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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva ekotoxicitou odpadnich vod se zaméienim

na odpadni vody z Fakultni nemocnice v Motole.

FN Motol je nejvétsim zdravotnickym zafizenim v republice a ma tak nejvétsi
produkci odpadnich vod. Nemocni¢ni odpadni vody obsahuji fadu chemickych latek,
1é¢iv, dezinfekénich prostiedkd, téZzkych kovi apod. a tyto latky nemusi byt
Vv procesu €iSténi vzdy dokonale odstranény. Takto kontaminované vody se dostavaji
do povrchovych a podzemnich vod a mohou piedstavovat riziko pro zivotni

prostiedi.

V praktické ¢asti diplomové prace byly sledovany odpadni vody pied
dezinfekci a odpadni vody po dezinfekci chlornanem sodnym. Ekotoxikologické
testy byly provedeny podle platnych ¢eskych technickych norem, metodického
pokynu MZP na zastupcich ryb (Poecilia reticulata), zooplanktonu (perloo¢ka
Daphnia magna), fytoplanktonu (zelena fasa Desmodesmus subspicatus), vyssich

rostlin (hoicice bila Sinapis alba) a bakterii (luminiscenéni bakterie Vibrio fischeri).

Klic¢ova slova: ekotoxicita, odpadni vody, zdravotni rizika



Abstract

This diploma thesis deals ecotoxicity wastewater with a focus on wastewater

of Motol University Hospital.

Motol University Hospital is the largest hospital in the Czech Republic and has

the largest production of wastewater.

Hospital wastewater contains many chemicals, pharmaceuticals, disinfectants,
heavy metals etc.. And these substances cannot be completely eliminated during
wastewater treatment. Such water is then taken into the surface and groundwater

where it can be dangerous for the environment.

There were studied infectious wastewater before disinfection and discharged

wastewater desinfected by solution of a sodium hypochloride.

Ecotoxicity was determined by acute toxicity tests which according to valid
Czech technical standards, methodological guidelines and legislation. Tests were
carried out to representatives of fish (aquarium fish Poecilia reticulata), zooplankton
(daphnia Daphnia magna), phytoplankton (green algae Desmodesmus subspicatus),

higher plants (white mustard Sinapis alba) and luminescent bacterium Vibrio fisheri.

Keywords: Ecotoxicity, wastewater, health risks
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Pouzité zkratky
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Cistirna odpadnich vod

Ceska technicka norma

Diplomova prace

(half maximal effective concentration)

Koncentrace, ktera negativné ovlivni 50 % testovanych jedinct

Vv daném casovém useku

(Fish Embryo Acute Toxicity Test)
Fakultni nemocnice

(half maximal inhibitory concentration)

Koncentrace, ktera zptisobi 50 procentni inhibici rastu kofene

Sinapis alba ve srovnani s kontrolou ve zvoleném ¢asovém tseku
The International Organization for Standardization
(lethal concentration)

Koncentrace, pfi které uhyne 50 % testovanych jedinct v daném

casovém useku.
(Lowest Observed Effect Concentration)

Nejnizsi testovana koncentrace latky, pti které bylo pozorovano
statisticky vyznamné nepfiznivé piisobeni na organismy ve srovnani

s kontrolou.
Ministerstvo zivotniho prostredi
(No Observed Effect Concentration)

Nejvyssi testovana koncentrace latky, pii které nedoslo ke statisticky
vyznamnému nepiiznivému plisobeni na organismy ve srovnani

s kontrolou.

Vodikovy exponent



1. Uvod

Voda je zakladni slozkou zivotniho prostedi. Ovliviiuje celou fadu organismu
I procesti v piirode€. V civilizaci je voda ovliviiovana piisobenim ¢lovéka, ktery mize

svou ¢innosti vyrazné toto prostredi vyrazné poskodit.

S rostoucim poctem obyvatel se V civilizovaném svéte rozsifuji i chemické
latky - 16¢iva, ktera maji za tikol ochrénit ¢lovéka pred nemocemi. Jak uvadi Sidlova,
Podlipna, Van¢k (2011), Ié¢iva jsou zpravidla malo tékavé latky a Sifi se vodnim
prostfedim. Za pronikédnim do prostfedi stoji nejen vyssi spotieba, ale Casto
i nedokonala likvidace. Léciva, ktera nejsou degradovana v COV, mohou nasledng
kontaminovat vSechna vodni prostiedi - feky, jezera, spodni vody i vody pitné. Tyto

latky ¢i jejich metabolity zde piedstavuji riziko pro organismy.

V EU je pouzivano v medicin¢ asi 3000 riznych latek. Nejvice analgetika,
1é¢iva s protizadnétlivym ucinkem, kontraceptiva, antibiotika, betablokatory,
neuroaktivni latky atd. (Sidlova, Podlipna, Vangk, 2011).

Zdravotnicka zafizeni maji na jejich vypousténi majoritni podil.
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2. Cile prace

Cilem diplomové prace bylo stanoveni ekotoxicity vybranych odpadnich vod.
Za ucelem dosazeni tohoto cile byly odebrany vzorky odpadnich vod ptfed oSetienim
chlornanem sodnym a vzorky odpadnich vod oSetifené chlornanem sodnym,

se zamérem porovnat a vyhodnotit plisobeni chloru na testovaci organismy.

Dalsim cilem bylo srovnani vysledki test na jednotlivych organismech
a pfipadné vytipovani sady testit vhodné pro testovani odpadnich vod ze
zdravotnictvi.

Soucasti této prace je i nasledné porovnani vysledki se zavéry stejné

zaméfenych praci.
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3. Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je interdisciplinarni védni obor, ktery kombinuje poznatky véd
studujicich ekosystémy (ekologie) a védy studujici interakce chemickych latek
s organismy (toxikologie) (Pavlikova a kol. 2008). V tomto se lisi od klinické
toxikologie, ktera se zabyva pusobenim latek pouze na ¢lovéka. Soucasti
ekotoxikologie je i monitoring toxickych latek v zivotnim prostiedi (Koc¢i, Mocova,
2009).

Termin ekotoxikologie poprvé pouzil dr. René Truhaut v roce 1969 a definoval
ekotoxikologii jako védu studujici nepiiznivé ucinky chemikalii s cilem chranit
prirodni druhy a spolecenstva. Jejim cilem je sledovat, monitorovat, a predpovidat

osud a vlivy cizorodych latek v prostiedi (Moriarty, 1988).
3.1. Vyznam ekotoxikologie

Testovani ekotoxickych ucinkti je vyznamné jak z hlediska ochrany Zivotniho
prostiedi, tak i z hospodaiského hlediska. Poskozeni funk¢nosti prostredi toxickymi
latkami ma za nasledek i sniZzeni schopnosti plnit dilezité funkce, jako jsou napft.

kvalitni pitna voda a ovzdusi, poskytovani surovin atd. (Ko¢i, Mocova, 2009).

Hlavnimi cili jSou poznani interakci mezi Zivymi organismy
a chemickymi/toxickymi latkami v prostfedi na vSech irovnich a nasledné vyuziti
poznatkt pro raciondlni ochranu zivych organismd, jejich populaci, spolecenstev

a ekosystémi pied chemickym znecisténim (Pavlikova a kol., 2008).
3.2. Toxicita

Toxicitou se rozumi G¢inek cizorodé latky na spolecenstva rostlin i zivo€ichu.
Toxicita se projevuje i bez vlivu ¢lovéka a to piisobenim meziproduktii pti rozkladu
tél organismu (latky jako CH4 CO2 H,S, NH; a dalsi). Tomuto jevu se tika pfirozena
toxicita (Stépanek, 1979).

Toxicita se déli podle rychlosti ptisobeni na organismus. Akutni toxicita je
takova, U niz se plisobeni latky projevi témét okamzité. VétSinou v fadu minut az
hodin. A to pfimo na organismu, ktery je pisobeni vystaven. Pfi tzv. chronické

toxicité se jedovaty ucinek projevi v fadu tydnd az mésict. Zde se ucinek projevi az
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na dalSich vyvojovych generacich (problémy s plodnosti, zmény na potomcich apod.)
(Sladeckova, Sladecek, 1997).

3.3. Testy ekotoxicity

Pokud chceme hodnotit ekotoxikologické vlastnosti latek, pouzivame tzv.

biologické testy toxicity (biotesty, bioassays, laboratorni zkousky toxicity).

Principem biotestu je kontakt testované latky se zkusebnim organismem.
Z reakce organismu potom mizeme posoudit, jestli je testovana latka toxicka. Biotest
vétsinou nedava informaci, ktera toxicka latka je ve vzorku piitomna, k tomu je

nutna chemicka analyza (Hoffman a kol., 2003).

Druhy testi

Existuji rizné zpiisoby déleni ekotoxikologickych testti. Mezi zakladni patii

déleni:

Podle doby expozice — akutni, semiakutni (semichronické) a chronické

» Podle pokrocilosti testovaciho systému (3 generace testill):
= 1. generace — klasické (standardni) testy

= 2. generace — mikrobiotesty
= 3. generace — biosenzory, biosondy, biomarkery

» Podle trofické urovné testovacich organismii — producenti, konzumenti
a destruenti

* Podle testované matrice — voda, sediment, odpad, chemicka latka, aj.

= Podle spektra testovacich organismi — jednodruhové, vicedruhové a to jak
ptirodni spolecenstva, tak i laboratorni smési druhti

= Podle typu testovaciho vzorku — ptirodni vzorky, ¢isté chemické latky, smési
latek

» Podle zptsobu ptipravy vzorku — testovani vyluht ptirodnich vzorkii,
definované koncentrace chemickych latek

» Podle stupné komplexnosti zkoumaného systému — enzymy, biosondy, buniky
a tkan¢, zivé organismy, populace, mikrokosmos a mezokosmos, terénni
experimenty

* Podle zpisobu vyhodnocovani — letalni efekt (mortalita, imobilizace),
subletalni efekt (chovani organismu, napt. rychlost pohybu), fyziologicka
aktivita (napf. hodnoceni pfirtistku), reprodukéni aktivita, teratogenita,
malformace, aj. (Pavlikova a kol., 2008).

Dale mtizeme testy rozd¢lit na testy akvatické (neboli vyluhové) a testy

terestrické (kontaktni).
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Vyluhové testy jsou takové, pii kterych se pevné ¢astice obsazené
Vv testovaném vzorku pievedou do kapalné formy. Tento zptsob lze pouzit pouze
u latek rozpustnych ve vod¢. U vyluhu se ptipadné upravi pH a prefiltruje se,
nasledné je testovan testem ekotoxicity na riznych organismech. Testovacim
organismy pro vyluhové testy mohou byt: bakterie, ryby, bezobratli (korysi,
mekkysi, prvoci), fasy, vodni rostliny (okfehek), suchozemské rostliny (hoicice).
S cilem co nejvice snizit mnozstvi obratlovct pouzivanych pro testy ekotoxicity
se zavadi tzv. alternativni metody. Pfikladem alternativnich metod je FET (Fish
Embryo Acute Toxicity Test) — test vyuzivajici jikry dania pruhovaného (Danio
rerio; Hamilton-Buchanan 1922).

Pii testech terestrickych (kontaktnich) dochazi k pfimému kontaktu
testovaného vzorku s testovacimi organismy. Neni tedy nutné latky prevadét do
kapalného stavu. Terestrické testy se vyuzivaji predevsim pro testovani
kontaminovanych zemin ¢i odpadi. Mezi vyuzivané organismy patii ptidni bakterie
(Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis aj.), prvoci, hlisti, zizaly, roupice,
chvostoskoci. Pokud jsou testovacimi organismy vyssi rostliny, pak jsou nejéastéji
pouzivané rody Arabidopsis a Brassica (Ratsch a kol., 1986; Shimabuku a kol.,
1991; Matgju a kol., 2000).

Vybér biotestil pro ekotoxikologické testovani se u jednotlivych laboratofi,

autord, firem liSi.

Testy zatazené do posuzovaci sady by vSak mély spliiovat alespon néktera
Z nasledujicich kritérii:

= testovaci organismy by mély byt alespon tii trofickych urovni — producent,
konzument, destruent

» pro pevné materialy musi byt vedle kontaktnich testd pouzit alespon jeden
test s vodnym vyluhem testovaného materidlu, pokud to mé smysl (neni
smysluplné pouziti vodného vyluhu pro testovani latek nerozpustnych, ¢i
Spatné rozpustnych ve vod¢)

* musi byt vzata v ivahu ¢asova naro¢nost provedeni testd a asova

dosazitelnost vysledki
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= sada testll by méla byt sestavena tak, aby postihla véts$i ¢i mensi citlivost testu
na ptitomny polutant (toto kritérium je nezbytné vzhledem k odlisné citlivosti
bioindikatord na polutant)

= vybér sady testti by mél byt proveden s ohledem na to, k hodnoceni jaké

kontaminace maji vysledky slouzit (Pavlikova a kol., 2008).

Podstata testu

Testy toxicity jsou zalozeny na zjisténi ECs (stfedni efektivni u¢inna
koncentrace), LCs (letalni koncentrace) ¢i ICsq (inhibiéni koncentrace). Indexy
ptredstavuji koncentraci zkouSené latky, kterda ma za nasledek 50 % thyn, imobilizaci
nebo inhibici rlstu, a to ve vztahu ke kontrolnimu vzorku. Vliv toxické latky
na inhibici kli¢ivosti (ICsp) je zjisStovan na semenech a vliv latky na imrtnost ¢i
imobilizaci (LCso, ECsp) je zjistovan na akvarijnich rybach, fasach, korysich ¢i
bakterii Vibrio fischeri. Hodnota efektivni koncentrace se dopliuje i dalSimi
hodnotami, napt. ECy, ECyp nebo ECs atd. Kde napt. ECs piedstavuje koncentraci
S 5 % uhynem testovanych jedincti v daném ¢asovém tseku (Rihova, Ambrozova,

2009).

DalS$imi udaji 0 akutni toxicité jsou indexy popisujici prahové hodnoty
koncentraci NOEC (nejvyssi experimentalni koncentrace, pti které jesté nebyl

v

jiz byl pozorovan skodlivy ucinek) (Andél, 2011).

Vyhody testii

Vyhodou ekotoxikologickych testt je jejich reprodukovatelnost, standardizace,
moznost zpracovani vétSiho poctu vzorkt a vytvoreni zakladni informacni
srovnavaci databaze, ktera slouzZi pro hodnoceni vlivi riiznych nové vznikajicich

chemikalii na organismy (And¢l, 2011).

Kvalitativni a kvantitativni analyza testovanych vzorkti miaze urcit, jak
nakladat s nezndmym vzorkem, dale muze slouzit i k odhadu budoucich toxickych

ucinki (Koci, Mocova, 2009).
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Nevyhody testt

Nevyhodou je, Ze vysledky ekotoxikologickych testi vétSinou neodpovida;ji
situaci v piirod¢ z hlediska uc¢inki a chovani chemické latky. Nejsou zahrnuty
mezidruhové a vnitrodruhové interakce a dalsi ekologické faktory, které mohou mit

zasadni vliv na vysledny ucinek (Andél, 2011).

Za nevyhodu se da do jisté miry povazovat i naro¢né a pracné udrzovani chovi
testovanych organismt, které se pouzivaji ve vétSiné standardnich

ekotoxikologickych testii (Andél, 2011).

Zkousky s vodnym vyluhem nepostihuji toxicitu malo rozpustnych
a nerozpustnych latek (napt. polyaromatickych uhlovodika a hydrofobnich
organickych latek typu chlorovanych pesticidil) (Matéjti, Vosahlova, Kyclt, 2005)

Sady testi

Z davodu piiblizeni vysledkt ekotoxikologickych testli realnym podminkdm
neni zpravidla provadén pouze jeden test na jednom organismu, ale pouziva se cela
sada (neboli baterie) samostatnych test s riznymi druhy. Druhy jsou vybirany tak,
aby reprezentovaly taxonomické i funk¢ni slozeni ekosystému. Dulezitou roli pfi

vybéru hraje postaveni organismu V potravnim fetézci (And¢l, 2011).

Na zéaklad¢ vysledkt v dané sad¢ testl |ze ziskat informace 0 Sir§im spektru
reprezentativnich druhti a vytvofit si zakladni ptedstavu, v jaké koncentraci toxikantu

se mohou objevit negativni vlivy (Andél, 2011).
3.4. Ekotoxicita v ¢eské legislativé a v legislativé EU

Pravni ramec pro nakladani s odpady stanovi smérnice Evropského parlamentu

a Rady 2008/98/ES o odpadech a 0 zruSeni nékterych smérnic.

Ekotoxicita jako nebezpecna vlastnost odpadi je uvedena a oznacena kodem
HP 14 v Natizeni Komise (EU) €. 1357/2014, kterym se nahrazuje piiloha III
smérnice Evropského parlamentu a Rady 2008/98/ES o odpadech a 0 zruseni

nékterych smérnic.

Podle tohoto dokumentu je ,, ekotoxicky* ten odpad, ktery predstavuje nebo
muze predstavovat bezprostiedni nebo pozd¢jsi rizika pro jednu nebo vice slozek

zivotniho prostiedi (Natizeni Komise (EU) ¢.1357/2014).
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V ramci EU neexistuje jednotny pfistup pro testovani ekotoxicity odpadu.

Dulezitym dokumentem pfispivajicim ke sjednoceni postupii je evropska
norma EN 14735:2005, vypracovana technickou komisi CEN/TC 292
,,Charakterizace odpadt, kterou CR pievzala jako CSN EN 14735 : Charakterizace

odpadu — ptiprava vzorkl odpadu pro testy ekotoxicity.

Tato norma popisuje nezbytné kroky, které je tieba provést pred provedenim
testi ekotoxicity odpadu v souvislosti s hodnocenim ekotoxikologickych vlastnosti
pouzivanych v klasifikaénim systému (CSN EN 14735).

V pravnich ptedpisech CR je zafazovani odpadi a hodnoceni nebezpecné
vlastnosti odpadii obsazeno v ¢asti druhé zdkona ¢. 229/2014 Sb., kterym se méni
zakon ¢. 185/2001 Sb., 0 odpadech a 0 zméné nekterych dalsich zakont, ve znéni
pozd¢jsich predpist. Klasifikace nebezpecného odpadu na zdklad€ nebezpecnych
vlastnosti je popsana ve vyhlasce ¢. 83/2016 Sb., kterou Se méni vyhlaska ¢.

383/2001 Sh., 0 podrobnostech nakladani s odpady, ve znéni pozdé&jSich predpisi.

Hodnoceni nebezpecné vlastnosti HP 14 Ekotoxicky také popisuje vyhlaska €.

94/2016 Sb. 0 hodnoceni nebezpe¢nych vlastnosti odpadi.
Vyhlaska €. 94/2016 Sb.

Dle piilohy ¢. 1 této vyhlasky se jako nebezpecny odpad s nebezpecnou
vlastnosti HP 14 Ekotoxicky hodnoti odpad:

a) na zaklad¢ vypoctové metody uvedené Vv Casti ¢tvrté piilohy I Nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1272/2008 ze dne 16. prosince 2008
0 klasifikaci, oznac¢ovani a baleni latek a smési, 0 zmén¢ a zruseni smérnic
67/548/EHS a 1999/45/ES a 0 zmén¢ natizeni (ES) ¢. 1907/2006, v platném znéni

(sumacni metoda), nebo

b) v ptipadé, Ze vypoctovou metodu podle pismene a) nelze pouzit, protoze
znecist'ujici nebezpecné latky nejsou klasifikovany podle pfimo pouzitelného
predpisu Evropské unie 0 klasifikaci, oznacovani a baleni latek a smési nebo nejsou
znamy, odpad, U n¢hoz se provede zkouska zpisobem uvedenym V tabulce ¢. 1. nebo
2. a U néhoz dojde za podminek zkousky k piekroc¢eni limitnich hodnot uvedenych

Vv piislusné tabulce alespon pro jeden zkuSebni organismus.
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Tab. 1 Pozadavky na vysledky zkousek ekotoxicity

ZKkuSebni organismus Doba pusobeni Limitni hodnoty
Ryba Poecilia reticulata, nebo 96 hodin LCso < 10mLI™
Brachydanio rerio
Perloo¢ka Daphnia magna Straus 48 hodin ECso < 10mLI*
Rasa Desmodesmus subspicatus 72 hodin ICs0 < 10ml.I"*
Semeno Sinapis alba 72 hodin ICso < 10ml.I"*

(Vyhlagka & 94/2016 Sb.)

Tab. 2: Pozadavky na vysledky zkousek ekotoxicity

ZkuSebni organismus

Doba piisobeni

Limitni hodnoty

Bakterie Vibrio fischeri| 15 a 30 minut neprokaze se ve zkousce inhibice svételné
emise bakterii vetsi nez 20 % pfi expozici 15
minut ani pii expozici 30 minut
Perloo¢ka Daphnia 48 hodin procento imobilizace perloocek nesmi
magna Straus ve zkousSce presahnout 20 %
Rasa Desmodesmus 72 hodin neprokaze se ve zkousce inhibice nebo
subspicatus stimulace ristu fas vétsi nez 20 %
ve srovnani s kontrolou
Salat Lactuca sativa 120 hodin neprokaze se ve zkousce inhibice nebo

stimulace rustu kofene salatu vétsi nez 30 %

ve srovnani s kontrolou

(Vyhlaska &. 94/2016 Sb.)
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Vyhlaska ¢. 294/2005 Sb.

V tabulce ¢ 10.2 piilohy 10 vyhlasky ¢. 294/2005 Sb., 0 podminkach ukladani
odpadi na skladky a jejich vyuzivani na povrchu terénu jsou stanoveny pozadavky

na vysledky ekotoxikologickych testt, které musi byt splnény, aby odpad mohl byt

vyuzit na povrchu terénu.

Testy akutni toxicity se provadéji s nefedénym vodnym vyluhem odpadu.

Pozadavky jsou uvedeny v tab.3.

Tab. 3: PoZzadavky na vysledky ekotoxikologickych testi

Organismus Doba piisobeni I 1
ryby nesmi ryby nesmi
vykazovat vykazovat
. . V ovéfovacim testu V ovéfovacim testu
Poecilia reticulata Crazné zmén VOrazné zmen
nebo 96 hod vyraz v iz v
. . chovani ve srovnani | chovani ve srovnani
Brachydanio rerio . L
s kontrolnimi vzorky | S kontrolnimi vzorky
a nesmi uhynout ani | anesmi uhynout ani
jedna ryba jedna ryba
procento imobilizace | procento imobilizace
perloocek nesmi perloocek nesmi
Daphnia magna 48 hod V ovéfovacim testu Vv ovéfovacim testu
Straus presahnout 30 % presahnout 30 %
Ve srovnani Ve srovnani
s kontrolnimi vzorky | s kontrolnimi vzorky
neprokdze neprokaze
Pseudokirchneriella pro . se v oveéfovacim
. se vV ovétovacim S
subcapitata e testu inhibice nebo
testu inhibice rdstu . o
nebo 72 hod fasy VERT ne 30 % stimulace rastu fasy
Desmodesmus Y . veétsi nez 30 %
. Ve srovnani gy
subspicatus . Ve srovnani
s kontrolnimi vzorky .
s kontrolnimi vzorky
. neprokaze
neprokaze N .
N . Se vV ovéfrovacim
se v ovétovacim o
e testu inhibice nebo
Lo testu inhibice rdstu ) X
semena Sinapis alba 72 hod y o stimulace ristu
kofene semene veEtsi N oxr
© ah o ., | kofene semene vétsi
nez 30 % ve srovnani . 200 .
. nez 30 % ve srovnani
s kontrolnimi vzorky ..
s kontrolnimi vzorky

(Vyhlaska ¢. 294/2005 Sb.)

Pokud jsou splnény pozadavky uvedené ve sloupci I., mohou byt odpady

vyuzity pii uzavirani skladky k vytvafeni ochranné vrstvy kryjici té€snici vrstvu

skladky a svrchni rekultivaéni vrstvy skladky.
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Pokud jsou splnény pozadavky uvedené ve sloupci II. mohou byt odpady
vyuzity K rekultivaci vytéZzenych povrchovych dilnich dél (povrchové doly, lomy,
piskovny) a ve svrchni rekultiva¢ni vrstvé v mocnosti minimalné¢ 1 m od povrchu

terénu pii splnéni pozadavku stanovenych ve sloupci .

Odpady mohou byt vyuzity na povrchu terénu K terénnim tpravam nebo
rekultivacim lidskou ¢innosti postizenych pozemkd (s vyjimkou rekultivace skladek),
jestlize ve zkouskach akutni toxicity, provadénych ekotoxikologickymi testy jsou

splnény pozadavky stanovené ve sloupci II. (Vyhlaska ¢. 294/2005 Sb.).

Vyhlaska ¢. 257/2009 Sb.

Ekotoxikologické testy jsou uvedeny i ve vyhlasce ¢. 257/2009 Sb. 0 pouzivani
sedimentti na zemedé€lské pude. Piiloha €. 4 této vyhlasky stanovuje

ekotoxikologické testy pro testovani sedimentt (tab. 4)

Tab. 4: Stanoveni ekotoxikologickych testii pro testovani sedimenti.

Metoda Kritérium toxicity

Test toxicity pid a pidnich materiali Sediment je ekotoxicky pokud pocet juvenild

ha roupici Enchytraeus crypticus ve smésném vzorku je vyznamné nizsi

(CSN EN ISO 16387) minimalné€ 0 50 % v porovnani s kontrolou

Test toxicity pid a pidnich materiali Sediment je ekotoxicky pokud pocet juvenild

na chvostoskoka Folsomia kandida ve smésném vzorku je vyznamné niz

(CSN EN ISO 11267) minimalné 0 50 % Vv porovnani s kontrolou

Sediment je ekotoxicky, pokud nitrifikacni
Stanoveni inhibice nitrifikace v pidach aktivita smési je vyznamné niz§i minimalné
a pudnich materidlech (ISO 15685) 0 25 % nez vypocitana aditivni aktivita

sedimentu a referenéni piady

Sediment je ekotoxicky, pokud je primérna
Test inhibice ristu vyssich rostlin délka kofene rostlin ve smésném vzorku
(CSN EN 1SO 11269-1) vyznamné niz$i miniméalné o 30 %

V porovnani s kontrolou

(Vyhlaska €. 257/2009Sb.)
V soucasné dob¢ probihd novelizace vyhlasky ¢. 257/2009 Sb..
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4. Odpadni vody

Jak definuje Zékon €. 254/2001 Sb., 0 vodach a 0 zméné nékterych zakont
(vodni zakon), odpadni vody jsou vody pouzité v obytnych, pramyslovych,
zemédelskych, zdravotnickych a jinych stavbach, zatfizenich nebo dopravnich

prostiedcich, pokud maji po pouziti zménéné vlastnosti (sloZeni nebo teplotu).
Odpadnimi vodami jsou:

» vsechny druhy vod odvadéné stokovou siti

» odcerpdvané vody podzemni z hydraulické ochrany u primyslovych objekti
— rafinérie, sklady ropnych latek, odkalisté z rudnych, energetickych nebo
chemickych vyrob, prizkumy tézebni ¢innosti

» vody z drenaznich systému jako soucasti k odvodnéni podzemnich staveb

» vody jakkoliv znec¢isténé z vyrobniho provozu

= tekuté odpady (kejda,...)

(Zakon ¢. 254/2001 Sb.)

Druhy odpadnich vod

1. Splaskové odpadni vody (z kuchyni, koupelen, pradelen, WC, technické
obcanské vybavenosti)
2. Infekéni vody (odpadni vody z infekénich oddéleni nemocnic, tuberkuléznich
sanatorii, mikrobiologickych laboratofi, vyroben oCkovacich latek
z infikovanych zvifat, pfidruZzenych provozi apod.)
- vody obsahujici choroboplodné zarodky takového druhu a v takové
mife, Zze vyzaduji zvlastni opatieni pied vypusSténim do stokové sité
3. Pramyslové odpadni vody (vody pouzité pti vyrobnim procesu
Vv primyslovych zavodech)
4. Odpadni vody ze zemédélstvi a zemédélské vyroby (kejda)
5. Destové vody
(Zakon ¢. 254/2001 Sb.)

4.1. Odpadni vody ze zdravotnickych zarizeni

V ramci této diplomové prace se zamétuji na odpadni vody ze zdravotnickych
zafizeni, jejichz jakost miize byt zménéna hlavné dvéma skupinami latek —

chemickymi latkami a patogennimi organismy a parazity.
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Ve zdravotnickych zatfizenich jsou ve velké mife vyuzivany chemické latky
jako 1é¢iva, desinfekéni prostiedky, radionuklidy a rozpoustédla (Emmanuel a kol.,
2005).

Dalsi rizikovou skupinou piitomnou v odpadnich vodach ze zdravotnickych
zafizeni jsou rezistentni druhy mikroorganismi, ptedevsim riizné druhy bakterii.
Jejich riziko spociva mj. v pfipadném Sitfeni rezistence vici antibiotikim (Pauwels

a Verstraete, 2006).

4.2. Odvadéni a Cisténi odpadnich vod ze zdravotnickych
zarizeni

Odvadénim a ¢isténim odpadnich vod ze zdravotnickych zafizeni se zabyva norma
CSN 75 6406. Norma plati pro navrhovani, vystavbu, sanaci a provoz samostatnych
Cistiren odpadnich vod, kanaliza¢nich ptipojek a stokovych siti pro zdravotnicka zatizeni

produkujici radioaktivni anebo infekéni odpadni vody.

Z hlediska predpokladaného vyskytu choroboplodnych zarodki v odpadnich

vodach se dle normy CSN 75 6406 zdravotnicka zafizeni d&li do dvou kategorii:

e Do I. kategorie se zafazuji zdravotnicka zatizeni uréena k izolaci a 1é¢bé
prenosnych onemocnéni a k manipulaci nebo zpracovani infekéniho
materidlu, ktery obsahuje vodou pfenosné ptivodce chorob. Odchézejici
odpadni vody ze zatizeni I. kategorie je nutno Cistit a dezinfikovat, i kdyz
jsou v souladu s kanaliza¢nim fadem vypoustény do vefejné stokové sité
napojené na COV

e Do Il. kategorie se zatazuji zdravotnicka zafizeni, kterd nejsou uréena
k izolaci a 1écbé prenosnych onemocnéni @ manipulaci nebo zpracovani
infekéniho materialu, ktery obsahuje vodou pienosné puvodce chorob a kde
se nepiedpokladd vyznamny vyskyt téchto zarodkl (napf. neinfekéni lazkova
oddéleni, zdravotnicka stiediska, 1ékarské ordinace, lazenska zafizeni, ¢i
nemocni¢ni pradelny). Odchazejici odpadni vody ze zatizeni II. kategorie
mohou byt v souladu s kanaliza¢nim fadem vypoustény piimo a bez Cisténi
do vefejné stokové sité napojené na COV. Neni-li stokova sit’ napojena

na COV, musi byt pro odpadni vody vybudovéna samostatna &istirna.

(CSN 75 6406)
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4.3. Ekotoxicita nemocni¢nich odpadnich vod

vvvvvv

vody. Pri¢inou je pravdépodobné pritomnost dezinfekénich a pracich prostiredkd.

(Panouilleres a kol., 2007).

Toxické latky se mohou hromadit v burnikach testovaného organismu, ptipadné
vyvolat synergicky ¢i antagonisticky ucinek s dalSimi toxickymi latkami

(Zgorska a kol., 2011).

Jednotlivé slouceniny obsazené v odpadnich vodach se Casto vzajemné
ovliviiuji a fyzikélni a chemické vlastnosti odpadnich vod tak neodrazeji skutecné
riziko pro Zivotni prostfedi. Skutecny u€¢inek smési riiznych sloucenin je mozné

zhodnotit jen pomoci baterie ekotoxikologickych testt (Zgorska a kol., 2011).

Odpadni vody ze zdravotnickych zafizeni maji oproti jinym odpadnim vodam
své specifické znecistovatele. Nejvyraznéj$imi jsou 3 skupiny latek - 1éCiva,

dezinfekéni prostiedky a tézké kovy.
Léciva
Léciva pouzivand v humanni medicin€ vstupuji do prostiedi vétSinou

prostiednictvim vypousténych odpadnich vod z Cistiren do vodnich tokt, coz miize

vést k dlouhodobé expozici v nizkych davkach (Matéja a kol., 2012).

Léciva jsou vylu€ovana pacienty do odpadnich vod a n¢kdy jsou nepouzité
léky dokonce likvidované splachnutim do kanalizace. Tim Iéky vstupuji do vodniho
prostiedi a v piipadé, Ze nejsou biodegradovany nebo odstranény Vv prubéhu ¢isténi
odpadnich vod, mohou se dostat az do pitné vody. Antibiotika a dezinfekéni
prosttedky mohou naruSovat proces €isténi odpadnich vod a mikrobidlni ekologii

Vv povrchovych vodach (Kiimmerer, 2001).

Léciva jsou z organismu vyloucena z 30 — 60 % Vv nezménéné formé nebo jako
metabolity a s exkrementy se prostfednictvim odpadnich vod dostanou do prostiedi.
Léciva nejsou snadno degradovana v COV a mohou zptisobovat kontaminaci
povrchovych i podzemnich vod a dokonce i vod pitnych (Sidlova a kol., 2011).
Utinnost COV pii odstranéni 16¢iv z odpadnich vod je 10-90% (Verlicchi, 2010)
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Néktera 1é¢iva mohou byt biodegradaci &i adsorpci na kal v COV odstranéna,

prevazna vétsina vsak pronika dal do zivotniho prostiedi (Verlicchi a kol., 2012b).

Antibiotika jsou velmi obtizné biodegradovatelna. Jak uvadi XU a kol., 2007

az 16 skupin antibiotik bylo nalezeno v tocich, kalech i zeminach.

Dalsi skupinou 1é¢iv vyskytujicich se v zivotnim prostiedi jsou hormony, které
jsou vyludovany moéi lidi i zvifat. Bézné procesy v COV odstrani az 85% estradiolu,
estriolu a ethynylestradiolu. Evropské Cistirny s kratkou dobou zadrzeni (14 h) ale

hormony nedokazou uspés$né odstranit. (Maté&ju a kol., 2012).

Cytostaticka 1éCiva jsou pouzivana pii terapii nddorovych onemocnéni.
Problémem cytostatik pro Zivotni prostiedi je jejich neselektivita a tedy i potencialni
karcinogenita, mutagenita a teratogenita pro vSechny eukaryotické organismy
(Sidlova, Podlipna, Vangk, 2011).

Dalsim problémem spojenym s 1é¢ivy je Sifeni patogent rezistentnich viici

antibiotikim (De Souza, 2005).

Dezinfekéni prostiedky

V nemocnicich je pouzivano velké mnozstvi dezinfekénich prostredki.
K dezinfekei prostiedi, nastroju, dezinfekci kize apod. U dezinfekénich prostredku
vyuzivanych k dezinfekcei prostiedi hrozi, ze se zbytky dezinfekce dostanou do
odpadnich vod. Hlavnimi slozkami téchto prostiedkt jsou aldehydy, alkohol a chlor
(Kimmerer, 2001).

Chlér ve vodnim prostiedi reaguje s organickymi latkami, a vznikaji tak
halogenované organické slouceniny (AOX), které jsou perzistentnimi kontaminanty

zivotniho prostiedi a jsou toxické pro vodni organismy (Emmanuel a kol., 2004).
Tézké kovy
Dalsi skupinou latek vyskytujicich se v odpadnich vodach jsou tézké kovy.
Problémy s touto skupinou latek tkvi hlavné v prevenci jejich vnikani do vody, dale
v kontrole a identifikaci jejich vyskytu ve vodé a v uréeni, v jakém mnozstvi je jejich
pusobeni Skodlivé.

Z tézkych kovi jsou za prioritni znecist'ujici latky zjisténé v nemocnicnich
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odpadnich vodach povazovany chrom, méd’, olovo, rtut, nikl, stéibro a zinek

(Emmanuel a kol., 2009).

Goull¢é a kol., 2012 zkoumali odpadni vody a pomoci ICP-MS analyzovali
Vv odpadnich vodach 34 rtiznych kovi. Jako znecistujici latky spojené s odpadnimi
vodami se zdravotnickych zafizeni oznadili platinu, rtut’ a gadolinium. Ve svém
vyzkumu prokazali, ze koncentrace téchto kovi je ve vSednich dnech ve srovnani

s komunalnimi odpadnimi vodami az 27 krat vyssi.

Za nejvice toxické jsou povazovany komplexy dvoumocnych iontt rtuti
a kadmia a jednomocnych ionti stiibra, které jsou pro fyziologické funkce
nebezpecné jiz pti nizké koncentraci. Maji schopnost se v buiikach vazat

na sulthydrylové skupiny enzyma a tim poSkozovat jejich aktivitu (Nies, 1999).

Vsechny tézké kovy se pfi vyssich koncentracich vaZou na buné¢énou sténu
mikroorganismu a vytvari nespecifické struktury, které mohou brzdit rast ¢i déleni.
Toxicitu kovu urcuje mnoho faktort - napiiklad forma kovu ve vod¢. Zda je
anorganicka, nebo organicka, jeji rozpustnost apod. Dalsim faktorem muze byt
pfitomnost jinych kovl nebo iontl a jejich vzajemna interakce. Dale fyzikalni
faktory (teplota, pH, salinita, svétlo a ptitomnost kysliku). Tyto faktory ovliviuji,
Vv jaké formé se tézky kov vyskytuje (Greenwood a Earnshaw, 1993).

Jak uvedli Greenwood a Earrnshaw (1993), nebezpe¢i chromu spociva v tom,
Ze Sestimocny chromovy kation vytvaii chromaty. Ty jsou snadno mobilizovatelné

ve vode i pudé, odtud pak pronikaji do buné€k, kde zptuisobuji oxidativni poSkozeni.

Olovo zptsobuje poskozeni CNS, jater, ledvin, krve, anoxii, zacpu a kiece
Vv bfichu a poruchy krvetvorby, hromadi se v kostni tkani, je i potencialni karcinogen
(Sramek a Kosina, 1996; Nies, 1999).

Rtut’ inhibuje rizné enzymy, zptisobuje poruchy funkce ledvin a poskozuje
mozek — dochazi k porucham zraku, sluchu, feci i rovnovahy, objevuji se i mentalni

poruchy (Nies, 1999).

Stiibro je pro organismus esencialni prvek, ve vét§im mnozstvi se uklada do
kosti a jater, kde tvofi slouceniny s proteiny. Tato schopnost ma za nasledek
degradaci tkani. Nékteré slouceniny stiibra jsou karcinogenni (Greenwood

a Earrnshaw, 1993).
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Dle praci Greenwood a Earnshaw (1993) a Nies (1999) je zinek rizikovym
prvkem z toho dtivodu, Ze pfi vyssich koncentracich inhibuje transport elektronti

Vv dychacim fetézci.

Té&zké kovy jsou rizikové i proto, Ze mikroorganismy vyvijeji kvili pfitomnosti
kovu v prostfedi rizné mechanismy, které jim umoznuji prezit (Adarsh a kol., 2007).
Toto zvySeni odolnosti pak mize zpuisobovat i rezistenci mikroorganismt vaci

antibiotikim (Sarma a kol., 2010).
4.4, Odpadni vody v legislativé CR

Postupem pro urcovani znecisténi odpadnich vod, provadéni odectli mnozstvi
zne€i$téni a méfeni objemu se zabyva nafizeni vlady ¢. 143/2012 Sb. o postupu pro
ur¢ovani znecisténi odpadnich vod, provadéni odecti mnozstvi znecisténi a méfeni

objemu.

Zakon €. 254/2001 Sb., 0 vodach a 0 zméné nekterych zakonii (vodni zakon),
Vv platném znéni se zabyva obecnou tpravou vod vcetné vod odpadnich. V tomto
zakon¢ je vymezen pojem odpadni vody, zakon dale upravuje nakladani s odpadnimi
vodami, jsou jim uréeny podminky pro vydavani povoleni k vypousténi odpadnich

vod.

Poplatky za vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych se zabyva
vyhléaska €. 123/2012 Sb. o poplatcich za vypousténi odpadnich vod do vod

povrchovych, v platném znéni.

Nakladani s odpadnimi vodami odvadénymi do kanalizace upravuje zékon €.
275/2013 Sb., kterym se méni zakon ¢. 274/2001 Sb., 0 vodovodech a kanalizacich
pro vefejnou potiebu a 0 zméné nékterych zakont (zakon 0 vodovodech

a kanalizacich).

Norma CSN 75 7300 Jakost vod - Chemicky a fyzikalni rozbor - Vieobecna
ustanoveni a pokyny - uruje vseobecné zasady a pozadavky pro stanoveni hodnot
chemickych a fyzikalnich ukazatell jakosti vod. Uvadi kritéria pro vybér metody
a pro posouzeni jeji vhodnosti pro dany ucel. Pozornost je vénovana i nékterym
zasaddm nového chemického nazvoslovi, vypoctu a vyjadifovani vysledki

a prokazovani a fizeni jakosti (CSN 75 7300).
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5. Metodika

V névaznosti na praci Laboratoie hygieny ptudy a odpadi ve Statnim
zdravotnim ustavu byly testy provadény na odpadnich vodach z Fakultni nemocnice
V Motole. Akutni toxicita byla testovana na odpadnich vodach pied chlorovanim

a na vodach, které byly upraveny chlornanem sodnym.

COV ve FN Motol

Zkusebni provoz Cistirny odpadnich vod FN Motol byl zahajen 24. 10. 1972.
Trvaly provoz Cistirny byl pak schvélen od 4. inora 1994 a byly pro néj stanoveny
podminky dle kanaliza¢niho fadu. Celkova denni skute¢na produkce odpadnich vod

nepievysuje 100 m3.d? #vody jsou vypoustény do splaskové kanalizace.
Splaskové kanalizace a odpadni vody jsou v aredlu déleny do dvou skupin.

e Infekéni splagkové odpadni vody — Vody z objektil zafazenych dle CSN
756406 jako zatizeni I. kategorie. Vody jsou zpracovavany oddélené
v biologické &istirng. Denni produkce v rozmezi 50 — 100 100 m*.d™. Voda je
v COV predcisténa, desinfikovana a vypusténa samostatnou stokou (stoka ¢&.
1) do méstské kanalizace.

e Prosté splaSkové vody — Vody piedciStény pouze mechanicky a jsou dale

Z objektu nemocnice (stoka €. 2) vypoustény do méstské kanalizace.

Hlavni technologické soubory &istirny

e ceslovna infek¢nich splaskovych vod

e m¢éfeni ptitoku infekcnich splaskovych vod

e Stérbinové nadrze

e biologicky filtr

e dosazovaci nadrze

e chlorovna s chlora¢ni jimkou a jimkou zdrzeni
e zafizeni na pasterizaci kalu

e strojovna Cerpadel

e cCeslovna neinfek¢énich splaskovych vod

(Provozni ¥ad COV FN Motol, 2001)
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5.1. Odbér vzorka ve FN Motol

Odpadni vody byly odebirany na odtoku z COV ve Fakultni nemocnici Motol.
Byla odebirdna voda z dosazovaci nadrze pied chloraci a voda na odtoku z COV,
ktera jiz byla oSetfena roztokem chlornanu sodného. Vzorky byly odebirany mezi 11
a 12 hodinou ve tfech terminech (Ctvrtek 17. 9. 2015, stieda 18. 11. 2015 a étvrtek
11. 2. 2016). Odbéry byly provadény povéfenym zaméstnancem COV ve FN Motol
a pii odbéru byly dodrzeny pokyny pro odbér vzorkt odpadnich vod uvedené v CSN
ISO 5667-10.

Vzorky byly odebirany do 6 oznacenych plastovych kanystri (pro kazdy
vzorek 3 kanystry) o objemu 5 litrd. Pfed samotnym odbérem byl stanoven obsah

volného chléru pomoci prenosného kolorimetru HACH.
Oznaceni, data odbért vzorku a jejich druhy jsou uvedeny v tab. 5.

Tab. 5 Piehled odebranych vzorki, data odbéra a druhy vzorki

Oznaceni vzorku Odbér Misto odbéru vzorku
2.3/15/857 Ctvrtek 17.9. 2015 COV ve FN Motol - dosazovaci nadrz
2.3/15/858 Ctvrtek 17.9.2015 COV ve FN Motol - odtok z COV
2.3/15/1135 Stieda 18. 11. 2015 COV ve FN Motol - dosazovaci nadr
2.3/15/1136 Streda 18. 11. 2015 COV ve FN Motol - odtok z COV
2.3/16/235 Ctvrtek 11.2.2016 COV ve FN Motol - dosazovaci nadrz
2.3/16/236 Ctvrtek 11. 2. 2016 COV ve FN Motol - odtok z COV

Odebrané vzorky odpadnich vod byly pfevezeny do laboratofe Statniho zdravotniho

ustavu, kde ihned probihalo jejich dal$i zpracovani.
5.2. Zpracovani vzorku

Vzorky byly zpracovavany v Laboratofi hygieny pidy a odpadl ve Statnim

zdravotnim ustavu.

V laboratofi bylo U vzorkli zméteno pH, zmétena konduktivita a opét byl

stanoven volny chlor pomoci pfenosného kolorimetru HACH.
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Vzorky byly rozlity do pfedem oznacenych plastovych vzorkovnic o objemu
500 ml a umistény v mrazaku, kde byly konzervovany zmrazenim pod -18°C.

Konzervace byla provedena dle CSN EN ISO 5667-16.

5.2.1 Méfeni pH

K méfeni pH odpadnich vod byl pouzit pH metr inoLab pH Level 2 P
se sklenénou elektrodou SenTix 61. Pied samotnym méienim pH probihala kalibrace
piistroje za pomoci dvou kalibracnich roztoka firmy Hamilton. Jako prvni kalibracni
roztok byl pouzit pufracni roztok o pH 7,00 + 0,01 a poté pufr o pH 4,00 + 0,01. pH

vzorki bylo méfeno pii teploté 20,0 + 2°C.

5.2.2 Méreni konduktivity

Me¢fteni konduktivity (elektrické vodivosti) bylo provedeno pomoci
konduktometru inoLab Cond Level 2 P s platinovou elektrodou. Stanoveni
konduktivity je obvykla soucast chemického rozboru vod a umoziuje odhad
koncentrace celkové mineralizace a iontové rozpusSténych latek ve vodach.
Jednotkou konduktivity je mS.cm™ (&i uS.cm™). Konduktivita byla méfena pii
teploté 20,0 + 2°C.

5.2.3 Stanoveni volného chloru

Meéteni obsahu volného chloru bylo provedeno pomoci pienosného kolorimetru
HACH. Stanoveni volného a celkového chléru se provadi podle CSN ISO 7393-2.
Stanoveni volného chloru probiha reakci testovaného vzorku s N,N-diethyl-1,4-

fenylendiaminem (DPD).

Reakeni ¢inidlo DPD Vv ptitomnosti chloru, kyseliny chlorné a chlornant
oxiduje za tvorby rtizové slouceniny. Mnozstvi obsahu chloru odpovida intenzité

zbarveni a je kolorimetricky méteno pii vinové délce 510 nm.
5.3. Testy akutni toxicity

Testovani akutni toxicity odpadnich vod z Fakultni nemocnice v Motole bylo
provadéno pomoci nasledujicich testl: test inhibice rastu sladkovodnich zelenych tas

(Desmodesmus subspicatus), test inhibice ristu kofene hotcice bilé (Sinapis alba),
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luminiscencni test na bakterii Vibrio fischeri, test akutni toxicity na perloo¢kach

(Daphnia magna), test akutni toxicity na rybach (Poecilia reticulata).

Metody testovani akutni toxicity na téchto organismech byly vybrany
s ohledem na zkugenosti pracoviité SZU. V CR bé&zné pouzivana sada akvatickych
testll na ¢tyfech organismech byla rozsifena 0 luminiscencni test na bakterii Vibrio
fischeri. Vyhodou testovani na tomto organismu je, Ze neni zalozen na mortalité. Lze
tedy sledovat i slabé toxické ucinky vzorki. Dalsi vyhodou je jeho rychlost.

Vysledky jsou v fadu hodin. K testovani sta¢i maly objem testovaného vzorku.

Testy akutni toxicity byly provadény podle platnych ¢eskych technickych
norem: CSN EN ISO 8692 pro testy na Desmodesmus subspicatus, CSN EN ISO
11348-2 pro testy s Vibrio fischeri. CSN EN ISO 6341 pro testy na Daphnia magna
a CSN EN ISO 7346-2 pro testy na Poecilia reticulata.

Testy na semenech Sinapis alba byly provadény dle Metodického pokynu odboru
odpadui ke stanoveni ekotoxicity odpadi MZP CR 2007.

5.3.1 Priprava vzorki

Potiebny objem vzorku byl za ob¢asného mirného protiepavani rozmrazen
ve vodni lazni 0 maximalni teploté 25 °C. Po rozmrazeni a vytemperovani na teplotu

20 £ 2°C byly vzorky obohaceny solemi ¢i Zivinami.

5.3.2 Priprava fedici vody pro testy na akvarijnich rybach,

perloockach a semenech, iprava vzorku

Pro ptipravu fedici vody a upravu vzorkt pro testy na akvarijnich rybach,
perloockach a semenech byly pouzivany ¢tyfi zasobni roztoky soli, na jejichz
ptipravu bylo potiebné nésledujici mnozstvi chemikalii (navazky na 1 litr zadsobniho
roztoku). Kone¢né koncentrace odpovidaji pozadavkim Metodického pokynu
odboru odpadu ke stanoveni ekotoxicity odpadti (MZP CR, 2007), CSN EN ISO
7346-2 a CSN EN 1SO 6341:

» Zasobni roztok ¢. 1: 117,6 g CaCl,.2 H20
=  Zasobni roztok ¢. 2: 49,3 g MgS0O,.7 H20
= Zasobni roztok ¢. 3: 25,9 g NaHCO;

= Zasobni roztok ¢. 4: 2,3 g KCI
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Obohaceni zasobnimi roztoky spo¢iva V ptidani potfebného mnozstvi vyse
uvedenych zasobnich roztokt soli do destilované vody (nebo do vzorku odpadni
vody). Na 1 litr destilované vody (nebo vzorku odpadni vody) se davkuje 2,5 ml
kazdého z vySe uvedenych zasobnich roztokti. Pouzivana destilovana voda odpovida

3. stupni jakosti podle CSN ISO 3696.

Hodnota pH pfipravené fedici vody by méla byt v rozmezi 7,8 + 0,2 pro testy
na rybach a na semenech nebo pH 7,8 + 0,5 pro testy na perloo¢kach. Redici voda
byla piipadné upravena piidanim roztoku hydroxidu sodného (NaOH) s koncentraci
1mol.I"* v p¥ipad& nizkého pH a nebo ptidanim roztoku kyseliny chlorovodikové

(HCI) s koncentraci 1 mol.I"*¥ p¥ipadé vysokého pH.

5.3.3 Priprava zivného média pro test na zelenych rasach

Pro ptipravu fedici vody a tipravu vzorki pro test na zelenych fasach
se pouzivaji nasledujici zdsobni roztoky zivin (navazky na I litr zasobniho roztoku).

Jejich koneéné koncentrace odpovidaji pozadavkiim CSN EN ISO 8692.

= Zasobni roztok €. 1 — Ziviny:

MgCl,.6H,0 1,29
NH,CI 159
CaCl,.2H,0 1,89
MgSQO,.7H,0 159
KH,PO4 0,16 g
= Zasobni roztok ¢. 2 — Fe-EDTA:

FeCl3.6H,0 64 mg
Na,EDTA.2H,0%) 100 mg

*) sodna sil kyseliny ethylendiamintetraoctové

= Zasobni roztok €. 3 — stopové prvky:

HsBOs*) 185 mg
MnCl,.4H,0 415 mg
ZnCl, 3 mg
CoCl,.6H,0 1,5 mg
CuCl,.2H,0 0,01 mg
Na;Mo00,.2H,0 7 mg

*) H3BO3; muze byt rozpusténa pridanim 0,1 mol/l NaOH
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= Zasobni roztok ¢. 4 — NaHCOs:
NaHCO; 50¢g

(CSN EN ISO 8692)

Navazky chemikalii pro jednotlivé zasobni roztoky se rozpusti ve vodé
a roztoky se doplni do 1 litru vodou. Zasobni roztoky ¢. 1 — ¢. 3 se sterilizuji
membranovou filtraci nebo v autoklavu. Roztok ¢. 4 se sterilizuje pouze filtraci pies

membranovy filtr. Po sterilizaci se roztoky skladuji ve tmé pti teploté 4 °C.
Hodnota pH Zivného média by méla byt 8,1+ 0,2.

Testovany vzorek se obohacuje uvedenymi zasobnimi roztoky nésledovngé.
Odmérna nadoba potiebného objemu se ¢aste¢né naplni vzorkem, poté se do ni
davkuje 10 ml zésobniho roztoku ¢. 1 a po 1 ml zésobnich roztoku ¢. 2, 3,a4 na 1l
litr pozadovaného objemu testovaného vzorku. Na tento pozadovany objem

se nadoba doplni testovanym vzorkem.

5.3.4 Priprava fedici vody pro test na bakteriich

Redici voda pro test na bakteriich Vibrio fischeri se pfipravi rozpu§ténim 20g
chloridu sodného (NaCl) v destilované vodé a naslednym doplnénim destilovanou

vodou do 1000 ml.

Hodnota pH piipravené fedici vody by méla byt v rozmezi 7,0+ 0,2. Redici
voda byla ptfipadné¢ upravena ptidanim roztoku hydroxidu sodného (NaOH)
s koncentraci 1mol.I"*¥ piipadé nizkého pH a nebo roztoku kyseliny chlorovodikové

(HCI) s koncentraci Imol.1™ " piipadé vysokého pH.

5.3.5 Priprava koncentra¢ni rady

Koncentra¢ni fada pro testovani toxicity pomoci ryb, dafnii, fas a semen je
odstupniovana fada né€kolika koncentraci odpadni vody. Koncentra¢ni fadu tvoii
geometricka fada s koeficientem nepfesahujicim hodnotu 3,2. Vhodna koncentracni

fada se stanovuje na zakladé vysledku predbézného ¢i uvodniho testu.

Ptiprava koncentracni fady se provadi smichanim ptisluSnych objemu
testované¢ho vzorku s fedici vodou (viz kapitola 5.3.2) ¢i se zivnym médiem (kapitola

5.3.3).
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Tab. 6: Priklad koncentracni Fady pro predbézny ¢i zakladni test

Koncentrace [mL.I"'] | Mnozstvi vzorku [ml] MnOiStVE’;T]diCi vody
200 200 800
260 260 740
338 338 662
439 439 561
571 571 429

Koncentraéni fada pro testy na bakteriich je uvedena v kap. 5.3.11.
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znizornén na obr. 1.

5.3.6 Postup pii testovani toxicity

Postup testovani toxicity je stejny U vSech druhi testovacich organismu a je

ANO

Uvodni test

Toxicita

NE

=50 %

ANO

Ovéfovaci test

Toxicita

Predbézny test

Zakladni test

ANO

=50 %

Ovérovaci test

Vypocet hodnot
LC (IC. EC) 50

-

Toxicita
> 50 %

NE

NE

VYHODNOCENI EKOTOXICITY

D

Obr. 1: Znazornéni postupu p¥i testovani toxicity na organismech (MZP CR, 2007)
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U odebranych vzorki byl proveden Givodni test. Uvodni test se provadi
s nefedénou odpadni vodou, kterd je obohacena 0 dané mnozstvi soli ¢i zivin. Pokud
pfi uvodnim testu dojde k inhibici ¢i thynu méné jak 50% jedinct, provadi
se ovétovaci test. Overovaci test se provadi s nefedénym vzorkem na vétSim
mnozstvi jedinct.

Pokud pfi ovétovacim testu opét doslo k inhibici ¢i thynu méné€ nez 50%
jedinct, neda se u testovanych vzorki stanovit hodnota LCsq (ICs0, ECsp).

Pokud pfi tvodnim testu dojde K inhibici ¢i thynu 50% a vice jedinct,
nasleduje predbézny test.

Predbézny test se provadi na mensim poctu jedinct, vytvaii se vSak vhodné
zvolend koncentracni fada. V piipad€ inhibice ¢i thynu méné nez 50% jedinct
se provadi ovétovaci test. Pokud test potvrdi toxicitu mensi nez 50%, nelze stanovit

LCso (ICs0, ECso).

Pokud predbézny test ukaze toxicitu vétsi nebo rovnu 50%, provadi se test
zékladni. Zakladni test se provadi s uz§im rozsahem koncentraci a vétSim poctem
jedinct.

Z vysledku zakladniho testu se stanovi hodnota LCsy (ICsq, ECsp).

V kazdém testu se nasazuje kontrola se stejnym poctem organismi. Pocet

odpovida metodice daného testu.
Oveéfeni citlivosti pouzitych organismu a Spravnost postupu je v pravidelnych
intervalech kontrolovana pomoci zakladniho testu se standardem K,Cr,05.
5.3.7 Test akutni toxicity na akvarijnich rybach
Testy byly provadény dle CSN EN ISO 7346-2. Expozi¢ni doba byla 96 hodin.
Perioda vymény roztokl 48 h.
Testovaci organismus

Testy akutni toxicity byly provedeny na akvarijni ryb¢ zZivorodce duhové
(Poecilia reticulata). Prace s pokusnymi rybami podléhaji zvlastnim pravidlim dle
zakona €. 246/1992 Sh. na ochranu zvifat proti tyrani a provadéci vyhlasky ¢.
299/2014 Sbh. 0 ochrané pokusnych zvifat.
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Testovaci ryby pochézeji z ur¢eného chovatelského zarizeni. Testovaci ryby by
mély mit celkovou délku 30 mm + 5 mm, coz odpovida hmotnosti 0,3 g+ 0,1 g. Pro
testy jsou pouzivana ob¢ pohlavi v poméru 1:1. Testovaci ryby musi byt bez
zjevnych nemoci nebo viditelnych malformaci a alespoii 14 dni pied testovanim

nesmi byt 1é¢eny &i osetiovany (CSN EN ISO 7346-2).

Po dodéani byly ryby umistény do zasobnich akvarii. Zde byly minimalné po

dobu 14 dni ponechany aklimatizaci.

Ryby, které byly pouzity k testu, se ze zasobniho akvaria pfemistily do akvaria
s fedici vodou 0 teploté 22+1°C. Zde se po dobu minimaln¢ 72 hodin pted zahajenim
testu adaptovaly a po tuto dobu nebyly krmeny.

Postup

Testy byly provadény pii normélnim laboratornim osvétleni s denni
fotoperiodou od 12 do 16h. Voda v testovacich nadobach byla udrzovana pii teploté

22 + 1 °C. Pti testovani se piedchazelo jakémukoliv ruSeni ryb.
Podstatou testu bylo urceni LCs ve stanovené koncentracni fadg.

Po 48 hodinach byly pfipraveny nové roztoky fedici vody i nové testované
nefedéné odpadni vody obohacené solemi, nebo testované koncentrace odpadni
vody. U téchto vzorkt byla zméfena teplota, rozpustény kyslik a pH a do téchto

ptipravenych roztoki byly premistény zivé ryby z predeslého testovani.

Nejdrive byl proveden iivodni test. Pfi tvodnim testu byly pouzity kadinky
0 objemu 600 ml. Do jedné kadinky bylo nalito 300 ml fedici vody (jako kontrolni
vzorek), do dalsi 300 ml nefedéné odpadni vody, ktera byla obohacena solemi.
U obou vzorkil byla zméfena koncentrace rozpusténého kysliku, teplota a hodnota

pH. Poté byly do kazdé kadinky umistény tii ryby z adaptace.

Jestlize doSlo béhem ivodniho testu k thynu vice jak jedné ryby, provadély
se testy k uréeni LCso — pfedbézny a zakladni.

Pokud uhynula maximalné 1 ryba, byl proveden ovéfovaci test.

V ovétovacim testu bylo pouzito 1 000 ml fedici vody a 1 000 ml testované
nefedéné odpadni vody obohacené solemi. V tomto ptipad¢ bylo do testu umisténo

10 ryb.
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Pokud byla pti ovérovacim testu mortalita nizsi nez 50 %, pak nelze stanovit
LC50. Pokud byla mortalita vyssi nebo rovna 50 %, byl proveden piedbézny test. V
piredbézném testu byla stanovena koncentra¢ni fada péti koncentraci a kontrolniho
vzorku. Kazda z koncentraci i kontrolni vzorek byly o objemu 300 ml. Do kazdé
z koncentraci a kontrolniho vzorku byly umistény tfi ryby. V pfipad¢, Ze mortalita

ryb byla méné nez 50 %, byl opét proveden test ovétovaci.

Pokud mortalita ryb u piedbézného testu byla vyssi nebo rovna nez 50 %,
provedl se test zakladni. Na zakladé vysledkt pfedbézného testu bylo uréeno uzsi
rozmezi koncentraci pro test zékladni. U zékladniho testu bylo pouzito 1000 ml
fedici vody pro kontrolu a 1000 ml testované odpadni vody v kazdé z koncentraci.

Do kazdého testu bylo umisténo 10 ryb.

Vyhodnocovani testi

Po celou dobu testovani se ryby nejméné 2x denné kontrolovaly, zaznamenaval

se pocet uhynulych ryb a uhynulé ryby se z testu odstranovaly.

Vzdy po 24h, 48h, 72h a 96h byla zméfena teplota, koncentrace rozpusténého

kysliku a pH a byla zaznamenéana mortalita ryb v kazdé testovaci nadob¢.

Vysledné hodnoty byly zaneseny do programu Microsoft Office Excel 2007,
kde byla spocitana mortalita v procentech. Stanoveni hodnoty LCsq bylo provedeno

pomoci probitové analyzy v programu EKO-TOX 5.2.

Kritéria platnosti testu

Vysledky jsou povazovany za platné, jestlize byly splnény nésledujici

pozadavky:

a) Koncentrace rozpusténého kysliku v testovanych roztocich béhem testu byla
nejméné 60 % nasyceni.

b) O koncentraci testované latky neni znamo (nebo Se nepiedpoklada), ze by
béhem testu vyznamné poklesla.

€) Mortalita kontrolnich ryb nepiekrocila 10 % nebo jednu rybu na nadrz.

d) Cast kontrolnich ryb, vykazujicich nezvyklé chovani, nepiekrogila 10 % nebo

jednu rybu na nadrz.
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e) Hodnota LCsg standardni latky (K>Cr,07) zasobni populace ryb je v rozmezi
95-190mg/l.

5.3.8 Test akutni toxicity na perloockach

Testy akutni toxicity byly provedeny podle CSN EN 1SO 6341. Expozi¢ni doba
byla 48 hodin.

Testovaci organismus
Testy akutni toxicity byly provedeny na korysi z podtiidy lupenonozci,
perloocce Daphnia magna Straus.
Perloocky vyuzivané K testim pochazeji z laboratorniho chovu, jedinci
pouzivani pro test musi byt mladsi nez 24h. Tito jedinci jsou nejvice citlivi

k toxickym latkam

Den pied provedenim testu je chov perloo¢ek pielit pres dvé sitka s rozdilnou
velikosti ok. Pteliti slouzi k oddéleni mladych jedinct. V den testu se stejnym

zpuisobem ziskaji jedinci mladsi nez 24 h, ktefi se nasledné pouzivaji pii testovani.

Postup

Vzorky byly pii testovani umistény v klimatizované laboratofi pti pozadované

teploté 20 + 2 °C po dobu 48h. Jedinci nebyli v prib&hu testu krmeni.

Na zac¢atku a na konci kazdého testu byla v kontrolnich vzorcich
a Vv testovaném netfedéném vzorku ¢i ve stanovenych koncentracich zmétena teplota,

mnozstvi rozpusSténého kysliku a pH.

Pfi tvodnim testu bylo do pfedem oznacenych kadinek odmérnym vélcem
nalito 50 ml fedici vody (kontrolni vzorek) a 50 ml testované nefedéné odpadni vody
obohacené solemi. Pfi uvodnim testu byly pouzity 4 kadinky s fedici vodou
(kontrola) a 4 kadinky s obohacenym nefedénym vzorkem odpadni vody. Do kazdé

Z testovacich nadob bylo pipetou umisténo 5 jedinct. Celkem tedy 20 jedinct.

Pokud imobilizace jedincti Daphnia magna v testované odpadni vodé byla
méné nez 50 %, nasledoval po uvodnim testu test ovétovaci. Postup pii ovéfovacim
testu je obdobny jako u testu ivodniho. Bylo vSak pouzito vétsi mnozstvi testovacich
nadob. Sest nadob s kontrolnim vzorkem a $est nadob nefedéné odpadni vody. Do
kazdé nadoby bylo opét umisténo pét jedincti Daphnia magna. Celkem 30 jedinct

Vv kontrolnim vzorku a 30 jedinci v nefedéné odpadni vodé.
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Pokud pfi ivodnim testu imobilizace jedinct byla rovna ¢i piesahla 50 %, byl
proveden test piedbézny, ktery je tvofen koncentracni fadou z péti i Sesti
koncentraci. Kontrolni vzorek i kazda z koncentraci byla ve dvou kadinkach. Do
kazdé kadinky bylo pipetou umisténo 5 jedinci. Celkem 10 dafnii v kontrolnim

vzorku a 10 dafnii v kazdé koncentraci.

Podle vysledkt predbézného testu bylo stanoveno rozmezi péti nebo Sesti
koncentraci pro zakladni test. Zakladni test byl slozen ze ¢tyt nadob pro kazdou
z koncentraci testované odpadni vody a ze 4 kontrol. Do kazdé kadinky bylo
umisténo 5 jedinct. Celkem 20 jedincti v kontrolnim vzorku a 20 jedinct v kazdé

Z koncentraci.

Vyhodnoceni testt

Po 48 hodinach byli spoéitani pohyblivi jedinci ve vSech testovacich nadobach.
Jedinci neschopni se rozplavat do 15 s od mirného promichani roztoku jsou

povazovani za imobilizované. A to i v ptipad¢, ze pohybuji tykadly.

Dale byla zméfena koncentrace rozpusténého kysliku v testovacich nadobach
s kontrolnim vzorkem a v nadobé¢ s nejvyssi testovanou koncentraci odpadni vody.
V ptipadé, Ze by koncentrace rozpusténého kysliku v nejvyssi testované koncentraci
odpadni vody klesla pod 2 mg.l'l, musela by byt zmétena koncentrace kysliku
u vSech testovanych koncentraci odpadni vody. Pii kone¢ném vypoctu se pracuje
pouze s koncentracemi, ve kterych mnozstvi rozpusténého kysliku neklesne pod 2
mg.I"t (CSN EN ISO 6341).

Vysledky byly zaneseny do programu Microsoft Office Excel 2007 a bylo

vypocitano procento imobilizace.

Hodnota ECs byla stanovena probitovou analyzou v programu EKO-TOX 5.2.

Kritéria platnosti testu

Vysledky jsou povazovany za platné, pokud byly na konci testu dodrZzeny

nasledujici podminky.

a) Procento imobilizace kontrolnich vzorkl bylo mensi, nebo se rovnalo 10 %.
b) 24 h ECsp pro dichroman draselny byla v rozsahu od 0,6 do 2,1 mg.l“l.
(CSN EN ISO 6341)
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5.3.9 Test inhibice riistu na sladkovodnich zelenych rasach

Testy byly provedeny podle CSN EN ISO 8692. Expozi¢ni doba byla 72 hodin.

Testovaci organismus

Testy byly provedeny na zelené fase Desmodesmus subspicatus (diive

Scenedesmus subspicatus)

Zasobni kultura fas vyuzivanych k testovani pochazi z BU AVCR Tteboti ze

sbirky CCALA (Culture Collection of Autotrophic Organisms).

Podstatou zkousky toxicity na sladkovodnich zelenych fasach je kultivace
inokula rostoucich fasovych buné¢k v ptislusném objemu ristového média
a zkouseného vzorku odpadni vody. Testované sady jsou inkubovany po dobu 72 + 2
hod. Inhibice je méfena jako snizeni specifické ristové rychlosti ve vztahu

ke kontrolnim kulturam rostoucim za stejnych podminek (CSN EN ISO 8692).

Piiprava inokula

Rasové inokulum pro test se odebira z exponencialné rostouci inokulaéni
kultury (pfedkultivace), ktera se ptipravi nasledujicim zptisobem: ke 100 ml
standardniho Zivného roztoku (viz kapitola 5.3.3) se pfida 1 ml zasobni fasové
kultury a po dobu 4 dnu se inkubuje za podminek testu a poté se pouZzije pro

inokulaci.

Postup

Byla spocitana hustota bun¢k v ptredkultivaci. Z ptedkultivace byly
naockovany Erlenmayerovy banky tak, aby pocatecni koncentrace byla dostatecné
nizka (p¥iblizng 10* bungk. ml™) a byl umoznén exponencialni riist v kontrolnich

vzorcich (CSN EN ISO 8692).

Do Erlenmayerovych banék o objemu 100 ml bylo napipetovano 25 ml
ristového média ¢i 25 ml testovaného roztoku odpadni vody a byl ptidan dany objem

fasového inokula.

Obsah bariky byl promichan a hrdlo bylo ¢astecné piekryto parafilmem. Tim
se zabranilo vzdus$né kontaminaci a sniZilo se odpafovani roztoku, ale nebylo

zabranéno piistupu CO; pro zajisténi fotosyntézy.

41



Erlenmayerovy banky byly umistény do termoboxu s kontinualnim bilym
osvétlenim (rozsah 6 000 Ix - 10 000 Ix) pfi teploté 23 £+ 2 °C a byly inkubovany po
dobu 72 £ 2 hodin.

Kultury v termoboxu byly kvtli udrzeni buné€k ve volné suspenzi a usnadnéni

ptestupu CO; ze vzduchu do vody nékolikrat denné promichavany.

Pti Gtivodnim testu bylo naockovéano 6 Erlenmayerovych banék s kontrolnim

vzorkem a 3 banky s nefedénym testovanym vzorkem.

Pokud inhibice byla mensi nez 50%, byl proveden test ovéfovaci, pii kterém
bylo naockovéano 6 Erlenmayerovych banék s kontrolnim vzorkem a 6 ban¢k

S nefedénym testovanym vzorkem.

Pokud byla inhibice vy$si nebo rovna 50%, nasledoval po uvodnim testu test
predbézny, ktery byl tvofen koncentraéni fadou. Byla naockovana 1 Erlenmayerova
banka pro kazdou z koncentraci a 6 ban¢€k s kontrolnimi vzorky. Vysledky z tohoto

testu slouzily jako podklad pro test zakladni.

Pro zéakladni test byla stanovena koncentracni fada a pro kazdou z koncentraci

byly naoc¢kovany 3 barky. Pti zakladnim testu bylo opét Sest kontrol.

Na zacatku testu bylo zméfeno pH v jedné baiice kazdé zkousené sady a v jedné
baiice kontrolniho stanoveni. Na konci testu bylo zméfeno pH v jedné bance kazdé
koncentrace a ve vSech baiikach kontroly.

Vyhodnocovani testi

Mnozstvi narostlych fas bylo zjisténo Spocitanim fas v Biirkeroveé komurce
(Mikroskopické sklicko se dvéma vybrousenymi poli hlubokymi 0,1 mm, na jejichZz

dné je sitovity obrazec) pod svételnym mikroskopem.

Rasy se poéitaly ve sto velkych étvercich v obou polich a vysledna hodnota
se nasobila ¢islem 2 500. Tim se ziskal pocet bun¢k (primér obou poli) v 1 ml fasové

suspenze. Vysledek se pouzil k vypoétu specifické rustové rychlosti.

Vypocet specifické riistové rychlosti byl provadén dle vzorce:

Inn;, —Inn,
K=",

kde
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no pocatecni hustota bunek,

no hustota bunék méfena v dobé tL,
to doba zacatku zkousky,
tL doba ukonceni zkousky (nebo doba posledniho méteni béhem obdobi

exponencialniho ristu v kontrolnich kulturach).

a inhibice rtistové rychlosti v procentech byla vypoctena pro kazdou zkouSenou

sadu replikata podle vzorce:

He - He

Iy = m * 100
kde
i inhibice ristové rychlosti v procentech
Ui rustova rychlost pro zkousenou koncentraci 1,
e sttedni ristova rychlost u kontrolniho vzorku

(CSN EN ISO 8692)

Vypocet specifické rustové rychlosti se dle vzorca provadi v programu
Microsoft Office Excel 2007.

Inhibice, pfipadné stimulace ristu byla stanovena porovnanim ristovych

rychlosti fasové kultury v testovanych vzorcich a v kontrole.

Vysledky byly vyhodnoceny pocitacovym programem EKO-TOX v. 5.2.

Kritéria platnosti testu

Jsou stanovena kritéria, podle kterych se urcuje, zda je test platny ¢i nikoliv.

Pro test akutni toxicity na sladkovodnich fasach jsou to tyto pozadavky:

a) prumérna rustova rychlost u kontrolniho vzorku musi byt nejméné 1,4 d' to
odpovida piirtstku hustoty bunék 67 krat za 72h.
b) var. koeficient ristové rychlosti v kontrolnich replikatech nesmi ptekrocit 5%
¢) pH v kontrolnim vzorku se nema zménit béhem testu 0 vice nez 1,5 jednotky.
d) kontrola LC50 standardni latky (K,Cr,O7) se pohybuje v rozmezi 0,6 — 1,03
mg/l (prumérné 0,84 mg/1)
(CSN EN ISO 8692)
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5.3.10 Test inhibice rustu korene hoi¢ice bilé

Testy byly provedeny podle Metodického pokynu odboru odpadu ke stanoveni
ekotoxicity odpadt MZP CR, 2007. Expozi¢ni doba byla 72 hodin.

Testovaci organismus

Testy byly provedeny na semenech hoi¢ice bilé (Sinapis alba), pochazejicich
z OSEVA UNI a.s.. Semena o stiedni velikosti (1,5 az 2,5 mm), okrové zluta (MZP
CR, 2007), s kli¢ivosti minimaln¢ 90 %.

Postup

Pted testovanim bylo u kontrolniho vzorku i u testovaného vzorku zméfeno
pH, nasledné byly vysttizeny filtrani papiry tak, aby odpovidaly velikosti Petriho
misek (@ 140 mm), vlozily se na jejich dno a nasytily se 10 ml fedici vody (kontrolni
vzorek) ¢i testované odpadni vody. Do kazdé Petriho misky s filtra¢nim papirem pak
bylo pinzetou rovnomérné umisténo 30 semen Sinapis alba. Petriho misky byly

nasledné umistény do termostatu s teplotou 20 + 2 °C bez osvétleni.

Uvodni test byl proveden s jednou Petriho miskou pro kontrolni vzorek
a jednou Petriho miskou s testovanou odpadni vodou. Celkem 30 semen pro kontrolu

a 30 semen pro testovany vzorek.

Predbézny test byl proveden na koncentra¢ni fad¢. Celkem 30 semen pro

kontrolni vzorek a 30 v kazdé koncentraci.

Na zakladé vysledku uvodniho ¢i piedbézného testu byl proveden test
oveéfovaci. Ovéfovaci test se proved| za stejnych podminek jako test ivodni, ale pro
nefedény vzorek odpadni vody byly pouZity tfi Petriho misky (celkem 90 semen). Do
kontrolniho vzorku bylo pti oveéfovacim testu také nasazeno 90 semen (tf1 Petriho

misky).

Na zakladé vysledku predbézného testu byla stanovena koncentra¢ni fada
vhodna pro zékladni test, ktera se skladala z minimalné péti koncentraci. Pro kazdou
z koncentraci i pro kontrolni vzorek byly pouzity dvé Petriho misky. Celkem tedy

60 semen pro kazdou koncentraci.

U vsech testil byla po 72 hodinach zmétena a zapsana délka kotfenti

testovanych semen.
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Vyhodnoceni testu

Pfi hodnoceni testu na semenech hot¢ice bilé byla zakladnim parametrem
pramérna délka kofene. Priimérné délka kofene namétena v koncentrovaném vzorku
¢i v miskach s koncentra¢ni fadou se porovnavala s primérnou délkou namétenou

v kontrole a nasledné se vypocitavalo procento inhibice ¢i stimulace.

Pii méfeni byl zaznamenavan i pocet nevyklicenych semen. Nevyklicena
semena byla do aritmetického pruméru zapocitavana jako semena s nulovou délkou
kofene. V ptipadé, ze semeno vyklic¢ilo, ale nevytvotilo kotinek, se tato hodnota

zapocitala do aritmetického pruméru také jako nulova.

U testl s vice nez 30 semeny na testovanou koncentraci odpadni vody nebo
kontroly, by neméla byt variabilita vysledkl v jednotlivych miskach vétsi nez 30 %.
U ovétovacich testll byl vypocitan variacni koeficient namétenych délek koteni

ve vzorcich odpadni vody i v kontrole.

Vysledky byly zaneseny do Microsoft Office Excel 2007 a byly zde nasledné
provedeny i vypoéty varia¢nich koeficientt a aritmetickych praméru délek kofend.

Vypocty inhibice ¢i stimulace byly provedeny dle vzorce:

_BK—@VZ

oK * 100

X

kde
OK prumérna délka kotenti v kontrole
OVZ  pramérna délka kofent ve vzorku

Stanoveni hodnoty ICs bylo provedeno pomoci probitové analyzy v programu
EKO-TOX 5.2.

Platnost testu

Vysledky testli se povazuji za platné, jestlize jsou splnény nésledujici

pozadavky:

a) klicivost semen Vv kontrole je nejméné 90%

b) stanovena hodnota 72ICsg standardu dichromanu draselného (K,Cr,07) pro

testovana semena je V rozmezi 10 - 50 mg.I'1
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C) V testech, kdy se nasazuji semena do vice Petriho misek, nema byt variabilita
vysledkt Vv jednotlivych miskach u ptislusného vzorku a kontroly vétsi nez

30%.
(MZP CR, 2007)

5.3.11 Test inhibice svételné emise Vibrio fischeri

Testy inhibi¢niho u¢inku vzorkd vod na svételnou emisi Vibrio fischeri byly

provedeny dle CSN EN 1SO 11348-2.

Testovaci organismus

Testy byly provedeny na luminiscen¢ni moiské gramnegativni bakterii Vibrio
fischeri NRRL B-11177.

Bakterie Vibrio fischeri ptirozené vyzatuji svétlo, které v organismu vznika

organismu pii chemické reakci katalyzované enzymem luciferasou.

Podstatou zkousky toxicity je méfeni snizeni luminiscence v koncentra¢ni fadé
po expozici 15 min nebo 30 min. V uvahu se bere korekéni faktor, ktery je méfitkem
zmén intenzity kontrol v pribéhu expozice. Vysledkem jsou hodnoty EC20 a EC50
(CSN EN ISO 11348-2).

Bakterialni suspenze se piipravuje z komeréné dostupnych susenych bakterii
firmy Hach Lange GmbH, oznaceni LCK 482, podle ndvodu vyrobce. Bakterie
se uchovavaji pii teploté < -18°C. Pro rehydrataci bakterii vyrobce dodavd médium,

ve kterém se bakterie reaktivuji.

SloZeni a priprava média pro reaktivaci

Monohydrat D(+)-gluko6zy (CeH1206. H20) 8,0¢g
Chlorid sodny (NaCl) 20,09
Hexahydrat chloridu hote¢natého (MgCl,.6H,0 2,035¢
Chlorid draselny (KCI) 0,30 g
Kyselina N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N-(2-ethansulfonova) 11,99

Latky se rozpusti ve vodé. Roztok se micha cca 30 min. Pomoci NaOH ¢i HCI
se upravi hodnota pH na 7,0+0,2. (CSN EN ISO 11348-2)
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Roztok je mozné v malych dévkach skladovat pfi teploté < -18°C.

Piiprava zkuSebni suspenze suSenych bakterii

Z mrazaku se vyjme reaktivaéni médium a po rozmrazeni Se vytemperuje
na teplotu 15+2°C. Z mrazaku s teplotou < -18 °C se vyjme ampule s kulturou. Asi
na 1 min se vlozi pod proud studené vody a nasledné se do ampule pipetou ptida 0,5
ml reaktivaéniho média. Po 30 — 60 min se do ampule piida 4,5 ml reaktivaéniho
média a tato suspenze se pouzije pro zkousku pti fedéni D=1. Pro ostatni fedéni
se obsah ampule pfelije do zkumavky s reaktivaénim médiem a pomalym

opakovanym pfevracenim Se promicha.

Referencni latky

s roztokem chloridu sodného jako fedicim roztokem, bez upravy pH

Heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSO4.7H,0) 25 mg/l Zn**
Dichroman draselny (K,Cr,07) 4,0 mg/l cré
Chlorid sodny (NaCl) 75,0 g/l

(CSN EN ISO 11348-2)

Kazda Sarze bakterii se zkous$i se vSemi referen¢nimi latkami. Kazda nova

rozmrazena zkumavka s bakteriemi se zkousi alesponi s jednou referen¢ni latkou.
Pro platnost zkousky zptsobuji referen¢ni latky siran zine¢naty a dichroman
draselny pti 30min expozici inhibici 20% - 80% a chlorid sodny inhibici 40% - 60%.
ﬂprava vzorku
Uprava vzorku se provadi bezprostiedné pied zkouskou.

Zméii se Oy, pozadavek je min. 3 mg/l. Je-li nutné, provede se okysliceni

provzdusiovanim nebo michanim.
Pozadavek na pH je 6,0 — 8,5. Je-li nutné, upravi se pomoci HCI nebo NaOH.

U vzorku s konduktivitou < 10 mS . cm™ se p¥ida 20 g NaCl/l vysledna

koncentrace soli nesmi pfesahovat 35g/1 NaCl.

U silné zakalenych vzorka se vzorek bud’ necha usazovat po dobu 1 h, nebo

se provede odstiedéni ¢i filtrace.
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Postup

Byla ptipravena bakterialni suspenze a prvni sada zkumavek (zkumavky

vhodné pro termoblok a luminometr) s fadou fedéni vzorku + referen¢ni vzorek + 2

kontroly (1 kontrola pro D = 1 a 1 kontrola pro D > 2).

Redéni se vyjadiuje jako reciproka hodnota objemového podilu vzorku

ve zkouSeném roztoku. Pokud se zkousi téméf nefedény vzorek, piida se 800ul
vzorku k 200u1 bakterialni suspenze. Redéni vzorku je potom 1:1,25, hodnota D

muze byt povazovana za D=1.

Na zéklad¢ zkusenosti laboratote se vzorky z FN Motol byl zvolen k testovani
piimo zékladni test se sadou fedéni D =1,2, 3,4,6,8,12¢iD=2,3,4,6, 8, 12.

Tab. 7: Rada Fedéni vzorku p¥i testovani na Vibrio fischeri

Redéni D Vzorek [u] Redici roztok NaCl
[ul]
1 1v1,25 800 0
2 lve?2 500 0
3 lve3 3333 166,7
4 lve4d 250 250
6 1v6 166,7 333,3
8 1v8 125 375
12 1vel2 83,3 416,7
kontrola pro D=1 0 800
kontrola pro D>2 0 500
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Ptiprava druhé sady zkumavek s bakteridlni suspenzi

Tab. 8: MnoZstvi bakterialni suspenze pro dana redéni

Redéni D Bakterialni suspenze [pl]
1 200
2 500
3 500
4 500
6 500
8 500
12 500
kontrola pro D=1 200
kontrola pro D>2 500

Obé sady zkumavek se vytemperovaly na 15+2°C pomoci termobloku
s fizenou teplotou. Méfeni se provadi pomoci luminometru SIRIUS (Berthold

Detection Systems) a pomoci softwaru FB12 Sirius Software.

Ptipravila se druha sada zkumavek s bakterialni suspenzi — v kazdé zkumavce
se zméfila pocatecni intenzita luminiscence lo v intervalech 30s. IThned po zméfeni
se kazda zkumavka doplnila na objem 1 ml zfedénymi vzorky (prvni sada
zkumavek) nebo NaCl (kontroly) nebo referenénim vzorkem a promichala
se opakovanym nasatim pipetou. Po 15min a 30min (pfip. Smin) se opét zmétila

intenzita luminiscence I v intervalech 30s.

Pro zkousku se zvoli doba expozice, pti které bylo dosazeno nejvyssi inhibice.
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Inhibiéni uéinek na luminiscen¢ni bakterie

Ze zméfené intenzity luminiscence byl v Microsoft Office Excel 2007 podle
vzorce vypocten korekéni faktor (i), ktery slouzi ke korekci poc¢ate¢nich hodnot Io
vSech zkouSenych vzorkt pted jejich pouzitim jako referen¢nich hodnot pro

stanoveni snizeni luminiscence, zavislém na zkouseném vzorku.

fop =kt
(t=30 min)
kde
fie korekcni faktor po expozici 30 min,
Ikt intenzita luminiscence kontrolniho vzorku po 30 min, v relativnich
jednotkach luminiscence,
lo intenzita luminiscence kontrolni zkusebni suspenze bezprostfedné pied

pfidanim fediciho roztoku, v relativnich jednotkach luminiscence.
Dale byl vypocitan prumeér hodnot fkt kontrolnich vzork.

Podle vzorce I, = I * fi: byla vypoétena hodnota I,

kde

let korigovana hodnota Iy pro zkumavky se zkousenym vzorkem bezprostiedné

pted pfidanim zkouSeného vzorku,
fie  pramér hodnot fig,

lo intenzita luminiscence kontrolni zkuSebni suspenze bezprosttedné pred

pfidanim fediciho roztoku, v relativnich jednotkach luminiscence.

Inhibi¢ni G¢inek zkouseného vzorku odpadni vody byl vypocten podle vzorce:

I —1
H, =<—L%100
Iet
kde
Ht inhibicni u¢inek zkouseného vzorku po expozici 15 nebo 30 min, v %,
let korigovana hodnota Iy pro zkumavky se zkousenym vzorkem bezprostiedné

pted pfidanim zkouSeného vzorku
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It intenzita luminiscence zkouseného vzorku po expozici 15 nebo 30 min,

v relativnich jednotkach luminiscence.
Pro kazdé fedéni byl vypoéten primérny inhibi¢ni u¢inek Ht , % podle vzorce:

Ht,l + Ht,2

Ht =
2

V paralelnich stanovenich byla vypoctena smérodatna odchylka s hodnot Ht

K (H;—H,)?
k—1

od pfislusnych prumért duplikati a variacni koeficient VK (v %) podle vzorce
CV = =%100
H

t

kde

H: pramérnd inhibice luminiscence pii dobé expozice t min., (%),
Ht1  inhibice luminiscence v paralelnim stanoveni 1, pii dob& expozice t min, (%),

Ht2  inhibice luminiscence v paralelnim stanoveni 2, pii dob& expozice t min, (%),

Hi inhibice luminiscence v i-tém paralelnim stanoveni (%),
Ik inhibice luminiscence v k-tém paralelnim stanoveni (%),
k pocet paralelnich stanoventi,

S smerodatna odchylka (%).

Pro vyhodnoceni zavislosti ii¢inku na koncentracich byla pro kazdé fedéni

vypoctena hodnota gama:

F = ————
37100 - H,
kde

['s0  hodnota gama zkouSeného vzorku po expozici 30 min,

Ht  pramér hodnot Ht
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Pomoci linearni regresni analyzy se pro kazdou expozici stanovi zavislost

ucinku na koncentraci.
Zavislost u¢inku na koncentraci byla popsana linearni rovnici:
log c3p=blogI'sp + log a
kde
c3o  podil vzorku odpadni vody ve zkouseném roztoku v procentech,
I'30 hodnota gama zkouseného vzorku v procentech,
b smérnice popisované piimky,
loga usek naose y vymezeny popisovanou piimkou.

Metodou nejmensich ¢tverci byly vypocitany hodnoty ECsos odpovidajicimi

mezemi, v kterych:
¢30 = EC50/30min pro I'30 = 1,00
(CSN EN ISO 11348-2)

Vysledky se vyjadiuji v % nebo ml/l nebo mg/l.

Kritéria platnosti

Vysledky testl se povazuji za platné, jestlize jsou splnény nasledujici

pozadavky:
a) hodnota fi; pro 30 min inkubaci je v rozsahu 0,6 az 1,3,

b) paralelni stanoveni pro kontroly i pro zkousené vzorky, z nichz se uréuje

hodnota ECsy se neodchyluje od svych praméri o0 vice nez 3 %,

¢) dichroman draselny zpusobuje pti 30 min expozici inhibici 20 % az 80 %
v nasledujici koncentraci: 4 mg.l-1 Cr6+ (ekvivalentni 0,0057 g dichromanu

draselného)

(CSN EN ISO 11348-2)
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6. Vysledky

V této kapitole diplomové prace jsou uvedeny vysledky ekotoxikologickych
testti odpadnich vod z FN v Motole na péti testovacich organismech. Na rybach
Poecilia reticulata, perloo¢kach Daphnia magna Straus, sladkovodni zelené fase
Desmodesmus subspicatus, kofenech hoi¢ice bilé (Sinapis alba) a na bakterii Vibrio

fischeri.

V den odbéru odpadni vody byly zméfeny fyzikalni ukazatele, jako je pH,
konduktivita a obsah volného chloru. Konduktivita a pH byly méteny pouze
v laboratofi, mnozstvi volného chléru bylo méfeno pti samotném odbéru na COV
ve FN Motol a nasledné i v laboratofi, aby se zjistilo, zda ma ptevoz vzorkt

a manipulace s nimi vliv na jeho mnozstvi. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 9.

Tab. 9: Fyzikalni ukazatele vzorki odpadnich vod

Cislo vzorku pH Kondukt{\fta - Volny (ihlér [mg'l_l] -
[mS.cm”] |Misto odbéru| Laboratof
2.3/15/857 7,95 2,40 0,05 0,03
2.3/15/858 8,02 1,94 0,50 0,11
2.3/15/1135 7,92 2,37 0,04 0,04
2.3/15/1136 8,05 1,53 0,16 0,12
2.3/16/235 7,93 2,49 0,09 0,13
2.3/16/236 7,98 2,05 0,10 0,02

Odpadni vody byly testovany podle postupového diagramu uvedeného
v kapitole 5.3.6.. Uvodni a ovéfovaci testy byly provadény s nefedénou odpadni
vodou obohacenou o soli (kapitola 5.3.2. a 5.3.11) ¢i 0 ziviny (kapitola 5.3.3.).
Predbézné a zékladni testy pak byly tvofeny koncentra¢ni fadou (kapitola 5.3.5.).

6.1. Vysledky testii akutni toxicity na akvarijnich rybach

V tabulce ¢. 10 jsou uvedeny vysledky testti akutni toxicity v§ech odebranych

vzorkl na testovacim organismu Poecilia reticulata.
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Tab. 10:

Vysledky testt akutni toxicity na rybé Poecilia reticulata

Testovaci organismus: Poecilia reticulata

Cislo vzorku Druh testu Mortalita [%6] LCsp [mI.I"]
uvodni 100
2.3/15/857 predbézmny 735,4
zakladni 481,6
uvodni 100
2.3/15/858 predbezny <20
ovefovaci 60
zakladni 968,1
uvodni 100
2.3/15/1135 predbézmy <50
ovéfovaci 10 N*
uvodni 100
2.3/15/1136 predbézmy <50
ovéfovaci 40 N*
uvodni 100
2.3/16/235 predbézny <50
ovérovaci 10 N*
2.3/16/236 odni 2
ovéfovaci 20 N*

* oznaceni N znamena, Ze pro testovanou odpadni vodu nebylo mozné stanovit
hodnotu LCs,

Pouze u vzorku E/236 byla mortalita po 96 hodinach testovani niz§i nez 50%,

byl u ngj tedy proveden pouze ovéiovaci test, kterym se potvrdila mortalita 20%.

U ostatnich vzorkt byla mortalita po 96 hodinach 100% a byly nasazeny testy

piedbéZné, ptipadné zakladni.

Na zaklad¢ vysledkt predbéznych testi byly u vzork E/857 a E/858

stanoveny koncentra¢ni stupnice pro zakladni testy a pomoci probitové analyzy

v programu EKO-TOX 5.2. byly stanoveny hodnoty LCsp.

U vzorka E/1135, E/1136 a E/235 byly provedeny testy piedbézné, pii nichz po

96h doslo k mortalit¢ mensi nez 50%. Na zaklad¢ tohoto vysledku byly provedeny
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testy ovetovaci. Pti ovéfovacich testech byla mortalita nizs$i nez 50% a tudiz nelze

u téchto vzorkti odpadnich vod stanovit hodnota LCsy.

Vysledky v zavislosti na chloraci

V tabulce €. 11 je uvedeno porovnani vysledku testti vzorkt E/857 (vzorek
pted chloraci) a E/858 (vzorek po chloraci). U vzorka E/1134, E/1136, E/235
a E/236 nebylo mozné stanovit hodnotu LCsy.

Tab. 11: Porovnani vysledkii testi na rybé Poecilia reticulata v zavislosti na chloraci
(barevné je zvyraznén vzorek pied chloraci)

Testovaci organismus: Poecilia reticulata
Cislo vzorku LCs [ml.I"]
E/857 481,6
E/858 968,1

Vysledky z tabulky jsou znazornéné na obr. 1.

Poeciliareticulata
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H prred chloraci
400
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- .
200 po chloraci

200
100

E/857 E/858
Cislo vzorku

Obr. 1: Porovnani vysledkii test na rybé Poecilia reticulata v zavislosti na chloraci
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6.2.

Vysledky testii akutni toxicity na perloockach

Dalsim testovacim organismem byla perloo¢ka Daphnia magna Straus.

V tabulce €. 12 jsou uvedeny vysledky testli vSech testovanych vzorkd.

Tab. 12: Vysledky testu akutni toxicity na perloo¢ce Daphnia magna Straus

Testovaci organismus: Daphnia magna

Cislo vzorku Druh testu Imobilizace [%0] ECso [MLI']
uvodni 85
2.3/15/857 predbézny 843,0
zakladni 745,5
uvodni 55
2.3/15/858 predbézny <50
ovéfovaci 45 N*
uvodni 100
2.3/15/1135 predbézmy 596,4
zakladni 681,7
uvodni 35
ovétovaci 76
2.3/15/1136 predbézny <50
ovefovaci 62,5
zakladni <50 N*
uvodni 100
2.3/16/235 predbézny 651,0
zakladni 769,1
uvodni 75
2.3/16/236 predbézny 815,6
zakladni 870,0

* oznaCeni N znamend, ze pro testovanou odpadni vodu nebylo mozné stanovit

hodnotu ECs

U vsech testovanych vzorka s vyjimkou vzorku E/1136 doslo pfi ivodnim

testu k imobilizaci vice nez 50% jedincd. U vzorku E/1136 byl proveden ovéfovaci

test, pii kterém vSak doslo k imobilizaci 76% jedinct a proto byl také proveden test

predbézny.
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U vzorku E/858 doslo pfi tivodnim testu k imobilizaci 55% jedinct,
U ovétovaciho testu vSak imobilizace klesla na 45 %. U tohoto vzorku tedy nelze

stanovit hodnotu ECsg , vzorek odpadni vody je tak povazovan za netoxicky.

Vzhledem k vysoké imobilizaci perloo¢ek v uvodnich testech byly provedeny

predbézné testy a zakladni testy U vSech testovanych vzorkl s vyjimkou vzorku

E/858.

Vysledky v zavislosti na chloraci

V tabulce €. 13 je uvedeno porovnani vysledki testit v zavislosti na chloraci
vSech testovanych vzorki. U vzorkl E/858 a E/1136 nebylo mozné stanovit hodnotu

ECso

Tab. 13: Porovnani vysledki testii akutni toxicity na perloo¢ce Daphnia magna
v zavislosti na chloraci (barevné jsou zvyraznény vzorky pred chloraci)

Testovaci organismus: Daphnia magna
Cislo vzorku ECxo [ml.I']
E/857 745,5
E/858 N*

E/1135 681,7
E/1136 N*

E/235 769,1
E/236 870,0
* oznaceni N znamena, Ze pro testovanou
odpadni vodu nebylo mozné stanovit hodnotu
ECso

Vysledky z tabulky jsou znazornéné na obr. 2.
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Obr. 2: Porovnani vysledkii test akutni toxicity na perloo¢ce Daphnia magna
v zavislosti na chloraci

Jak je z téchto vysledkt patrné, u vSech testovanych vzorki oSetfenych
chlornanem sodnym byla pfi testech na perloocce Daphnia magna zjisténa nizsi

toxicita ve srovnani Se vzorky neosetfenymi.
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6.3. Vysledky testi inhibice ristu na sladkovodnich

zelenych Fasach

Vysledky testl inhibice rastu na sladkovodni zelené fase Desmodesmus

subspicatus jsou uvedeny Vv tabulce ¢. 14.

Tab. 14: Vysledky testt inhibice ristu na sladkovodni zelené Fase Desmodesmus
subspicatus

Testovaci organismus: Desmodesmus subspicatus
Cislo vzorku Druh testu Inhibice [%0] ECsp [ml.I™]
uvodni 95,4
2.3/15/857 predbézny 408,4
zakladni 407,9
uvodni 91,2
2.3/15/858 predbézny 421,6
zakladni 433,3
uvodni 80,7
2.3/15/1135 predbézny 259,6
zakladni 291,7
uvodni 100,0
2.3/15/1136 predbézny 393,1
zakladni 415,7
uvodni 34,5
2 3116/235 ovéfovaci 95,5
predbézny 484,1
zakladni 535,5
uvodni 433
2 3/16/236 ovérovaci 100,0
predbézny 309,2
zakladni 708,7

U vzorkt E/857, E/858, E/1135 a E/1136 byla pti tvodnim testu inhibice vyssi
nez 50% a byly tak provedeny testy predbézné a zakladni. V ptipad¢ vzorka E/235
a E/236 byla inhibice niz$i nez 50 % a nasledovaly ovétovaci testy. Pfi nich doslo
k inhibici vyssi nez 50% a proto i u téchto vzorkl byly provedeny testy predbézné

a zakladni.
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Vysledky v zavislosti na chloraci

V tabulce ¢. 15 a na obr. 3 je uvedeno porovnani vysledku testti v zavislosti

na chloraci vSech testovanych vzorkd.

Tab. 15: Porovnani vysledku testi akutni toxicity na zelené fase Desmodesmus
subspicatus Vv zavislosti na chloraci (barevné jsou zvyraznény vzorky pied chloraci)

Testovaci organismus: Desmodesmus
subspicatus
Cislo vzorku ECs, [ml.l'l]
E/857 407,9
E/858 433,3
E/1135 291,7
E/1136 415,7
E/235 535,5
E/236 708,7

Vysledky uvedené v tabulce jsou znazornéné na obr. 3.
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E/857 E/858 E/1135 E/1136  E/235 E/236
Cislo vzorku

Obr. 3: Porovnani vysledki testti akutni toxicity na iase Desmodesmus subspicatus
v zavislosti na chloraci

Jak je z vysledki uvedenych v tabulce ¢. 15 a na obr. 3 patrné, u vSech
testovanych vzorkl osetfenych chlornanem sodnym byla pfi testech na fase

Desmodesmus subspicatus zjisténa nizsi toxicita Ve srovnani Se vzorky neoSetfenymi.
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6.4. Vysledky testi inhibice ristu korene horcice bilé

V tabulce ¢. 16 jsou uvedeny vysledky tvodnich a ovéfovacich testl inhibice
rustu kofene hoicice bilé. U vSech testovanych vzorka odpadni vody byla v ivodnim
I ovéfovacim testu inhibice ristu kofene po 72 hodinach nizsi nez 50 % a vzorky tak

nejsou povazovany za ekotoxickeé.

Tab. 16: Vysledky uvodnich a ovéfovacich testi inhibice ristu koi‘ene hor¢ice bilé
(Sinapis alba)

Testovaci organismus: Sinapis alba
Cislo vzorku Druh testu Inhibice/ stimulace ICso [ml.I™]
uvodni 2,7
2.3/15/857 N*
ovéfovaci -9.6
uvodni 10,9
2.3/15/858 N*
overovaci 11,6
uvodni -40,9
2.3/15/1135 N>
overovaci 9,7
uvodni -7,1
2.3/15/1136 N*
ovéfovaci -37,6
uvodni -17,2
2.3/16/235 N*
ovéfovaci -11,2
uvodni -13,8
2.3/16/236 N*
ovéfovaci 2,9
* oznacCeni N znamena, ze pro testovanou odpadni vodu nebylo mozné stanovit
** stimulace je vyjadiena jako zaporné Cislo

U vzorku E/857, E/1135, E/1136, E/235 i E/236 doslo k stimulaci ristu kofene

hoft¢ice bilé.
6.5. Vysledky testu inhibice svételné emise Vibrio fischeri

Na zakladé zkusenosti laboratote se vzorky z FN Motol byl zvolen k testovani

pfimo zakladni test.

V zakladnim testu inhibi¢niho G¢inku na svételnou emisi Vibrio fischeri bylo
stanoveno procento inhibice luminiscence v riznych koncentracich a byla ur¢ena
hodnota EC,y a ECsove srovnani s kontrolou. Namétené hodnoty byly vyhodnoceny

pomoci softwaru Microsoft Office Excel.
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Vysledky testi inhibice svételné emise bakterii Vibrio fischeri po expozici 15 a 30

min provedenych se vzorky testovanych odpadnich vod jsou uvedeny v tabulce ¢. 17.

Tab. 17: Vysledky zakladnich test inhibi¢niho G¢inku vod na svételnou emisi Vibrio
fischeri

Testovaci organismus: Vibrio fischeri
Cislo vaorka Zakladni test [mLI"] Zikladni test [mlI"]
ECo0/15min EC20/30min ECs0/15min ECs0/30min
2.3/15/857 197,9 116,2 571,0 547,1
2.3/15/858 48,25 37,3 230,2 174,4
2.3/15/1135 56,96 33,32 298,1 279,0
2.3/15/1136 40,28 34,22 1974 165,5
2.3/16/235 51,32 40,92 240,1 220,0
2.3/16/236 14,37 12,47 87,6 69,7

Hodnoty EC2o/15min, EC20/30mins ECs0/15min a ECs0/30min jsou patrné i z obr. €. 4.

™ - -
Vibrio fischeri
600
500
400
N ® EC20/15min
= 300 .
E EEC20/30min
- EC50/15min
200 .
mEC50/30min
100 -
0 -
E/857 E/858 FE/1135 FE/N1136 ENR35 E236
Cislo vzorku

Obr. 4: Vysledky zakladnich testd inhibi¢niho u¢inku vod na svételnou emisi Vibrio
fischeri (Hodnoty ECo15mini ECa0/30mins ECso/15min a ECsorzomin)
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Vysledky v zavislosti na chloraci

Vsechny testované vzorky odpadnich vod byly pro bakterii Vibrio fischeri
toxické. Z tabulky ¢. 18 i z obrazku €. 5 vyplyva, Ze vzorky odpadnich vod po

osetfeni chlornanem sodnym jsou pro bakterii vice toxické, nez vody neosetiené.

Tab. 18: Porovnani vysledki testt inhibi¢niho u¢inku vod na svételnou emisi Vibrio
fischeri v zavislosti na chloraci (barevné jsou zvyraznény vzorky pred chloraci)

Testovaci organismus: Vibrio fischeri
Cislo vzorku ECs0/30min
E/857 547,1
E/858 174/4
E/1135 279,0
E/1136 165,5
E/235 220,0
E/236 69,7

Vysledky uvedené v tabulce jsou znazornéné na obr. 5.
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Obr. 5: Porovnani vysledki test inhibi¢niho ucinku vod na svételnou emisi Vibrio
fischeri v zavislosti na chloraci
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6.6. Vysledky testovanych odpadnich vod na vSech

testovacich organismech

V tabulce ¢. 19 jsou uvedeny vysledky testd na vSech testovacich organismech.
Oznaceni N V tabulce znamen4, Ze pro testovany vzorek nemocni¢ni odpadni vody
nebylo mozné stanovit hodnotu LCs, ECsp nebo I1Csg, tedy Ze v nefedéné odpadni
vodé byl thyn ryb, imobilizace perloocek, inhibice rtstu a inhibice luminiscence

mensi nez 50 %.

Tab. 19: Vysledky ekotoxicity testovanych odpadnich vod na Poecilia reticulata,
Daphnia magna, Sinapis alba, Desmodesmus subspicatus a Vibrio fischeri

Testovaci organismus - hodnoty L.Csy, ECs5 a 1Csg
v, Poecilia Daphnia . Desmodesmus \_/|br|o_
Cislo vzorku . Sinapis alba . fischeri
reticulata magna .. | subspicatus
LCoo ] | B, ity | 1G5 MY | ey [ ECsomsmin/
ECs0/30min
2.3/15/857 481,6 745,5 N* 407,9 571,0/547,1
2.3/15/858 968,1 N* N* 433,3 230,2 /1744
2.3/15/1135 N* 681,7 N* 291,7 298,1/279,0
2.3/15/1136 N* N* N* 4157 197,4/165,5
2.3/16/235 N* 769,1 N* 5SEl5 240,1/220,0
2.3/16/236 N* 870,0 N* 708,7 87,6/69,7
* ozmaceni N znamena, ze pro testovanou odpadni vodu nebylo mozné stanovit hodnotu
LCsp, ECsp, ICsg
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7. Diskuze

V ramci diplomové prace byla testovana ekotoxicita Sesti vzorki odpadnich
vod z FN Motol. Vzorky byly odebirany ve 3 terminech. Vzorky s oznacenim E/857,
E/1135 a E/235 jsou vzorky pted dezinfekci pomoci chlornanu sodného, vzorky
E/858, E/1136 a E/236 jsou po dezinfekci chlornanem sodnym.

Ve FN v Motole se krom¢ jinych nachazi i infekéni a onkologické oddéleni.
Tato oddéleni jsou vyznamnym zdrojem latek s prokazanymi ekotoxickymi ucinky

(jako napf. cytostatika a dalsi 1é¢iva) a zdrojem mikrobialniho znecisténi.

Pro hodnoceni ekotoxicity byly pouzity ekotoxikologické testy na péti
organismech: na rybach (Poecilia reticulata), perloockach (Daphnia magna),
zelenych fasach (Desmodesmus subspicatus), hoi¢ici bilé (Sinapis alba)

a luminiscenénich bakteriich (Vibrio fischeri).

Ekotoxicita

Vysledky provedenych ekotoxikologickych testt se liSily pro jednotlivé

organismy. Nejcitlivéjsim organismem byla bakterie Vibrio fischeri (nejnizsi

cvwr

cvwr

citlivym organismem pfi testovani odpadnich vod byla ryba Poecilia reticulata.

Vibec nejmensi citlivost vykazovala semena hoic¢ice bilé Sinapis alba.

Chrobékova (2014) dosla v ramci své diplomové prace ke zjiSténi, Ze nejvice
citlivé jsou pfi testovani odpadnich vod z FN v Motole perloocky Daphnia magna

a zelena fasa Desmodesmus subspicatus prokazala citlivost mensi.

Odpadni vody nemély ekotoxické ucinky na semena hoicice bilé (Sinapis
alba). Ani v jednom piipadé nebylo mozné stanovit hodnotu ICsg. U vzorkti E/857,
E/1135, E/1136, E/235 i E/236 doslo pfi testovani dokonce ke stimulaci ristu kofene.

Pti testovani na organismu Poecilia reticulata nelze u vzorka E/1135, E/1136,
E/235 a E/2365 stanovit hodnotu LCsp. Testované odpadni vody tak nejsou pro tento
organismus toxické. Ekotoxicita byla pfi testovani na organismu Poecilia reticulata
prokéazana u vzorkd E/857 (LCso = 481,6 ml.I"") a E/858 (LCso = 968,1 ml.I™").

V piipadé¢ E/858 je tato hodnota nejvyssi zjisténa viibec. U vzorku E/857 doslo
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k velkému rozdilu mezi hodnotou LCsg U pfedbézného testu (LC5,=735,4 mI.I'l) a
hodnotou LCsp u zékladniho testu (LCso = 481,6 mI.I'l). Tento fakt je pravdépodobné

zpusoben pfili§ velkym rozdilem v po¢tu pouzitych pokusnych ryb.

Byla prokazana ekotoxicita vSech testovanych odpadnich vod na organismus
Desmodesmus subspicatus. Nejvice toxicky byl pro fasy vzorek E/1135, u kterého
bylo zjisténa hodnota ECso = 291,7 ml.I™.

Zgorska a kol. (2011) testovali ekotoxicky ucinek neoSetienych odpadnich vod
z nemocnice St. Joseph’s ve mésté Pilchowice V jihozapadnim Polsku, ktera
produkuje pfiblizng 105 m® odpadnich vod za den. Ve své préci zjistila, Ze nejvyssi
ekotoxicky u¢inek byl pozorovan u Pseudokirchneriella subcapitata. V ramci jeji
studie byla pro tento organismus zjisténa nejniz§i hodnota ECso = 187,7 mlL.I™,
ekotoxicita neosetfenych odpadnich vod tedy byla pro zelené fasy vV porovnani

se zavéry této diplomové prace v&tsi (nejnizsi ECso = 291,7 ml-I™).

Stejny zaver Ize pozorovat Ve srovnani s vysledky studie Zgorska a kol. (2011)
pii testovani ekotoxicity na perloo&ce Daphnia magna (nejnizsi ECso = 207,6 ml.I™).

V ramci této diplomové prace byla pii testech na neosetfenych odpadnich vodach

cv v

Dalsim testovanym organismem byla u Zgorska a kol. (2011), stejné jako v této
diplomové praci, luminiscen¢ni bakterie Vibrio fischeri. U tohoto organismu autofi
Zgorska a kol. (2011) uvadeji nejmensi ekotoxicky ucinek odpadnich vod ze vSech

testovacich organismti.

Vliv chlorace

Z vysledku testti na bakterii Vibrio fischeri uvedenych v této diplomové praci
vyplyva, ze vzorky odpadnich vod po oSetieni chlornanem sodnym vykazuji pro

bakterii vétsi toxicitu, nez vody neoSetiené.

Jak uvadi Berto a kol. (2009), je nutné pouZzivat pro testovani toxicity baterie
testti na organismech z ruznych trofickych trovni. Zelena fasa Desmodesmus
subspicatus stoji ve spodni Casti potravniho fetézce a Vypousténi odpadnich vod ze

zdravotnickych zafizeni by mohlo vést k inhibici nebo stimulaci jejiho ristu.

Berto a kol. (2009) provedli testy ekotoxicity nemocni¢nich odpadnich vod

vstupujicich do COV a vystupujicich z COV. Testy ekotoxicity provadéli na fasach
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(Desmodesmus subspicatus) a perloockach (Daphnia magna), tzn. na dvou
testovacich organismech, které byly pouzity pro hodnoceni ekotoxicity i vV ramci této

diplomov¢ prace.

V piipadé testi na Daphnia magna bylo vyzkumem Berto a kol. (2009)
prokazano, ze nedezinfikované odpadni vody jsou pro perloocky vice toxické nez
dezinfikované odpadni vody. Ke stejnému zavéru se doslo i pfi testovani ekotoxicity
v ramci této diplomové prace. Neosetfené odpadni vody byly pro perloocku Daphnia
magna Ve viech pripadech toxické (ECsoeigsy = 745,5 ml.I?, ECsog/135 = 681,7 ml.I?
a ECsogo35 = 769,1 mI.I'l), oproti tomu dva vzorky oSetfenych odpadnich vod (E/858
a E/1136) nebyly pro perloocku toxické a u vzorku E/236 (ECso= 870,0 ml.I") doslo

ke sniZeni toxicity.

Dale bylo ze srovnani ekotoxicity odpadnich vod bez oSetfeni chlornanu
sodného a odpadnich vod osetienych chlornanem sodnym na fase Desmodesmus
subspicatus prokazano, ze neosetfené odpadni vody (ECsog/gs7 = 407,9 ml.I?,
ECsoe/135 = 291,7 ml.I™t a ECsog/oz5 = 535,5 mI.I'l) jsou pro tento organismus vice
toxické nez osetiené odpadni vody (ECsog/gss = 433,3 mlI™? ECsogise = 415,7 ml.I?
a ECsogiase = 708,7mlI™" .

Studie Berto a kol. (2009) dale ukazala, Ze dezinfikované odpadni vody jsou
pro zelenou fasu Desmodesmus subspicatus az 4 krat méné toxické nez neosetiené
odpadni vody. V této diplomové préci byla pro tento organismus také prokazana

mensi toxicita oSetfenych odpadnich vod.

Berto a kol. (2009) uvadi, ze pfi testech ekotoxicity S oSetfenymi odpadnimi
vodami nebyl prokazan zadny inhibi¢ni u¢inek na fasy a nedoslo ani k imobilizaci
jedinct Daphnia magna. Vysledek studie Berto a kol. (2009) je v rozporu s vysledky
této prace, protoze zde byly toxické ucinky odpadnich vod na tyto dva organismy

prokazany.

Vliv dezinfekénich prostfedkl a volného chloru na ekotoxicitu vod neptimo
potvrdily nékteré studie. Vysledky studie Emmanuel a kol., (2004), zamétené
na hodnoceni toxického ucinku chlornanu sodného, ktery je pouzivany k dezinfekci
odpadnich vod, ukazaly, ze pfidanim chlornanu sodného do nemocni¢nich odpadnich
vod dojde ke snizeni bakterialniho zne¢isténi vody, ale chlornan sodny zaroven

pusobi toxicky na vodni organismy.
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Martisova (2015) ve své diplomové praci testovala ekotoxicitu osmi vzorki
odpadnich vod z FN v Motole. Ctyfti vzorky byly odebirany pfed samotnou

dezinfekci odpadnich vod a ¢tyti vzorky po dezinfekci roztokem chlornanu sodného.

Citlivost testovacich organismi v ekotoxikologickych testech, provedenych
v ramci jeji DP, klesala v fad¢: fasa Desmodesmus subspicatus (ECso= 175,6 - 743,5
ml.I""), perloocka Daphnia magna (ECso = 251,1 — 687,7 ml.I"™"), bakterie Vibrio
fischeri (ECso/30min = 319,1 - 790,4 mI.I'l), hoi¢ice bila Sinapis alba (ICso = 815,2

ml.I"™%). Zadny ze vzorkt odpadnich vod nebyl toxicky pro rybu Poecilia reticulata.

V ramci moji diplomové prace byla vSak prokdzana nejvétsi citlivost
odpadnich vod pro bakterii Vibrio fischeri (ECso/3omin = 69,7 - 574,1 mI.I'l),
nasledovala zelena fasa Desmodesmus subspicatus s hodnotami v rozmezi ECsy =
291,7 - 708,7 mI.I'l, dale perloocka Daphnia magna s rozmezim hodnot ECsp =
681,7 - 870,0 mL.I" a ryba Poecilia reticulata LCsq = 481,6 - 968,1 ml.I". Pro Sinapis

alba nevykazovala toxicitu zadna z testovanych odpadnich vod.

Na obr. 6 je vyjadien procenticky podil vzorkd odpadnich vod z FN v Motole,
které vykazovaly toxicky ucinek na testovaci organismy. Jsou porovnavany vysledky

této diplomové prace a diplomové prace MartiSové (2015).

Testy ekotoxicity
* 100100 100

100 ~

606.7

[%] |
B Hachova

B Martizova

Poeciliar. Daphniam. Sinapisa. Desmodes.s. Vibriof
Testovaci organismus

Obr. 6: Procenticky podil vzorki odpadnich vod z FN v Motole vykazujicich toxicky
ucinek na testovaci organismy ve srovnani s diplomovou praci MartiSova (2015)
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8. Zaveér

V diplomové praci byla testovana ekotoxicita Sesti vzorkli odpadnich vod
z Fakultni nemocnice v Motole, odebranych ve tfech terminech. VVzorky E/857,
E/1135 a E/235 byly odebrany z dosazovaci nadrze pred dezinfekci chlornanem
sodnym a vzorky E/858, E/1136 a E/236 byly odebrany na odtoku z Cistirny
odpadnich vod po dezinfekci chlornanem sodnym.

Testovani ekotoxicity bylo provedeno s nefedénymi vzorky odpadnich vod
na péti organismech: na rybach (Poecilia reticulata), perloockach (Daphnia magna),
zelenych tasach (Desmodesmus subspicatus), hoi¢ici bilé (Sinapis alba)
a luminiscenc¢nich bakteriich (Vibrio fischeri). Na zaklad¢ tohoto testovani byly

stanoveny koncentracni fady a byla zjistovana hodnota LCsg, ECs a ICsy.

Tyto vysledné hodnoty se liSily nejen mezi jednotlivymi vzorky odpadni vody,
ale rozdilné hodnoty byly zjistény i pfi testovani ekotoxicity jednoho vzorku

na rznych organismech.

Nejcitlivéjsim organismem byla bakterie Vibrio fischeri, dale zelena fasa
Desmodesmus subspicatus spole¢né s perloockou Daphnia magna. Malo citlivym
organismem pfi testovani odpadnich vod byla ryba Poecilia reticulata. Viibec

nejmensi citlivost vykazovala semena hoi¢ice bilé Sinapis alba.

Bylo prokazano, ze odpadni vody oSetfené chlornanem sodnym jsou pro
Desmodesmus subspicatus, Daphnia magna a Poecilia reticulata mén¢ toxické nez
vody neoSetfené. Naopak pro bakterii Vibrio fischeri jsou vice toxické vody osetiené

chlornanem sodnym.

Na zakladé vysledka provedenych ekotoxikologickych testi Ize za organismy
vhodné pro testovani ekotoxicity odpadnich vod ze zdravotnickych zatizeni
povazovat fasy Desmodesmus subspicatus, perloocky Daphnia magna a bakterie
Vibrio fischeri. Za méné vhodné testovaci organismy povazuji kvuli jejich nizké
citlivosti a velkym rozdilim mezi vysledky ptedbéznych a zakladnich testa ryby

Poecilia reticulata a semena hoicice bilé Sinapis alba.
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10. PFilohy

Fotodokumentace

ceslovna infekénich vod
méreni prutoku
Stérbinové nadrze

4 biologicky filtr

5 dosazovaci nadrze

6 chlorace

W -

A misto odbéru pred
chloraci
B misto odbéru po chloraci

il

Obr. I: Schéma COV FN Motol s vyznaenymi misty odbéru vzorki (zdroj: Fuka T.,
2010: Provozni ¥4d COV FN Motol. Techneco, Praha, 38 s.)
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Obr. I1: Schéma COV FN Motol (zdroj: Fuka T., 2010: Provozni fad COV FN Motol.

Techneco, Praha, 38s.)
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TEST AKUTNIi TOXICITY

Druh testu: ovéfovaci

Poradové ¢&.vzorku 2/16 Datum nasazeni testu: 29.2.2016

Cislo vzorku: 2.3116/236 Datum ukongeni testu: 4.3.2016

Firma: CZU Praha

Druh organismu: Poecilia reticulata

Pocet organismu v test. nadobé : 10 Test nasadil: A.Garbaczewska

Celkovy pocet organismi v kontrole: 10 Test odecetl: G.Cérova

Celkovy potet organismu ve vzorku: 10 Za spravnost odpovida: M. Wittlerova

Roztok vyménén po 48 hodinéch. podpis: /(,\ .

Vzorek byl v pribéhu testu provzdusiiovéan /

teplota [°C] 0O, [% nasyceni] pH mortalita [ks] celkova | celkova
vzorku hodiny hodiny hodiny hodiny mortalita| mortalita
0 24 | 48 | 48 | 72 | 96 0 24 | 48 | 48 | 72 | 96 0 24 | 48 | 48 | 72 | 96 | 24 | 48 | 72 | 96 [lﬂ [%]

kontrola § 21,0| 21,0| 21,0/ 21,0{ 21,0] 21,04 100 | 61 | 60 [ 98 | 71 | 61 §7.71]723)|739|788|730]|734] O 0 0 0 0 0,0%
vzorek §21,0|210]210|205|210[210}) 83 | 36 | 79 [ 85 | 87 | 84 }8,18)|8,10|8,37|8,27|830]833} 1 1 1 2 2 20,0%

Obr. 111: Microsoft Office Excel 2007 — tabulka s vysledky ovéiovaciho testu na rybach
Poecilia reticulata, vzorek E/236

TEST INHIBICE RUSTU SLADKOVODNICH RAS

Druh testu: Zakladni
Potadové &. vzorku:  26/15 Datum nasazen| testu: 19.1.2016
Cislo vzorku: 2.3/1511136 Datum ukonceni testu: 22.1.2016
Firma: ¢zu Test nasadil: A Garbaczewska
Test odecital: M.Wittlerova
Druh i D de bspi Za dpovida: M.Wil ol
Uvodni hustota bunék v 1ml: 10 000 podpis: (- _
oznageni | potet bunékv | prumér] pocet bunékv | prumér| pocet bunek v pramér | hustota pH pH primérna VK
vzorku Burker.komirce | 24 hod.] Burker.komirce |48 hod.| Burker.komurce |72 hod.| 72 hod. : konec y rychlost |rist.rychlosti
| 1] | Il | Il [buriky/mi] testu max. za den
e
K1 359 398 8,85
K2 413 369 8,73
K3 ] 466 485 424,1 | 1060 208 8,56 1E 1,“
K4 479 424 832
K5 404 444 8,75
K6 428 420 8,18 | 9,48
150 mi/I 199 211
i 220 240 2298 574 583 821 861
7 | 234 275
210 mi 139 120
N 125 112 124,0 | 310000 8,22 | 856
] 119 129
294 mil 68 51
9 95 100 713 178 333 8,60
¥ 56 58
412 mi/ 35 43
i Nidiaiaiaiaii 52 68 51,7 129 167 819 | 859
b 42 70
577 mi/l 19 19
) ] 26 25 20,8 52 083 824 | 869
v | 18 18

Obr. 1V: Tabulka s vysledky zakladniho testu na sladkovodni zelené Fase Desmodesmus
subspicatus, vzorek E/1136. Microsoft Office Excel 2007.
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/Vyhodnoceni testu toxicity na organismu Daphnia magna

Zkouska: ODPADY

Datum méreni: 15.10.2015

Cislo vzorku: 2.3/15/857 Priloha: 1

zakladni test

Oznadeni vzorku: dafnie
Vstupni hodnoty:
Koncentrace Imobilizace
ml/l %

745 45.0

797 80.0

853 95.0

913 100.0

977 100.0

48hIC50 = 745.5 ml/l
TU=0.13

ICO =5853 ml/l
IC100 =949.5 ml/1

- T Probit_ 7

s 95% intervalem spolehlivosti (-51.8 ,+48.4)

St ;Lognori 1

Logaritmus koncentrace |

661, 664 667

669 672 675 678 68 683 686 688

/{_ ‘

Obr. V: Vyhodnoceni zakladniho testu toxicity na perloo¢ce Daphnia magna. Vzorek

E/857. Program EKO-TOX 5.2.
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TEST AKUTNI TOXICITY

Druh testu: zakladni
Pofadové &.vzorku: 18/15 Datum nasazeni testu: 13.10.2015
Cislo vzorku: 2.3/15/1857 Datum ukonéeni testu: 156.10.2015
Firma: CIURs.r.0.
Druh organismu: Daphnia magna
Pocet organismu v test. nadobé : 5 Test nasadil: A.Garbaczewska
Celkovy pocet organismu v kontrole: 20 Test odecetl: M.Wittlerova
Celkovy poéet organismu v 1 koncentraci: 20 Za spravnost odpovida: M.Wittlerova
podpis: %\(,
oznaceni teplota [°C] O, [mg/l] pH uhyn, imobilizace
vzorku hodiny hodiny hodiny v 1 test.nadobé| celkem | celkem
0 | 24| 48] 0 | 24| 48] 0 | 24| 48] 24 48 [ks] [%]
K1 21.5 22.0) 8.65 7971795 Tt 0
K2 0
K3 0
K4 0 0 0.0
745mil/l_§ 21.5 22.0)6.51 8.21 3
9 2
o 2
= 2 9 45.0
797mll | 21.5 22.0) 6.60 8.21 4
g 3
J; 4
" 5 16 80.0
853ml/l | 21.5 22.0]6.23 8.21 5
" 4
b 5
L 5 19 95.0
913ml/_§ 21.5 22.0] 6.46 8.21 5
® 5
2 5
" 5 20 100.0
977ml/_J 21.5 22.0] 6.57 7.51]8.21 8.52 5
! 5
i 5
" 5 20 100.0

Obr. VI: Tabulka s vysledky zakladniho testu na perloo¢ce Daphnia magna, vzorek
E/857. Microsoft Office Excel 2007.
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/

&hodnoceni testli toxicity na organismu Scenedesmus subspicatus

Z:kouikn: ODPADY Datum méFeni: 22.1.2016
Cislo vzorku: 2.3/15/1136 Priloha: 1

Oznateni vzorku: Fasy

Vstupni hodnoty: zékladni test

Koncentrace Hustota bungék  Inhibice
ml/l %

kontrola 1060250

150 574500 13.1
210 310000 26.4
294 178250 382
412 129250 45.1
577 52000 64.6

72hIC50 = 415.7 ml/1 s 95% intervalem spolehlivosti (-72.0, +61.4)
TU =0.24

ICO =232 mll
IC100 > 1000 ml/l

8 T Probit

! ! ! ! Logaritmus koncentrace
501 515 528 541 555 568 5.82 595 6.09 622

Obr. VII: Vyhodnoc_eni zakladniho testu inhibice na sladkovodni zelené fase
Desmodesmus subspicatus. Vzorek E/1136. Program EKO-TOX 5.2.
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TEST INHIBICE RUSTU KORENE SINAPIS ALBA

Druh testu: ovérovaci

Poradoveé ¢.vzorku: 25/15 Datum nasazeni: 27.11.2015

Cislo vzorku: 2.3/15/1135 Datum ukonéeni: 30.11.2015

Firma: CZU Praha Test nasadil: J.Hachova
Test odecetl: J.Hachova

Za spravnost odpov.: J.Hachova

podpis: %LL/ /" / //_\

Kontrolni vzorek Testovany vzorek
pocet vykli¢enych semen pocet vykli€¢enych semen
30] 30| 30 30| 30| 30
délka korene [mm] délka kofene [mm]
i 25 52 22 1 26 31 38
2 39 52 27 2 35 41 31
3 25 30 36 3 38 35 42
4 21 23 52 4 36 42 17
5 35 37 26 5 28 20 34
6 22 41 53 6 29 22 42
7 31 34 31 7 20 27 37
8 43 50 22 8 27 30 23
9 37 46 7 9 30 27 30
10 26 17 25 10 41 27 32
11 21 31 30 11 23 26 26
12 26 30 13 12 34 22 13
13 41 46 25 13 34 33 16
14 38 38 18 14 30 41 24
15 18 10 13 15 26 27 28
16 34 16 19 16 28 24 27
17 32 36 44 17 29 31 32
18 27 22 18 18 26 27 20
19 46 32 31 19 27 34 12
20 31 29 27 20 14 36 15
21 41 37 18 21 19 10 24
22 32 21 29 22 19 24 22
23 17 24 9 23 29 22 25
24 34 41 36 24 34 10 20
25 10 24 31 25 14 10 18
26 21 34 9 26 7 8 32
27 18 27 12 27 16 12 15
28 20 31 6 28 10 15 16
29 4 20 2 29 23 10 17
30 4 4 10 30 0 S 11
prumer prumér

27,3] 31,2] 234 251] 242] 246
prumeér.délka kofene : 27,3 primér.délka kofene : 246
VK: 11,7% VK: 1,4%
|inhibice: 9,7%|

Obr. VIII: Tabulka s vysledkem ovérovaciho testu inhibice kofene ho¥r¢ice bilé (Sinapis
alba), vzorek E/1135. Microsoft Office Excel 2007.
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