu
provzdus$inovdni, nedochdzi-li k biologickému rozkladu.

Dovoluje-li to toxicita pro mikroorganizmy jsou piipustné vyssi koncentrace.

METi se obsah organického uhliku zdsobnich roztoki.

Experimentialni podminky
Zkousku je tieba provadét pii 20 - 25 °C.

PouZivd se vysokd koncentrace aerobnich mikroorganizmi (1 - 4 g.I!
suspendovanych latek), a efektivni doba zdrzeni je 36 hodin. Uhlikaté latky

v piivddéné odpadni vod¢ se v Siroké mife oxiduji, normédlné béhem osmi hodin po
zacatku kazdého cyklu provzdusnovdni. Potom kal endogenné dychd po zbytek
provzdusiovaci periody, a v této dobé je jedinym dostupnym substrdtem zkousend
sloucenina, pokud se také rychle nemetabolizuje. Tyto skutecnosti spolu s denné
opakovanym ockovdnim, pouZzivéd-li se jako médium domovni odpadni voda,
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vytvéreji vysoce pfiznivé podminky jak pro aklimatizaci, tak pro vysoky stupeni
rozkladu.

1.6.3  Provedeni zkousky

Ziskad se vzorek smésné kapaliny z vhodné Cistirny Cistici aktivovanym kalem
pfevdzné domovni odpadni vody nebo vzorek kapaliny z laboratorni jednotky a
udrzuje se v aerobnich podminkdch az do pouziti v laboratofi. Do kazdé aeracni i
kontrolni jednotky se naplni 150 ml smésné kapaliny (pouziva-li se origindlni
jednotka pro zkousku SCAS, je tfeba uvedené objemy ndsobit 10) a zahdji se
provzdusSiovdni. Po 23 hodindch se provzdusiiovani ukon¢i a kal se nechd 45 minut
usadit. Postupné se oteviou kohouty vSech nddob a odeberou se 100 ml podily
kapaliny nad usazeninou. Ke kalu zbylému v kazdé aera¢ni jednotce se pfidd

100 ml usazené domovni odpadni vody ziskané bezprostiedné pfed pouzitim. Opé&t
se zahdji provzdusiiovani. V této etapé se nepiiddvaji Zddné zkousené ldtky, a do
jednotek se denné ptfiddvd domovni odpadni voda pouze do té doby, nez se po
usazeni ziska Cird kapalina nad usazeninou. To trvd obvykle az dva tydny, béhem
kterych se obsah rozpusSténého organického uhliku v kapaliné nad usazeninou na
konci kazdého aera¢niho cyklu pfibliZi konstantni hodnoté&.

Na konci této fdze se jednotlivé usazené kaly smisi a do kazdé jednotky se predlozi
50 ml vysledného smésného kalu.

Do kontrolnich jednotek se pfidd 95 ml usazené odpadni vody a 5 ml vody, a do
zkuSebnich jednotek se pfidd 95 ml usazené odpadni vody plus 5 ml piisluSného
zésobniho roztoku zkousené latky (450 mg.1™). Znovu se zah4ji provzdusiiovani a
pokracuje se v ném 23 hodin. Kal se pak nechd 45 minut usadit, kapalina nad
usazeninou se odebere a analyzuje na obsah rozpusténého organického uhliku.

Vyse uvedeny postup plnéni a odbéru se opakuje v pribéhu zkousky denné.

MiiZe se ukdzat nutnym ocistit pfed usazovanim stény jednotek, aby se ptedeslo
hromadéni tuhych ldtek nad hladinou kapaliny. Pro kazdou jednotku se pouZzivd
samostatnd stérka nebo kartd¢ , aby se predeslo vzdjemné kontaminaci.

V idedlnim piipadé se rozpusStény organicky uhlik stanovi v kapalindch nad
usazeninami denné, 1 kdyZ jsou piipustné méné Casté analyzy. Pfed analyzou se
kapaliny zfiltruji pfes promyté 0,45 um membrdnové filtry nebo se zcentrifuguji.
Membrédnové filtry jsou vhodné, je-li zaruceno, Ze ani neuvoliiuji uhlik, ani ve
filtracnim kroku neabsorbuji ptisluSnou ldtku. Teplota vzorku po dobu, kdy je
v odstfedivce, nesmi presdhnout 40 °C.

Doba trvani zkousky pro ldtky, u kterych dochdzi k malému nebo Zddnému
biologickému rozkladu neni urcena, ale na zdklad¢ zkusenosti 1ze doporucit, aby
trvala obecné nejméné 12 tydnd, avSak ne déle nez 26 tydnii.

2 VYSLEDKY A VYHODNOCENI

Hodnoty koncentrace rozpusténého organického uhliku v ¢iré kapaliné nad
usazeninami ve zkuSebnich jednotkdch a v kontrolnich jednotkdch se vynesou proti
Casu.

Po skonceni biologického rozkladu se koncentrace zjisténd ve zkousSce pfibliZi
hodnoté v kontrolni jednotce. Jakmile se ve tfech po sobé ndsledujicich méfenich
zjisti, Ze rozdil mezi obéma urovnémi je konstantni, provede se takovy pocet dalSich
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3.1

3.2

méfeni, ktery je postacujici pro statistické vyhodnoceni vysledki, a vypocte se
procentni hodnota biologického rozkladu zkousené latky (Dgy, nebo Dyeq, viz 1. 2).

ZPRAVA

PROTOKOL O ZKOUSCE
Je-li to mozné, md protokol o zkouSce obsahovat tyto informace:

- veskeré informace o druhu odpadni vody, typu pouZité jednotky a o
experimentdlnich vysledcich tykajicich se zkouSené ldtky, referenéni
latky ( pokud byla pouzita) a slepé zkousky,

- teplotu,
- kfivku ubytku s popisem, zpisob vypoctu (viz 1. 2),

- datum a lokalitu, kde byly odebrdny aktivovany kal a odpadni voda, stav
adaptace, koncentrace atd.,

- védecké davody pro veskeré zmény v postupu zkousky,

- podpis a datum.

INTERPRETACE VYSLEDKU

ProtoZe latky zkouSené touto metodou nejsou snadno biologicky rozloZitelné, bude
normdlné jakykoli ubytek DOC, ke kterému dojde pouze v disledku biologického
rozkladu, béhem dnl nebo tydnt, postupny, s vyjimkou piipadl, kdy aklimatizace
je ndhld, jak je to indikovdno ndhlym vymizenim zkouSené ldtky po nékolika
tydnech.

Nékdy miZe hrdt vyznamnou ulohu fyzikdlné-chemickd adsorpce; to je indikovdno
uplnym nebo ¢dsteCnym ubytkem pfidaného DOC na zadtku. K ¢emu dojde
potom, zdvisi na Cinitelich jako je mira adsorpce a koncentrace suspendovanych
latek v nepouzité odchdzejici vodé. Obvykle rozdil mezi koncentraci DOC

v kapalindch nad usazeninou u kontroly a ve zkousce postupné vzriistd z pocdtecni
nizké hodnoty a tento rozdil pak, pokud nedojde k aklimatizaci, zistdvd na nové
hodnoté po zbytek experimentu,.

Je-li tfeba rozlisit mezi biologickym rozkladem (nebo ¢dstecnym biologickym
rozkladem) a adsorpci, jsou nezbytné dalsi zkousky. Je mozné je provést fadou
zpusobd, ale nejpresveédcCivejsi je pouziti kapaliny nad usazeninou nebo kalu jako
inokula ve zkousce vybrané ze zdkladniho souboru (nejlépe v respirometrické
zkousce).

Zkousené latky, u kterych v této zkousce dochdzi k vysokému neadsorpénimu
ubytku DOC, je tfeba povazovat za potencidlné biologicky rozlozitelné. Castecny
neadsorpéni ubytek ukazuje, Ze u ldtky dochdzi alesponi k urcitému biologickému
rozkladu.

Nizké nebo nulové tbytky DOC mohou byt zptisobeny inhibici mikroorganizma
zkousenou ldtkou, coZ se mlZe projevit také lyzi a ztratou kalu, takZe kapalina nad
usazeninou je zakalend. ZkousSku je nutné opakovat s nizsi koncentraci zkousené
latky.
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Vyss§i citlivosti je mozné dosdhnout pouZitim specifické analytické metody nebo
slou¢eniny znacené 'C. V piipadé zkousené latky znaéené uhlikem '*C se
zachycenim '*CO, potvrdi, Ze doglo k biologickému rozkladu.

Tam, kde jsou vysledky uvedeny také jako primdrni biologicky rozklad, je tfeba,
pokud je to mozné, uvést také vysvétleni zmény chemické struktury, kterd vede ke
ztraté odezvy u mateiské zkousSené 14tky.

Je nutné uvést potvrzeni platnosti metody spolu s odezvou zjiSténou u média ve
slepé zkousce.
4 LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981. Test Guideline 302 A, Decision of the Council
C(81) 30 final.
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PRILOHA 1

Zkouska SCAS: priklad vysledkii

Latka Cr G, - C. | Procento biolog. |Doba trvdni zkousky
(mgl?') | (mgl') | rozkladu Dga (dny)

4 -acetylaminobenzen 17,2 2,0 85 40
sulfonan

tetrapropylenbenzen 17,3 8,4 51,4 40
sulfonan

4 - nitrofenol 16,9 0,8 95,3 40
diethylenglykol 16,5 0,2 98,8 40
anilin 16,9 1,7 95,9 40
cyklopentantetra- 17,9 32 81,1 120
karboxylat

PRILOHA 2

Piiklad zkuSebni aparatury

r—30mm—>‘

Vzduch

320 mm

il
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XIII

1.1

1.2

1.3

1.4

1.4.1

STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI
NEIONTOVYCH POVRCHOVE AKTIVNICH

LATEK

DEFINICE

Neiontové povrchové aktivni ldtky ve smyslu této smérnice jsou ty povrchové
aktivni l4tky, které se po priichodu ménici kationtl a aniontil stanovi jako ldtky
s aktivni reakei s bismutem (bismuth - active substance, BiAS) v souladu s
analytickym postupem popsanym v kapitole 3.

ZARIZENI POTREBNE PRO MERENI

Méfici metoda pouzivd malé zafizeni zpracovdvajici aktivovany kal, zndzornéné na
obr. 1 a podrobnéji na obr. 2. Zafizeni sestdvd ze zdsobniku syntetické odpadni vody
A, ddvkovaciho Cerpadla B, provzdusiovaci nddoby C, usazovaci nddoby D,
mamutky E pro recyklaci aktivovaného kalu a nddoby F pro shromazdovani
upravené odtokové vody.

Nddoby A a F musi byt ze skla nebo z vhodného plastu o obsahu nejméné 24 litrt.
Cerpadlo B musf zaru¢ovat konstantni priitok syntetické odpadni vody do
provzdusiovaci nddoby; tato nddoba obsahuje za normdlniho provozu tii litry
smésné kapaliny. Porézni provzdusSiovaci kostka G je ponofena v nddobé C u
vrcholu kuZele. Mnozstvi vzduchu proslé provzdusiovacem se sleduje
pratokomérem H.

SYNTETICKA ODPADNI VODA

Pro zkouSku se pouziva syntetickd odpadni voda. V jednom litru vodovodni vody se
rozpusti:

160 mg peptonu,
110 mg masového extraktu,
30 mg mocoviny (CO(NH,),),
7 mg chloridu sodného (NaCl),
4 mg chloridu vdpenatého (CaCl,.2H,0),
2 mg siranu hofecnatého (MgS0O,4.7H,0)
28 mg hydrogenfosfore¢nanu draselného (K,HPO,) a
10 + 1 mg BiAS.

BiAS se extrahuje ze zkouSeného vyrobku metodou uvedenou v kapitole 2.
Syntetickd odpadni voda se pfipravuje denné Cerstva.

PRIPRAVA VZORKU

Nesmichané povrchové aktivni latky je mozné zkouset v piivodnim stavu. Za
Ucelem piipravy syntetické odpadni vody (1.3) musi byt stanoven obsah BiAS.



Cistka 103

Sbirka zikont ¢. 299 / 1998 Strana 8679

1.4.2

1.5

1.6

Kombinované vyrobky se analyzuji na obsah BiAS, MBAS a mydla. Musi se
extrahovat alkoholem a separovat BiAS (viz kapitolu 2). Obsah BiAS v extraktu je
nutné zndt k piipravé syntetické odpadni vody.

POPIS CINNOSTI ZARIZENI

Nejdfive se naplni provzdusinovaci nddoba C a usazovaci nddoba D syntetickou
odpadni vodou. Vysku nddoby D je tieba nastavit tak, aby objem, obsaZeny

v provzdusiovaci nddobé C, odpovidal 3 litrim. Naockovani{ se provede pfiddnim
3 ml sekunddrné vycisténé opadni vody dobré kvality, ¢erstvé odebrané z Cistirny
pracujici pfevdzné s domovni odpadni vodou. Upravenou odpadni vodu je nutno
v obdobi mezi odbérem a pouZzitim prechovdvat v aerobnich podminkdch. Poté se
uvede do provozu provzdusiovaci zafizeni G, mamutka E a ddvkovaci zafizeni B.
Syntetickd odpadni voda musi protékat provzduSnovaci nddobou C rychlosti
jednoho litru za hodinu; z toho vyplyva stfedni doba zdrZeni 3 hodiny.

Rychlost provzdusinovdni je nutné regulovat tak, aby obsah nddoby C byl neustale
udrZovan v suspenzi a obsah rozpusténého kysliku &inil nejméné 2 mg.1”. Pénéni je
nutné predchdzet vhodnymi prostfedky. Nesméji se pouzivat ¢inidla proti pénéni,
kterd inhibuji aktivovany kal nebo obsahuji BiAS. Mamutku E je tfeba nastavit tak,
aby se aktivovany kal z usazovaci nddoby kontinudlné a rovnomérné recykloval do
provzdusiovaci nddoby C, kal na dné€ usazovaci nddoby D nebo v cirkula¢nim
okruhu, musi byt vracen do cirkulace nejméné jednou denné seskrabdnim karticem
nebo jinym vhodnym zpisobem. Pokud se kal neusazuje, je mozZno zvysit jeho
schopnost usazovani ptidavky 2 ml 5% roztoku chloridu Zelezitého, opakovanymi
podle potieby.

Upravend voda, odtékajici z usazovaci nddoby D, se shromazduje v nddobé F po
dobu 24 hodin, poté se po ditkkladném promiseni odebere vzorek. Nddobu F je pak
nutné peclivé vycistit.

KONTROLA MERICIHO ZARIZENI

Obsah BiAS (v mg.l™) v syntetické odpadni vodé se stanovi bezprostiedné pred
pouZitim.
Obsah BiAS (v mg.l™) ve vodé, shromazdované po dobu 24 hodin v nddobé F, je

tfeba stanovit analyticky stejnou metodou ihned po shromdzdéni; jinak se musi
vzorky uchovdvat, nejlépe zmrazené.

Koncentrace se musf stanovit s piesnosti na 0,1 mg.1™" BiAS.

Pro kontrolu uéinnosti probihajiciho procesu se nejméné dvakrat tydné méeii

v odtékajici vodé, zfiltrované ptes skelnou vatu a shromaZdované v nddobé F, a

ddle i ve zfiltrované syntetické odpadni vodé v nddobé A, chemickd spotieba kysliku
(CHSK) nebo obsah rozpusténého organického uhliku (DOC).

Ubytek CHSK nebo DOC je ustalen, kdyz se dosdhne pfiblizné pravidelny denni
biologicky rozklad BiAS na konci zdbéhové doby, zndzornéné na obr. 3.

Obsah suSiny v aktivovaném kalu obsaZzeném v provzdusiovaci nddobé¢, je nutné
stanovovat dvakrat tydné v g.1”. Cini-li vice nez 2,5 g1, musi by t nadbyteény
aktivovany kal odstranén.
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1.7

Zkouska rozkladu se provddi pfi pokojové teploté; ta musi byt stdld a musi se
udrzovat mezi 292 a 297 K (19 - 24 °C).

VYPOCET BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI

Vypocet procenta biologického rozkladu BiAS se musi provddét denné na zdkladé
obsahu BiAS v mg.I" v syntetické odpadni vodé a odpovidajici odtokové vodé,
shromaZdované v nddobé F.

Takto ziskané hodnoty rozkladu se zndzornuji graficky, jak je ukdzané na obr. 3.

Rozklad BiAS se vypocte jako aritmeticky primér hodnot, zisklanych béhem 21 dni
ndsledujicich po zdbéhové dobé, béhem niZ byl rozklad pravidelny a provoz zatizeni
bezporuchovy. V Zddném piipadé nemd trvdni zdbéhové doby presdhnout Sest
tydni.

Denni hodnoty rozkladu se pocitaji s pfesnosti na 0,1 %, ale konecny vysledek se
uddvd zaokrouhlené na nejblizsi celé Cislo.

V nékterych piipadech je mozné pfipustit nizsi frekvenci odbéru vzorkd, avsak pro
vypocet primérné hodnoty je tieba pouZzit nejméné 14 vysledki, ziskanych béhem
21 dni, nésledujicich po zdbéhové dobé.
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2.1

2.1.1

2.1.2

2.1.3

2.2

PREDBEZNA UPRAVA ZKOUSENYCH VZORKU
UVODNI POZNAMKY
Zpracovani vzorki

Zpracovani neiontovych povrchové aktivnich ¢inidel a kombinovanych detergentii
pfed stanovenim biologické rozloZitelnosti v potvrzujicim pokuse je ndsledujict:

Vyrobky Zpracovani

Neiontové povrchové aktivni latky Z4dné

Kombinované detergenty Extrakce alkoholem, ndsledovand
separaci neiontovych povrchové
aktivnich ldtek na iontoménici

Ucelem extrakce alkoholem je odstranit nerozpustné a anorganické slozky
v komerénim vyrobku, které by za urcitych okolnosti mohly narusit zkousky
biologické rozloZitelnosti.

Separace na iontoménici

Pro spravné provedeni zkousSek biologické rozloZitelnosti se vyZaduje izolace
a separace neiontovych povrchové aktivnich ldtek od mydla a aniontovych a
kationtovych povrchové aktivnich ldtek.

Toho se dosdhne pomoci iontoménice typu makroporézni ménicové pryskyfice a
vhodnych elucnich €inidel pro frakéni eluci. Lze tak jednim postupem izolovat
mydlo a aniontové a neiontové povrchové aktivni latky.

Analytickd kontrola

Po homogenizaci se stanovi koncentrace aniontovych a neiontovych povrchové
aktivnich ldtek v syntetickém detergentu analytickym postupem pomoci MBAS
a BiAS. Obsah mydla se stanovi vhodnou analytickou metodou.

Tato analyza vyrobki je nutnd pro vypocet mnoZzstvi, potfebnych k ptipravé frakei
pro zkousky biologické rozloZitelnosti.

Kvantitativni extrakce neni nutnd; je vSak tieba vyextrahovat nejméné 80 %
neiontovych povrchové aktivnich ldtek. Obvykle se dosahuje 90 % a vice.

PRINCIP

Z homogenniho vzorku (prasky, vysusené pasty a odparek) se ziskd etanolovy
extrakt, ktery obsahuje povrchové aktivni ldtky, mydlo a dalsi sloZky vzorku
detergentu, rozpustné v alkoholu.

Etanolovy extrakt se odpafi na suchy zbytek, rozpusti ve smési izopropanol/voda a
ziskany roztok se vede pfes kombinaci silné kyselého katexu a makroporézniho
anexu, zahfdtého na 323 K (50 °C). Tato vysokd teplota je nutnd, aby se zabranilo
vysrdZeni piipadnych mastnych kyselin, které mohou byt pfitomny v kyselém
prostiedi.

Neiontové povrchové aktivni ldtky se ziskaji z odtokové vody odpafenim.
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2.3.10

2.3. 11

2.3.12

2.3.13

2.3. 14

Kationtové povrchové aktivni latky, které by mohly rusit zkouSku rozloZitelnosti a
analyticky postup, se zachyti katexem, zafazenym pfed anexem.

CINIDLA A VYBAVENI
Deionizovand voda.

Etanol, 95% (obj.) C;HsOH
(povolené denaturacni prostiedky: methylethylketon nebo metanol).

Smés izopropanol/voda (50/50 obj.):

50 obj. dilit izopropanolu (CH;CHOH.CH3;) a

50 obj. dilG vody (2. 3. 1).

Roztok hydrogenuhli¢itanu amonného (60/40 obj.):

0,3 mol NH;HCOj3 v 1000 ml smési izopropanol/voda, tvofené 60 obj. dily
izopropanolu a 40 obj. dily vody (2. 3. 1).

Katex (KAT), siln€ kysely, odolny vii¢i alkoholu (50 - 100 mesh).

Anex (AAT), makroporézni, Merck Lewatit MP 7080 (70 - 150 mesh) nebo
ekvivalentni.

Kyselina chlorovodikova, 10 % HCI (hm.).

2000 ml barka s kulatym dnem se zabrouSenou zdtkou a zpétnym chladicem.
Vakuovy filtr (ohfivatelny) o priméru 90 mm na filtracni papiry.

2000 ml filtra¢ni barika.

Ionexové kolony s ohfivacim pldstém a kohoutkem; vnitini trubice priiméru 60 mm
a vysky 450 mm (obr. 4).

Vodni lazen.

Vakuova susarna.

Termostat.

Rotacni odparka.

PRIPRAVA EXTRAKTU A SEPARACE NEIONTOVYCH AKTIVNICH
LATEK

Priprava extraktu

Mnozstvi povrchové aktivnich ldtek, potfebnych pro zkousku rozloZitelnosti, je asi
25 g BiAS.
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2.4.2

2.4.3

2.4. 4

Pii ptipravé extraktl pro zkousky rozloZitelnosti je tfeba pouzité mnozstvi vyrobku
omezit nejvyse na 2000 g. Za ucelem ziskani dostate¢ného mnozstvi vzorku pro
zkousky miiZe byt nezbytné provadét postup dvakrdt nebo vicekrdt. ZkuSenost
ukdzala, Ze je vyhodné pouZivat vétsi pocet malych extrakei neZ jednu velkou.

Izolace sloZek rozpustnych v alkoholu

250 g analyzovaného syntetického detergentu se ptidd k 1250 ml etanolu, smés se
zahteje k bodu varu a za michdni se vaii pod zpétnym chladi¢em po dobu 1 hodiny.
Horky alkoholicky roztok se odsaje pfes hruby porézni vakuovy filtr zahtdty na

.....

200 ml horkého etanolu. Filtrdt a etanol z promyti filtru se ve filtracni batice spoji.

V piipadé analyz past nebo kapalnych vyrobkt je tieba se presvédcit, Zze ve vzorku
neni obsazeno vice nez 25 g aniontové povrchové aktivni ldtky a 35 g mydla. Tento
odvédzeny vzorek se odpafi do sucha. Odparek se rozpusti v 500 ml etanolu

a postupuje se vySe popsanym zptsobem.

V pifpadé praski o nizké sypné hustoté (< 300 g1 ) se doporucuje zvysit podil
etanolu na pomér 20:1.

Etanolovy filtrdt se odpafi do sucha, nejlépe v rotaéni odparce. Je-li tieba vétsiho
mnozstvi extraktu, postup se opakuje. Odparek se rozpusti v 5000 ml smési
izopropanol/voda.

Priprava ionexovych kolon
Katexovd kolona

600 ml katexové pryskyfice (2. 3. 5) se nasype do 3000 ml kadinky a ptidd se 2000
ml kyseliny chlorovodikové (2. 3. 7). Nechd se stat nejméné dvé hodiny za
obcasného promichdni. Kyselina se sleje a pomoci deionizované vody se pryskyfice
prevede do kolony (2. 3.11). V kolon¢ musi byt zdtka ze skelné vaty. Kolona se
promyva deionizovanou vodou rychlosti 10 - 30 ml.min™, aZ je eluat prosty
chloridti. Voda se nahradi 2000 ml smési izopropanol/voda (2. 3. 3) rychlosti

10 - 30 ml.min™". Tim je ionexova kolona pfipravena k provozu.

Anexova kolona

600 ml anexové pryskyfice (2. 3. 6) se nasype do kddinky a pridd se 2000 ml
deionizované vody. Pryskyfice se nechd nejméné dvé hodiny botnat. Poté se
pfevede pomoci deionizované vody do kolony. V koloné musi byt zdtka ze skelné
vaty.

Kolona se promyje 0,3 M roztokem hydrogenuhli¢itanu amonného (2. 3. 4), az je
prostd chloridt. K tomu je tfeba asi 5000 ml roztoku. Znovu se promyje 2000 ml
deionizované vody. Voda se nahradi 2000 ml smési izopropanol/voda (2. 3. 3)
rychlosti 10 - 30 mL.min™". Tfm je ionexovd kolona ve formé OH pfipravena

k provozu.

Ionexova separace

Ionexové kolony se spoji tak, aby katexovd kolona byla umisténa nad anexovou
kolonou. Kolony se zahfeji na 323 K (50 °C) s pouzitim termostatické kontroly.
5000 ml roztoku, ziskaného v bod¢ 2. 4. 2, se zahieje na 333 K (60 °C) a vede se
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2.4.5

kombinacf kolon rychlosti 20 ml.min™". Kolony se promyiji 1000 ml horké smési
izopropanol/voda (2. 3. 3).

Pro ziskdni neiontovych povrchové aktivnich latek se spoji filtrdt a roztoky

z promyvani filtru a odpaii se do sucha, nejlépe v rotacni odparce. Odparek
obsahuje BiAS. Pfid4 se deionizovand voda az do ziskdni ureného objemu,

a v alikvotni ¢asti se stanovi obsah BiAS, jak je uvedeno v kapitole 3. 3. Roztok se
pouzije jako standardni roztok neiontovych syntetickych detergentii pro zkousku
rozloZitelnosti. Roztok je nutno pfechovdvat pii teploté pod 278 K (5 °C).

Regenerace iontoménicovych pryskyfric
Katex se po pouZiti odstrani.

Anex se regeneruje promytim asi 5000 - 6000 ml roztoku hydrogenuhlicitanu
amonného (2. 3. 4) priitokovou rychlosti pfiblizné 10 ml.min™, aZ je eludt prosty
aniontovych povrchové aktivnich latek (test s metylenovou modii). Poté se anex
promyje 2000 ml smési izopropanol/voda (2. 3. 3). Anex je opé€t piipraven

k provozu.
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STANOVENI NEIONTOVYCH POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK
V ROZTOCICH PRI ZKOUSCE BIOLOGICKE
ROZLOZITELNOSTI

3.1 PRINCIP

Povrchové aktivni latky se zkoncentruji a izoluji vypuzovanim plynem. MnoZstvi
neiontovych povrchové aktivnich ldtek v pouZitém vzorku by mélo byt v rozmezi
250 - 800 pg.

Povrchové aktivni ldtka ziskand vypuzenim plynem se rozpusti v octanu etylnatém.

Po oddéleni f4zi a odpafeni rozpoustédla se neiontovd povrchové aktivni ldtka
vysrdzi z vodného roztoku modifikovanym Dragendorffovym cinidlem (KBil, +
BaCl,+ ledova kyselina octova).

SraZenina se zfiltruje, promyje se ledovou kyselinou octovou a rozpusti se v roztoku
vinanu amonného. Vismut v roztoku se ztitruje potenciometricky roztokem
pyrrolidindithiokarbamdtu piti pH 4 - 5 s pouzitim hladké platinové indikaéni
elektrody a kalomelové nebo stfibro/chloridostfibrné referenéni elektrody.

Metodu lze pouZit pro neiontové povrchové aktivni ldtky obsahujici 6 - 30
alkenoxidovych skupin.

Spotieba pii titraci se pro pfepocet na referencni 1dtku, nonylfenol kondenzovany
s 10 moly etylenoxidu (NP 10), vyndsobi empirickym faktorem 54.

3.2 CINIDLA A VYBAVENI

Pro piipravu ¢inidel se pouZivd deionizovand voda.
3.2.1  Cisty octan etylnaty, Cerstvé predestilovany.
3.2.2  Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3) p.a.

3.2.3  Ztedénad kyselina chlorovodikova (20 ml koncentrované kyseliny (HCl) ziedéné
vodou na 1000 ml).

3.2.4  Methanol p.a., Cerstvé predestilovany, pfechovdvany ve sklenéné lahvi.
3.2.5  Bromkrezolovd Cerven, 0,1 g ve 100 ml ethanolu.

3.2.6  Srédzeci Cinidlo: srdZeci ¢inidlo je smés dvou objemi roztoku A a jednoho objemu
roztoku B. Smés se pfechovdvd v hnédé lahvi a Ize ji pouzit do jednoho tydne po
smiseni.

3.2.61 Roztok A

1,7 g oxid dusi¢nanu oxidu bismutu p.a. (BiONO3.H,0) se rozpusti ve 20 ml ledové
kyseliny octové a doplni se vodou na 100 ml. Ddle se rozpusti 65 g jodidu
draselného p.a. ve 200 ml vody. Tyto dva roztoky se smisi v 1000 ml odmérné
bance, pfidd se 200 ml ledové kyseliny octové (3. 2. 7) a doplni se vodou na 1000
ml.
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3.2.6.2

3.2.17

Roztok B
290 g chloridu barnatého (BaCl,.2H,0) p.a. se rozpusti v 1000 ml vody.

Ledova kyselina octovd 99 - 100 % (nizsi koncentrace nejsou vhodné)

Roztok vinanu amonného: 12,4 g kyseliny vinné p.a. a 12,4 ml roztoku amoniaku
p.a. (d = 0,910 g.ml™) se smisi a doplni vodou na 1000 ml (nebo se pouZije
ekvivalentni mnoZstvi vinanu amonného p.a.).

Ziedény roztok amoniaku: 40 ml roztoku amoniaku p.a. (d = 0,910 g.ml™) se ziedi
vodou na 1000 ml.

Standardni tlumivy octanovy roztok: 40 g tuhého hydroxidu sodného p.a. se
rozpusti v kddince v 500 ml vody nechd zchladnout. Ptfid4 se 120 ml ledové
kyseliny octové (3. 2. 7). Dukladné se promichd, ochladi a pfevede do 1000 ml
odmérné banky. Doplni se vodou po znacku.

Roztok pyrrolidindithiokarbamdtu (zndmy jako ,,karbatovy roztok“): 103 mg
pyrrolidindithiokarbamdtu sodného (CsHgNNaS,.2H,0) se rozpusti v asi 500 ml
vody, pfidd se 100 ml n - amylalkoholu p.a. a 0,5 g NaHCO; p.a. a doplni se vodou
na 1000 ml

Roztok siranu médnatého (pro standardizaci roztoku 3. 2. 11)
Z4isobni roztok

1,249 g siranu mé€dnatého (CuSO4.5H,0) p.a. se smisi s 50 ml 0,5 M roztoku
kyseliny sirové a doplni vodou na 1000 ml.

Standardni roztok

50 ml zdsobniho roztoku se smisi s 10 ml 0,5 M roztoku H,SO, a doplni se vodou
na 1000 ml.

Chlorid sodny p.a.

Piistroj pro stripovani plynem (viz obr. 5)

Primér porézniho (fritového) kotouce musi byt stejny jako vnitini primér valce.
Délici ndlevka 250 ml

Magnetické michadlo s magnetem 25 - 30 mm.

Goochtiv kelimek, primér perforovaného dna = 25 mm, typ G 4.

Kruhové papirové filtry se skelnym vldknem o priméru 27 mm s primérem vldkna
0,5-1,5 um.

Dvé filtra¢ni batiky s adaptéry a pryZovymi manZetami, 500 a 250 ml.
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3.2.20 Registracni potenciometr, vybaveny hladkou platinovou indikacni elektrodou a
kalomelovou nebo stibro/chloridosttibrnou referencni elektrodou o rozsahu
250 mV, s automatickou byretou o objemu 20 - 25 ml, nebo odpovidajicim
zafizenim s rucni obsluhou.

3.3 METODA

3.3.1 Koncentrace a separace povrchové aktivni litky

Vodny roztok se zfiltruje ptes jakostni filtra¢ni papir. Prvnich 100 ml filtrdtu se
vyleje.

Odmétfené mnozstvi vzorku, které obsahuje 250 - 800 pg neiontové povrchové
aktivni latky, se pfevede do stripovaciho pfistroje, ktery byl pfedtim promyt
octanem etylnatym.

Pro zlepSeni separace se ptfidd 100 g chloridu sodného a 5 g hydrogenuhli¢itanu
sodného.

Je-li objem vzorku vEtsi nez 500 ml, pfidaji se tyto soli do stripovaciho pfistroje
v tuhé formé, a rozpusti se probubldnim dusikem nebo vzduchem.

Pouzije-li se vzorek o menSim objemu, rozpusti se tyto soli ve 400 ml vody a pak se
pfidaji do stripovaciho pfistroje.

Pfid4 se voda tak, aby hladina dosdhla k hornimu uzaviracimu kohoutu.
Na vodni hladinu se opatrné pfidd 100 ml octanu etylnatého.

Promyvacka v ¢dsti pro plyn (dusik nebo vzduch) se naplni do dvou tfetin octanem
etylnatym.

Piistrojem se nechd prochdzet plyn priitokovou rychlosti 30 - 60 Lh™'; doporucuje se
zapojeni rota¢niho pritokoméru. Intenzita provzdusiovani se musi na pocatku
zvysSovat postupné. Rychlost pritoku plynu je nutné nastavit tak, aby faze zdstaly
znatelné oddéleny z divodu minimalizace miSeni fdz{ a rozpousténi octanu
etylnatého ve vodé. Po péti minutdch se priitok plynu zastavi.

Dojde-li k ubytku organické faze rozpusténim ve vodé vétSimu nezZ 20%, je nutno
postup opakovat se zvldStni pozornosti na rychlost probubldni plynu.

Organickd faze se slije do délici nédlevky. Piipadnd voda v délici nédlevce z vodné
faze, které by mélo byt jen nékolik ml, se vrati do stripovaciho pfistroje. Fdze octanu
etylnatého se zfiltruje pfes suchy jakostni filtra¢ni papir do 250 ml kddinky.

Do stripovaciho pfistroje se pfidd dalSich 100 ml octanu etylnatého a znovu se
nechd prochdzet dusik nebo vzduch po dobu péti minut. Poté se organickd fdze
pfepravi do délici ndlevky, pouzité pii prvnim dé€leni, vodnd fdze se odstrani a
organickd fdze se zfiltruje pfes tyz filtr jako prvni podil octanu etylnatého. Délici
ndlevka i filtr se propldchnou asi 20 ml octanu etylnatého.

Etylacetdtovy extrakt se na vodni ldzni odpafi do sucha (v digestofi). Pro urychleni
odpafovani se na hladinu roztoku zavede jemny proud vzduchu.
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3.3.2

3.3.3

3.3.4

3.3.5

3.3.6

Srazeni a filtrace

Suchy odparek dle 3. 3. 1 se rozpusti v 5 ml metanolu, pfidd se 40 ml vody a 0,5 ml
ziedéného roztoku HCI (3. 2. 3), a smés se promichd magnetickym michadlem.

K tomuto roztoku se z odmérného valce pfida 30 ml srdazectho ¢inidla (3. 2. 6).
Srazenina se vytvoii po opakovaném michdni. Po 10 minutdch michdni se smés
nechd nejméné pét minut stat.

Smés se zfiltruje pies Goochiv kelimek, na jehoZ dno se polozi filtracni papir ze
skelnych vldken. Nejdfive se filtr promyje za odsdvani asi 2 ml ledové kyseliny
octové. Poté se peclivé omyji kddinka, magnet a kelimek ledovou kyselinou
octovou, jiZ je tieba asi 40 - 50 ml. SraZeninu ulpélou na sténdch kddinky neni nutné
pfevést na filtr kvantitativné, protoZe roztok srazeniny se pro titraci vrati do srdZeci
kddinky a zbyvajici sraZzenina se pak rozpusti.

Rozpusténi sraZeniny

Srazenina ve filtracnim kelimku se rozpusti v horkém roztoku vinanu amonného (asi
80 °C, 353 K) (3. 2. 8), ktery se pfiddvd ve tfech ddvkach po 10 ml. Kazdd davka se
pfed odsdtim filtrem do banky nechd nékolik minut stdt v kelimku.

Obsah filtracni banky se pfevede do kddinky pouzité ke sraZeni. Stény kddinky se
opldchnou dalSimi 20 ml roztoku vinanu, aby se rozpustil zbytek sraZeniny.

Kelimek, adaptér a filtra¢ni baika se peclivé oplachnou 150 - 200 ml vody a tato
voda se vrati do kddinky pouZité pro srdzeni.

Titrace

Roztok se promichd magnetickym michadlem (3. 2. 16), pfidd se n€kolik kapek
bromkrezolové Cerveni (3. 2. 5) a priddva se zfedény roztok amoniaku (3. 2. 9), az
se zbarveni zméni na fialové (roztok je mirné kysely piitomnosti zbytku kyseliny
octové pouzité k promyti).

Pak se pridd 10 ml standardniho tlumivého octanového roztoku (3. 2. 10), elektrody
se ponoii do roztoku a potenciometricky se titruje standardnim ,.karbatovym
roztokem®, pfi¢emz Usti byrety je ponofeno do roztoku.

Rychlost titrace nesmi pfesahnout 2 ml.min™.
Bod ekvivalence je prisecikem teCen obou vétvi kiivky potencidlu. Nékdy se

pozoruje plochy priibéh inflexe kiivky potencidlu; tomu je mozné se vyhnout
peclivym ocisténim platinové elektrody (vylesténim smirkovym papirem).

Slepa stanoveni

SoubéZné s celym postupem se provddi slepé stanoveni s S ml metanolu a 40 ml
vody podle ndvodu uvedeného v bodé 3. 3. 2. Spotieba pfi slepé titraci musi byt
nizs$i nez 1 ml, jinak je podezieni na nedostatec¢nou Cistotu ¢inidel (3. 2.3 -3.2.7 -
3.2.8-3.2.9-3.2.10), zejména na jejich obsah tézkych kovu, a je nutno je

vyménit. Slepé stanoveni je nutné vzit v ivahu pfi vypoctu vysledkda.

Kontrola faktoru ,,karbatového roztoku*

Faktor karbatového roztoku se stanovi v den pouZiti. Po pfiddni 100 ml vody a
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3.4

3.5

10 ml standardniho octanového tlumivého roztoku (3. 2. 10) se ztitruje 10 ml
roztoku siranu médnatého (3. 2. 12) karbatovym roztokem. Je-li spotieba ,,a“ ml, je
faktor f:

f=—
a

a vSechny vysledky titraci se ndsobi timto Cinitelem.

VYPOCET VYSLEDKU

Kazdd neiontovd povrchové aktivni latka md svij vlastni faktor, zdvisly na jejim
sloZeni, zejména na délce alkenoxidového fetézce. Koncentrace neiontové
povrchové aktivni ldtky se vyjadiuje ve vztahu ke standardni ldtce - nonylfenolu s 10
etylenoxidovymi jednotkami (NP 10) - pro ktery je prepocitavaci faktor 0,054.

S pouZitim tohoto faktoru se zjisti mnozstvi povrchové aktivni latky, pfitomné ve
vzorku, vyjddiené v mg ekvivalentu NP 10:

(b -c).f.0,054 = mg neiontové povrchové aktivni latky jako NP 10

kde

b = objem ,,karbdtového roztoku*, spotiebovaného u vzorku (ml),

¢ = objem ,,karbatového roztoku®, spotiebovaného pfi slepém stanoveni (ml),
f = faktor ,,karbatového roztoku*.

VYJADRENI VYSLEDKU

Vysledky se vyjadii v mg.l"! jako NP 10 zaokrouhlené na nejblizsf 0,1.
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Obrdzek 1

A B
(@)
Vzduch

A. Zdasobni nddoba E. Mamutka

B. Davkovaci zafizeni F. Sbérnad nadoba

C. Provzdusnovaci komora G. Provzdusnovac

D. Usazovaci nddoba H. Pritokomér vzduchu
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Obrdzek 4
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Obrdzek 5

Zarizeni pro stripovani plynem

(Rozméry v milimetrech)
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1.1

1.2

1.3

1.3.1

1.3.2

1.3.2.1

1.3.2.2

STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI
ANIONTOVYCH POVRCHOVE AKTIVNICH
LATEK

ZARIZENI POTREBNE PRO MERENI

Méfici metoda pouzivd malé zafizeni zpracovdvajici aktivovany kal, zndzornéné na
obrdzku 1 a podrobnéji na obrdzku 2.

Zaftizeni sestdva ze zdsobniku syntetické odpadni vody A, ddvkovaciho Cerpadla B,
provzdusnovaci nddoby C, usazovaci nddoby D, mamutky E pro recyklaci
aktivovaného kalu a nddoby F pro shromazdovdni upravené odtokové vody.

Nddoby A a F musi byt ze skla nebo z vhodného plastu o obsahu nejméné 24 litrt.
Cerpadlo B musf zaru¢ovat konstantni priitok syntetické odpadni vody do
provzdusiiovaci nddoby; tato n ddoba obsahuje za normdlniho provozu tfi litry
smésné kapaliny. Porézni provzdusSiovaci kostka G je ponofena v nddobé C u
vrcholu kuZele. Mnozstvi vzduchu proslé provzdusSiiovacem se sleduje
pritokomérem H.

SYNTETICKA ODPADNI VODA

Pro zkousku se pouziva syntetickd odpadni voda, pfipravovand denné v mnoZzstvi
24 1 roztoku, ktery v kazdém litru vodovodni vody obsahuje ndsledujici latky:

160 mg peptonu,
110 mg masového extraktu,
30 mg mocoviny (CO(NH,),),
7 mg chloridu sodného (NaCl),
4 mg chloridu vdpenatého (CaCl,.2H,0),
2 mg siranu hofecnatého (MgSO,4.7H,0)
20 + 2 mg latky aktivni na methylenovou modi (MBAS)

MBAS se extrahuje ze zkouSeného vyrobku postupem popsanym v kapitole
(2. 1. 2). Syntetickd odpadni voda se pfipravuje denné Cerstva.

PRIPRAVA VZORKU

Zakladni vyrobek, obsahujici pouze MBAS, mtize byt zkousen v pivodnim stavu.
Pro piipavu zkusebniho roztoku (M) musi byt stanoven obsah MBAS

Kombinované vyrobky se analyzuji na obsah MBAS a mydla. Musi se extrahovat
alkoholem v souladu s ndsledujicimi podminkami:

Isopropanolova extrakce, jestlize vzorek obsahuje méné mydla nez MBAS (viz
kapitola 2).

Isopropanolové extrakce a odstranéni mydla, jestlize vzorek obsahuje vice mydla
nez MBAS (viz kapitola 2).

Pro ptipravu zkuSebnich roztokl (M) musi byt zndm obsah MBAS v obou
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1.4

1.5

1.6

extraktech.

CINNOST ZARIZENI

Provzdusiiovaci nddoba C a usazovaci nddoba D se na pocdtku naplni syntetickou
odpadni vodou. Vys$ku nddoby D je tieba nastavit tak, aby objem, obsaZeny

v provzdusiiovaci nddobé C, byl 3 litry. Poté se uvede do provozu provzdusiovaci
zafizeni G, mamutka E a ddvkovaci zafizeni B. Syntetickd odpadni voda musi
protékat provzdusSnovaci nddobou C rychlosti jednoho litru za hodinu; z toho
vyplyva stfedni doba zdrzeni 3 hodiny. Rychlost provzdusiovdni je nutné regulovat
tak, aby obsah nddoby C byl neustéle udrZzovén v suspenzi a obsah rozpusténého
kysliku ¢inil nejméné 2 mg.I". P&nénf je nutné pfedchazet vhodnymi prostiedky.
Nesm¢éji se pouzivat €inidla proti pénéni, kterd inhibuji aktivovany kal nebo obsahuji
MBAS. Mamutku E je tfeba nastavit tak, aby se aktivovany kal z usazovaci nddoby
kontinudlné a pravidelné recykloval do provzduSinovaci nddoby C. Kal, ktery se
nashromdzdi kolem horni ¢dsti provzdusinovaci nddoby C, na dné usazovaci nddoby
D nebo v cirkulaénim okruhu, je nutné vracet do cirkulace nejméné jednou denné
seSkrabdnim kartdicem nebo jinym vhodnym zpiisobem. Pokud se kal neusazuje, je
mozné zvysit jeho hustotu ptidavky 2 ml ddvek 5 % roztoku chloridu Zelezitého,
opakovanych podle potfeby.

Voda odtékajici z usazovaci nddoby D se shromaZduje v nddobé F po dobu 24
hodin, po této dobé se po diikladném promiseni odebere vzorek.

Nddobu F je pak nutno peclivé vycistit.

KONTROLA MERICIHO ZARIZENI

Obsah MBAS (v mg.1™) v syntetické odpadni vodé se stanovuje bezprostiedné pied
pouZitim.
Obsah MBAS (v mg.I™") v odtokové vodé, shromaZdované po dobu 24 hodin

v nddobé F, je tfeba stanovovat analyticky stejnou metodou co nejdiive po
shromazdéni. Koncentrace musi byt stanovena s piesnosti na 0,1 mg.1" MBAS.

Pro kontrolu uéinnosti probihajiciho procesu se nejméné dvakrat tydné ve filtrované
syntetické odpadni vodé, stejné tak jako v odtokové vodé¢, shromaZzdované

v nddobé F, zmé&if chemicka spotieba kysliku (CHSK). Ubytek CHSK se vyjadiuje
v procentech.

Ubytek CHSK je ustdlen, kdyz se dosdhne pfiblizné pravidelného denniho rozkladu
MBAS, tzn. na konci zdbéhové doby, jak zndzoriiuje obrédzek 3.

Ztréta Zthdnim suSiny aktivovaného kalu v provzdusiovaci nddobé by méla byt
stanovena dvakrat tydn& (v gI™"). Je-li hodnota vy$f nez 2,5 mg.l”, nadbyteény
aktivovany kal musi byt odstranén.

Zkouska se provadi pfi pokojové teploté; tato musi byt stdld a nesmi klesnout pod
18 °C ani presdhnout 30 °C.

VYPOCET BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI

Kazdy den se pocitaji procenta rozkladu MBAS na zdkladé stanoveného obsahu
MBAS v mg.I" v syntetické odpadni vodé a odpovidajici odtokové vodg,
shromaZdované v nddobé F.
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1.7

1.7.1

1.7.2

Takto ziskané hodnoty rozkladu se zndzornuji graficky jak je ukdzdno na obrédzku 3
(pozndmka 1. 7. 2).

Rozlozitelnost MBAS se vypocte jako aritmeticky primér hodnot, ziskanych béhem
21 dni, které ndsleduji po zdbéhové dobé, béhem nichz byl rozklad pravidelny a
provoz zatizeni bezporuchovy . V Zddném pfipadé nemd trvani zdbéhové doby
pfesdhnout Sest tydnd.

POZNAMKY

Pti stanoveni biologické rozloZitelnosti zohledfiuji nékteré pfedpisy obsah mydla.
V nékterych piipadech je mozné pfipustit niZsi frekvenci odbéru vzorkd, napft.

1 vzorek za kazdé dva az tii dny, avSak pro vypocet primérné hodnoty je tfeba

pouzit nejméné 14 vysledkd, ziskanych béhem 21 dni ndsledujicich po zdb&hové
dobé.
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PREDBEZNA UPRAVA ZKOUSENYCH VYROBKU

2.1 ALKOHOLICKY EXTRAKT

Utelem extrakce je oddélit z komeréniho vyrobku nerozpustné a anorganické
slozky, které by mohly za urcitych podminek narusit zkousky biologické
rozloZitelnosti.

Kvantitativni oddé€leni téchto sloZek neni nutné, neni nutnd ani kvantitativni extrakce
aktivnich sloZek. Je vSak tfeba, aby nejméné 90 % sloZek aktivnich k methylenové
modii, z vyrobku, ktery md byt zkouSen, bylo zkoncentrovdno v extraktu.

Pro ptipravu alkoholovych extraktl jsou vhodné dvé metody, jedna pouZzivajici
ethanol a druhd pouZzivajici izopropanol. Izopropanolovd metoda je zvldsté vhodn4,
jestlize se jednd o velkd mnoZzstvi materidlu, jak vyzaduje potvrzujici zkouska.

2.1.1  Ethanolovy extrakt

2.1.1.1 Priprava vzorkii
(i) Prasky

Pfipravi se pfiblizné 250 g vzorku bud kvartovdnim nebo podle Doporuceni ISO
¢. 607.

Vzorek se rozdrti na domdcim rotaénim mlynku tak, aby vysledné ¢dstice prachu
nebyly vétsi nez 250 mikrond.

Préasek se opatrné promisi a ulozi do vhodného obalu.

(i) Kapaliny

Odvdzi se asi 40 g homogenizované ldtky s pfesnosti na 1 g a pfenese se do
banky s kulatym dnem, popsané v 2. 1. 1. 2 (iii) niZe.

Prida se 50 ml ethanolu (2. 1. 1. 2) (ii) a odpafuje se na vodni ldzni do sucha za
soucasného odsdvani tékavych zplodin tak dlouho, a7z dv€ ndslednd vdZeni se
nelisi vice nez o 0,1 g. K vdZeni miZe byt pouZita jakdkoliv vdha s presnosti 0,01 g.

2.1. 1.2 Priprava roztoku v ethanolu
(i) Princip

Ethanolovéd extrakce dostatecného mnozstvi ldtky pro stanoveni obsahu
mydla nebo jinych aniont nebo pro biologické zkousky.

(i ) Cinidlo
95 % - 96 % ethanol.
(iii) Vybaveni

BéZné laboratorni vybaveni, které obsahuje predevsim:
baniku objemu 1 1s kulatym dnem, krdtkym hrdlem a zdbrusem 29/32;
vertikalni chladiC se zabrusem 29/ 32 o délce 400 mm;
fritovy filtr 10 - 20 mikron;
odmérnou banku o objemu 1 1.
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2.1.1.3

2.1.2

2.1.2.1

2.1.2.2

2.1.2.3

Postup

Znamd navazka E (tj. 40 g + 1 g) latky (2. 1. 1. 1 (i)) se nasype do 1 litrové baiky
nebo se pouZije suchy extrakt, pfipraveny dle 2. 1. 1. 1 (ii).

Prida se 500 ml ethanolu (2. 1. 1. 2 (ii)), pfipoji se chladi¢ a vaii se po dobu 15
minut. Poté se dekantuje kapalnd vrstva a horkd se odsaje pies fritovy filtr. Tento
postup se aplikuje na zbytky v barice 2 x, k ¢emuz se pouzije dvou ddvek po 200 ml
ethanolu. Extrakty se spoji kvantitativné s oplachy filtru v odmérné barce, doplni do
1 litru ethanolem a opatrné se promisi.

Isopropanolovy extrakt

Potiebné mnozZstvi, které odpovida asi 50 g MBAS v extraktu, se vypocitd z obsahu
MBAS v komerénim vyrobku. Toto mnoZzstvi je dostacujici pro dvé potvrzujici
zkousky.

Vybaveni

Podle rozsahu stanovent:

Nddoby: objem 3 - 25 litrd, napi. dlouhohrdlé lahve nebo smaltované nddoby.
Michacky: rychlobéZnd michadla vrtulového nebo kulickového typu.

Odsavaci nédlevky (Biichner): az do priméru 30 cm.

Odsévaci banky: az do objemu 20 litri.

Délici ndlevky: azZ do objemu 20 litrt.

Destila¢ni baiiky: aZ do objemu 10 litrd.

Jimaci banky: az do objemu 10 litrd.

Porceldnové misky: o priméru okolo 20 cm.

Destilacni kolony, chladice, vodni ldzné.

Cinidla

Destilovand nebo demineralizovand voda.

Isopropanol, Cisty.

Uhlic¢itan draselny (K,CO3), chemicky Cisty.

Hydroxid draselny (KOH), 10 % -ni roztok.

.....

Postup

(i) Predbéznd tprava

Pevné komer¢ni vyrobky: smisi se s destilovanou vodou (2. 1. 2. 4 (i)) na

jemnou pastu za Ucelem rozruseni jakychkoliv struktur pfitomnych v pasté (michd

se 10 minut). Na kazdych 10 g pouzité vody se ptidd 60 g uhli¢itanu draselného
a stdle se micha (10 minut) do rozpusténi.

Kapalné nebo polokapalné komercni vyrobky: Upravuji se v podstaté stejnym
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zptsobem jako pevné vyrobky. Kapalny podil odpafeny na vodni ldzni, ktery se
stanovi pfedbéZnou zkouskou na piiblizné 10 g 1dtky, se povazuje za obsah

vody, i kdyZ jsou zde pfitomna tékavd organickd rozpoustédla. MnoZstvi
pfidaného uhli¢itanu draselného bude zdviset na obsahu vody, stanoveném, jak je
uvedeno vyse.

Kyselé suspenze nebo roztoky: neutralizuji se pfiddnim 10% -niho roztoku
hydroxidu draselného jesté pfed pfidanim uhliitanu draselného.

.....

.....

neni Skodlivy.

(ii) Extrakce

Prid4 se isopropanol, smés se michd po dobu 30 minut a zfiltruje se odséatim.
Opakované se opldchne zbytek na filtru malym mnoZstvim isopropanolu. Filtrat,
ktery se musi v kazdém piipadé€ rozdé€lit do 2 vrstev v odsdvaci barice, se
splachne pomoci isopropanolu do délici barniky. Spodni vodna vrstva se odpusti
a odstrani: vrchni isopropanolova vrstva se zfiltruje pres sklddany filtr do
destilacni banky a poté pokud mozno kvantitativné oddestiluje na vodni lazni (2.
1. 2. 4 (ii1)). Destila¢ni zbytky se pirevedou kvantitativné oplachnutim
isopropanolem do porceldnové misky a na vodni 1dzni se obsah za Castého
michdni zahusti. Zahusfovaci proces pokracuje tak dlouho, az naslednd dvé
vdZeni v rozmezi 1 hodiny nevykazujf rozdil vétsi nez 10 g. Extrakt se rozpusti
ve vodé na vodni ldzni a v tomto roztoku se stanovi obsah MBAS.

Potom

g MBAS v roztoku extraktu

. 100 = extrak¢ni vytézek v %
g MBAS v komer¢nim vyrobku
2.1.2. 4 Pozndmky
Pti provddéni extrakce je tieba vzit v tvahu:

(i) Rozdilnost komerénich vyrobkt je takova, Ze nelze specifikovat optimalni
relativni poméry vody a isopropanolu, které se maji pouZit pfi zkouSeni daného
vyrobku, protoZe se méni piipad od pfipadu. Nicméné zkuSenosti ukdzaly, Ze
potfebnd mnoZstvi vody jsou v ndsledujicich pomérech:
komeréni vyrobek (hm. dily) : voda (obj. dily) : isopropanol (obj. dily)

1 : 0,5-2 : 1-25

V podstaté v§ak horni limity pro vodu a isopropanol neexistuji.

Cim vice ldtky m4 tendenci se shlukovat do suspenze, tim vice je tieba pfidat
vody; vodu je tfeba ptiddvat, dokud je pfi michdni na dné sediment.

Objem isopropanolu nemd byt mensi nezZ uvadi ndsledujici vztah:
komerc¢ni vyrobek : isopropanol =1 : 1

VEtsi objem isopropanolu je tfeba, jestlize obsah MBAS v komer¢nim vyrobku
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2.2

2.2.1

2.2.2

znacné presdhne 10 %, nebo jestlize pfi michdni dojde k rychlému oddéleni
isopropanolové a vodné fdze.

(ii)) Vodnd faze musi byt nasycena uhli¢itanem draselnym; maly nadbytek neni
Skodlivy. Jestlize koncentrace uhli¢itanu draselného je pfili§ mald, pak se fdze
bud neoddéli nebo isopropanolovd faze obsahuje pfili§ mnoho vody, coZ oboji
m4d neZddouci vliv na extrakéni proces.

(iii) Isopropanolovy destilat obsahuje vodu a musi byt nasycen uhli¢itanem
draselnym; spodni vrstva, kterd se oddéli, musi byt odstranéna. Isopropanol,
ktery zistal, mize byt pouZit pro Cerstvou extrakci. Destildty, ziskané pti
zkouSeni kapalnych komercnich vyrobkl se nesmi pouZit s ohledem na moZnou
pfitomnost jinych rozpoustédel.

ODDELOVANI MYDLA Z ISOPROPANOLU

ZkousSeni biologické rozlozitelnosti MBAS u komercnich vyrobkl mlize byt
zkresleno, 1 kdyZ se pouzije isopropanolovy (IPA) extrakt. Kfivky rozkladu snadno
se rozklddajictho MBAS se pak mohou zddt podobné tém, které odpovidaji nizké
rozloZitelnosti TBS. Pfed zkouSenim rozloZitelnosti MBAS je nutné oddélit z
alkoholického extraktu rusivé mydlo. Tento postup je uréen k zabezpeceni
preparaéniho odstrafiovdni dosti velkého mnozstvi mydla z IPA extraktu. Ziskany
extrakt je pouZivdn jen pro zkouSeni rozkladu MBAS a nesmi byt pouZit pro dalsi
analytickd stanoveni a separace.

Princip oddélovani mydla

Dostatecné mnozstvi IPA extraktu k ziskdni nejméné 25 g MBAS se rozpusti

v methanolu. Roztok se okyseli kyselinou chlorovodikovou, aby se uvolnily mastné
kyseliny obsaZené v mydle. Po pfiddni vody v poméru 80 : 20 methanol/voda se
mastné kyseliny extrahuji petroléterem a extrakt se odstrani. Fdze methanol/voda se
opét zalkalizuje a odpaii se do sucha.

Suchy zbytek se po stanoveni obsahu MBASpouZije pfimo pro zkouSku
rozloZitelnosti.

Postup

Ve 2litrové Erlenmayerové barice se rozpusti za mirného zahtivani mnozstvi IPA
extraktu obsahujici nejméné 30 g MBAS v pfiblizné 100 ml methanolu. Po pfiddn{
celkem 800 ml methanolu se pfidd 5 - 10 kapek roztoku bromfenolové modfi
(0,04%) a titruje se na pH 3 (ZIluté zabarveni) 2 M roztokem Kyseliny
chlorovodikové. Po zapocteni objemu pfidané kyseliny chlorovodikové se doplni
destilovanou vodou na celkovy objem 1 litru.

Roztok bromfenolové modfi: 0,4 g bromfenolové modfi se rozpusti ve 200 ml
96%niho ethanolu a doplni se destilovanou vodou do 1 litru.

Za ucelem extrakce mastnych kyselin se protiepe roztok v délici ndlevce
odpovidajici velikosti jednou s 300 ml a dvakrdt s 200 ml n-hexanu. Je-li to nutné,
miiZe se extrakce provést v nékolika malych délicich ndlevkach. Kdyz se objevi
zakalené prechodné vrstvy, pfidaji se ke spodni fazi v prvnich dvou extrakcich a k
vrchni f4zi posledni extrakce. JestliZe stiedni objem roztoku neni dostacujici pro
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rozpousténi a extrakci v pfipadé velmi vysokého obsahu mydla, miiZe se pouZzit
odpovidajci ndsobek.

n-hexanové frakce se spoji a promyji se 200 ml smési methanol-voda (80:20).
Zakalené pfechodné vrstvy se zachyti v n-hexanové fazi, kterd se odstrani.

Metanol-vodnd fdze se spoji a titruje se na pH 9 1M roztokem hydroxidu sodného
na fenolftalein. Roztok se zahus$fuje na vodni ldzni tak dlouho, az se metanol odpafi
a extrakt se na vodni 14zni znovu rozpusti ve vodé. Obsah MBAS tohoto roztoku se
stanovi pomoci vySe popsané metody.
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Obrdzek 1

Vzduch

A B
o) |
Vzduch

A. Zasobni nadoba E. Mamutka

B. Davkovaci zafizeni F. Sbérna nadoba

C. Provzdusnovaci komora G. Provzdusnovac

D. Usazovaci nddoba H. Pritokomér vzduchu



Obrdzek 2
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’ Biologicky rozklad (%)

Obrdzek 3

Vypocet biologické rozlozitelnosti - Potvrzujici zkouska
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