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O B S A H :

299. VyhlaÂ sÏ ka Ministerstva zÏivotnõÂho prostrÏedõÂ, kterou se stanovõÂ metody pro zjisÏt'ovaÂnõÂ fyzikaÂlneÏ-chemickyÂch a chemickyÂch
vlastnostõÂ chemickyÂch laÂtek a chemickyÂch prÏõÂpravkuÊ a vlastnostõÂ chemickyÂch laÂtek a chemickyÂch prÏõÂpravkuÊ nebezpecÏnyÂch pro
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VYHLAÂ SÏ KA

Ministerstva zÏ ivotnõÂho prostrÏedõÂ

ze dne 2. prosince 1998,

kterou se stanovõÂ metody pro zjisÏt'ovaÂnõÂ fyzikaÂlneÏ-chemickyÂch a chemickyÂch vlastnostõÂ

chemickyÂch laÂtek a chemickyÂch prÏõÂpravkuÊ a vlastnostõÂ chemickyÂch laÂtek a chemickyÂch

prÏõÂpravkuÊ nebezpecÏnyÂch pro zÏ ivotnõÂ prostrÏedõÂ

Ministerstvo zÏivotnõÂho prostrÏedõÂ stanovõÂ podle § 4
odst. 1 põÂsm. d) zaÂkona cÏ. 157/1998 Sb., o chemickyÂch
laÂtkaÂch a chemickyÂch prÏõÂpravcõÂch a o zmeÏneÏ neÏkteryÂch
dalsÏõÂch zaÂkonuÊ , (daÂle jen ¹zaÂkonª):

§ 1

(1) ZjisÏt'ovaÂnõÂ fyzikaÂlneÏ-chemickyÂch a chemic-
kyÂch vlastnostõÂ chemickyÂch laÂtek a chemickyÂch prÏõÂ-
pravkuÊ se provaÂdõÂ postupy uvedenyÂmi v prÏõÂloze cÏ. 1.

(2) ZjisÏt'ovaÂnõÂ vlastnostõÂ chemickyÂch laÂtek a che-

mickyÂch prÏõÂpravkuÊ nebezpecÏnyÂch pro zÏivotnõÂ pro-
strÏedõÂ, ktereÂ po proniknutõÂ do zÏivotnõÂho prostrÏedõÂ
prÏedstavujõÂ nebo mohou prÏedstavovat okamzÏiteÂ nebo
opozÏdeÏneÂ nebezpecÏõÂ, se provaÂdõÂ postupy uvedenyÂmi
v prÏõÂloze cÏ. 2.

§ 2

Tato vyhlaÂsÏka nabyÂvaÂ uÂcÏinnosti dnem 1. ledna
1999.

Ministr:

RNDr. KuzÏvart v. r.
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UÂ VOD

Metody zkousÏenõÂ fyzikaÂlneÏ -chemickyÂch vlastnostõÂ laÂtek a prÏõÂpravkuÊ popsaneÂ v teÂto prÏõÂloze
vyhlaÂsÏky MZÏ P jsou shodneÂ s obdobnyÂmi metodami stanovenyÂmi prÏõÂlohou ke smeÏ rnici Komise
ES cÏ. 92/69/EHS. SouvztazÏnost metod je naÂsledujõÂcõÂ:

OznacÏenõÂ metody podle
prÏõÂlohy k vyhlaÂsÏce MZÏ P

OznacÏenõÂ metody podle
prÏõÂlohy smeÏ rnice ES

I A. 1

II A. 2

III A. 3

IV A. 4

V A. 5

VI A. 6

VII A. 8

PoznaÂmka:
Pokud pro stanovenõÂ vlastnosti existuje platnyÂ cÏeskyÂ praÂvnõÂ nebo technickyÂ prÏedpis (naprÏ.
CÏ SN) vyhovujõÂcõÂ obecnyÂm podmõÂnkaÂm provedenõÂ zkousÏky podle vyhlaÂsÏky MZÏ P, je mozÏneÂ
postupovat prÏi zkousÏenõÂ podle tohoto prÏedpisu. Tato skutecÏnost musõÂ byÂt uvedena do
protokolu o zkousÏce. Na vyzÏaÂdaÂnõÂ musõÂ zkusÏebnõÂ laboratorÏ dolozÏit, zÏe jõÂ pouzÏityÂ postup meÏ rÏenõÂ
poskytuje shodneÂ vyÂsledky s postupem podle vyhlaÂsÏky MZÏ P.
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I TEPLOTA TAÂ NIÂ / TEPLOTA TUHNUTIÂ

1 POPIS METOD

VeÏ tsÏina daÂle popsanyÂch metod je zalozÏena na doporucÏenõÂch OECD (1).
Jejich zaÂkladnõÂ principy jsou uvedeny v literaturÏe (2), (3).

1. 1 UÂ VOD

PopsaneÂ metody a prÏõÂstroje jsou urcÏeny pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ laÂtek, bez
omezenõÂ z hlediska jejich cÏistoty.

Volba nejvhodneÏ jsÏõÂ metody zaÂvisõÂ na charakteru zkoumaneÂ laÂtky, zda danou laÂtku
je mozÏneÂ rozmeÏ lnit na praÂsÏek snadno, obtõÂzÏneÏ nebo vuÊ bec ne.

Pro neÏ ktereÂ laÂtky je vhodneÏ jsÏõÂ spõÂsÏe stanovenõÂ teploty tuhnutõÂ nebo krystalizace, do
popisu metod byly zahrnuty i tyto postupy.

Pokud vzhledem k vlastnostem studovaneÂ laÂtky nelze dobrÏe meÏ rÏit zÏaÂdnyÂ z
uvedenyÂch parametruÊ , muÊ zÏe byÂt pouzÏita teplota tekutosti.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

Teplotou taÂnõÂ se rozumõÂ teplota, prÏi ktereÂ za normaÂlnõÂho atmosfeÂrickeÂho tlaku
dochaÂzõÂ k prÏechodu mezi tuhou a kapalnou faÂzõÂ. Za ideaÂlnõÂch podmõÂnek odpovõÂdaÂ
tato teplota teploteÏ tuhnutõÂ.

PrÏepocÏet jednotek (K na oC):

t = T - 273,15

kde t = Celsiova teplota, stupneÏ Celsia (oC),

T = termodynamickaÂ teplota, kelvin (K).

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Pokud se studuje novaÂ laÂtka, nenõÂ nutneÂ vzÏdy pouzÏõÂvat referencÏnõÂ laÂtky. ReferencÏnõÂ
laÂtky by meÏ ly slouzÏit prÏedevsÏõÂm k obcÏasneÂ kontrole meÏ rÏicõÂ metody a k vzaÂjemneÂmu
porovnaÂvaÂnõÂ vyÂsledkuÊ zõÂskanyÂch ruÊ znyÂmi metodami.

NeÏ ktereÂ kalibracÏnõÂ laÂtky jsou uvedeny v literaturÏe (4).

1. 4 PRINCIP ZKUSÏ EBNIÂ METODY

Stanovuje se teplota nebo teplotnõÂ rozmezõÂ faÂzoveÂ prÏemeÏ ny z tuheÂho do kapalneÂho
skupenstvõÂ nebo z kapalneÂho do tuheÂho skupenstvõÂ. PrÏi zahrÏõÂvaÂnõÂ/ochlazovaÂnõÂ
vzorku studovaneÂ laÂtky za atmosfeÂrickeÂho tlaku se stanovõÂ teploty pocÏaÂtku
taÂnõÂ/tuhnutõÂ a konce taÂnõÂ/tuhnutõÂ. Je popsaÂno peÏ t typuÊ metod: kapilaÂrnõÂ metody,
metody pouzÏõÂvajõÂcõÂ zahrÏõÂvacõÂ bloky, stanovenõÂ teploty tuhnutõÂ, metody termickeÂ
analyÂzy a stanovenõÂ bodu tekutosticÏenõÂ (jak byl zaveden pro mineraÂlnõÂ oleje). V
neÏ kteryÂch prÏõÂpadech muÊ zÏe byÂt vhodneÂ meÏ rÏit mõÂsto teploty taÂnõÂ teplotu tuhnutõÂ.
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1. 4. 1 KapilaÂ rnõÂ metoda

1. 4. 1. 1 ZarÏõÂzenõÂ pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ s kapalinovou laÂznõÂ

MaleÂ mnozÏstvõÂ jemneÏ rozmeÏ lneÏ neÂ laÂtky se vpravõÂ do kapilaÂry a zhutnõÂ se poklepem.
KapilaÂra se zahrÏõÂvaÂ spolu s teplomeÏ rem, prÏicÏemzÏ rychlost naÂruÊ stu teploty beÏ hem taÂnõÂ
by meÏ la byÂt mensÏõÂ nezÏ 1K.min-1. UrcÏõÂ se teploty pocÏaÂtku a konce taÂnõÂ.

1. 4. 1. 2 ZarÏõÂzenõÂ pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ s kovovyÂm blokem

ProvaÂdõÂ se podobneÏ jako v bodeÏ 1. 4. 1. 1, s tõÂm rozdõÂlem, zÏe kapilaÂra a teplomeÏ r
jsou umõÂsteÏ ny v kovoveÂm bloku, kde se pozorujõÂ otvory v bloku.

1. 4. 1. 3 Detekce fotocÏlaÂnkem

Vzorek laÂtky v kapilaÂrÏe se automaticky zahrÏõÂvaÂ v kovoveÂm vaÂlci. Otvorem ve vaÂlci a
vzorkem laÂtky umõÂsteÏ nyÂm v tomto otvoru se vede zaostrÏenyÂ sveÏ telnyÂ paprsek na
prÏesneÏ okalibrovanyÂ fotocÏlaÂnek. PrÏi taÂnõÂ meÏ nõÂ veÏ tsÏina laÂtek optickeÂ vlastnosti a z
nepruÊ hlednyÂch se meÏ nõÂ na pruÊ hledneÂ. V tomto okamzÏiku vzroste intenzita sveÏ tla
dopadajõÂcõÂho na fotocÏlaÂnek a do meÏ rÏõÂcõÂho zarÏõÂzenõÂ je vyslaÂn signaÂl k zaznamenaÂnõÂ
teploty platinoveÂho odporoveÂho teplomeÏ ru umõÂsteÏ neÂho v topneÂ komuÊ rce. Tato
metoda se nehodõÂ pro neÏktereÂ silneÏ zbarveneÂ laÂtky.

1. 4. 2 ZahrÏõÂvacõÂ bloky

1. 4. 2. 1 KofleruÊ v zahrÏõÂvacõÂ stolek

KofleruÊ v zahrÏõÂvacõÂ stolek je tvorÏen dveÏ ma kovovyÂmi cÏaÂstmi s ruÊ znou teplotnõÂ
vodivostõÂ. KonstruovaÂn je tak, zÏe po deÂlce stolku je vytvorÏen lineaÂrnõÂ teplotnõÂ
gradient. Teplota stolku se muÊ zÏe meÏ nit od 283 do 573 K. Stolek je vybaven
zvlaÂsÏtnõÂm zarÏõÂzenõÂm pro odecÏõÂtaÂnõÂ teploty, tvorÏenyÂm jezdcem s ukazatelem a zvlaÂsÏt'

dimenzovanou stupnicõÂ. Pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ se prÏõÂslusÏnaÂ laÂtka nanese v tenkeÂ
vrstveÏ prÏõÂmo na povrch stolku. BeÏ hem neÏ kolika sekund se objevõÂ ostraÂ deÏ lõÂcõÂ cÏaÂra
mezi kapalnou a tuhou faÂzõÂ. Teplota se odecÏte po nastavenõÂ ukazatele na tuto deÏ licõÂ
cÏaÂru.

1. 4. 2. 2 TavicõÂ mikroskop

Pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ velmi malyÂch mnozÏstvõÂ laÂtek se pouzÏõÂvajõÂ ruÊ zneÂ typy
mikroskopuÊ s ohrÏõÂvacõÂm stolkem. VeÏ tsÏina ohrÏõÂvacõÂch stolkuÊ vyuzÏõÂvaÂ k meÏ rÏenõÂ
teploty citliveÂ termocÏlaÂnky, pouzÏõÂvajõÂ se ale i rtut'oveÂ teplomeÏ ry. TypickyÂ prÏõÂstroj pro
stanovenõÂ teploty taÂnõÂ mikroskopem s ohrÏõÂvacõÂm stolkem maÂ ohrÏõÂvacõÂ komoru s
kovovou deskou, na kterou se umõÂstõÂ vzorek na podlozÏnõÂm sklõÂcÏku. Ve strÏedu
kovoveÂ desky je otvor, kteryÂm muÊ zÏe prochaÂzet sveÏ telnyÂ paprsek odrazÏenyÂ
osveÏ tlovacõÂm zrcaÂtkem mikroskopu. PrÏi meÏ rÏenõÂch se ohrÏõÂvacõÂ komora prÏikryje
skleneÏ nou desticÏkou, aby se omezilo ochlazovaÂnõÂ vzorku vzduchem.

OhrÏev vzorku se kontroluje regulacÏnõÂm odporem. Pro velmi prÏesnaÂ meÏ rÏenõÂ opticky
anizotropnõÂch laÂtek je mozÏneÂ pouzÏõÂvat polarizovaneÂ sveÏ tlo.



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998CÏ aÂstka 103 Strana 8463

1. 4. 2. 3 MeniskovaÂ metoda

Tato metoda se pouzÏõÂvaÂ prÏedevsÏõÂm pro polyamidy.

VizuaÂlneÏ se stanovõÂ teplota, prÏi ktereÂ se zrÏetelneÏ posune meniskus silikonoveÂho
oleje, uzavrÏeneÂho mezi ohrÏõÂvacõÂm blokem a skleneÏ nou krycõÂ desticÏkou umõÂsteÏ nou na
vzorku zkousÏeneÂho polyamidu.

1. 4. 3 Metoda stanovenõÂ teploty tuhnutõÂ

Vzorek se vlozÏõÂ do speciaÂ lnõÂ zkumavky, kteraÂ se umõÂstõÂ do prÏõÂstroje pro stanovenõÂ
teploty tuhnutõÂ. BeÏ hem ochlazovaÂnõÂ se vzorek neprÏetrzÏiteÏ pomalu mõÂchaÂ a ve
vhodnyÂch intervalech se odecÏõÂtaÂ teplota. Teplota, prÏi ktereÂ se dalsÏõÂ pokles teploty
naÂhle zastavõÂ (tj. zuÊ staÂvaÂ po neÏ kolik odecÏtuÊ konstantnõÂ), je (po odpovõÂdajõÂcõÂ korekci
teplomeÏ ru) zaznamenaÂna jako teplota tuhnutõÂ.

PrÏi udrzÏovaÂnõÂ rovnovaÂhy mezi tuhou a kapalnou faÂzõÂ je nutneÂ zabraÂnit
podchlazenõÂ.

1. 4. 4 TermickaÂ analyÂza

1. 4. 4. 1 DiferencÏnõÂ termickaÂ analyÂza (DTA)

Na studovanou a referencÏnõÂ laÂtku se puÊ sobõÂ stejnyÂm (rÏõÂzenyÂm) teplotnõÂm programem
a zaznamenaÂvaÂ se teplotnõÂ rozdõÂl mezi obeÏ ma vzorky jako funkce teploty. JestlizÏe u
studovaneÂ laÂtky dojde k faÂzoveÂmu prÏechodu, kteryÂ je spojen se zmeÏ nou entalpie, je
tato zmeÏ na indikovaÂna jako endotermickaÂ (taÂnõÂ) nebo exotermickaÂ (tuhnutõÂ)
odchylka od zaÂkladnõÂ linie zaÂznamu.

1. 4. 4. 2 DiferencÏnõÂ skanovacõÂ kalorimetrie (DSC)

Na studovanou a referencÏnõÂ laÂtku se puÊ sobõÂ stejnyÂm (rÏõÂzenyÂm) teplotnõÂm programem
a zaznamenaÂvaÂ se rozdõÂl energetickeÂho prÏõÂkonu mezi obeÏ ma vzorky jako funkce
teploty. MeÏ rÏenaÂ energie je energie potrÏebnaÂ k zachovaÂnõÂ nuloveÂho teplotnõÂho
rozdõÂlu mezi studovanou a referencÏnõÂ laÂtkou. JestlizÏe u studovaneÂ laÂtky dojde k
faÂzoveÂmu prÏechodu, kteryÂ je spojen se zmeÏ nou entalpie, je tato zmeÏ na indikovaÂna
jako endotermickaÂ (taÂnõÂ) nebo exotermickaÂ (tuhnutõÂ) odchylka od zaÂkladnõÂ linie
zaÂznamu.

1. 4. 5 Teplota tekutosti

Metoda byla vyvinuta pro mineraÂlnõÂ oleje a je vhodnaÂ pro meÏ rÏenõÂ olejovityÂch laÂtek s
nõÂzkou teplotou taÂnõÂ.

Po pocÏaÂtecÏnõÂm zahrÏaÂtõÂ se vzorek ochlazuje a v intervalech po 3 K se stanovuje jeho
tekutost. NejnizÏsÏõÂ teplota, prÏi nõÂzÏ je jesÏteÏ pozorovaÂn pohyb laÂtky, je zaznamenaÂna
jako teplota tekutosti.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

Oblast pouzÏitõÂ a prÏesnost metod stanovenõÂ teploty / teplotnõÂho rozmezõÂ taÂnõÂ
jsou uvedeny v naÂsledujõÂcõÂ tabulce:
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TABULKA: POUZÏ ITELNOST METOD

A. KapilaÂrnõÂ metody

LaÂtky, LaÂtky, ktereÂ Rozsah teplot OdhadnutaÂ ExistujõÂcõÂ
ktereÂ lze nelze prÏesnosta) norma

Metoda meÏ rÏenõÂ rozmeÏ lnit rozmeÏ lnit na
na praÂsÏek praÂsÏek

1. 4. 1. 1 ano jen maÂlo 273 azÏ 573 K + 0,3 K JIS K
laÂtek 0064

1. 4. 1. 2 ano jen maÂlo 293 azÏ 573 K + 0,5 K ISO
laÂtek

1218 (E)

1. 4. 1. 3 ano neÏ ktereÂ laÂtky 273 azÏ 573 K + 0,5 K
s pouzÏitõÂm
prÏõÂdavnyÂch

zarÏõÂzenõÂ

a) ZaÂvisõÂ na pouzÏiteÂm typu zarÏõÂzenõÂ a stupni cÏistoty laÂtky

B: ZahrÏõÂvacõÂ bloky a stanovenõÂ bodu tuhnutõÂ

LaÂtky, LaÂtky, ktereÂ Rozsah OdhadnutaÂ ExistujõÂcõÂ
ktereÂ lze nelze rozmeÏ lnit teplot prÏesnost a) norma

Metoda rozmeÏ lnit na praÂsÏek
meÏ rÏenõÂ na praÂsÏek

1. 4. 2. 1 ano ne 273 azÏ + 1,0K ANSI/AS
573K TM D

3451-76

1. 4. 2. 2 ano jen maÂlo laÂtek 293 azÏ + 0,5K DIN
573K 53736

1. 4. 2. 3 ne speciaÂlneÏ pro 293 azÏ 573 + 0,5K ISO
polyamidy K 1218 (E)

1. 4. 3. ne ano 273 azÏ + 0,5K naprÏ. BS
573K 4695

a) ZaÂvisõÂ na pouzÏiteÂm typu zarÏõÂzenõÂ a stupni cÏistoty laÂtky
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C. TermickaÂ analyÂza

Metoda LaÂtky, LaÂtky, ktereÂ Rozsah teplot OdhadnutaÂ ExistujõÂcõÂ
meÏ rÏenõÂ ktereÂ lze nelze rozmeÏ lnit prÏesnosta) norma

rozmeÏ lnit na praÂsÏek
na praÂsÏek

1. 4. 4. 1 ano ano 173 azÏ 1273 K do 600 K + ASTM
0,5 K

do 1273 K E 537 - 76
+ 2,0 K

1. 4. 4. 2 ano ano 173 azÏ 1273 K do 600 K ASTM
+ 0,5 K

do 1273 K E 537 - 76
+ 2,0 K

a) ZaÂvisõÂ na pouzÏiteÂm typu zarÏõÂzenõÂ a stupni cÏistoty laÂtky

D. Bod tecÏenõÂ

Metoda RopneÂ Rozsah teplot OdhadnutaÂ ExistujõÂcõÂ norma
meÏ rÏenõÂ produkty a prÏesnosta)

olejoviteÂ
laÂtky

1. 4. 5 ano 223 azÏ 323 K + 3,0 K ASTM

D 97 - 66

a) ZaÂvisõÂ na pouzÏiteÂm typu zarÏõÂzenõÂ a stupni cÏistoty laÂtky

1. 6 POPIS METOD

Postupy teÂmeÏ rÏ vsÏech zde uvedenyÂch zkusÏebnõÂch metod jsou popsaÂny v naÂrodnõÂch a
mezinaÂrodnõÂch normaÂch (viz PrÏõÂloha 1).

1. 6. 1 Metody s kapilaÂrou

PrÏi pomaleÂm vzestupu teploty lze u jemneÏ praÂsÏkovityÂch laÂtek obvykle rozlisÏit stupneÏ
taÂnõÂ znaÂzorneÏ neÂ na obraÂzku 1.
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ObraÂzek 1

FaÂze A FaÂze B FaÂze C FaÂze D FaÂze E

FaÂze A: (PocÏaÂtek taÂnõÂ): na vnitrÏnõÂ steÏ neÏ trubicÏky stejnomeÏ rneÏ lpeÏ jõÂ jemneÂ
kapicÏky.

FaÂze B: V duÊ sledku smrsÏteÏ nõÂ vzorku se mezi vnitrÏnõÂ steÏ nou a vzorkem
tvorÏõÂ mezera.

FaÂze C: SmrsÏteÏ nyÂ vzorek se zacÏõÂnaÂ hroutit smeÏ rem doluÊ a ztekucuje se.
FaÂze D: Na povrchu se tvorÏõÂ uÂplnyÂ meniskus, ale znacÏnaÂ cÏaÂst vzorku je

dosud tuhaÂ.
FaÂze E : (Konec taÂnõÂ): Vzorek jizÏ neobsahuje zÏaÂdneÂ tuheÂ cÏaÂstice.

PrÏi stanovenõÂ teploty taÂnõÂ se zaznamenajõÂ teploty zacÏaÂtku a konce procesu taÂnõÂ.

1. 6. 1. 1 ZarÏõÂzenõÂ pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ s kapalinovou laÂznõÂ

Na obraÂzku 2 je znaÂzorneÏ na normalizovanaÂ skleneÏ naÂ aparatura pro stanovenõÂ bodu
taÂnõÂ ( JIS K 0064). VsÏechny rozmeÏ ry jsou uvedeny v milimetrech.

ObraÂzek 2

A: MeÏ rÏicõÂ banÏ ka
B: KorkovaÂ zaÂtka
C: VyrovnaÂnõÂ tlaku
D: TeplomeÏ r
E: PomocnyÂ teplomeÏ r
F: KapalinovaÂ laÂzenÏ
G: SkleneÏ naÂ kapilaÂrnõÂ trubicÏka

dlouhaÂ80- 100 mm, o
vnitrÏnõÂm pruÊ meÏ ru 1,0 mm +
0,2 mm a sõÂle steÏ ny 0,2 azÏ
0,3 mm

H: BocÏnõÂ hrdlo
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KapalinovaÂ laÂzenÏ

Volba vhodneÂ kapaliny zaÂvisõÂ na prÏedpoklaÂdaneÂ hodnoteÏ teploty taÂnõÂ, naprÏ. kapalnyÂ
parafin pro teploty taÂnõÂ ne vysÏsÏõÂ nezÏ 473 K, silikonovyÂ olej pro teploty taÂnõÂ ne vysÏsÏõÂ
nezÏ 573 K.

Pro teploty taÂnõÂ vysÏsÏõÂ nezÏ 523 K se muÊ zÏe pouzÏõÂt smeÏ s trÏõÂ hmotnostnõÂch dõÂluÊ kyseliny
sõÂroveÂ a dvou hmotnostnõÂch dõÂluÊ sõÂranu draselneÂho. PrÏi praÂci s tõÂmto typem meÂdia je
trÏeba zvlaÂsÏtnõÂ opatrnosti.

TeplomeÏr

MeÏ ly by se pouzÏõÂvat pouze teplomeÏ ry, ktereÂ odpovõÂdajõÂ pozÏadavkuÊ m norem ASTM
E 1-71, DIN 12770, JIS K 8001 nebo jinyÂch norem stejneÂ uÂ rovneÏ .

Postup

VysusÏenaÂ laÂtka se jemneÏ rozetrÏe v trÏecõÂ misce a vpravõÂ se do kapilaÂrnõÂ trubicÏky na
jednom konci zataveneÂ. Po zhutneÏ nõÂ poklepaÂvaÂnõÂm by meÏ la byÂt kapilaÂra naplneÏ na do
vyÂsÏky asi 3 mm. Pro dosazÏenõÂ standardnõÂho zhutneÏ nõÂ se nechaÂ kapilaÂra dopadnout z
vyÂsÏky asi 700 mm skleneÏ nou trubicõÂ na hodinoveÂ sklõÂcÏko.

NaplneÏ naÂ kapilaÂra se vlozÏõÂ do laÂzneÏ tak, zÏe strÏednõÂ cÏaÂst rtut'oveÂ banÏ ky teplomeÏ ru se
dotyÂkaÂ kapilaÂrnõÂ trubicÏky v mõÂsteÏ , kde se nachaÂzõÂ vzorek. KapilaÂra se vklaÂdaÂ do
laÂzneÏ prÏi teploteÏ asi o 10 K nizÏsÏõÂ nezÏ je prÏedpoklaÂdanyÂ bod taÂnõÂ.

KapalinovaÂ laÂzenÏ se zahrÏõÂvaÂ tak, zÏe vzestup teploty cÏinõÂ asi 3 K za minutu. PrÏitom se
laÂzenÏ musõÂ mõÂchat. Asi 10 K prÏed dosazÏenõÂm ocÏekaÂvaneÂ teploty taÂnõÂ se ruÊ st teploty
snõÂzÏõÂ na nejvyÂsÏe 1 K za minutu.

VyÂpocÏet

Teplota taÂnõÂ se vypocÏte podle vzorce:

T = TD + 0,00016 (TD-TE ).n

kde

T = korigovanyÂ bod taÂnõÂ v K
TD = odecÏet teploty na teplomeÏ ru D v K
TE = odecÏet teploty na teplomeÏ tu E v K
n = pocÏet stupnÏ uÊ , o ktereÂ rtut'ovyÂ sloupec teplomeÏ ru D vycÏnõÂvaÂ z kapaliny.

1. 6. 1. 2 ZarÏõÂzenõÂ s kovovyÂm blokem pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ

PrÏõÂstroj:

Je tvorÏen:
- vaÂlcovyÂm kovovyÂm blokem, jehozÏ hornõÂ cÏaÂst je dutaÂ a tvorÏõÂ ohrÏõÂvacõÂ komoru (viz

obraÂzek 3 ),
- kovovou krycõÂ deskou s dveÏ ma nebo võÂce otvory, kteryÂmi je mozÏno do kovoveÂho

bloku zaveÂst trubicÏky,
- ohrÏõÂvacõÂm systeÂmem kovoveÂho bloku, naprÏõÂklad elektrickyÂm topnyÂm odporem

uzavrÏenyÂm v kovoveÂm bloku,
- regulacÏnõÂm odporem pro regulaci prÏõÂkonu, je-li pouzÏit elektrickyÂ ohrÏev,
- cÏtyrÏmi okeÂnky ze zÏaÂruvzdorneÂho skla v bocÏnõÂch steÏ naÂch ohrÏõÂvacõÂ komory pod
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TeplomeÏ r

KapilaÂrnõÂ trubicÏka

OkulaÂr

ElektrickyÂ topnyÂ odpor

KovovyÂ kryt

ZÏ aÂrovka

KovovyÂ ohrÏõÂvacõÂ blok

pravyÂm uÂhlem vuÊ cÏi sobeÏ navzaÂjem ( prÏed jednõÂm z teÏ chto okeÂnek je umõÂsteÏ n
okulaÂr pro pozorovaÂnõÂ kapilaÂrnõÂ trubicÏky, ostatnõÂ trÏi okeÂnka slouzÏõÂ k osveÏ tlenõÂ
vnitrÏnõÂho prostoru zÏaÂrovkami).

- kapilaÂrnõÂ trubicÏkou z tepelneÏ odolneÂho skla zatavenou na jednom konci ( viz
1. 6. 1. 1).

TeplomeÏr:

Podle norem uvedenyÂch v 1. 6. 1. 1.
Je rovneÏ zÏ mozÏno pouzÏõÂt elektrickeÂ meÏ rÏõÂcõÂ prÏõÂstroje srovnatelneÂ prÏesnosti.

ObraÂzek 3
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1. 6. 1. 3 Detekce fotocÏlaÂnkem

PrÏõÂstroj a postup:

PrÏõÂstroj sestaÂvaÂ z kovoveÂ komory s automatickyÂm ohrÏõÂvacõÂm zarÏõÂzenõÂm. TrÏi kapilaÂrnõÂ
trubicÏky se naplnõÂ podle 1. 6. 1. 1 a umõÂstõÂ se do ohrÏõÂvacõÂ komory.

Pro kalibraci prÏõÂstroje je k dispozici neÏ kolik lineaÂrnõÂch rezÏimuÊ ruÊ stu teploty, prÏicÏemzÏ
vhodnyÂ rezÏim lze zvolit prÏedem. ZaznamenaÂvaÂ se teplota v ohrÏõÂvacõÂ komorÏe a
teplota vzorku v kapilaÂrÏe.

1. 6. 2 ZahrÏõÂvacõÂ bloky

1. 6. 2. 1 KofleruÊ v zahrÏõÂvacõÂ stolek

(viz prÏõÂloha)

1. 6. 2. 2 TavicõÂ mikroskop

(viz prÏõÂloha)

1. 6. 2. 3 MeniskovaÂ metoda (pro polyamidy)

(viz prÏõÂloha)

V oblasti bodu taÂnõÂ by meÏ la byÂt rychlost ohrÏevu mensÏõÂ nezÏ 1 K.min-1.

1. 6. 3 Metody stanovenõÂ bodu tuhnutõÂ

(viz prÏõÂloha)

1. 6. 4 TermickaÂ analyÂza

1. 6. 4. 1 DiferencÏnõÂ termickaÂ analyÂza

(viz prÏõÂloha)

1. 6. 4. 2 DiferencÏnõÂ skanovacõÂ kalorimetrie

(viz prÏõÂloha)

1. 6. 5 StanovenõÂ teploty tekutosti (pour point)

(viz prÏõÂloha)

2 VYÂ SLEDKY

V neÏ kteryÂch prÏõÂpadech je nutno proveÂst korekci teplomeÏ ru.

3 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Protokol o zkousÏce by meÏ l obsahovat naÂsledujõÂcõÂ uÂdaje:

- pouzÏitou metodu,
- prÏesnou specifikaci vzorku ( hlavnõÂ slozÏka, necÏistoty) a informaci o provedeneÂm

cÏisÏteÏ nõÂ ( bylo-li provedeno),
- odhad prÏesnosti.

Jako bod taÂnõÂ se udaÂvaÂ strÏednõÂ hodnota z nejmeÂneÏ dvou meÏ rÏenõÂ, jejichzÏ vyÂsledky lezÏõÂ
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v rozmezõÂ prÏiblizÏneÂ prÏesnosti (viz tabulky). LezÏõÂ-li rozdõÂl teplot pocÏaÂtecÏnõÂ a koncoveÂ
faÂze taÂnõÂ v mezõÂch prÏesnosti metody, uvede se jako bod taÂnõÂ koncovaÂ teplota, jinak
je trÏeba uveÂst obeÏ teploty.

NeÏ ktereÂ laÂtky se drÏõÂve nezÏ je dosazÏeno bodu taÂnõÂ rozklaÂdajõÂ nebo sublimujõÂ. Pak je
nutneÂ uveÂst teplotu, prÏi ktereÂ dochaÂzõÂ k pozorovaneÂmu jevu.

Je trÏeba uveÂst vsÏechny informace a poznaÂmky nutneÂ pro vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ ,
zejmeÂna pokud se tyÂkajõÂ necÏistot a fyzikaÂlnõÂho stavu laÂtky.
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PRÏ IÂLOHA

DalsÏõÂ technickeÂ podrobnosti je mozÏneÂ zjistit naprÏõÂklad v teÏ chto normaÂch:

1 KapilaÂrnõÂ metody

1.1 PrÏõÂstroje pro stanovenõÂ bodu taÂnõÂ s kapalinovou laÂznõÂ

ASTM E 324 - 69 Standard Test Method for Relative Initial and Final
Melting Points and the Melting Range of Organic
Chemicals
(StandardnõÂ metody pro stanovenõÂ pocÏaÂtecÏnõÂ a koncoveÂ
teploty taÂnõÂ a teplotnõÂho intervalu taÂnõÂ organickyÂch laÂtek)

BS 4634 Method for the Determination of Melting Point and/or
Melting Range
(Metoda pro stanovenõÂ bodu taÂnõÂ a teplotnõÂho intervalu
taÂnõÂ)

DIN 53181 Bestimmung des Schmelzintervalles von Harzen nach
Kapillarverfahren
(StanovenõÂ teplotnõÂho intervalu taÂnõÂ pevnyÂch laÂtek
kapilaÂrnõÂ zkousÏkou)

JIS K 00-64 Testing Methods for Melting Point of Chemical Products
(Metody stanovenõÂ bodu taÂnõÂ chemickyÂch produktuÊ )

1.2 PrÏõÂstroje pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ s kovovyÂm blokem

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von
teilkristallinen Kunstoffen

ISO 1218 (E) Plastics - polyamides - determination of ¹melting pointª

2 ZahrÏõÂvacõÂ bloky

2.1 KofleruÊ v zahrÏõÂvacõÂ stolek

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for testing polymeric
powder coatings

2.2 TavicõÂ mikroskop

DIN 53736 Visuelle Bestimmung der Schmelztemperatur von
teilkristallinen Kunstoffen

2.3 MeniskovaÂ metoda

ISO 1218 (E) Plastics - polyamides - determination of ¹melting pointª

ANSI/ASTM D 3451-76 Standard recommended practices for testing polymeric
powder coatings

NF T 51-050 ReÂsines de polyamides. DeÂtermination du ¹point de
fusionª. MeÂthode du meÂnisque
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3 Metody stanovenõÂ bodu tuhnutõÂ

BS 4633 Method for the determination of crystallizing point

BS 4695 Method for Determination of Melting Point of petroleum
wax (Cooling Curve)

DIN 51421 Bestimmung des Gefrierpunktes von Flugkraftstoffen,
Ottokraftstoffen und Motorenbenzolen

ISO 2207 Cires de peÂtrole: deÂtermination de la temperature de
figeage

DIN 53175 Bestimmung des Erstarrungspunktes von Fettsauren

NF T 60-114 Point de fusion des paraffines

NF T 20-051 MeÂthode de deÂtermination du point de cristallisation
(point de congeÂlation)

ISO 1392 Method for determination of freezing point

4 TermickaÂ analyÂza

4.1 DiferencÏnõÂ termickaÂ analyÂza

ASTM E 537-76 Standard method for assessing the thermal stability of
chemicals by methods of differential thermal analysis

ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating to thermal analysis

ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermoanalytical data

DIN 51005 Thermische Analyse, Begriffe

4.2 DiferencÏnõÂ skanovacõÂ kalorimetrie

ASTM E 537-76 Standard method for assessing the thermal stability of
chemicals by methods of differential thermal analysis

ASTM E 473-85 Standard definitions of terms relating to thermal analysis

ASTM E 472-86 Standard practice for reporting thermoanalytical data

DIN 51005 Thermische Analyse, Begriffe

5 StanovenõÂ bodu tekutosti

NBN 52014 Echantillonnage et analyse des produits du peÂtrole: Point
de trouble et point d'eÂcoulement limite - Monsterneming
en ontleding van aardolieproducten: Troebelingspunt en
vloeipunt

ASTM D 97-66 Standard test method for pour point of petroleum oils

ISO 3016 Petroleum oils - Determination of pour point.
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II TEPLOTA VARU

1 POPIS METOD

VeÏ tsÏina daÂle popsanyÂch metod je zalozÏena na doporucÏenõÂch OECD (1).
Jejich zaÂkladnõÂ principy jsou uvedeny v literaturÏe (2), (3).

1. 1 UÂ VOD

Metody a zarÏõÂzenõÂ zde popsanaÂ je mozÏneÂ pouzÏõÂt pro kapaliny a laÂtky s nõÂzkou
teplotou taÂnõÂ, pokud nepodleÂhajõÂ chemickyÂm reakcõÂm jesÏteÏ pod teplotou varu (naprÏ.
autooxidaci, prÏesmyku, rozkladu, atd.). Metody lze aplikovat na cÏisteÂ i znecÏisÏteÏ neÂ
kapaliny.

PrÏednost je trÏeba daÂt metodaÂm s detekcõÂ fotocÏlaÂnkem a metodaÂm termickeÂ analyÂzy,
protozÏe umozÏnÏ ujõÂ urcÏenõÂ jak teplot taÂnõÂ, tak teplot varu. NavõÂc tato meÏ rÏenõÂ mohou
byÂt provaÂdeÏ na automaticky.

¹DynamickaÂ metodaª maÂ tu vyÂhodu, zÏe ji lze pouzÏõÂt i ke stanovenõÂ tenze par. PrÏitom
nenõÂ trÏeba korigovat teplotu varu na normaÂlnõÂ tlak (101, 325 kPa), protozÏe ten lze
beÏ hem meÏrÏenõÂ nastavit manostatem.

PoznaÂmky

Vliv necÏistot na stanovenõÂ teploty varu zaÂvisõÂ ve velkeÂ mõÂrÏe na jejich povaze. JestlizÏe
vzorek obsahuje teÏ kaveÂ necÏistoty, ktereÂ mohou ovlivnit vyÂsledky, muÊ zÏe byÂt laÂtka
prÏecÏisÏteÏ na.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

StandardnõÂ teplota varu je definovaÂna jako teplota, prÏi ktereÂ tenze paÂry daneÂ
kapaliny cÏinõÂ 101,325 kPa.

JestlizÏe se meÏ rÏenõÂ teploty varu neprovaÂdõÂ za normaÂlnõÂho tlaku, lze vyuzÏõÂt zaÂvislosti
tenze paÂry na teploteÏ popsaneÂ Clausiusovou-Clapeyronovou rovnicõÂ:

DHvlog p = ÐÐÐÐ + konst.
2,3RT

kde

p = tenze par laÂtky v Pa,
DHv = vyÂparneÂ teplo v J mol-1,

R = univerzaÂlnõÂ molaÂrnõÂ plynovaÂ konstanta = 8,314 J mol-1 K-1,
T = termodynamickaÂ teplota v K.

Teplota varu se uvaÂdõÂ s udaÂnõÂm okolnõÂho tlaku prÏi meÏ rÏenõÂ.

PrÏepocÏty:

Tlak (jednotka: kPa)

100 kPa = 1 bar = 0,1 MPa
(jednotka ¹barª je nadaÂle prÏõÂpustnaÂ , jejõÂ pouzÏõÂvaÂnõÂ se vsÏak nedoporucÏuje).

133 Pa = 1 mm Hg = 1 torr
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(jednotky ¹mm Hgª a ¹torrª nejsou povoleny).

1 atm = standardnõÂ atmosfeÂra = 101 325 Pa
(jednotka ¹atmª nenõÂ povolena).

Teplota (jednotka: K)
t = T - 273,15

t : Celsiova teplota, stupenÏ Celsia (oC)
T: termodynamickaÂ teplota, kelvin (K)

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Pokud se studuje novaÂ laÂtka, nenõÂ nutneÂ vzÏdy pouzÏõÂvat referencÏnõÂ laÂtky. ReferencÏnõÂ
laÂtky by meÏ ly slouzÏit prÏedevsÏõÂm k obcÏasneÂ kontrole meÏ rÏicõÂ metody a k vzaÂjemneÂmu
porovnaÂvaÂnõÂ vyÂsledkuÊ zõÂskanyÂch ruÊ znyÂmi metodami.

NeÏ ktereÂ kalibracÏnõÂ laÂtky je mozÏneÂ naleÂzt u metod uvedenyÂch v prÏõÂloze.

1. 4 PRINCIP METODY

PeÏ t metod stanovenõÂ teploty varu (teplotnõÂho rozmezõÂ varu) je zalozÏeno prÏõÂmo na
meÏ rÏenõÂ teÂto teploty, dalsÏõÂ dveÏ vyuzÏõÂvajõÂ termaÂlnõÂ analyÂzy.

1. 4. 1 StanovenõÂ ebuliometrem

Ebuliometry byly puÊ vodneÏ vyvinuty pro stanovenõÂ molekuloveÂ hmotnosti na zaÂkladeÏ
zvyÂsÏenõÂ teploty varu. Jsou vsÏak vhodneÂ i pro prÏesnaÂ meÏ rÏenõÂ teploty varu. Velmi
jednoduchyÂ prÏõÂstroj je popsaÂn v ASTM D 1120-72 (viz prÏõÂloha). V tomto prÏõÂstroji
se kapalina zahrÏõÂvaÂ za rovnovaÂzÏnyÂch podmõÂnek prÏi atmosfeÂrickeÂm tlaku, dokud
nezacÏne vrÏõÂt.

1. 4. 2 DynamickaÂ metoda

Metoda zahrnuje meÏ rÏenõÂ teploty kondenzace paÂry termocÏlaÂnkem nebo rtut'ovyÂm
teplomeÏ rem ve zpeÏ tneÂm toku (refluxu) za varu. U teÂto metody je mozÏneÂ meÏ nit tlak.

1. 4. 3 DestilacÏnõÂ metoda pro teplotu varu

Metoda zahrnuje destilaci kapaliny a meÏ rÏenõÂ teploty kondenzace paÂry, prÏicÏemzÏ se
soucÏasneÏ stanovuje i mnozÏstvõÂ destilaÂtu.

1. 4. 4 Postup podle Siwoloboffa

Vzorek se zahrÏõÂvaÂ ve zkumavce, kteraÂ je ponorÏena do tepelneÂ laÂzneÏ . Do zkumavky
se vzorkem je zasunuta zatavenaÂ kapilaÂrnõÂ trubicÏka, v jejõÂzÏ spodnõÂ cÏaÂsti se nachaÂzõÂ
vzduchovaÂ bublinka.

1. 4. 5 Detekce fotocÏlaÂnkem

PrÏi pouzÏitõÂ principu unikajõÂcõÂch bublinek podle Siwoloboffa se provaÂdõÂ automatickeÂ
fotoelektrickeÂ meÏ rÏenõÂ.

1. 4. 6 DiferencÏnõÂ termickaÂ analyÂza

StudovanaÂ a referencÏnõÂ laÂtka se zahrÏõÂvajõÂ tõÂmteÂzÏ teplotnõÂm programem a meÏ rÏõÂ se
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teplotnõÂ rozdõÂl mezi studovanou a referencÏnõÂ laÂtkou jako funkce teploty.
JestlizÏe u studovaneÂ laÂtky dojde k faÂzoveÂmu prÏechodu, kteryÂ je spojen se zmeÏ nou
entalpie, je tato zmeÏ na indikovaÂna jako endotermickaÂ odchylka (var) od zaÂkladnõÂ
linie zaÂznamu.

1. 4. 7 DiferencÏnõÂ skanovacõÂ kalorimetrie

Na studovanou a referencÏnõÂ laÂtku se puÊ sobõÂ stejnyÂm (rÏõÂzenyÂm) teplotnõÂm
programem a zaznamenaÂvaÂ se rozdõÂl elektrickeÂho prÏõÂkonu mezi obeÏma vzorky jako
funkce teploty. MeÏ rÏenaÂ energie je energie potrÏebnaÂ k zachovaÂnõÂ nuloveÂho
teplotnõÂho rozdõÂlu mezi studovanou a referencÏnõÂ laÂtkou. JestlizÏe u studovaneÂ laÂtky
dojde k faÂzoveÂmu prÏechodu, kteryÂ je spojen se zmeÏ nou entalpie, je tato zmeÏ na
indikovaÂna jako endotermickaÂ odchylka (var) od zaÂkladnõÂ linie zaÂznamu.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

PouzÏitelnost a prÏesnost jednotlivyÂch postupuÊ stanovenõÂ teploty varu a teplotnõÂho
rozmezõÂ varu jsou patrneÂ z tabulky 1.

TABULKA 1. POROVNAÂ NIÂ METOD STANOVENIÂ TEPLOTY VARU

Metoda meÏ rÏenõÂ Odhad prÏesnosti ExistujõÂcõÂ norma

1. 4. 1 + 1,4 K (do 373 K) 1)2) ASTM D 1120 - 721)

+ 2,5 K (do 600 K) 1)2)

1. 4. 2 + 0,5 K (do 600 K)2)

1. 4. 3 + 0,5 K (do 600 K) ISO/R 918, DIN 53171,
(rozmezõÂ varu) BS 4591/71

1. 4. 4 + 2 K (do 600 K)2)

1. 4. 5 + 0,3 K (prÏi 373 K)2)

1. 4. 6 + 0,5 K (do 600 K) ASTM E 537 - 76
+ 2,0 K (do 600 K)

1. 4. 7 + 0,5 K (do 600 K) ASTM E 537 - 76
+ 2,0 K (do 1273 K)

1) Tato prÏesnost platõÂ pouze pro jednoduchyÂ prÏõÂstroj, popsanyÂ naprÏõÂklad v ASTM D
1120 - 72; uzÏitõÂm dokonalejsÏõÂho prÏõÂstroje muÊ zÏe byÂt zlepsÏena.

2) PlatõÂ jen pro cÏisteÂ laÂtky. UzÏitõÂ metody za jinyÂch okolnostõÂ by meÏ lo byÂt
zduÊ vodneÏ no.
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1. 6 POPIS METOD

V mezinaÂrodnõÂch a naÂrodnõÂch normaÂch bylo popsaÂno neÏ kolik metod (viz prÏõÂloha).

1. 6. 1 Ebuliometr

Viz prÏõÂloha.

1. 6. 2 DynamickaÂ metoda

Viz metoda IV pro stanovenõÂ tenze par.
ZaznamenaÂ se teplota varu nameÏ rÏenaÂ prÏi tlaku 101,325 kPa.

1. 6. 3 DestilacÏnõÂ metoda (stanovenõÂ teplotnõÂho intervalu varu)

Viz prÏõÂloha.

1. 6. 4 Postup podle Siwoloboffa

Vzorek se zahrÏõÂvaÂ ve zkumavce o pruÊ meÏ ru asi 5 mm v prÏõÂstroji pro stanovenõÂ
teploty taÂnõÂ (viz obraÂzek 1).

ObraÂzek 1 znaÂzornÏ uje typ normovaneÂ aparatury pro stanovenõÂ teploty taÂnõÂ a teploty
varu ( JIS K 0064), (vyrobeno ze skla, vsÏechny rozmeÏ ry v mm).

ObraÂzek 1

A: MeÏ rÏicõÂ naÂdoba
B: KorkovaÂ zaÂtka
C: VyrovnaÂnõÂ tlaku
D: TeplomeÏ r
E: PomocnyÂ teplomeÏ r
F: KapalinovaÂ laÂzenÏ
G: Zkumavka o vneÏ jsÏõÂm pruÊ meÏ ru

max. 5 mm, v nõÂzÏ je vlozÏena
kapilaÂra deÂlky asi 100 mm, o
vnitrÏnõÂm pruÊ meÏ ru 1 mm a sõÂle
steÏ ny 0,2 - 0,3 mm

H: BocÏnõÂ hrdlo

Do zkumavky se vlozÏõÂ kapilaÂrnõÂ trubicÏka zatavenaÂ asi l cm nad spodnõÂm koncem
(varnaÂ kapilaÂra), prÏicÏemzÏ zatavenaÂ cÏaÂst kapilaÂry musõÂ lezÏet pod hladinou
zkoumaneÂho vzorku. Zkumavka obsahujõÂcõÂ kapilaÂru se upevnõÂ bud' pryzÏovou
paÂskou nebo drzÏaÂkem z boku k teplomeÏ ru (viz obraÂzek 2).
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ObraÂzek 2 ObraÂzek 3

Princip podle Siwoloboffa ModifikovanyÂ princip

Kapalina pouzÏitaÂ jako laÂzenÏ se volõÂ podle teploty varu. Pro teploty 573 K je mozÏneÂ
pouzÏõÂt silikonovyÂ olej. ParafinovyÂ olej lze pouzÏõÂvat pouze do 473 K. OhrÏev laÂzneÏ
by meÏ l zpocÏaÂtku probõÂhat rychlostõÂ 3 K. min-1. TopnaÂ laÂzenÏ musõÂ byÂt mõÂchaÂna.
PrÏiblizÏneÏ 10 K prÏed prÏedpoklaÂdanyÂm bodem varu se snõÂzÏõÂ rychlost ohrÏevu na meÂneÏ
nezÏ 1 K. min-1. KraÂtce prÏed dosazÏenõÂm teploty varu zacÏnou z varneÂ kapilaÂry unikat
bublinky.

Teploty varu je dosazÏeno, kdyzÏ prÏi ochlazovaÂnõÂ rÏetõÂzek bublinek naÂhle ustane a
kapalina zacÏne v kapilaÂrÏe stoupat. PrÏõÂslusÏnyÂ uÂdaj teplomeÏ ru je roven teploteÏ
varu zkoumaneÂ laÂtky.

Modifikovanou metodou (obraÂzek 3) se teplota varu stanovuje v kapilaÂrÏe pro
stanovenõÂ teploty taÂnõÂ. Ta se vytaÂhne do tenkeÂ sÏpicÏky dlouheÂ asi 2 cm (a) a do nõÂ se
nasaje maleÂ mnozÏstvõÂ vzorku. OtevrÏenyÂ konec tenkeÂ cÏaÂsti kapilaÂry se zatavõÂ tak, zÏe
na konci je malaÂ vzduchovaÂ bublinka. PrÏi zahrÏõÂvaÂnõÂ v aparaturÏe pro stanovenõÂ
teploty taÂnõÂ se vzduchovaÂ bublinka rozpõÂnaÂ (b). Teplota varu odpovõÂdaÂ teploteÏ , prÏi
ktereÂ sloupecÏek zkoumaneÂ laÂtky dosaÂhne hladiny kapalinoveÂ laÂzneÏ (c).

1. 6. 5 Detekce fotocÏlaÂnkem

Vzorek se zahrÏõÂvaÂ v kapilaÂrnõÂ trubicÏce v kovoveÂm bloku.

Otvory v bloku se sveÏ telnyÂ paprsek usmeÏ rnõÂ tak, aby prochaÂzel laÂtkou na prÏesneÏ
kalibrovanyÂ fotocÏlaÂnek.

PrÏi zvysÏovaÂnõÂ teploty vzorku stoupajõÂ z kapilaÂry jednotliveÂ vzduchoveÂ bublinky. PrÏi
dosazÏenõÂ teploty varu pocÏet bublinek vyÂrazneÏ vzroste. To vede ke zmeÏneÏ intenzity
sveÏ tla zaznamenaneÂ fotocÏlaÂnkem a vyvolaÂ signaÂl v meÏ rÏõÂcõÂm prÏõÂstroji, kteryÂ
zaznamenaÂ teplotu zmeÏ rÏenou platinovyÂm odporovyÂm teplomeÏ rem umõÂsteÏ nyÂm
v bloku.

Tento postup je zvlaÂsÏteÏ vhodnyÂ, protozÏe umozÏnÏ uje stanovenõÂ teplot nizÏsÏõÂch nezÏ
laboratornõÂ teplota azÏ do 253,15 K (-20 oC) bez jakeÂkoli uÂpravy aparatury. Pouze
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je trÏeba umõÂstit prÏõÂstroj v chlazeneÂm prostoru nebo v chladicõÂ laÂzni.

1. 6. 6 TermickaÂ analyÂza

1. 6. 6. 1 DiferencÏnõÂ termickaÂ analyÂza

Viz prÏõÂloha.

1. 6. 6. 2 DiferencÏnõÂ skanovacõÂ kalorimetrie

Viz prÏõÂloha.

2 VYÂ SLEDKY

PrÏi malyÂch odchylkaÂch od normaÂlnõÂho tlaku (nejvyÂsÏe + 5 kPa) se zjisÏteÏ neÂ
hodnoty teploty varu prÏepocÏõÂtaÂvajõÂ na Tn pomocõÂ Sidneyovy - Youngovy rovnice:

Tn = T + ( fT . D p)
kde:

D p = (101,325 - p) [pozor na znameÂnko],
p = nameÏ rÏenyÂ tlak v kPa,
fT = cÏinitel charakterizujõÂcõÂ zaÂvislost teploty varu na tlaku v K.kPa-1,
T = zmeÏ rÏenaÂ teplota varu v K,
Tn = teplota varu korigovanaÂ na normaÂlnõÂ tlak v K.

KorekcÏnõÂ cÏinitele pro teplotu fT a rovnice pro jejich aproximaci jsou uvedeny
pro rÏadu laÂtek ve zmõÂneÏ nyÂch mezinaÂrodnõÂch a naÂrodnõÂch normaÂch.

NaprÏõÂklad metoda podle DIN 53 171 uvaÂdõÂ prÏiblizÏneÂ korekce pro rozpousÏteÏ dla
obsazÏenaÂ v naÂteÏ rovyÂch hmotaÂch takto:

TABULKA 2: TEPLOTNIÂ KOREKCÏ NIÂ CÏ INITELE fT

Teplota T (K) KorekcÏnõÂ cÏinitel fT (K.kPa-1)

323,15
348,15
373,15
398,15
423,15
448,15
473,15
498,15
523,15
548,15
573,15

0,26
0,28
0,31
0,33
0,35
0,37
0,39
0,41
0,44
0,45
0,47
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3 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Protokol o zkousÏce by meÏ l obsahovat naÂsledujõÂcõÂ uÂdaje:

- pouzÏitou metodu,
- prÏesnou specifikaci vzorku (hlavnõÂ slozÏka a necÏistoty) a informaci o

provedeneÂm cÏisÏteÏ nõÂ (bylo-li provedeno),
- odhad prÏesnosti.

Jako teplota varu se udaÂvaÂ strÏednõÂ hodnota nejmeÂneÏ ze dvou meÏ rÏenõÂ, jejichzÏ
vyÂsledky lezÏõÂ v rozmezõÂ prÏesnosti podle tabulky 1.

Je trÏeba uveÂst nameÏ rÏeneÂ teploty varu a jejich strÏednõÂ hodnotu, daÂle hodnotu
tlaku v kPa, prÏi ktereÂm byla meÏ rÏenõÂ provedena. Tlak by meÏ l lezÏet co nejblõÂzÏe
normaÂlnõÂmu tlaku. DochaÂzõÂ-li k varu zkoumaneÂ laÂtky nad urcÏityÂm teplotnõÂm
rozmezõÂm, meÏ lo by toto rozmezõÂ byÂt uvedeno. Pro vsÏechny vyÂsledky by meÏ ly byÂt
uvedeny odhady prÏesnosti.

Je trÏeba uveÂst vsÏechny informace a poznaÂmky uzÏitecÏneÂ pro vyhodnocenõÂ
vyÂsledkuÊ , zejmeÂna pokud jde o necÏistoty a skupenstvõÂ laÂtky.

4 LITERATURA

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

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

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

PRÏ IÂLOHA

DalsÏõÂ technickeÂ podrobnosti je mozÏneÂ naleÂzt naprÏõÂklad v teÏ chto normaÂch:

1 Ebuliometr

ASTM D 1120 - 72 Standard Test Method for Boiling Point of Engine
Antifreezes

2 DestilacÏnõÂ postupy (teplotnõÂ interval varu)

ISO/R 918 Method for Distillation (Distillation Yield and Distillation
Range)

BS 4349/68 Method for the Determination of Distillation of Petroleum
Products.

BS 4591/71 Method for the Determination of Distillation
Characteristics.

DIN 53171 LoÈ sungsmittel fuÈ r Anstrichstoffe, Bestimmung des
Siedeverlaufes.
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NF T 20 - 608 Distillation: determination du rendement et de l'intervalle
de distillation

3 DiferencÏnõÂ termickaÂ analyÂza a diferencÏnõÂ skanovacõÂ kalorimetrie

ASTM E 537 - 76 Standard method for assessing the thermal stability of
chemicals by methods of differential thermal analysis.

ASTM E 473 - 85 Standard definitions of terms relating to thermal analysis.

ASTM E 472 - 86 Standard practice for reporting thermoanalytical data.

DIN 51005 Thermische Analyse: Begriffe.
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III RELATIVNIÂ HUSTOTA

1 POPIS METOD

PopsaneÂ metody vychaÂzejõÂ z doporucÏenõÂ OECD (1). ZaÂkladnõÂ principy jsou
uvedeny v literaturÏe (2).

1. 1 UÂ V O D

Metody stanovenõÂ relativnõÂ hustoty, ktereÂ jsou zde popsaÂny, platõÂ pro tuheÂ
laÂtky a kapaliny bez jakyÂchkoli pozÏadavkuÊ na jejich cÏistotu. JednotliveÂ metody,
kteryÂch je mozÏno pouzÏõÂt, jsou uvedeny v tabulce 1.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

RelativnõÂ hustota (D20
4 ) tuhyÂch laÂtek nebo kapalin je pomeÏ r mezi hmotnostõÂ

urcÏiteÂho objemu sledovaneÂ laÂtky, meÏ rÏenou prÏi 20 oC, a hmotnosti stejneÂho
objemu vody, stanovenou prÏi 4 oC. RelativnõÂ hustota nemaÂ zÏaÂdnyÂ rozmeÏ r.

Hustota laÂtky

m
r = Ð [kg . m-3]

v

kde: m = hmotnost laÂtky v kg
v = objem laÂtky v m3.

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY (1) (3)

ReferencÏnõÂ laÂtky nenõÂ nutneÂ pouzÏõÂvat ve vsÏech prÏõÂpadech, kdy se studuje
novaÂ laÂtka. ReferencÏnõÂ laÂtky by meÏ ly slouzÏit zejmeÂna k obcÏasneÂ kalibraci
meÏ rÏõÂcõÂho usporÏaÂdaÂnõÂ a k porovnaÂnõÂ vyÂsledkuÊ prÏi pouzÏitõÂ jinyÂch metod.

1. 4 PRINCIP METOD

PouzÏõÂvajõÂ se cÏtyrÏi skupiny metod.

1. 4. 1 VztlakoveÂ metody

1. 4. 1. 1 Areometry (pro kapaliny)

K dostatecÏneÏ prÏesneÂmu a rychleÂmu stanovenõÂ hustoty je mozÏno pouzÏõÂt
areometry, kteryÂmi se hustota daneÂ kapaliny stanovõÂ odecÏtem hloubky ponorÏenõÂ
plovoucõÂho areometru na kalibrovaneÂ stupnici.

1. 4. 1. 2 HydrostatickeÂ vaÂhy (pro kapaliny a tuheÂ laÂtky)

Ke stanovenõÂ hustoty vzorku je mozÏneÂ vyuzÏõÂt rozdõÂl mezi jeho hmotnostõÂ stanovenou
na vzduchu a ve vhodneÂ kapalineÏ (naprÏ. vodeÏ ).

U tuhyÂch laÂtek je zmeÏ rÏenaÂ hustota reprezentativnõÂ jen pro danyÂ vzorek. PrÏi
stanovenõÂ hustoty kapalin se zvaÂzÏõÂ teÏ leso znaÂmeÂho objemu nejdrÏõÂve na vzduchu a
potom v kapalineÏ .
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1. 4. 1. 3 Metoda ponorÏeneÂ kulicÏky (pro kapaliny) (4)

Touto metodou se urcÏõÂ hustota kapaliny z rozdõÂlu mezi vyÂsledky vaÂzÏenõÂ kulicÏky
znaÂmeÂho objemu prÏed a po jejõÂm ponorÏenõÂ do zkoumaneÂ kapaliny.

1. 4. 2 PyknometrickeÂ metody

Pro tuheÂ laÂtky a kapaliny je mozÏneÂ pouzÏõÂt pyknometruÊ ruÊ znyÂch tvaruÊ . Hustota
se vypocÏte z rozdõÂlu vyÂsledkuÊ vaÂzÏenõÂ plneÂho a praÂzdneÂho pyknometru a z jeho
znaÂmeÂho objemu.

1. 4. 3 VzduchovyÂ srovnaÂvacõÂ pyknometr (pro tuheÂ laÂ tky)

Hustotu tuheÂ laÂtky v libovolneÂ formeÏ je mozÏneÂ meÏ rÏit prÏi laboratornõÂ teploteÏ
plynovyÂm srovnaÂvacõÂm pyknometrem. Objem laÂtky se zmeÏ rÏõÂ ve vzduchu nebo
inertnõÂm plynu v kalibrovaneÂm vaÂlci vhodneÂho objemu. Pro vyÂpocÏet hustoty se
po skoncÏenõÂ meÏ rÏenõÂ objemu provede zvaÂzÏenõÂ.

1. 4. 4 OscilacÏnõÂ densitometr (5) (6) (7)

Hustotu kapaliny je mozÏneÂ meÏ rÏit oscilacÏnõÂm densitometrem. V mechanickeÂm
oscilaÂtoru, zkonstruovaneÂm ve tvaru trubice U, se vyvolaÂvajõÂ kmity. KmitocÏet,
kteryÂ se ustaÂ lõÂ, zaÂvisõÂ na hmotnosti oscilaÂtoru. Po naplneÏ nõÂ vzorkem se
rezonancÏnõÂ kmitocÏet oscilaÂtoru zmeÏ nõÂ. PrÏõÂstroj je nutneÂ kalibrovat dveÏ ma
kapalinami o znaÂmeÂ hustoteÏ , ktereÂ by meÏ ly byÂt voleny pokud mozÏno tak, aby
hustota meÏ rÏeneÂho vzorku lezÏela mezi jejich hustotami.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

PouzÏitelnost metod pro stanovenõÂ relativnõÂ hustoty je uvedena v tabulce.

1. 6 POPIS METOD

TechnickeÂ podrobnosti mohou byÂt nalezeny v normaÂch, ktereÂ jsou uvedeny
v prÏõÂloze.

ZkousÏky je trÏeba provaÂdeÏ t prÏi 20 oC, prÏicÏemzÏ je trÏeba uskutecÏnit nejmeÂneÏ dveÏ
meÏ rÏenõÂ.

2 VYÂ SLEDKY

Viz normy.

3 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Protokol o zkousÏce by meÏ l obsahovat:

- pouzÏitou metodu,
- prÏesnou specifikaci vzorku ( hlavnõÂ slozÏka a necÏistoty) a informaci o

provedeneÂm cÏisÏteÏ nõÂ (bylo-li provedeno).

RelativnõÂ hustotu (D20
4 ) je trÏeba uveÂst podle odstavce 1.2 spolecÏneÏ se

skupenstvõÂm meÏ rÏeneÂ laÂtky.

Je trÏeba uveÂst vsÏechny informace a poznaÂmky duÊ lezÏiteÂ pro vyhodnocenõÂ
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vyÂsledkuÊ , zejmeÂna co se tyÂkaÂ necÏistot a skupenstvõÂ laÂtky.

TABULKA: POUZÏ ITELNOST METOD PRO STANOVENIÂ HUSTOTY

Metoda meÏ renõÂ Hustota NejvysÏsÏõÂ mozÏnaÂ
hodnota dynamickeÂ

viskozity

ExistujõÂcõÂ normy

tuhaÂ laÂtka kapalina

1. 4. 1. 1
Areometr

ano 5 Pa s ISO 387,
ISO 649-2,
NF T 20-050

1. 4. 1. 2
HydrostatickeÂ
vaÂhy:

a) tuheÂ laÂtky

b) kapaliny

ano

ano 5 Pa s

ISO 1183 (A)

ISO 901 a 758

1. 4. 1. 3
Metoda
ponorÏeneÂ kulicÏky

ano 20 Pa s DIN 53217

1. 4. 2
Pyknometr:

a) tuheÂ laÂtky

b) kapaliny

ano

ano 500 Pa s

ISO 3507

ISO 1183(B)

NF T 20-053

ISO 758

1. 4. 3
VzduchovyÂ
srovnaÂvacõÂ
pyknometr

ano DIN 55990,
cÏaÂst 3,

DIN 53243

1. 4. 4 OscilacÏnõÂ
densitometr

ano 5 Pa s

4 LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981, Test Guideline 109, Decision of the Council C (81) 30
final.

(2) R. Weissberger ed., Technique of Organic Chemistry, Physical Methods of
Organic Chemistry, 3 rd ed., Chapter IV, Interscience Publ., New York,
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1959, vol. I, Part I

(3) IUPAC, Recommended reference materials for realization of physico-
chemical properties - Pure and applied chemistry, 1976, vol. 48, 508.

(4) Wagenbreth, H., Die Tauchkugel zur Bestimmung der Dichte von
FluÈ ssigkeiten, Technisches Messen tm, 1979, vol. II, 427 - 430

(5) Leopold, H., Die digitale Messung von FluÈ ssigkeiten, Elektronik, 1970,
vol. 19, 297 - 302.

(6) Baumgarten, D., FuÈ llmengenkontrolle bei vorgepackten Erzeugnissen -
Verfahren zur Dichtebestimmung bei fluÈ ssigen Produkten und ihre
praktische Anwendung, Die Pharmazeutische Industrie, 1975, vol. 37, 717
- 726.

(7) Riemann, J., Der Einsatz der digitalen Dichtemessung im
Brauereilaboratorium, Brauwissenschaft, 1976, vol. 9, 253 - 255.

PRÏ IÂLOHA

DalsÏõÂ technickeÂ podrobnosti je mozÏneÂ naleÂzt naprÏõÂklad v teÏ chto normaÂch:

1 Metody zalozÏeneÂ na vztlaku

1.1 Areometr

DIN 12790, ISO 387 Hydrometer, general instructions

DIN 12791 Part I: Density hydrometers, construction, adjustment and
use.
Part II: Density hydrometers, standardized sizes,
designation.
Part III: Use and test.

ISO 649-2 Laboratory glassware: Density Hydrometers for general
purpose.

NF T 20 - 050 Chemical products for industrial use - Determination of
density of liquids - Areometric method.

DIN 12793 Laboratory glassware: range find hydrometers.

1.2 HydrostatickeÂ vaÂhy

Pro tuheÂ laÂtky:

ISO 1183 Method A: Methods for determining the density and
relative density of plastics including cellular plastics.

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

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

Pro kapaliny:

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

ASTM D 941 - 55, ASTM D 1296 - 67 a ASTM D 1481 - 62
ASTM D 1298 Density, Specific gravity or API gravity of crude

Petroleum and liquid Petroleum Products by Hydrometer
Method.

BS 4714 Density, Specific gravity or API gravity of crude
Petroleum and liquid Petroleum Products by Hydrometer
Method.

1.3 Metoda ponorÏeneÂ kulicÏky

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar coating materials,
determination of density, immersed body method.

2 PyknometrickeÂ metody

2.1 Pro kapaliny:

ISO 3507 Pyknometers.

ISO 758 Liquid chemical products, determination of density at 20 oC.

DIN 12797 Gay - Lussac pycnometer (for non-volatile liquids which
are not too viscous).

DIN 12798 Lipkin pycnometer (for liquids with a kinematic viscosity
of less than 100.10-6m2s-1at 15 oC).

DIN 12800 Sprengel pycnometer (for liquids as DIN 12798).

DIN 12801 Reischauer pycnometer (for liquids with a kinematic
viscosity of less than 100.10-6m2s-1at 20 oC, applicable in
particular also hydrocarbons and aqueous solutions as
well as to liquids with higher vapour pressure,
approximately 1 bar at 90 oC).

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

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

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

DIN 12809 Pycnometr with ground - in thermometer and capillary
side tube (for liquids which are not too viscous).

DIN 53217 Testing of paints, varnishes and similar products,
determination of density by pycnometer.
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DIN 51757 Point 7: Testing of mineral oils and related materials,
determination of density.

ASTM D 297 Section 15, Rubber Products - Chemical Analysis.
(OddõÂl 15: VyÂrobky z gumy - chemickaÂ analyÂza)

ASTM D 2111 Method C, Halogenated organic coumpounds.

BS 4699 Method for Determination of Specific Gravity and
Density of Petroleum Products (Graduated Bicapillary
Pycnometer Method).

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

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

2.2 Pro tuheÂ laÂtky:

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

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

DIN 19683 Determination of the density of soils.

3 VzduchoveÂ srovnaÂvacõÂ pyknometry

DIN 55990 Part 3: PruÈ fung von Anstrichstoffen und aÈ hnlichen
Beschichtungsstoffen, Pulverlack, Bestimmung der
Dichte.

DIN 53243 Anstrichstoffe, Chlorhaltige Polymere, PruÈ fung.
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IV TENZE PAR

1 POPIS METOD

VeÏ tsÏina zde popsanyÂch metod vychaÂzõÂ z doporucÏenõÂ OECD (l). ZaÂkladnõÂ principy
jsou uvedeny v literaturÏe (2) a (3).

1. 1 UÂ VOD

Pro provaÂdeÏ nõÂ zkousÏky je uzÏitecÏneÂ mõÂt prÏedbeÏ zÏneÂ informace o strukturÏe a o
teplotaÂch taÂnõÂ a varu zkoumaneÂ laÂtky.

Neexistuje zÏaÂdnaÂ metoda vhodnaÂ pro celou oblast meÏ rÏenõÂ tenze par. Proto je pro
meÏ rÏenõÂ tenze par v rozmezõÂ od 5 10-4 Pa do 105 Pa doporucÏeno neÏ kolik metod.

Tenze par daneÂ laÂtky je ovlivneÏ na necÏistotami v nõÂ obsazÏenyÂmi. Vliv necÏistot
na tenzi par zaÂvisõÂ ve znacÏneÂ mõÂrÏe na jejich druhu.

Je-li ve vzorku prÏitomneÂ snadno teÏ kaveÂ rozpousÏteÏ dlo, ktereÂ by mohlo ovlivnit
vyÂsledek, meÏ la by byÂt laÂtka prÏecÏisÏteÏ na. Je-li to pozÏadovaÂno, muÊ zÏe byÂt meÏ rÏen tlak par
i u vzorku technickeÂ kvality.

U neÏ kteryÂch zde popsanyÂch metod jsou uzÏõÂvaÂny aparatury s kovovyÂmi dõÂly.
Tato skutecÏnost by meÏ la byÂt braÂna v uÂvahu prÏi zkousÏenõÂ korozivnõÂch laÂtek.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

Tenze par daneÂ laÂtky je definovaÂna jako tlak nasyceneÂ paÂry nad tuhou nebo
kapalnou laÂtkou. PrÏi termodynamickeÂ rovnovaÂze je tenze par cÏisteÂ laÂtky
vyÂlucÏneÏ funkcõÂ teploty.

Jednotkou soustavy SI pro tlak je pascal (Pa).

DaÂle jsou uvedeny neÏ ktereÂ drÏõÂve pouzÏõÂvaneÂ jednotky s odpovõÂdajõÂcõÂmi
prÏepocÏõÂtacõÂmi faktory:

1 torr (1 mm Hg) = 1,333.102 Pa
1 fyzikaÂlnõÂ atmosfeÂra (atm) = 1,013 . 105 Pa
1 bar = 105 Pa

Jednotkou teploty v soustaveÏ SI je kelvin (K).

UniverzaÂlnõÂ molaÂrnõÂ plynovaÂ konstanta R maÂ hodnotu 8,314 J mol-1 K-1.

ZaÂvislost tenze par na teploteÏ je popsaÂna Clausiusovou - Clapeyronovou rovnicõÂ:

DHvlog p = ÐÐÐÐ + konst.
2,3RT

kde
p = tenze par laÂtky v Pa
DHv = vyÂparneÂ teplo v J. mol -1

R = univerzaÂlnõÂ plynovaÂ konstanta v J. mol-1. K-1

T = termodynamickaÂ teplota v K
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1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

ReferencÏnõÂ laÂtky nenõÂ nutneÂ pouzÏõÂvat ve vsÏech prÏõÂpadech, ve kteryÂch se
zkoumaÂ novaÂ laÂtka. ReferencÏnõÂ laÂtky by meÏ ly slouzÏit prÏedevsÏõÂm k obcÏasneÂ
kalibraci meÏ rÏõÂcõÂho usporÏaÂdaÂnõÂ a k porovnaÂnõÂ vyÂsledkuÊ prÏi pouzÏitõÂ ruÊ znyÂch metod.

1. 4 PRINCIP METOD

Pro stanovenõÂ tenze par je navrzÏeno sedm metod, ktereÂ je mozÏneÂ pouzÏõÂvat
v ruÊ znyÂch oblastech hodnot tenze par. KazÏdou z metod se stanovuje tenze par
prÏi ruÊ znyÂch teplotaÂch. V omezeneÂm rozsahu teplot je logaritmus tenze par cÏisteÂ
laÂtky neprÏõÂmo uÂmeÏ rnyÂ teploteÏ .

1. 4. 1 DynamickaÂ metoda

PrÏi dynamickeÂ metodeÏ se meÏ rÏõÂ teplota varu prÏi urcÏiteÂm zadaneÂm tlaku.

DoporucÏenaÂ oblast meÏ rÏenõÂ : 103 Pa azÏ 105 Pa.

Tato metoda se rovneÏ zÏ doporucÏuje pro stanovenõÂ teploty varu, kde je vhodnaÂ
azÏ do teploty 600 K.

1. 4. 2 StatickaÂ metoda

PrÏi teÂto metodeÏ se meÏ rÏõÂ tlak paÂry, kteryÂ se ustavõÂ prÏi termodynamickeÂ
rovnovaÂze v uzavrÏeneÂm systeÂmu prÏi daneÂ teploteÏ nad danou laÂtkou.

Metoda se hodõÂ pro jednoslozÏkoveÂ i võÂceslozÏkoveÂ systeÂmy.

DoporucÏenaÂ oblast meÏ rÏenõÂ: 10 Pa azÏ 105 Pa.

PrÏi dodrzÏovaÂnõÂ potrÏebneÂ pecÏlivosti muÊ zÏe byÂt tato metoda pouzÏita teÂzÏ pro
oblast od 1 do 10 Pa.

1. 4. 3 Isoteniskop

Tato normovanaÂ metoda je rovneÏ zÏ zalozÏena na statickeÂm postupu, vsÏeobecneÏ
vsÏak nenõÂ vhodnaÂ pro võÂceslozÏkoveÂ systeÂmy. BlizÏsÏõÂ informace je mozÏneÂ zõÂskat
v metodeÏ ASTM D - 2879 - 86.

DoporucÏenaÂ oblast meÏ rÏenõÂ: l02 Pa azÏ l05 Pa.

1. 4. 4 EfusnõÂ metoda: VaÂhy pro meÏ rÏenõÂ tenze par

Ve vakuu se stanovõÂ mnozÏstvõÂ laÂtky, ktereÂ opustõÂ meÏ rÏicõÂ celu za cÏasovou
jednotku otvorem znaÂmeÂ velikosti tak, zÏe muÊ zÏe byÂt zanedbaÂn naÂvrat laÂtky do
meÏ rÏicõÂ cely (naprÏ. meÏ rÏenõÂm impulsuÊ generovanyÂch citlivyÂmi vahami nebo
stanovenõÂm ztraÂty hmotnosti).

DoporucÏenaÂ oblast meÏ rÏenõÂ: l0-3 Pa azÏ l Pa.

1. 4. 5 EfusnõÂ metoda: MeÏ rÏenõÂ hmotnostnõÂho uÂ bytku zaÂchytem parnõÂ faÂ ze

Metoda je zalozÏena na stanovenõÂ hmotnosti zkousÏeneÂ laÂtky unikajõÂcõÂ ve formeÏ par
za jednotku cÏasu z Knudsenovy komuÊ rky (4) mikrodyÂzou za podmõÂnek
vysokeÂho vakua. Hmotnost difundujõÂcõÂch par muÊ zÏe byÂt zjisÏteÏ na bud'
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stanovenõÂm uÂbytku hmotnosti komuÊ rky, nebo kondenzacõÂ par prÏi nõÂzkeÂ teploteÏ
a stanovenõÂm jejich mnozÏstvõÂ chromatografickou analyÂzou. Tlak par se vypocÏte
s pouzÏitõÂm Herzovy-Knudsenovy rovnice.

DoporucÏenaÂ oblast meÏ rÏenõÂ: l0-3 azÏ l Pa.

1. 4. 6 Metoda sycenõÂ plynu

Nad zkoumanou laÂtkou se vede proud inertnõÂho plynu tak, zÏe se sytõÂ jejõÂmi
parami. Tyto paÂry se zachycujõÂ ve vhodneÂm lapacÏi. MeÏ rÏõÂ se mnozÏstvõÂ laÂtky,
ktereÂ se transportuje znaÂmyÂm mnozÏstvõÂm nosneÂho plynu. Z neÏ ho se vypocÏte
tenze par prÏi zadaneÂ teploteÏ .

DoporucÏenaÂ oblast: l0-4 azÏ l Pa.

PrÏi dodrzÏovaÂnõÂ potrÏebneÂ pecÏlivosti muÊ zÏe byÂt tato metoda pouzÏita teÂzÏ pro
oblast od l do 10 Pa.

1. 4. 7 RotujõÂcõÂ teÏ lõÂsko

V zarÏõÂzenõÂ s rotujõÂcõÂm teÏ lõÂskem je meÏ rÏõÂcõÂm prvkem malaÂ ocelovaÂ kulicÏka
zaveÏ sÏenaÂ v magnetickeÂm poli, rotujõÂcõÂ vysokou rychlostõÂ. Tenze plynu se
odvozuje ze zpomalenõÂ oceloveÂ kulicÏky ktereÂ je uÂmeÏ rneÂ tlaku plynu.

DoporucÏenaÂ oblast meÏ rÏenõÂ: l0-4 azÏ 0,5 Pa.

1. 5 KRITEÂ RIA JAKOSTI
V tabulce je uvedeno srovnaÂnõÂ jednotlivyÂch metod stanovenõÂ tenze par z
hlediska jejich pouzÏitelnosti, opakovatelnosti, reprodukovatelnosti, oblasti
meÏ rÏenõÂ a existujõÂcõÂch norem.

TABULKA: KRITEÂ RIA JAKOSTI

Metoda meÏ rÏenõÂ

LaÂtka

tuhaÂ kapalnaÂ

Odhad
opakova-
telnosti 1)

Odhad
reproduko-
vatelnosti1)

DoporucÏenaÂ
oblast

ExistujõÂcõÂ
normy

1. 4. 1 DynamickaÂ
metoda

s
nõÂzkou
teplo-

tou taÂnõÂ

ano do 25 %

1 azÏ 5 %

do 25 %

1 azÏ 5 %

103 Pa azÏ
2 x 10 3 Pa

2 x 103 Pa azÏ
105 Pa 2)

1. 4. 2 StatickaÂ
metoda

ano ano 5 azÏ 10 % 5 azÏ 10 % 10 Pa azÏ
105 Pa

NFT
20-048(5)

1. 4. 3 Isoteniskop ano ano 5 azÏ 10 % 5 azÏ 10 % 102 Pa azÏ 105

Pa
ASTM - D
2879 - 86

1. 4. 4 EfusnõÂ
metoda - vaÂhy pro
meÏ rÏenõÂ tense par

ano ano 5 azÏ 20 % do 50 % 10-3 Pa azÏ
1 Pa

NFT
20-047(6)

1. 4. 5 EfusnõÂ
metoda - meÏ rÏenõÂ
uÂbytku par

ano ano 10 azÏ 30 % 10-3 Pa azÏ
1 Pa
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1. 4. 6 Metoda
sycenõÂ plynu

ano ano 10 azÏ 30 % do 50 % 10-4 Pa azÏ
1 Pa2)

1. 4. 7 Metoda
rotujõÂcõÂho teÏ lõÂska

ano ano 10 azÏ 20 % 10-4 Pa azÏ
0,5 Pa

1) V zaÂvislosti na stupni cÏistoty laÂtky.
2) Metody mohou byÂt prÏi pecÏliveÂm provedenõÂ pouzÏity takeÂ pro rozmezõÂ 1 azÏ 10 Pa.

1. 6 POPIS METOD

1. 6. 1 DynamickaÂ metoda

1. 6. 1. 1 Aparatura

Aparatura je obecneÏ tvorÏena varnou naÂdobou s nasazenyÂm chladicÏem ze skla
nebo kovu (obraÂzek l) a odpovõÂdajõÂcõÂm zarÏõÂzenõÂm pro regulaci a meÏ rÏenõÂ teploty a
tlaku. Typ aparatury znaÂzorneÏ nyÂ na obraÂzku je ze zÏaÂruvzdorneÂho skla a sklaÂdaÂ se
z 5 soucÏaÂstõÂ:

z velkeÂ , cÏaÂstecÏneÏ oplaÂsÏteÏ neÂ trubice se zaÂbrusovyÂm spojem, z chladicÏe, z chladicõÂ
banÏ ky a ze vpusti.

SkleneÏ nyÂ vaÂlec s Cottrellovou vyÂveÏ vou je umõÂsteÏ n ve varneÂ cÏaÂsti trubice. MaÂ uvnitrÏ
zdrsneÏ nyÂ povrch ze slinuteÂho skla, aby se zabraÂnilo ¹skryteÂmuª varu.

Teplota se meÏ rÏõÂ pomocõÂ vhodneÂho teplotnõÂho cÏidla (naprÏ. odporovyÂm teplomeÏ rem,
plaÂsÏt'ovyÂm termoelektrickyÂm cÏlaÂnkem) zasunuteÂho do aparatury azÏ k mõÂstu meÏ rÏenõÂ
(obraÂzek l) prÏes vhodnou spojku s vneÏ jsÏõÂm zaÂbrusem.

NezbytneÂ je vytvorÏit spojenõÂ k regulaÂtoru tlaku a k meÏ rÏõÂcõÂmu zarÏõÂzenõÂ.

PrÏes kapilaÂru je s meÏ rÏicõÂ aparaturou spojena kulataÂ banÏ ka, kteraÂ slouzÏõÂ jako
vyrovnaÂvacõÂ objem.

Pro ohrÏev varneÂ naÂdoby je do skleneÏ neÂ aparatury zespodu zevneÏ zavedena topnaÂ
vlozÏka. PozÏadovanaÂ intenzita proudu pro ohrÏev se nastavuje a reguluje s vyuzÏitõÂm
termocÏlaÂnku.
PotrÏebnyÂ podtlak mezi l02 Pa a prÏiblizÏneÏ 105 Pa se dosaÂhne pomocõÂ vyÂveÏ vy.

K meÏ rÏenõÂ a regulaci tlaku vzduchu nebo dusõÂku (meÏ rÏõÂcõÂ rozsah prÏiblizÏneÏ 102 azÏ 105

Pa) a k ventilaci se pouzÏije vhodnyÂ ventil.

Tlak je snõÂmaÂn manometrem.

1. 6. 1. 2 Postup meÏrÏenõÂ

Pro stanovenõÂ tenze par vzorku se meÏ rÏõÂ jeho teploty varu prÏi ruÊ znyÂch tlacõÂch mezi
asi l03 a 105 Pa. Teploty varu (nebo rovnovaÂhy varu v prÏõÂpadeÏ smeÏ sõÂ) je dosazÏeno,
kdyzÏ se teplota prÏi konstantnõÂm tlaku ustaÂ lõÂ. Tato metoda se nehodõÂ pro meÏ rÏenõÂ
laÂtek, ktereÂ peÏ nõÂ.

LaÂtka se umõÂstõÂ do cÏisteÂ sucheÂ vzorkovnice. BeÏ hem plneÏ nõÂ mohou u tuhyÂch laÂtek,
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ktereÂ nejsou ve formeÏ praÂsÏku, vznikat probleÂmy, tyto se vsÏak dajõÂ obejõÂt zahrÏaÂtõÂm
chladõÂcõÂho plaÂsÏteÏ . Po naplneÏ nõÂ se aparatura uzavrÏe prÏõÂrubou a laÂtka se odplynõÂ. PoteÂ
se nastavõÂ nejnizÏsÏõÂ pozÏadovanyÂ tlak a zapne se ohrÏev. SoucÏasneÏ se prÏipojõÂ teplotnõÂ
cÏidlo k zapisovacÏi.

RovnovaÂhy je dosazÏeno, kdyzÏ prÏi konstantnõÂm tlaku je mozÏneÂ odecÏõÂst konstantnõÂ
teplotu varu. ZvlaÂsÏtnõÂ pozornost se musõÂ veÏnovat tomu, aby se zabraÂnilo prudkeÂmu
uvolnÏ ovaÂnõÂ par beÏ hem varu. NavõÂc musõÂ byÂt zajisÏteÏ na kompletnõÂ kondenzace na
chladicÏi. PrÏi stanovovaÂnõÂ tlaku par u nõÂzkotajõÂcõÂch pevnyÂch laÂtek se musõÂ dbaÂt na to,
aby se nezaplnil kondenzaÂtor usazeninami.

Po zaznamenaÂnõÂ nameÏ rÏeneÂho rovnovaÂzÏneÂho teplotnõÂho bodu se nastavõÂ vysÏsÏõÂ tlak.
Takto se pokracÏuje azÏ se dospeÏ je k tlaku 105 Pa (celkem asi 5 azÏ 10 meÏ rÏenõÂ ). Pro
kontrolu je potrÏebneÂ stanovenõÂ opakovat prÏi klesajõÂcõÂch hodnotaÂch tlaku.

1. 6. 2 StatickaÂ metoda

1. 6. 2. 1 Aparatura

Aparatura sestaÂvaÂ ze zaÂsobnõÂku vzorku, z ohrÏõÂvacõÂ a chladicõÂ soustavy k regulaci
teploty vzorku a z meÏ rÏenõÂ teploty. Aparatura teÂzÏ zahrnuje zarÏõÂzenõÂ k nastavenõÂ a
meÏ rÏenõÂ tlaku. ZaÂkladnõÂ principy znaÂzornÏ ujõÂ obraÂzky 2a a 2b.

BanÏ ka na vzorek (obraÂzek 2a) je uzavrÏena z jedneÂ strany vhodnyÂm
vysokovakuovyÂm ventilem. Z druheÂ strany je prÏipojena U-trubice obsahujõÂcõÂ
vhodnou manometrickou kapalinu. Jeden konec U-trubice je napojen k vyÂveÏ veÏ , k
ventilu tlakoveÂ lahve s dusõÂkem nebo k ventilacÏnõÂmu ventilu a k manometru.

MõÂsto U-trubice se daÂ pouzÏõÂt manometr s ukazatelem tlaku (obraÂzek 2b).

K regulaci teploty vzorku je banÏ ka se vzorkem spolu s ventilem a U-trubicõÂ cÏi
tlakomeÏ rem umõÂsteÏ na v laÂzni s konstantnõÂ teplotou udrzÏovanou s prÏesnostõÂ + 0,2 K.
Teplota se meÏ rÏõÂ na vneÏ jsÏõÂ straneÏ banÏ ky se vzorkem nebo v banÏ ce samotneÂ.

K evakuaci aparatury se uzÏije vyÂveÏ va s protiproudyÂm chlazenyÂm lapacÏem.

U metody 2a se tenze par laÂtky meÏ rÏõÂ neprÏõÂmo, za pouzÏitõÂ nuloveÂho indikaÂtoru.
PrÏitom se zohlednÏ uje, zÏe se hustota kapaliny prÏi velkyÂch zmeÏ naÂch teploty
v U-trubici meÏ nõÂ.

Jako nuloveÂ indikaÂtory pro U-trubici jsou vhodneÂ v zaÂvislosti na rozsahu tlakuÊ a
v zaÂvislosti na chemickeÂm chovaÂnõÂ zkousÏenyÂch laÂtek silikonoveÂ oleje nebo ftalaÂty.

ZkousÏenaÂ laÂtka se nesmõÂ znatelneÏ rozpousÏteÏ t ani nesmõÂ reagovat s kapalinou
v U- trubici.

V oblasti normaÂlnõÂho tlaku vzduchu do 102 Pa je mozÏneÂ pouzÏõÂvat rtut'. SilikonoveÂ
oleje a ftalaÂty je mozÏneÂ pouzÏõÂvat pro tlak od 10 Pa do 102 Pa. MembraÂnoveÂ
kapacitnõÂ manometry je mozÏneÂ pouzÏõÂvat pro tlak nizÏsÏõÂ nezÏ 10-1 Pa.

ExistujõÂ teÂzÏ jinaÂ meÏ rÏidla tlaku, kteraÂ mohou byÂt uzÏita pro tlaky pod 102 Pa.

1. 6. 2. 2 Postup meÏrÏenõÂ

PrÏed meÏ rÏenõÂm se vsÏechny cÏaÂsti aparatury znaÂzorneÏ neÂ na obraÂzku 2 duÊ kladneÏ ocÏistõÂ
a vysusÏõÂ.
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Pro metodu 2a se naplnõÂ U-trubice zvolenou kapalinou, kteraÂ musõÂ byÂt prÏed
pouzÏitõÂm za zvyÂsÏeneÂ teploty odplyneÏ na.

ZkousÏenaÂ laÂtka se vlozÏõÂ do aparatury, kteraÂ se uzavrÏe a snõÂzÏõÂ se v nõÂ teplota, aby se
mohla odplynit. Teplota musõÂ byÂt dostatecÏneÏ nõÂzkaÂ , aby se zarucÏilo, zÏe bude vysaÂt
vzduch, anizÏ dojde u võÂceslozÏkovyÂch smeÏ snyÂch materiaÂ luÊ ke zmeÏ neÏ jejich slozÏenõÂ.
Je-li to zÏaÂdoucõÂ, lze rovnovaÂhy dosaÂhnout rychleji mõÂchaÂnõÂm.

Vzorek muÊ zÏe byÂt podchlazen bud' kapalnyÂch dusikem, (je nutno zabraÂnit
kondenzaci vzduchu nebo kapaliny z vyÂveÏ vy) nebo smeÏ sõÂ etylalkoholu a sucheÂho
ledu. Pro meÏ rÏenõÂ nõÂzkyÂch teplot se uzÏije laÂzenÏ s teplotou regulovanou prÏipojenõÂm k
chladõÂcõÂmu systeÂmu (ultracryomatu).

PrÏi otevrÏeneÂm ventilu naÂdobky se vzorkem se prÏipojõÂ na neÏ kolik minut odsaÂvaÂnõÂ,
aby se odstranil vzduch. Ventil se poteÂ uzavrÏe a teplota vzorku se snõÂzÏõÂ na nejnõÂzÏe
zÏadanou uÂrovenÏ . Je-li to nutneÂ , odplynÏ ovacõÂ postup se musõÂ opakovat neÏ kolikraÂt.

PrÏi zahrÏõÂvaÂnõÂ vzorku roste tlak par. To meÏ nõÂ rovnovaÂhu kapaliny v U-trubici. Aby se
zmeÏ na kompenzovala, prÏipousÏtõÂ se ventilem dusõÂk nebo vzduch azÏ do teÂ doby, kdy
indikaÂtor tlaku je opeÏ t na nule. Tlak potrÏebnyÂ k ustavenõÂ nuloveÂ hodnoty muÊ zÏe byÂt
odecÏten prÏesnyÂm manometrem prÏi laboratornõÂ teploteÏ . Tento tlak odpovõÂdaÂ tenzi par
laÂtky prÏi daneÂ teploteÏ meÏ rÏenõÂ.

Metoda 2b je podobnaÂ, ale tenze par se odecÏõÂtaÂ prÏõÂmo.

ZaÂvislost tenze par na teploteÏ se stanovõÂ ve vhodnyÂch malyÂch invervalech (uÂhrnem
prÏiblizÏneÏ 5-10 boduÊ meÏ rÏenõÂ) azÏ do pozÏadovaneÂho maxima. OdecÏty prÏi nõÂzkyÂch
teplotaÂch se musõÂ pro kontrolu opakovat.

JestlizÏe hodnoty zjisÏteÏ neÂ z opakovanyÂch odecÏtuÊ nelezÏõÂ na krÏivce zjisÏteÏ neÂ pro
zvysÏujõÂcõÂ se teplotu, muÊ zÏe to byÂt zpuÊ sobeno jednou z teÏ chto trÏõÂ prÏõÂcÏin:

1. Vzorek staÂ le jesÏteÏ obsahuje vzduch (naprÏ. u vysoce viskoÂznõÂch materiaÂ luÊ ) nebo
obsahuje laÂtky s nõÂzkou teplotou varu, ktereÂ jsou prÏi zahrÏaÂtõÂ uvolnÏ ovaÂny a mohou
byÂt odstraneÏ ny odsaÂtõÂm po prÏedchozõÂm podchlazenõÂ.

2. Teplota podchlazenõÂ nenõÂ dostatecÏneÏ nõÂzkaÂ . V tomto prÏõÂpadeÏ se uzÏije jako chladõÂcõÂ
meÂdium tekutyÂ dusõÂk.
Jde-li o prÏõÂpad ad l nebo ad 2, meÏ rÏenõÂ se musõÂ opakovat.

3. LaÂtka ve zkoumaneÂm teplotnõÂm rozsahu podleÂhaÂ chemickeÂ reakci (naprÏ.
rozkladu nebo polymeraci).

1. 6. 3 Isoteniskop

UÂ plnyÂ popis teÂto metody je uveden v literaturÏe (7). Princip meÏ rÏõÂcõÂho zarÏõÂzenõÂ je
znaÂzorneÏ n na obraÂzku 3. StejneÏ jako statickaÂ metoda popsanaÂ v bodeÏ 1. 6. 2, hodõÂ se
isoteniskop ke studiu tuhyÂch laÂtek i kapalin.

ZkousÏejõÂ-li se kapaliny, pouzÏõÂvajõÂ se soucÏasneÏ jako indikacÏnõÂ sloupec v pomocneÂm
manometru. Do isoteniskopu se odmeÏ rÏõÂ mnozÏstvõÂ kapaliny postacÏujõÂcõÂ k naplneÏ nõÂ
banÏ ky a kraÂtkeÂho ramene manometru. Isoteniskop se prÏipojõÂ k vakuoveÂmu systeÂmu,
evakuuje se a poteÂ se naplnõÂ dusõÂkem. Evakuace a vyÂplach systeÂmu se opakuje
dvakraÂt, aby se odstranil vesÏkeryÂ zbytkovyÂ kyslõÂk. NaplneÏ nyÂ isoteniskop se umõÂstõÂ do
horizontaÂlnõÂ polohy, aby se vzorek rozprostrÏel v banÏ ce a v U-cÏaÂsti manometru do
tenkeÂ vrstvy. Tlak v systeÂmu se snõÂzÏõÂ na 133 Pa a vzorek se opatrneÏ zahrÏeje praÂveÏ k
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varu (odstraneÏ nõÂ rozpusÏteÏ nyÂch plynuÊ ). PoteÂ se isoteniskop vraÂtõÂ do puÊ vodnõÂ polohy
tak, aby se vzorek vraÂtil do banÏ ky a kraÂtkeÂho ramene manometru, takzÏe oba dõÂly
jsou zcela naplneÏ ny kapalinou. Tlak se udrzÏuje jako prÏi odplynÏ ovaÂnõÂ; sÏpicÏka banÏ ky
se zahrÏõÂvaÂ malyÂm plamenem, azÏ uvolneÏ naÂ paÂra expanduje natolik, zÏe prÏetlacÏõÂ cÏaÂst
vzorku z hornõÂ cÏaÂsti banÏ ky a ramene manometru do manometrickeÂ cÏaÂsti
isoteniskopu, prÏicÏemzÏ se vytvorÏõÂ prostor bez dusõÂku, naplneÏ nyÂ vyÂhradneÏ parami.

Isoteniskop se pak vlozÏõÂ do laÂzneÏ se staÂ lou teplotou a tlak dusõÂku se upravõÂ tak, aby
se rovnal tlaku vzorku. RovnovaÂzÏnyÂ tlak je udaÂvaÂn manometrickou cÏaÂstõÂ
isoteniskopu. V rovnovaÂze se rovnaÂ tlak dusõÂku tenzi par zkousÏeneÂ laÂtky.

U tuhyÂch laÂtek se pouzÏõÂvajõÂ v zaÂvislosti na oblasti tlaku a teploty manometrickeÂ
kapaliny uvedeneÂ v bodeÏ 1. 6. 2. 1. OdplyneÏ naÂ manometrickaÂ kapalina se naplnõÂ do
rozsÏõÂrÏeneÂ cÏaÂsti delsÏõÂho ramene isoteniskopu. PoteÂ se zkoumanaÂ laÂtka naplnõÂ do
banÏ ky a odplynõÂ se prÏi zvyÂsÏenõÂ teploteÏ . Potom se isoteniskop naklonõÂ, aby
manometrickaÂ kapalina natekla do U-trubice. PrÏi meÏ rÏenõÂ zaÂvislosti tenze par na
teploteÏ se postupuje jako v bodeÏ 1. 6. 2.

1. 6. 4 EfusnõÂ metoda: VaÂhy pro meÏ rÏenõÂ tenze par

1. 6. 4. 1 Aparatura

V literaturÏe jsou popsaÂna ruÊ znaÂ provedenõÂ aparatury (1). Aparatura popsanaÂ zde
slouzÏõÂ ke znaÂzorneÏ nõÂ obecneÂho funkcÏnõÂho principu (obraÂzek 4).

ObraÂzek ukazuje hlavnõÂ dõÂly zarÏõÂzenõÂ, ktereÂ se sklaÂdaÂ z vakuoveÂ naÂdobky z nerezoveÂ
oceli nebo ze skla, vyÂveÏ vy a meÏ rÏicÏe vakua a vestaveÏ neÂho zarÏõÂzenõÂ pro meÏ rÏenõÂ tenze
par na vahaÂch. PrÏõÂstroj se sklaÂdaÂ z naÂsledujõÂcõÂch dõÂluÊ :

- odparÏovacõÂ põÂcka s prÏõÂrubou a otocÏnou pruÊ chodkou. OdparÏovacõÂ põÂcku tvorÏõÂ
vaÂ lcovaÂ naÂdoba vyrobenaÂ z meÏ di nebo chemicky odolneÂ slitiny s dobrou tepelnou
vodivostõÂ. RovneÏ zÏ muÊ zÏe byÂt uzÏita skleneÏ naÂ naÂdoba opatrÏenaÂ meÏ deÏ nyÂm plaÂsÏteÏ m.
PõÂcka maÂ pruÊ meÏ r prÏiblizÏneÏ 3 - 5 cm a vyÂsÏku 2 - 5 cm. Je opatrÏena jednõÂm azÏ trÏemi
otvory ruÊ zneÂ velikosti pro pruÊ chod par. PõÂcka je vyhrÏõÂvaÂna bud' podstavenou
vyhrÏõÂvacõÂ desticÏkou nebo topnou spiraÂ lou v plaÂsÏti. Aby nedosÏlo k rozptylovaÂnõÂ
tepla z desticÏky smeÏ rem doluÊ , je dno desticÏky izolovaÂno materiaÂ lem s nõÂzkou
tepelnou vodivostõÂ (strÏõÂbroniklovaÂ nebo chromniklovaÂ ocel). Je-li uzÏita põÂcka s
neÏ kolika pruÊ chody, je izolace tvorÏena trubicemi prÏipojenyÂmi k rotujõÂcõÂ ose põÂcky.
Toto usporÏaÂdaÂnõÂ je vyÂhodneÂ, nebot' umozÏnÏ uje zavedenõÂ meÏ deÏ neÂ tycÏe, kterou je
mozÏneÂ chladit z vneÏ jsÏku chladicõÂ laÂznõÂ.

- jestlizÏe je opatrÏeno meÏ deÏ neÂ võÂko põÂcky trÏemi otvory ruÊ zneÂho pruÊ meÏ ru, ktereÂ jsou
vuÊ cÏi sobeÏ navzaÂjem pootocÏeny o 90o, pokryÂvaÂ meÏ rÏenõÂ sÏirokyÂ rozsah tlakuÊ par
(otvory o pruÊ meÏ ru 0,3 azÏ 4,5 mm). SÏ irsÏõÂ otvory se pouzÏijõÂ prÏi nõÂzkyÂch tlacõÂch par a
opacÏneÏ . OtaÂcÏenõÂm põÂcky se zÏaÂdanyÂ otvor nebo mezipoloha nastavõÂ do smeÏ ru toku
paÂry (v ose se nachaÂzõÂ otvor põÂcky - clona - miska vah). Proud molekul lze
propustit na misku vah nebo odclonit. Pro meÏ rÏenõÂ teploty laÂtky se na vhodneÂ mõÂsto
umõÂstõÂ termocÏlaÂnek nebo odporovyÂ teplomeÏ r.

- nad clonou je miska velmi citlivyÂch mikrovah. Miska vah maÂ prÏiblizÏneÏ 30 mm
v pruÊ meÏ ru. VhodnyÂm materiaÂ lem je pozlacenyÂ hlinõÂk.

- miska vah je ponorÏena do vaÂlcoviteÂho chladõÂcõÂho bloku z mosazi nebo meÏ di.
Otvory v bloku musõÂ byÂt prÏizpuÊ sobeny typu rameÂnka podle druhu vah. Otvor ve
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H

cloneÏ musõÂ umozÏnit pruÊ chod proudu molekul a soucÏasneÏ musõÂ zajisÏt'ovat uÂplneÂ
zkapalneÏ nõÂ par na misce. Odvod tepla smeÏ rem ven je zajisÏteÏ n kuprÏõÂkladu meÏ deÏ nou
tycÏkou prÏipojenou k chladõÂcõÂmu bloku. TycÏka prochaÂzõÂ dnem a je od neÏ j tepelneÏ
izolovaÂna naprÏ. trubicõÂ z chromnikloveÂ oceli. TycÏka je ponorÏena do Dewarovy
naÂdoby s kapalnyÂm dusõÂkem umõÂsteÏ neÂ pod dnem anebo se zajistõÂ cirkulace
kapalneÂho dusõÂku prÏõÂmo provrtanou tycÏkou. ChladõÂcõÂ blok je tak udrzÏovaÂn prÏi
teploteÏ - 120 oC. Miska vah je chlazena vyÂhradneÏ vyzarÏovaÂnõÂm, ktereÂ pro
vysÏetrÏovanou oblast tlaku postacÏuje (zahaÂjenõÂ chlazenõÂ prÏiblizÏneÏ 1 hodinu prÏed
meÏ rÏenõÂm).

- vaÂha je umõÂsteÏ na nad chladicõÂm blokem. VhodneÂ vaÂhy jsou naprÏ. vysoce citliveÂ
dvojramenneÂ mikrovaÂhy nebo vysoce citlivyÂ prÏõÂstroj se svinutou spiraÂ lou (viz
OECD Test Guideline 104, VydaÂnõÂ 12. 05. 81).

- ve dneÏ jsou teÂzÏ elektrickeÂ zaÂsuvky pro prÏipojenõÂ termocÏlaÂnkuÊ nebo odporovyÂch
teplomeÏ ruÊ a topnyÂch spiraÂ l.

- podtlak se vytvaÂrÏõÂ v naÂdobeÏ pomocõÂ strÏedneÏ vakuoveÂ nebo vysokovakuoveÂ pumpy
(zÏaÂdaneÂ vakuum prÏiblizÏneÏ 1 - 2.10-3 Pa, ktereÂho se dosaÂhne po 2 hodinoveÂm
odsaÂvaÂnõÂ). Tlak je sledovaÂn vhodnyÂm ionizacÏnõÂm manometrem.

1. 6. 4. 2 Postup meÏrÏenõÂ

NaÂdoba se naplnõÂ zkoumanou laÂtkou a uzavrÏe se võÂcÏkem. Clona a chladicõÂ blok jsou
vysunuty proti põÂcce. Aparatura se uzavrÏe a spustõÂ se vyÂveÏ va. PrÏed zahaÂjenõÂm meÏ rÏenõÂ
by meÏ l tlak cÏinit asi 10-4 Pa. Od 10-2 Pa je trÏeba zacÏõÂt s chlazenõÂm chladõÂcõÂho bloku.

Po dosazÏenõÂ potrÏebneÂho vakua se zahaÂjõÂ rÏada kalibracÏnõÂch meÏ rÏenõÂ prÏi nejnizÏsÏõÂ
pozÏadovaneÂ teploteÏ . OtevrÏe se odpovõÂdajõÂcõÂ otvor ve võÂku, proud paÂry projde clonou
umõÂsteÏ nou nad nõÂm a dopadne na ochlazovanou misku vah. Miska vah musõÂ byÂt
dostatecÏneÏ velkaÂ , aby zajistila zachycenõÂ vesÏkereÂ paÂry prochaÂzejõÂcõÂ clonou. Hybnost
proudu par puÊ sobõÂ jako sõÂla proti misce vah a molekuly se sraÂzÏejõÂ na jejimh studeneÂm
povrchu.

Hybnost a soucÏasnaÂ kondenzace vytvaÂrÏõÂ signaÂl na zapisovacÏi. VyhodnocenõÂ signaÂlu
poskytuje dva druhy informacõÂ:

a)V popsaneÂm zarÏõÂzenõÂ je tlak par urcÏen prÏõÂmo z puÊ sobenõÂ na misku vah (k tomu
nenõÂ trÏeba znaÂt molekulovou hmotnost (2)). PrÏi vyhodnocenõÂ odecÏtu musõÂ byÂt
vzaty v uÂvahu geometrickeÂ faktory, jako jsou otvor v põÂcce a uÂhel molekulaÂrnõÂho
proudu.

b) SoucÏasneÏ muÊ zÏe byÂt meÏ rÏeno mnozÏstvõÂ kondenzaÂtu, z cÏehozÏ muÊ zÏe byÂt vypocÏtena
rychlost vyparÏovaÂnõÂ. Tlak par muÊ zÏe byÂt takeÂ vypocÏõÂtaÂn z rychlosti vyparÏovaÂnõÂ a z
molekuloveÂ hmotnosti prÏi uzÏitõÂ Hertzovy rovnice (2).

2pRT.103

p = G ÐÐÐÐ
M

kde

G = rychlost vyparÏovaÂnõÂ (kg . s-1. m-2),
M = molekulovaÂ hmotnost (g . mol-1),
T = termodynamickaÂ teplota (K),
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R = univerzaÂlnõÂ molaÂrnõÂ plynovaÂ konstanta (J. mol-1. K-1),
p = tenze paÂry (Pa).

PoteÂ co je dosazÏeneÂ potrÏebneÂho vakua zacÏõÂnaÂ seÂrie meÏ rÏenõÂ prÏi nejnizÏsÏõÂ mozÏneÂ
teploteÏ .

V dalsÏõÂm pruÊ beÏ hu meÏ rÏenõÂ se zvysÏuje v malyÂch intervalech teplota, azÏ se dosaÂhne jejõÂ
nejvysÏsÏõÂ pozÏadovaneÂ hodnoty. Pak se vzorek znovu ochladõÂ a prÏõÂpadneÏ je mozÏneÂ
zakreslit druhou krÏivku tenze par. JestlizÏe se prÏi druheÂm opakovaÂnõÂ nepodarÏõÂ
potvrdit vyÂsledek prveÂho pokusu, je mozÏneÂ , zÏe se laÂtka v daneÂ teplotnõÂ oblasti
meÏ rÏenõÂ rozklaÂdaÂ .

1. 6. 5 EfusnõÂ metoda: MeÏ rÏenõÂ hmotnostnõÂho uÂ bytku zaÂchytem parnõÂ faÂ ze

1. 6. 5. 1 Aparatura

ZarÏõÂzenõÂ se sklaÂdaÂ z naÂsledujõÂcõÂch dõÂluÊ :

- blok , ve ktereÂm jsou umõÂsteÏ ny efusnõÂ komuÊ rky s mozÏnostõÂ termostatovaÂnõÂ a
evakuace,

- vysokovakuovaÂ pumpa (kuprÏ. difusnõÂ pumpa nebo turbomolekulaÂrnõÂ vyÂveÏ va) a
podtlakoveÂ meÏ rÏidlo,

- naÂdobka se zkapalneÏ nyÂm dusõÂkem nebo suchyÂm ledem

HlinõÂkovyÂ vakuovyÂ blok s elektrickyÂm odporovyÂm ohrÏevem a se cÏtyrÏmi ocelovyÂmi
efusnõÂmi kumuÊ rkami je znaÂzorneÏ n jako prÏõÂklad na obraÂzku 5. OcelovaÂ membraÂna
tlousÏt'ky cca 0,3 mm s efusnõÂm otvorem o pruÊ meÏ ru 0,2 - l mm je prÏipojena k efusnõÂ
komuÊ rce võÂcÏkem opatrÏenyÂm zaÂvitem.

1. 6. 5. 2 Postup meÏrÏenõÂ

Do kazÏdeÂ efusnõÂ komuÊ rky se umõÂstõÂ srovnaÂvacõÂ a zkousÏeneÂ laÂtky, kovovaÂ membraÂna
s otvorem se zajistõÂ sÏroubovacõÂm võÂcÏkem a kazÏdaÂ komuÊ rka se zvaÂzÏõÂ s prÏesnostõÂ na
0,1 mg. MeÏ rÏõÂcõÂ komuÊ rka se umõÂstõÂ do termostatovaneÂho bloku, kteryÂ se poteÂ
evakuuje na tlak nizÏsÏõÂ nezÏ je jedna desetina ocÏekaÂvaneÂho tlaku par. Ve stanovenyÂch
cÏasovyÂch intervalech v rozmezõÂ od 5 do 30 hodin se do zarÏõÂzenõÂ vpousÏtõÂ vzduch a
uÂbytek hmotnosti efusnõÂ komuÊ rky se stanovõÂ diferencÏnõÂm vaÂzÏenõÂm.

Aby se potvrdilo, zÏe vyÂsledky nejsou ovlivnÏ ovaÂny teÏ kavyÂmi necÏistotami, vaÂzÏõÂ se
komuÊ rka ve stanovenyÂch cÏasovyÂch intervalech opakovaneÏ . MusõÂ byÂt prÏitom
potvrzeno, zÏe odparÏovacõÂ rychlost je konstantnõÂ nejmeÂneÏ ve dvou meÏ rÏõÂcõÂch
intervalech.

Tlak par je udaÂn vztahem:

m 2pRT
p = ÐÐ ÐÐ±

KAt M

kde

p = tenze par (Pa)
m = hmotnost laÂtky opousÏteÏ jõÂcõÂ komuÊ rku za cÏas t (kg)
t = cÏas (s)
A = plocha kolmeÂho rÏezu otvoru (m2)
K = korekcÏnõÂ faktor
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R = univerzaÂlnõÂ plynovaÂ konstanta (J.mol-1. K-1),
T = teplota (K)
M = molekulaÂrnõÂ hmotnost (kg.mol-1)

KorekcÏnõÂ faktor K zaÂvisõÂ na pomeÏ ru deÂlky k polomeÏ ru kruhoveÂho otvoru:

pomeÏ r 0,1 0,2 0,6 1,0 2,0
K 0,952 0,909 0,771 0,672 0,514

VyÂsÏe uvedenaÂ rovnice muÊ zÏe byÂt napsaÂna ve tvaru:

m T
p = E ÐÐ ÐÐ ,

t M

1
kde E = Ð±H2pR , je efusnõÂ konstanta komuÊ rky.

KA

Tato efusnõÂ konstanta muÊ zÏe byÂt urcÏena s vyuzÏitõÂm referencÏnõÂch laÂtek (2, 9) pomocõÂ
naÂsledujõÂcõÂ rovnice:

pr.t Mr
E = ÐÐ ÐÐ

m T
kde

pr = tlak par referencÏnõÂ laÂtky (Pa)
Mr = molekulaÂrnõÂ hmotnost referencÏnõÂ laÂtky (kg . mol-1)

l. 6. 6. Metoda sycenõÂ plynu

l. 6. 6. l Aparatura

Aparatura pouzÏõÂvanaÂ pro tato meÏ rÏenõÂ sestaÂvaÂ z rÏady daÂle popsanyÂch a na obraÂzku 6a
vyobrazenyÂch cÏaÂstõÂ (l).

NosnyÂ plyn:

NosnyÂ plyn nesmõÂ se studovanou laÂtkou chemicky reagovat. Obvykle je vhodnyÂ
dusõÂk, neÏ kdy je vsÏak nutneÂ pouzÏõÂt jineÂ plyny. PouzÏiteÂ plyny musõÂ byÂt sucheÂ. (Viz
obraÂzek 6a, cÏõÂslo 4: meÏ rÏ enõÂ relativnõÂ vlhkosti plynu.)

Kontrola pruÊ toku:

Pro kontrolu pruÊ toku plynu je nutnyÂ vhodnyÂ regulacÏnõÂ systeÂm, aby bylo mozÏneÂ
zarucÏit konstantnõÂ a podle potrÏeby nastavitelnyÂ pruÊ tok plynu syticõÂ kolonou.

LapacÏe pro kondenzaci par:

Jejich vyÂbeÏ r zaÂvisõÂ na vlastnostech zkoumaneÂ laÂtky a na pouzÏiteÂ analytickeÂ metodeÏ .
PaÂry by se meÏ ly odlucÏovat kvantitativneÏ tak, aby byla mozÏnaÂ naÂslednaÂ analyÂza. Pro
rÏadu studovanyÂch laÂtek mohou byÂt vhodneÂ lapacÏe obsahujõÂcõÂ kapaliny jako hexan
nebo etylenglykol. Pro jineÂ laÂtky je naopak mozÏno pouzÏõÂvat tuheÂ adsorbenty.
K zachycenõÂ paÂry a ke kvantitativnõÂmu urcÏenõÂ mnozÏstvõÂ hmoty transportovaneÂ
znaÂmyÂm mnozÏstvõÂm nosneÂho plynu mohou byÂt pouzÏity analytickeÂ techniky jako je
chromatografie. NavõÂc muÊ zÏe byÂt meÏ rÏen uÂbytek hmotnosti vzorku.
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VyÂmeÏnõÂky tepla:

Pro meÏ rÏenõÂ prÏi ruÊ znyÂch teplotaÂch muÊ zÏe byÂt potrÏebneÂ zabudovat do aparatury
vyÂmeÏ nõÂk tepla.

SyticõÂ kolona:

StudovanaÂ laÂtka se nanese v rozpusÏteÏ neÂ formeÏ na povrch vhodneÂho inertnõÂho
nosicÏe. Tento se vlozÏõÂ do syticõÂ kolony. Kolona by meÏ la byÂt dimenzovaÂna a pruÊ tok
plynu nastaven tak, aby bylo zarucÏeno uÂplneÂ nasycenõÂ nosneÂho plynu. Kolonu je
nutno termostatovat. MaÂ-li se meÏ rÏit prÏi teplotaÂch nad 20 oC, musõÂ byÂt cÏaÂsti aparatury
mezi syticõÂ kolonou a vymrazovacÏkami rovneÏzÏ ohrÏõÂvaÂny, aby se zamezilo
kondenzaci sledovaneÂ laÂtky.

Za syticÏ kolony muÊ zÏe byÂt umõÂsteÏ na kapilaÂra (obraÂzek 6b), aby se snõÂzÏil tok hmoty
zpuÊ sobenyÂ difuzõÂ.

l. 6. 6. 2 Postup meÏrÏenõÂ

PrÏõÂprava syticõÂ kolony (syticõÂch kolon):

StudovanaÂ laÂtka se rozpustõÂ ve vysoce teÏ kaveÂm rozpousÏteÏ dle a prÏidaÂ se k
dostatecÏneÂmu mnozÏstvõÂ nosicÏe. Je nutno prÏidat dostatecÏneÂ mnozÏstvõÂ studovaneÂ laÂtky,
aby bylo zarucÏeno nasycenõÂ po celou dobu meÏ rÏenõÂ. RozpousÏteÏ dlo se na vzduchu
nebo v rotacÏnõÂm odparÏovacÏi uÂplneÏ odparÏõÂ a pecÏliveÏ promõÂsenyÂ materiaÂl se naplnõÂ do
syticõÂ kolony. Po zahrÏaÂtõÂ vzorku se aparaturou vede suchyÂ dusõÂk.

MeÏrÏenõÂ:

LapacÏe nebo pruÊ tokoveÂ detektory se prÏipojõÂ na vyÂstup z kolony a meÏ rÏõÂ se cÏas. Na
pocÏaÂtku a v pravidelnyÂch intervalech beÏ hem meÏ rÏenõÂ se kontroluje pruÊ tok pocÏõÂtacÏem
bublinek (nebo kontinuaÂlneÏ pruÊ tokomeÏ rem). Na vyÂstupu ze syticõÂ kolony je nutno
meÏ rÏit tlak. To lze proveÂst:

a)zapojenõÂm manometru mezi kolonu a lapacÏe (to nemusõÂ byÂt zcela uspokojiveÂ
v duÊ sledku rostoucõÂho mrtveÂho objemu a zveÏ tsÏeneÂ adsorpcÏnõÂ plochy),

b) stanovenõÂm tlakovyÂch uÂbytkuÊ ve smeÏ ru pouzÏiteÂho vzorkovacõÂho zarÏõÂzenõÂ jako
funkce objemoveÂho pruÊ toku v samostatneÂm experimentu (toto nemusõÂ prÏinaÂsÏet
uspokojiveÂ vyÂsledky pro lapacÏe s absorpcÏnõÂmi kapalinami).

PrÏedbeÏ zÏnyÂmi pokusy nebo odhadem se urcÏõÂ doba potrÏebnaÂ pro odloucÏenõÂ mnozÏstvõÂ
laÂtky nezbytneÂho pro jednotliveÂ metody stanovenõÂ . Jako alternativa pro sbeÏ r laÂtky
pro dalsÏõÂ analyÂzu muÊ zÏe byÂt uzÏita pruÊ tokovaÂ kvantitativnaÂ analytickaÂ technika (naprÏ.
chromatografie). DrÏõÂve nezÏ se provede vyÂpocÏet tenze par prÏi daneÂ teploteÏ provedou
se prÏedbeÏ zÏneÂ pokusy pro stanovenõÂ maximaÂlnõÂ pruÊ tokoveÂ rychlosti, prÏi ktereÂ je
nosnyÂ plyn dokonale nasycen paÂrou laÂtky. Za tõÂmto uÂcÏelem se zavaÂdõÂ nosnyÂ plyn do
syticõÂ kolony (kolon) nõÂzkyÂm objemovyÂm pruÊ tokem volenyÂm tak, zÏe dalsÏõÂm
snizÏovaÂnõÂm pruÊ tokoveÂ rychlosti vypocÏtenaÂ hodnota tenze par jizÏ neroste.

SpecifickaÂ analytickaÂ metoda zaÂvisõÂ na druhu studovaneÂ laÂtky (naprÏ. plynovaÂ
chromatografie nebo gravimetrie). UrcÏõÂ se mnozÏstvõÂ laÂtky, ktereÂ je unaÂsÏeno znaÂmyÂm
objemem nosneÂho plynu.

1. 6. 6. 3 VyÂpocÏet tenze par

Tenze par se pocÏõÂtaÂ z hustoty par, W/V, podle rovnice:
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W RT
p = Ð . Ð±

V M

p = tenze par (Pa)
W = hmotnost absorbovaneÂ laÂtky (g)
V = objem nasyceneÂho plynu (m3)
R = univerzaÂlnõÂ molaÂrnõÂ plynovaÂ konstanta (J. mol-1. K-1)
T = termodynamickaÂ teplota (K)
M = molaÂrnõÂ hmotnost (g . mol-1)

NameÏrÏeneÂ objemy je nutno korigovat v duÊ sledku rozdõÂluÊ tlakuÊ a teplot mezi
pruÊ tokomeÏ rem a syticõÂ kolonou vyhrÏõÂvanou termostatem. Je-li pruÊ tokomeÏ r zarÏazen
za adsorpcÏnõÂmi lapacÏi, mohou byÂt provedeny zÏaÂdoucõÂ korekce s ohledem na podõÂl
slozÏek steÂkajõÂcõÂch z absorpcÏnõÂho lapacÏe (1).

1. 6. 7 RotujõÂcõÂ teÏ lõÂsko (8), (11), (13)

1. 6. 7. 1 Aparatura

Metoda rotujõÂcõÂho teÏ lõÂska muÊ zÏe byÂt provedena s vyuzÏitõÂm zarÏõÂzenõÂ znaÂzorneÏ neÂho na
obraÂzku 8. SchematickyÂ naÂcÏrtek meÏ rÏõÂcõÂ soustavy je znaÂzorneÏ n na obraÂzku 7.

TypickeÂ meÏ rÏicõÂ zarÏõÂzenõÂ maÂ meÏ rÏicõÂ hlavu, umõÂsteÏ nou v termostatovaneÂ laÂzni
(regulovaneÂ s prÏesnostõÂ na 0,1 oC). NaÂdobka se vzorkem je umõÂsteÏ na do
termostatovaneÂ laÂzneÏ (regulovaneÂ s prÏesnostõÂ na 0,01 oC). VsÏechny ostatnõÂ dõÂly
zarÏõÂzenõÂ jsou udrzÏovaÂny prÏi vysÏsÏõÂ teploteÏ , aby nedochaÂzelo ke kondenzaci. K zarÏõÂzenõÂ
se prÏipojõÂ vakuovyÂmi ventily vysokovakuoveÂ cÏerpacõÂ zarÏõÂzenõÂ.

MeÏ rÏicõÂ hlava se sklaÂdaÂ z oceloveÂ kulicÏky (4 - 5 mm v pruÊ meÏ ru) umõÂsteÏ neÂ v trubici.
KulicÏka je zaveÏ sÏena a stabilizovaÂna v magnetickeÂm poli obvykle s vyuzÏitõÂm
kombinace trvalyÂch magnetuÊ a rÏõÂdicõÂch elektromagnetickyÂch cõÂvek.

KulicÏka je uvaÂdeÏ na do rotacÏnõÂho pohybu rotujõÂcõÂmi magnetickyÂmi poli
produkovanyÂmi cõÂvkami. ZvedacõÂ cõÂvky, meÏ rÏõÂcõÂ nõÂzkou, ale trvalou zbytkovou
magnetizaci kulicÏky, zajisÏt'ujõÂ mozÏnost meÏ rÏenõÂ rotacÏnõÂ rychlosti.

1. 6. 7. 2 Postup meÏrÏenõÂ

Jakmile kulicÏka dosaÂhne stanovenou rotacÏnõÂ rychlost vo (obvykle kolem 400 otaÂcÏek
za sekundu), zastavõÂ se dalsÏõÂ napaÂjenõÂ a zahaÂjõÂ se zpomalovaÂnõÂ vyvolaneÂ brzdicõÂm
uÂcÏinkem plynu.

Pokles rotacÏnõÂ rychlosti je meÏ rÏen jako funkce cÏasu. Vzhledem k tomu, zÏe brzdeÏ nõÂ
zpuÊ sobeneÂ magnetickyÂm zaÂveÏ sem je zanedbatelneÂ ve srovnaÂnõÂ s brzdeÏ nõÂm
zpuÊ sobenyÂm plynem, je tlak par daÂn vztahem:

p cpr p vt
p = ÐÐÐ± . 1n Ð±

s 10 t vo

kde

p = tenze par (Pa)
cp = pruÊ meÏ rnaÂ rychlost molekul plynu
r = polomeÏ r kulicÏky
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r = hustota kulicÏky
s = koeficient tecÏneÂho prÏenosoveÂho impulsu ( s = 1 pro ideaÂlneÏ kulatyÂ povrch

kulicÏky)
t = cÏas
vt = rotacÏnõÂ rychlost po cÏase t
vo = pocÏaÂtecÏnõÂ rotacÏnõÂ rychlost

Rovnice muÊ zÏe byÂt rovneÏ zÏ napsaÂna ve tvaru:

pcprr tn ± tn - 1
p = ÐÐÐ . ÐÐÐÐ

10s tn . tn - 1

kde tn , tn-1 jsou cÏasy potrÏebneÂ pro stanovenyÂ pocÏet rotacõÂ N. CÏ asoveÂ intervaly tn , tn-1

naÂsledujõÂ za sebou a tn 4 tn-1.

PruÊ meÏ rnaÂ rychlost molekul plynu cp je daÂna vztahem

8RT
cp = ÐÐ

pM

T = teplota
R = univerzaÂlnõÂ molaÂrnõÂ plynovaÂ konstanta
M = molaÂrnõÂ hmotnost

2 VYÂ SLEDKY

StanovenõÂ tenze par kteroukoliv z vyÂsÏe popsanyÂch metod by se meÏ lo proveÂst
nejmeÂneÏ prÏi dvou teplotaÂch. Aby se oveÏ rÏil lineaÂrnõÂ pruÊ beÏ h krÏivky tenze par v oblasti
teplot od 0 oC do 50 oC doporucÏuje se meÏ rÏenõÂ prÏi trÏech nebo võÂce teplotaÂch.

3 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Protokol o zkousÏce by meÏ l obsahovat naÂsledujõÂcõÂ informace:

- pouzÏitaÂ metoda,
- prÏesneÂ uÂdaje o sledovaneÂ laÂtce (identifikace a necÏistoty),
- nejmeÂneÏ dveÏ hodnoty tenze par a teploty, prÏednostneÏ v oblasti 0 oC azÏ 50 oC,
- vsÏechny vyÂchozõÂ uÂdaje,
- krÏivku log p proti 1/T,
- odhadnutou hodnotu tenze par prÏi 20 oC nebo 25 oC.

ZjistõÂ-li se zmeÏ na stavu (faÂzovyÂ prÏechod, rozklad), meÏ ly by byÂt uvedeny naÂsledujõÂcõÂ
skutecÏnosti:

- druh zmeÏ ny,
- teplota prÏi atmosfeÂrickeÂm tlaku, prÏi ktereÂ ke zmeÏ neÏ dochaÂzõÂ,
- hodnoty tenze par prÏi 10 oC a 20 oC pod a nad bodem, ve ktereÂm dochaÂzõÂ ke

zmeÏ neÏ (s vyÂjimkou prÏechodu z tuheÂho do plynneÂho skupenstvõÂ).

Ve zpraÂveÏ musõÂ byÂt zmõÂneÏ ny vesÏkereÂ informace a poznaÂmky, ktereÂ majõÂ vyÂznam pro
hodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , zejmeÂna z pohledu znecÏisÏteÏ nõÂ a fyzikaÂlnõÂho stavu laÂtky.
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PRÏ IÂLOHA 1

V YÂ P O CÏ E T N IÂ M E T O D A

1 UÂ vod

VypocÏteneÂ hodnoty tenze par mohou byÂt pouzÏity:

- k rozhodnutõÂ, kteraÂ z experimentaÂlnõÂch metod je vhodnaÂ (pro danou laÂtku)
- k provedenõÂ odhadu nebo stanovenõÂ meznõÂch hodnot v prÏõÂpadech, kde

experimentaÂlnõÂ metoda nemuÊ zÏe byÂt aplikovaÂna z technickyÂch duÊ voduÊ (vcÏetneÏ
prÏõÂpaduÊ , kdy tlak par je nemeÏ rÏitelneÏ nõÂzkyÂ)

- jako pomoc prÏi identifikaci prÏõÂpaduÊ , kdy neexistence experimentaÂlnõÂch meÏ rÏenõÂ je
oduÊ voditelnaÂ nebot' tenze par je prÏi pokojoveÂ teploteÏ pravdeÏ podobneÏ nizÏsÏõÂ nezÏ 10-5

Pa.
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2 Princip metody
Tenze par kapalin a tuhyÂch laÂtek muÊ zÏe byÂt stanovena vyÂpocÏtem podle
modifikovanaÂho Watsonova korelacÏnõÂho vztahu (a). PozÏaduje se pouze jeden
experimentaÂlnõÂ uÂdaj a to normaÂlnõÂ teplota varu. Metoda je vhodnaÂ pro tlaky
zahrnujõÂcõÂ oblast od 105 do 10-5 Pa. PodrobnaÂ informace o metodeÏ je k dispozici
v literaturÏe (b).

3 Postup vyÂpocÏtu

2 T
m

3 ±
DHvb Tb 2T

m - 1
T

1n Pvp & 1 ± ± 2 m 3 ± 1n
DZb RTb T Tb Tb

Tb

kde

T = teplota, pro kterou je tenze par vypocÏõÂtaÂvaÂna
Tb = teplota varu prÏi normaÂlnõÂm tlaku
Tvp = vypocÏtenaÂ tenze par prÏi teploteÏ T
DHvb = vyÂparneÂ teplo
DZb = komresibilitnõÂ soucÏinitel (uzÏije se hodnota 0,97)
m = empirickyÂ faktor, jehozÏ hodnota zaÂvisõÂ na skupenskeÂm stavu prÏi teploteÏ T,

pro nõÂzÏ je provaÂdeÏ n vyÂpocÏet

DaÂle:
DHvb
ÐÐ± = KF (8,75 + R1nTb)

Tb

kde KF je empirickyÂ soucÏinitel souvisejõÂcõÂ s polaritou zkousÏeneÂ laÂtky. Pro ruÊ zneÂ
skupiny laÂtek jsou hodnoty KF uvedeny v literaturÏe (b).

Velmi cÏasto jsou k dispozici uÂdaje, kde je teplota varu udaÂna prÏi snõÂzÏeneÂm tlaku. V
takoveÂm prÏõÂpadeÏ je uvaÂdeÏ n v literaturÏe (b) pro vyÂpocÏet tenze par vztah:

DHvl 2T m T1 2T
m - 1

T
1n Pvb& 1n P1 + 1 ± 3 ± ± 2 m 3 ± 1n

DZb RT1 T1 T T1 T1

kde T1 je teplota varu prÏi snõÂzÏeneÂm tlaku P1.

4 UvaÂdeÏ nõÂ vyÂsledkuÊ

Je-li pouzÏita vyÂpocÏtovaÂ metoda, zpraÂva musõÂ obsahovat podrobneÂ uÂdaje o zpuÊ sobu
vyÂpocÏtu.



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998Strana 8502 CÏ aÂstka 103
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PRÏ IÂLOHA 2

ObraÂzek 1

PrÏõÂstroj ke stanovenõÂ krÏivky tenze par dynamickou metodou.

1 = termocÏlaÂnek
2 = vyrovnaÂvacõÂ prostor vakua
3 = manometr
4 = vakuum
5 = meÏ rÏõÂcõÂ bod
6 = topnyÂ cÏlaÂnek asi 150 W
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ObraÂzek 2a

PrÏõÂstroj pro promeÏ rÏenõÂ krÏivky tenze par s vyuzÏitõÂm statickeÂ metody (s
manometrickou trubicõÂ ¹Uª)

1 = ZkousÏenaÂ laÂtka
2 = PlynnaÂ faÂze
3 = VysokovakuovyÂ ventil
4 = U - trubice (pomocnyÂ manometr)
5 = Manometr
6 = LaÂzenÏ termostatu
7 = MeÏ rÏidlo teploty
8 = K vakuoveÂ pumpeÏ
9 = OdvzdusÏneÏ nõÂ
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ObraÂzek 2b

PrÏõÂstroj ke stanovenõÂ krÏivky tenze par statickou metodou (s pouzÏitõÂm ukazatele tlaku)

1 = ZkousÏenaÂ laÂtka
2 = PlynnaÂ faÂze
3 = VysokovakuovyÂ kohout
4 = Stupnice tlaku
5 = Ukazatel tlaku
6 = TemperacÏnõÂ laÂzenÏ
7 = MeÏ rÏidlo teploty
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ObraÂzek 3

Isoteniskop (viz literatura (7))

1 = K systeÂmu meÏ rÏenõÂ a kontroly tlaku
2 = Trubice s vneÏ jsÏõÂm pruÊ meÏ rem 8 mm
3 = SuchyÂ dusõÂk v tlakoveÂm systeÂmu
4 = PaÂry vzorku
5 = MalaÂ desticÏka
6 = KapalnyÂ vzorek
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ObraÂzek 4

PrÏõÂstroj ke stanovenõÂ krÏivky tenze par pomocõÂ vah pro stanovenõÂ tenze par

1 = ZkousÏenaÂ laÂtka 7 = StõÂnõÂtko
2 = PlynnaÂ faÂze s proudem par 8 = ChladicõÂ tycÏka pro chladicõÂ blok
3 = ZplynÏ ovacõÂ põÂcka s rotacÏnõÂm vstupem 9 = Miska vah
3a = VõÂko s otvory 10 = MikrovaÂhy
4 = VyhrÏõÂvaÂnõÂ põÂcky (chlazenõÂ) 11 = K zapisovacÏi
5 = MeÏ rÏenõÂ teploty vzorku 12 = K vysokovakuoveÂ pumpeÏ
6 = ChladicõÂ blok
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ObraÂzek 5

PrÏõÂklad zarÏõÂzenõÂ pro odparÏovaÂnõÂ za nõÂzkeÂho tlaku efusnõÂ metodou vybaveneÂho efusnõÂ
komuÊ rkou o objemu 8 cm3

1 = PrÏõÂpojka k vakuu 6 = PrÏõÂpravek pro zasouvaÂnõÂ
2 = Dutina pro platinovyÂ odporovyÂ teplomeÏ r a vyjõÂmaÂnõÂ efusnõÂch komuÊ rek
3 = VõÂko vakuoveÂho bloku 7 = SÏ roubovacõÂ võÂcÏko
4 = TeÏ sneÏ nõÂ ve tvaru krouzÏku 8 = KrÏõÂdloveÂ matky (6)
5 = HlinõÂkovyÂ vakuovyÂ blok 9 = CÏ epy

10 = OceloveÂ efusnõÂ komuÊ rky
11 = TopneÂ patrony (6)
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ObraÂzek 6a

PrÏõÂklad pruÊ tokoveÂho systeÂmu ke stanovenõÂ tenze par metodou sycenõÂ plynu

1 = RegulaÂtor pruÊ toku 6 = TeÏ sneÏ nõÂ z PTFE
2 = VyÂmeÏ nõÂk tepla 7 = PruÊ tokomeÏ r
3 = JehloveÂ ventily 8 = AbsorpcÏnõÂ lapacÏ
4 = PrÏõÂstroj pro meÏ rÏenõÂ relativnõÂ vlhkosti 9 = OlejovyÂ lapacÏ
5 = SaturacÏnõÂ kolony 10 = FritovyÂ pocÏõÂtacÏ bublinek



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998Strana 8510 CÏ aÂstka 103

ObraÂzek 6b

PrÏõÂklad zarÏõÂzenõÂ pro stanovenõÂ tenze par metodou sycenõÂ plynu s kapilaÂrou
zarÏazenou za sytõÂcõÂ kolonu

1 = PruÊ tokomeÏ r s vyhrÏõÂvanou spiraÂ lou
2 = Manometr
3 = LaÂzenÏ termostatu
4 = SpiraÂ la pro termostatovaÂnõÂ nosneÂho plynu
5 = TeplomeÏ r (Pt 100)
6 = SyticõÂ kolona
7 = KapilaÂra
8 = AbsorbeÂry
9 = PlynomeÏ r
10 = ChladicõÂ laÂzenÏ
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ObraÂzek 7
PrÏõÂklad pokusneÂho zarÏõÂzenõÂ pro metodu rotujõÂcõÂho teÏ lõÂska

A = Hlava pro snõÂmaÂnõÂ otaÂcÏek rotujõÂcõÂho
teÏ lõÂska

B = KomuÊ rka se vzorkem
C = Termostat
D = Zdroj vakua (turbovyÂveÏ va)
E = VzdusÏnyÂ termostat

ObraÂzek 8

PrÏõÂklad meÏ rÏõÂcõÂ hlavy s rotujõÂcõÂm teÏ lõÂskem

1 = KulicÏka 4 = CõÂvky (2) pro svislou stabilizaci
2 = EvakuovanyÂ trubkovyÂ naÂstavec k 6 5 = HnacõÂ cõÂvky (4)
3 = PermanentnõÂ magnety 6 = PrÏipojovacõÂ spojka
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V POVRCHOVEÂ NAPEÏ TIÂ

1 POPIS METOD

PopsaneÂ metody vychaÂzejõÂ z doporucÏenõÂ OECD (1). ZaÂklady metod jsou uvedeny
v literaturÏe (2).

1. 1 UÂ VOD

Metody, ktereÂ jsou zde popsaÂny, se pouzÏõÂvajõÂ k meÏ rÏenõÂ povrchoveÂho napeÏ tõÂ vodnyÂch
roztokuÊ .

PrÏed provedenõÂm teÏ chto zkousÏek je uÂcÏelneÂ mõÂt k dispozici informace o rozpustnosti
laÂtky ve vodeÏ , o jejõÂ strukturÏe, o hydrolyÂze a o kritickeÂ koncentraci pro tvorbu micel.

DaÂle uvedeneÂ metody je mozÏneÂ pouzÏõÂvat pro vsÏechny chemickeÂ laÂtky bez omezenõÂ z
hlediska stupneÏ jejich cÏistoty.

MeÏ rÏenõÂ povrchoveÂho napeÏ tõÂ prstencovou metodou je omezeno na vodneÂ roztoky s
dynamickou viskozitou nizÏsÏõÂ nezÏ cca 200 mPa . s.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

PovrchovaÂ volnaÂ entalpie vztazÏenaÂ na jednotku povrchu se nazyÂvaÂ povrchoveÂ
napeÏ tõÂ.

VyjadrÏuje se v teÏ chto jednotkaÂch:

N.m -1 (jednotka v soustaveÏ SI), nebo

mN.m -1 (odvozenaÂ jednotka v soustaveÏ SI),

1 N.m-1 = 103 dyn.cm-1,

1 mN.m-1 = 1 dyn.cm-1 v zastaraleÂ soustaveÏ CGS.

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

ReferencÏnõÂ laÂtky nenõÂ nutneÂ pouzÏõÂvat ve vsÏech prÏõÂpadech, ve kteryÂch se studuje novaÂ
laÂtka. ReferencÏnõÂ laÂtky by meÏ ly v prvnõÂ rÏadeÏ slouzÏit k obcÏasneÂ kalibraci meÏ rÏõÂcõÂho
zarÏõÂzenõÂ, a prÏi pouzÏitõÂ jineÂ metody, k porovnaÂnõÂ vyÂsledkuÊ .

ReferencÏnõÂ laÂtky, ktereÂ pokryÂvajõÂ sÏirokyÂ obor hodnot povrchoveÂho napeÏ tõÂ, jsou
uvedeny v literaturÏe (1) a (3).

1. 4 PRINCIP METOD

Metody jsou zalozÏeny na meÏrÏenõÂ nejveÏ tsÏõÂ sõÂly, kterou je nutneÂ puÊ sobit ve svisleÂm
smeÏ ru na trÏmõÂnek nebo prstenec, kteryÂ se dotyÂkaÂ sledovaneÂ kapaliny naplneÏ neÂ
v meÏ rÏõÂcõÂ naÂdobeÏ , aby se z teÂto kapaliny vytaÂhl. Nebo se puÊ sobõÂ silou na desticÏku,
kteraÂ se svyÂm okrajem dotyÂkaÂ povrchu, aby se vzniklyÂ film vytaÂhl nahoru. LaÂtky,
jejichzÏ rozpustnost ve vodeÏ dosahuje koncentrace alesponÏ 1 mg.l-1 se meÏ rÏõÂ ve
vodnyÂch roztocõÂch jednotkoveÂ koncentrace.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

PrÏesnost teÏ chto metod pravdeÏ podobneÏ prÏekracÏuje vesÏkereÂ pozÏadavky kontroly
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v ochraneÏ zÏivotnõÂho prostrÏedõÂ.

1. 6 POPIS METOD

PrÏipravõÂ se roztok laÂtky v destilovaneÂ vodeÏ . Koncentrace roztoku by meÏ la byÂt
90 % koncentrace nasyceneÂho roztoku laÂtky ve vodeÏ . Pokud tato koncentrace
prÏesaÂhne 1 g.l-1, pouzÏije se k meÏ rÏenõÂ roztok o koncentraci 1 g.l-1. LaÂtky, jejichzÏ
rozpustnost je nizÏsÏõÂ nezÏ 1 mg.l-1 je zbytecÏneÂ zkousÏet.

1. 6. 1 DesticÏkovaÂ metoda

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

1. 6. 2 TrÏmõÂnkovaÂ metoda

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

1. 6. 3 PrstencovaÂ metoda

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

1. 6. 4 PrstencovaÂ metoda OECD

1. 6. 4. 1 PrÏistroj

Pro uvazÏovanaÂ meÏ rÏenõÂ se hodõÂ komercÏnõÂ tenziometr, sestaÂvajõÂcõÂ z teÏ chto cÏaÂstõÂ:

- pohyblivyÂ stolek pro vzorek,
- systeÂm meÏ rÏenõÂ sõÂly,
- meÏ rÏõÂcõÂ teÏ lõÂsko (prstenec),
- meÏ rÏõÂcõÂ naÂdoba.

1.6.4.1.1 PohyblivyÂ stolek pro vzorek

PohyblivyÂ stolek pro vzorek slouzÏõÂ jako podlozÏka pro termostatovanou meÏ rÏicõÂ
naÂdobu, ve ktereÂ je zkoumanaÂ kapalina. Spolu se systeÂmem meÏ rÏenõÂ sõÂly je upevneÏ n
na stojanu.

1.6.4.1.2 SysteÂm meÏ rÏenõÂ sõÂly

Nad stolkem pro vzorek se nachaÂzõÂ systeÂm meÏ rÏenõÂ sõÂly (viz obraÂzek). Chyba meÏrÏenõÂ
sõÂly by nemeÏ la prÏekrocÏit hodnotu + 10-6 N, cozÏ odpovõÂdaÂ chybeÏ + 0,1 mg prÏi
stanovenõÂ hmotnosti. Ve veÏ tsÏineÏ prÏõÂpaduÊ je meÏ rÏicõÂ stupnice komercÏnõÂch tenziometruÊ
deÏ lena v mN.m-1, takzÏe povrchoveÂ napeÏ tõÂ je mozÏneÂ odecÏõÂtat prÏõÂmo v mN.m-1 s
prÏesnostõÂ 0,1 mN.m-1.

1.6.4.1.3 MeÏ rÏicõÂ teÏ lõÂsko (prstenec)

Prstenec se obvykle zhotovuje z platinoiridoveÂho draÂtu o sõÂle asi 0,4 mm. StrÏednõÂ
obvod cÏinõÂ 60 mm. Prstenec z draÂtu je zaveÏ sÏen vodorovneÏ na upevnÏ ovacõÂ vidlici z
draÂtu a na kovoveÂ tycÏince, kteraÂ tvorÏõÂ spojenõÂ k systeÂmu meÏrÏenõÂ sõÂly (viz obraÂzek ).
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TycÏinka

Prstenec

UpevnÏ ovacõÂ vidlice

ObraÂzek

MeÏ rÏicõÂ teÏ lõÂsko (prstenec)
( VsÏechny rozmeÏ ry jsou v mm)

1.6.4.1.4 MeÏ rÏicõÂ naÂdoba

Pro zkoumanyÂ roztok prÏi meÏ rÏenõÂch by se meÏ la pouzÏõÂvat skleneÏ naÂ naÂdoba umõÂsteÏ naÂ
v termostatu. UsporÏaÂdaÂnõÂ by meÏ lo byÂt takoveÂ, aby teplota, jak zkoumaneÂ kapaliny,
tak plynneÂ faÂze nad jejõÂm povrchem, zuÊ stala beÏ hem meÏ rÏenõÂ konstantnõÂ a aby se
vzorek nemohl odparÏovat. K tomu je mozÏneÂ pouzÏõÂvat vaÂlcoveÂ skleneÏ neÂ naÂdoby o
vnitrÏnõÂm pruÊ meÏ ru nejmeÂneÏ 45 mm.

1. 6. 4. 2 PrÏõÂprava aparatury

1.6.4.2.1 CÏ isÏteÏ nõÂ

SkleneÏ neÂ naÂdoby je nutneÂ pecÏliveÏ cÏistit. Pokud je to nutneÂ , meÏ ly by se vymyÂt horkou
kyselinou chromsõÂrovou a naÂsledneÏ koncentrovanou kyselinou fosforecÏnou (83-98
% hm. H3PO4), pecÏliveÏ vyplaÂchnout pitnou vodou a nakonec jesÏteÏ vymyÂt dvakraÂt
destilovanou vodou, azÏ se zõÂskaÂ neutraÂ lnõÂ reakce. Potom se naÂdoba vysusÏõÂ nebo se
vyplaÂchne zkoumanyÂm roztokem vzorku.
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( )

Prstenec je trÏeba nejprve pecÏliveÏ umyÂt vodou, aby se odstranily vsÏechny laÂtky
rozpustneÂ ve vodeÏ . PoteÂ se kraÂtce ponorÏõÂ do kyseliny chromsõÂroveÂ, oplaÂchne se
dvakraÂt v destilovaneÂ vodeÏ azÏ do neutraÂ lnõÂ reakce a nakonec se kraÂtce ohrÏeje nad
metanolovyÂm plamenem.

PoznaÂmka:

ZnecÏisÏteÏ nõÂ laÂtkami, ktereÂ se nerozpousÏteÏ jõÂ ani nerozklaÂdajõÂ kyselinou chromsõÂrovou
ani kyselinou fosforecÏnou, jako naprÏõÂklad silikony, je nutneÂ odstranÏ ovat vhodnyÂmi
organickyÂmi rozpousÏteÏ dly.

1.6.4.2.2 KalibrovaÂnõÂ aparatury

Kontrola aparatury spocÏõÂvaÂ v prÏezkousÏenõÂ nuly. MeÏ la by byÂt nastavena tak, aby uÂdaj
prÏõÂstroje dovoloval spolehliveÂ stanovenõÂ v mN.m-1.

a) UstavenõÂ:

PrÏõÂstroj je nutneÂ umõÂstit vodorovneÏ , cÏehozÏ je mozÏneÂ dosaÂhnout naprÏõÂklad pomocõÂ
vodovaÂhy, kteraÂ se polozÏõÂ na zaÂkladovou desku tenziometru a odpovõÂdajõÂcõÂm
nastavenõÂm staveÏ cõÂch sÏroubuÊ , kteryÂmi je prÏõÂstroj vybaven.

b) NastavenõÂ nuly:

Po upevneÏ nõÂ prstence na aparaturÏe a prÏed ponorÏenõÂm do kapliny je trÏeba nastavit
nulu ukazatele tenziometru a zkontrolovat rovnobeÏ zÏnost prstence s hladinou
kapaliny. K tomu je mozÏneÂ pouzÏõÂt hladiny kapaliny jako zrcadla.

c) Kalibrace:

VlastnõÂ kalibraci prÏed meÏ rÏenõÂm je mozÏneÂ proveÂst dvojõÂm zpuÊ sobem:

ca) PouzÏitõÂm zaÂvazÏõÂ: prÏi tomto postupu se pouzÏijõÂ jezdci o znaÂmeÂ hmotnosti mezi
0,1 g a 1,0 g, kterÏõÂ se umõÂstõÂ na prstenec. KalibracÏnõÂ faktor ja , kteryÂm je trÏeba
naÂsobit vsÏechny hodnoty odecÏteneÂ na prÏõÂstroji, je mozÏneÂ urcÏit podle rovnice (1):

s r m .g
fa = ÐÐ, kde s r = ÐÐ mN .m-1 (1)

s a 2b

kde

m = hmotnost jezdcuÊ (g),
g = zemskeÂ zrychlenõÂ (981 cm.s-2 v uÂ rovni hladiny morÏe),
b = strÏednõÂ obvod prstence (cm),
fa = odecÏtenaÂ hodnota na tenziometru po umõÂsteÏ nõÂ jezdcuÊ na prstenec

(mN.m-1).

cb) PouzÏitõÂm vody: prÏi tomto postupu se pouzÏije cÏistaÂ voda, jejõÂzÏ povrchoveÂ napeÏ tõÂ
maÂ prÏi 23 oC hodnotu 72,3 mN.m-1. Tento postup je mnohem rychleji
proveditelnyÂ nezÏ kalibrace se zaÂvazÏõÂmi. Existuje zde vsÏak vzÏdy nebezpecÏõÂ, zÏe
povrchoveÂ napeÏ tõÂ vody je pozmeÏ neÏ no stopovyÂm znecÏisÏteÏ nõÂm povrchoveÏ
aktivnõÂmi laÂtkami.

KalibracÏnõÂ faktor fb , kteryÂm je trÏeba naÂsobit vsÏechny hodnoty odecÏteneÂ na
prÏõÂstroji, je mozÏneÂ urcÏit podle rovnice (2):
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s o
fb = Ð± (2)

s g

kde

s o = udanaÂ hodnota povrchoveÂho napeÏ tõÂ vody v literaturÏe (mN.m-1),
s g = nameÏ rÏenaÂ hodnota povrchoveÂho napeÏ tõÂ vody (mN.m-1),
obeÏ prÏi stejneÂ teploteÏ .

1. 6. 4. 3 PrÏõÂprava vzorkuÊ

Je trÏeba prÏipravit vodneÂ roztoky zkoumanyÂch laÂtek v pozÏadovanyÂch koncentracõÂch.
Roztoky nesmeÏ jõÂ obsahovat zÏaÂdneÂ nerozpusÏteÏ neÂ slozÏky.

Roztoky je trÏeba udrzÏovat prÏi konstantnõÂ teploteÏ (+ 0,5 oC). ProtozÏe se povrchoveÂ
napeÏ tõÂ roztoku obsazÏeneÂho v meÏ rÏõÂcõÂ naÂdobeÏ v pruÊ beÏ hu cÏasu meÏ nõÂ, meÏ la by se meÏ rÏenõÂ
provaÂdeÏ t v ruÊ znyÂch okamzÏicõÂch a meÏ la by se vyneÂst odpovõÂdajõÂcõÂ krÏivka znaÂzornÏ ujõÂcõÂ
povrchoveÂ napeÏ tõÂ jako funkci cÏasu. RovnovaÂzÏneÂho stavu je dosazÏeno, jakmile jizÏ
nedochaÂzõÂ k dalsÏõÂm zmeÏ naÂm.

MeÏ rÏenõÂ je ovlivnÏ ovaÂno znecÏisÏteÏ nõÂm prachem nebo plynnyÂmi laÂtkami. Z tohoto
duÊ vodu by se meÏ lo pracovat pod ochrannyÂm prÏõÂklopem.

1. 6. 5 PodmõÂnky meÏ rÏenõÂ

MeÏ rÏenõÂ je trÏeba provaÂdeÏ t prÏi + 20 oC, a meÏ la by byÂt dodrzÏena konstantnost teploty
na + 0,5 oC.

1. 6. 6 Postup meÏ rÏenõÂ

MeÏ rÏeneÂ roztoky se naplnõÂ do pecÏliveÏ vycÏisÏteÏ neÂ meÏ rÏicõÂ naÂdoby, prÏicÏemzÏ je trÏeba dbaÂt
na to, aby se prÏedesÏlo tvorbeÏ peÏ ny. NaÂdoba se pak postavõÂ na stolek zkusÏebnõÂ
aparatury. HornõÂ cÏaÂst stolku s meÏ rÏõÂcõÂ naÂdobou se vysÏroubuje tak vysoko, aby
prstenec zasahoval pod hladinu meÏ rÏeneÂho roztoku. HornõÂ cÏaÂst stolku se pak pomalu
a rovnomeÏ rneÏ snizÏuje (rychlostõÂ asi 0,5 cm.min-1), aby se prstenec vytaÂhl z hladiny
azÏ bude dosazÏeno maximaÂlnõÂ hodnoty sõÂly. Film kapaliny lpõÂcõÂ na prstenci se od neÏ ho
nesmõÂ odtrhnout. Po skoncÏenõÂ meÏ rÏenõÂ se prstenec opeÏ t ponorÏõÂ pod povrch a postup
se opakuje, azÏ se dosaÂhne konstantnõÂ hodnoty povrchoveÂho napeÏ tõÂ. PrÏi kazÏdeÂm
stanovenõÂ by meÏ rÏenõÂ cÏasu meÏ lo zacÏõÂnat prÏi plneÏ nõÂ roztoku do meÏ rÏicõÂ naÂdoby.
OdecÏtenõÂ se provede vzÏdy v okamzÏiku, ve ktereÂm je dosazÏeno maximaÂlnõÂ sõÂly prÏi
vytazÏenõÂ prstence z hladiny kapaliny.

2 VYHODNOCENIÂ

PrÏi vyÂpocÏtu povrchoveÂho napeÏ tõÂ se nejprve hodnota v mN.m-1 odecÏtenaÂ na prÏõÂstroji
vynaÂsobõÂ cejchovacõÂm faktorem Fa nebo Fb ( podle pouzÏiteÂ cejchovacõÂ metody).
ZõÂskaÂme tak hodnotu, kteraÂ vsÏak platõÂ pouze prÏiblizÏneÏ a potrÏebuje proto korekci.
Harkins a Jordan (4) urcÏili empirickeÂ korekcÏnõÂ faktory pro hodnoty povrchoveÂho
napeÏ tõÂ zmeÏ rÏeneÂho prstencovou metodou. Tyto faktory zaÂvisõÂ na rozmeÏ rech prstence,
hustoteÏ kapaliny a jejõÂm povrchoveÂm napeÏ tõÂ.

ProtozÏe je zdlouhaveÂ urcÏovat pro kazÏdeÂ jednotliveÂ meÏ rÏenõÂ korekcÏnõÂ faktor z tabulek
Harkinse a Jordana pro vyÂpocÏet povrchoveÂho napeÏ tõÂ vodnyÂch roztokuÊ , je mozÏneÂ
pouzÏõÂt zjednodusÏenou metodu, kteraÂ spocÏõÂvaÂ v tom, zÏe se korigovaneÂ hodnoty
povrchoveÂho napeÏ tõÂ odecÏtou prÏõÂmo z naÂsledujõÂcõÂ tabulky. (Pro odecÏteneÂ hodnoty,
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ktereÂ lezÏõÂ mezi hodnotami uvedenyÂmi v tabulce, je mozÏneÂ korigovanou hodnotu
interpolovat.)

TABULKA : KOREKCE NAMEÏ RÏ ENYÂ CH HODNOT POVRCHOVEÂ HO
NAPEÏ TIÂ

(Pouze pro vodneÂ roztoky, r % 1 g.cm-3)
R = 9,55 mm (strÏednõÂ polomeÏ r prstence)
r = 0,185 mm (polomeÏ r draÂtu prstence)

ExperimentaÂlnõÂ hodnota KorigovanaÂ hodnota (mNm-1)

(mNm-1) Kalibrace zaÂvazÏõÂmi Kalibrace vodou
(viz 1. 6. 4. 2 põÂsm. bca)) (viz 1. 6. 4. 2 põÂsm. bcb))

20 16,9 18,1

22 18,7 20,1

24 20,6 22,1

26 22,4 24,1

28 24,3 26,1

30 26,2 28,1

32 28,1 30,1

34 29,9 32,1

36 31,8 34,1

38 33,7 36,1

40 35,6 38,2

42 37,6 40,3

44 39,5 42,3

46 41,4 44,4

48 43,4 46,5

50 45,3 48,6

52 47,3 50,7

54 49,3 52,8
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56 51,2 54,9

58 53,2 57,0

60 55,2 59,1

62 57,2 61,3

64 59,2 63,4

66 61,2 65,5

68 63,2 67,7

70 65,2 69,9

72 67,2 72,0

74 69,2 -

76 71,2 -

78 73,2 -

Tabulka byla sestavena na zaÂkladeÏ korekcõÂ podle Harkinse a Jordana a podle normy
DIN 53914 pro vodu a vodneÂ roztoky (hustota = 1 g.cm-3 ). PlatõÂ pro beÏ zÏnyÂ
komercÏnõÂ prstenec o rozmeÏ rech: R = 9,55 mm (strÏednõÂ polomeÏ r prstence) a
r = 0,185 mm (polomeÏ r draÂtu prstence). Tabulka obsahuje korigovaneÂ hodnoty pro
meÏ rÏenõÂ povrchoveÂho napeÏ tõÂ s cejchovaÂnõÂm bud' zaÂvazÏõÂmi nebo vodou.

AlternativneÏ je mozÏneÂ vypocÏõÂtat povrchoveÂ napeÏ tõÂ bez prÏedchozõÂho cejchovaÂnõÂ
podle rovnice :

f . F
s = ÐÐ

4pR

kde

F = sõÂla udanaÂ meÏ rÏicõÂm systeÂmem prÏi odtrzÏenõÂ filmu,
R = polomeÏ r prstence,
f = korekcÏnõÂ faktor (1)

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3. 1 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Protokol o zkousÏce by meÏ l obsahovat naÂsledujõÂcõÂ informace:

- pouzÏitaÂ metoda,
- druh vody nebo pouzÏiteÂho roztoku,
- prÏesnaÂ specifikace laÂtky (identifikace a necÏistoty),
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- vyÂsledky meÏ rÏenõÂ: jak odecÏteneÂ hodnoty povrchoveÂho napeÏ tõÂ s uvedenõÂm
jednotlivyÂch nameÏ rÏenyÂch hodnot a jejich aritmetickeÂho pruÊ meÏ ru, tak korigovaneÂ
strÏednõÂ hodnoty (prÏicÏemzÏ se bere v uÂvahu jak cejchovacõÂ faktor, tak tabulka
korekcõÂ),

- koncentrace roztoku,
- teplota prÏi meÏ rÏenõÂ,
- staÂrÏõÂ meÏ rÏeneÂho roztoku, zejmeÂna cÏasovyÂ odstup mezi prÏõÂpravou roztoku a

meÏ rÏenõÂm,
- znaÂzorneÏ nõÂ cÏasoveÂ zaÂvislosti povrchoveÂho napeÏ tõÂ po nalitõÂ roztoku do meÏ rÏõÂcõÂ

naÂdoby,
- je trÏeba uveÂst vesÏkereÂ informace a poznaÂmky uzÏitecÏneÂ pro vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ ,

zejmeÂna co se tyÂkaÂ necÏistot a skupenstvõÂ

3. 2 VYHODNOCENIÂ VYÂ SLEDKUÊ

Vzhledem k tomu, zÏe povrchoveÂ napeÏ tõÂ vody je 72,75 mN.m-1 prÏi 20 oC, laÂtky u
nichzÏ bylo touto metodou nameÏ rÏeno povrchoveÂ napeÏ tõÂ mensÏõÂ nezÏ 60 mN.m-1, se
chaÂpou jako povrchoveÏ aktivnõÂ materiaÂ ly.
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VI ROZPUSTNOST VE VODEÏ

1 POPIS METODY

PopsaneÂ metody vychaÂzejõÂ z doporucÏenõÂ OECD (1).

1. 1 UÂ VOD

PrÏed provedenõÂm vlastnõÂho meÏ rÏenõÂ by meÏ ly byÂt k dispozici informace o strukturnõÂm
vzorci, tenzi par, disociacÏnõÂ konstanteÏ a chovaÂnõÂ laÂtky prÏi hydrolyÂze ( jako funkce
pH).

Pro celyÂ rozsah rozpustnosti ve vodeÏ neexistuje jedna jedinaÂ metoda.

DveÏ nõÂzÏe popsaneÂ metody pokryÂvajõÂ celyÂ obor rozpustnosti, avsÏak nejsou pouzÏitelneÂ
pro teÏ kaveÂ laÂtky:

- prvnõÂ metoda, kteraÂ je pouzÏitelnaÂ pro cÏisteÂ laÂtky s malou rozpustnostõÂ (5 10-2 g.l-1),
staÂ leÂ ve vodeÏ ; tato metoda se oznacÏuje jako ¹sloupcovaÂ elucÏnõÂ metodaª;

- druhaÂ metoda, kteraÂ je pouzÏitelnaÂ pro cÏisteÂ laÂtky s vysÏsÏõÂ rozpustnostõÂ (4 10-2 g.l-1),
staÂ leÂ ve vodeÏ ; tento postup se oznacÏuje jako ¹banÏ kovaÂ metodaª.

Rozpustnost zkoumaneÂ laÂtky ve vodeÏ muÊ zÏe byÂt znacÏneÏ ovlivneÏ na necÏistotami.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

Rozpustnost daneÂ laÂtky ve vodeÏ je definovaÂna hmotnostnõÂ koncentracõÂ jejõÂho
nasyceneÂho roztoku ve vodeÏ prÏi daneÂ teploteÏ . Rozpustnost ve vodeÏ se udaÂvaÂ
v jednotkaÂch hmotnosti v objemu roztoku. Jednotka v soustaveÏ SI je kg.m-3 (muÊ zÏe
se takeÂ pouzÏõÂvat g.l-1).

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

ReferencÏnõÂ laÂtky nenõÂ nutneÂ pouzÏõÂvat ve vsÏech prÏõÂpadech, ve kteryÂch se studuje novaÂ
laÂtka. ReferencÏnõÂ laÂtky by meÏ ly slouzÏit v prveÂ rÏadeÏ k obcÏasneÂ kontrole provaÂdeÏ nõÂ
metody a k porovnaÂnõÂ s vyÂsledky jinyÂch metod.

1. 4 PRINCIP METODY

JednoduchyÂm prÏedbeÏ zÏnyÂm pokusem by se meÏ lo stanovit prÏiblizÏneÂ potrÏebneÂ
mnozÏstvõÂ vzorku a doba nutnaÂ pro dosazÏenõÂ nasyceneÂ koncentrace.

1. 4. 1 SloupcovaÂ elucÏnõÂ metoda

Tato metoda je zalozÏena na eluci studovaneÂ laÂtky vodou z mikrokolony, naplneÏ neÂ
inertnõÂm nosicÏem, jako naprÏ. skleneÏ nyÂmi kulicÏkami nebo põÂskem, pokrytyÂm
prÏebytkem studovaneÂ laÂtky. Rozpustnost ve vodeÏ je dosazÏena, kdyzÏ jsou
koncentrace ve frakcõÂch eluaÂtu naÂsledujõÂcõÂch po sobeÏ konstantnõÂ. To se projevõÂ
plochou cÏaÂstõÂ krÏivky, vyjadrÏujõÂcõÂ koncentraci jako funkci cÏasu.

1. 4. 2 BanÏ kovaÂ metoda

PrÏi teÂto metodeÏ se laÂtka (tuheÂ laÂtky musõÂ byÂt ve formeÏ praÂsÏku) rozpustõÂ ve vodeÏ prÏi
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teploteÏ , kteraÂ je o neÏ co vysÏsÏõÂ nezÏ teplota meÏ rÏenõÂ. KdyzÏ je dosazÏeno nasycenõÂ, roztok
se ochladõÂ a udrzÏuje se prÏi teploteÏ meÏ rÏenõÂ. Roztokem se mõÂchaÂ azÏ je dosazÏeno
rovnovaÂhy.

Jinou mozÏnostõÂ je provaÂdeÏ t meÏ rÏenõÂ prÏõÂmo prÏi pozÏadovaneÂ teploteÏ , pokud je
vhodnyÂm vzorkovaÂnõÂm prokaÂzaÂno, zÏe je dosazÏeno rovnovaÂhy nasycenõÂ.

Koncentrace zkoumaneÂ laÂtky ve vodneÂm roztoku, kteryÂ nesmõÂ obsahovat zÏaÂdneÂ
nerozpusÏteÏ neÂ cÏaÂstice laÂtky, se stanovõÂ vhodnou analytickou metodou.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

1. 5. 1 Opakovatelnost

PrÏi sloupcoveÂ elucÏnõÂ metodeÏ je dosazÏitelnaÂ hodnota 5 30 %. PrÏi banÏ koveÂ metodeÏ by
meÏ la byÂt 5 15%.

1. 5. 2 Citlivost

ZaÂvisõÂ na analytickeÂ metodeÏ . Mohou vsÏak byÂt stanoveny hmotnostnõÂ koncentrace azÏ
do 10-6 g.l-1.

1. 6 P O P I S M E T O D

1. 6. 1 PodmõÂnky meÏ rÏenõÂ

MeÏ rÏenõÂ se provaÂdõÂ pokud mozÏno prÏi 20 + 0,5 oC. PrÏedpoklaÂdaÂ-li se zaÂvislost
rozpustnosti ve vodeÏ na teploteÏ (4 3% na 1 oC), meÏ rÏõÂ se prÏi dvou dalsÏõÂch teplotaÂch,
ktereÂ lezÏõÂ nejmeÂneÏ 10 oC nad a pod puÊ vodneÏ zvolenou teplotou. V tomto prÏõÂpadeÏ by
meÏ la byÂt teplota drzÏena v rozmezõÂ + 0,1 oC. Zvolenou teplotu je trÏeba udrzÏovat ve
vsÏech duÊ lezÏityÂch cÏaÂstech aparatury konstantnõÂ.

1. 6. 2 PrÏedbeÏ zÏnyÂ pokus

Asi 0,1 g vzorku (tuheÂ laÂtky musõÂ byÂt v praÂsÏkoveÂ formeÏ ) se prÏevede do 10 ml
odmeÏ rneÂho vaÂlce uzavõÂratelneÂho skleneÏ nou zaÂtkou. Podle tabulky se prÏidaÂvaÂ
vzruÊ stajõÂcõÂ objem destilovaneÂ vody o pokojoveÂ teploteÏ .

0,1 g rozpusÏteÏ no v
0,1 0,5 1 2 10 100 4100

¹xª ml vody

PrÏiblizÏnaÂ
41000 1000-200 200-100 100-50 50-10 10-1 5 1

rozpustnost (g.l-1)

Po kazÏdeÂm prÏidaÂnõÂ mnozÏstvõÂ vody uvedeneÂho v tabulce se smeÏ s silneÏ trÏepe 10 minut
a vizuaÂlneÏ se zjistõÂ obsah nerozpusÏteÏ nyÂch cÏaÂstic. ZuÊ stane-li vzorek nebo jeho cÏaÂst po
prÏidaÂnaÂ 10 ml vody nerozpusÏteÏ nyÂ, musõÂ byÂt meÏ rÏenõÂ opakovaÂno ve 100 ml odmeÏ rneÂm
vaÂlci s veÏ tsÏõÂm objemem vody. PrÏi nõÂzkeÂ rozpustnosti muÊ zÏe byÂt doba potrÏebnaÂ k
rozpusÏteÏ nõÂ laÂtky podstatneÏ delsÏõÂ (azÏ 24 hodin). PrÏiblizÏnaÂ rozpustnost je uvedena
v tabulce, a to pod objemem vody potrÏebnyÂm k uÂplneÂmu rozpusÏteÏ nõÂ vzorku. NenõÂ-li
laÂtka ani pak uÂplneÏ rozpusÏteÏ na, meÏ lo by se vycÏkat delsÏõÂ dobu nezÏ 24 hodin
(maximum 96 hodin), nebo zrÏed'ovat daÂle, aby se zjistilo, zda je trÏeba pouzÏõÂt
sloupcovou elucÏnõÂ nebo banÏ kovou metodu.
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1. 6. 3 SloupcovaÂ elucÏnõÂ metoda

1. 6. 3. 1 NosicÏ, rozpousÏteÏdlo a eluent

NosicÏ pro sloupcovou elucÏnõÂ metodu musõÂ byÂt inertnõÂ. VhodnyÂmi materiaÂ ly jsou
skleneÏ neÂ kulicÏky a põÂsek. K nanesenõÂ zkoumaneÂ laÂtky na nosicÏ by se meÏ lo pouzÏõÂt
vhodneÂ teÏ kaveÂ a analyticky cÏisteÂ rozpousÏteÏ dlo. Jako eluent se pouzÏõÂvaÂ voda dvakraÂt
destilovanaÂ ve skleneÏ neÂ nebo krÏemenneÂ aparaturÏe.

PoznaÂmka:
NesmõÂ se pouzÏõÂvat voda zõÂskanaÂ prÏõÂmo z organickeÂho iontomeÏ nicÏe.

1. 6. 3. 2 NanesenõÂ na nosicÏ

OdvaÂzÏõÂ se asi 600 mg nosicÏe a prÏevede se do 50 ml kulateÂ banÏ ky.

OdvaÂzÏõÂ se prÏimeÏ rÏeneÂ mnozÏstvõÂ studovaneÂ laÂtky a rozpustõÂ se ve vybraneÂm
rozpousÏteÏ dle. K nosicÏi se prÏidaÂ dostatecÏnyÂ podõÂl roztoku. RozpousÏteÏ dlo musõÂ byÂt
dokonale odstraneÏ no, naprÏ. v rotacÏnõÂ odparce. Pokud rozpousÏteÏ dlo nebylo zcela
odstraneÏ no, nedosaÂhne se uÂplneÂho nasycenõÂ nosicÏe vodou, dõÂky rozdeÏ lovacõÂm
efektuÊ m na povrch nosicÏe.

NanaÂsÏenõÂ studovaneÂ laÂtky na nosicÏ se muÊ zÏe staÂt problematickyÂm (chybneÂ vyÂsledky),
pokud se laÂtka na nosicÏi sraÂzÏõÂ jako olej nebo krystalickaÂ faÂze. ProbleÂm je trÏeba rÏesÏit
experimentaÂlneÏ a podrobnosti musõÂ byÂt zaznamenaÂny.

NosicÏ s nanesenou laÂtkou se nechaÂ 2 hodiny botnat asi v 5 ml vody. Pak se suspenze
naplnõÂ do mikrokolony. Je takeÂ mozÏneÂ naplnit suchyÂm nosicÏem s nanesenou laÂtkou
mikrolonu, kteraÂ byla prÏedtõÂm naplneÏ na vodou. TakeÂ v tomto prÏõÂpadeÏ se nechaÂ
rovnovaÂha ustalovat po dobu dvou hodin.

MeÏrÏenõÂ:

VymyÂvaÂnõÂ studovaneÂ laÂtky z nosicÏe lze provaÂdeÏ t dveÏ ma ruÊ znyÂmi zpuÊ soby:

- obeÏ hovyÂm cÏerpadlem (viz obraÂzek l),
- vyrovnaÂvacõÂ naÂdobou (viz obraÂzek 4).

1. 6. 3. 3 VymyÂvaÂnõÂ s pouzÏ itõÂm obeÏhoveÂho cÏerpadla

Aparatura:

TypickyÂ systeÂm je scheÂmaticky znaÂzorneÏ n na obraÂzku l. VhodnaÂ mikrokolona je
znaÂzorneÏ na na obraÂzku 2. V zaÂsadeÏ je prÏijatelnaÂ i kteraÂkoli jinaÂ velikost za
prÏedpokladu, zÏe budou splneÏ na kriteria opakovatelnosti a citlivosti. Prostor hlavy
kolony by meÏ l mõÂt obsah nejmeÂneÏ peÏ ti objemuÊ sloupce a meÏ l by byÂt schopnyÂ
pojmout nejmeÂneÏ peÏ t vzorkuÊ . Prostor hlavy kolony muÊ zÏe byÂt mensÏõÂ, pokud se
pocÏaÂtecÏnõÂch peÏ t objemuÊ sloupce eluovanyÂch s necÏistotami nahradõÂ cÏistyÂm
rozpousÏteÏ dlem.

Kolona by se meÏ la prÏipojit k obeÏ hoveÂmu cÏerpadlu, ktereÂ zajisÏt'uje konstantnõÂ pruÊ tok
asi 25 ml.h-1. CÏ erpadlo se prÏipojõÂ hadicÏkami z polytetrafluorethylenu (PTFE), resp.
skleneÏ nyÂmi trubicÏkami. U aparatury, slozÏeneÂ z kolony a cÏerpadla, musõÂ byÂt mozÏnost
odbeÏ ru eluaÂtu a vyrovnaÂvaÂnõÂ tlaku v hlaveÏ kolony s atmosfeÂrou. NosicÏ s nanesenyÂm
vzorkem se fixuje v koloneÏ malyÂm (5 mm) smotkem skleneÏ neÂ vaty, kteryÂ soucÏasneÏ
slouzÏõÂ k odfiltrovaÂnõÂ cÏaÂstecÏek. Jako cÏerpadlo se muÊ zÏe pouzÏõÂt naprÏ. peristaltickeÂ nebo
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membraÂnoveÂ cÏerpadlo (prÏitom je trÏeba dbaÂt toho, aby nedosÏlo ke znecÏisÏteÏ nõÂ
materiaÂ lem hadicÏky a/nebo aby nedosÏlo k adsorpci na neÏ m).

Postup meÏrÏenõÂ:

ZapojõÂ se pruÊ tok kolonou. DoporucÏuje se pruÊ tok asi 25 ml.h-1 (asi desetinaÂsobek
objemu sloupce za hodinu prÏi popsaneÂ koloneÏ ). NejmeÂneÏ prvnõÂch peÏ t objemuÊ
sloupce obsahujõÂcõÂch necÏistoty rozpustneÂ ve vodeÏ se vylije. Pak se nechaÂ cÏerpadlo
beÏ zÏet azÏ do ustavenõÂ rovnovaÂhy. RovnovaÂhy je dosazÏeno, kdyzÏ se v peÏ ti po sobeÏ
naÂsledujõÂcõÂch vzorcõÂch koncentrace nelisÏõÂ naÂhodnyÂm zpuÊ sobem o võÂce nezÏ + 30 %.
Tyto vzorky by se meÏ ly odebõÂrat v intervalech, beÏ hem kteryÂch kolonou projde
objem eluentu rovnyÂ nejmeÂneÏ desetinaÂsobku objemu sloupce.

1. 6. 3. 4 VymyÂvaÂnõÂ kolony pomocõÂ vyrovnaÂvacõÂ naÂdoby (viz obraÂzek 3 a 4)

VyrovnaÂvacõÂ naÂdoba:

VyrovnaÂvacõÂ naÂdoba se prÏipojõÂ pomocõÂ skleneÏ neÂ trubicÏky zasahujõÂcõÂ ke dnu a
hadicÏky z PTFE. DoporucÏuje se rychlost pruÊ toku asi 25 ml.h-1. Frakce eluaÂtu
naÂsledujõÂcõÂ po sobeÏ se shromazÏd'ujõÂ a jejich koncentrace se stanovõÂ zvolenou
analytickou metodou.

Postup meÏrÏenõÂ:

Pro stanovenõÂ rozpustnosti ve vodeÏ se pouzÏijõÂ frakce ze strÏednõÂho oboru eluaÂtu, ve
kteryÂch koncentrace nejmeÂneÏ v peÏ ti po sobeÏ naÂsledujõÂcõÂch vzorcõÂch zuÊ staÂvajõÂ
konstantnõÂ (+ 30 %).

V obou prÏõÂpadech (prÏi pouzÏitõÂ obeÏ hoveÂho cÏerpadla nebo vyrovnaÂvacõÂ naÂdoby) se
provede druheÂ promytõÂ prÏi polovicÏnõÂ pruÊ tokoveÂ rychlosti. SouhlasõÂ-li vyÂsledky obou
pokusuÊ , povazÏuje se vyÂsledek za uspokojivyÂ. Je-li rozpustnost prÏi nizÏsÏõÂ pruÊ tokoveÂ
rychlosti zdaÂnliveÏ vysÏsÏõÂ, je nutneÂ pruÊ tok snizÏovat vzÏdy na polovinu tak dlouho, azÏ
dva po sobeÏ naÂsledujõÂcõÂ pokusy poskytnou stejnou hodnotu rozpustnosti.

V obou prÏõÂpadech (jak v prÏõÂpadeÏ obeÏ hoveÂho cÏerpadla, tak vyrovnaÂvacõÂ naÂdoby) je
nutneÂ vzorky podrobit zkousÏce na koloidnõÂ cÏaÂstice pomocõÂ Tyndallova efektu
(rozptylem sveÏ tla). Jsou-li v roztoku takoveÂ cÏaÂstice prÏõÂtomny, je vyÂsledek pokusu
nepouzÏitelnyÂ. Pokus je nutneÂ opakovat po zlepsÏenõÂ filtracÏnõÂ funkce kolony.

Je nutneÂ stanovit a zapsat hodnotu pH kazÏdeÂho vzorku. DruhyÂ pokus je trÏeba
proveÂst prÏi stejneÂ teploteÏ .

1. 6. 4 BanÏ kovaÂ metoda

1. 6. 4. 1 PrÏõÂstroje

PrÏi teÂto metodeÏ jsou trÏeba tyto prÏõÂstroje:

- beÏ zÏneÂ laboratornõÂ skleneÏ neÂ naÂdoby a zarÏõÂzenõÂ,
- zarÏõÂzenõÂ k trÏepaÂnõÂ roztoku prÏi konstantnõÂ teploteÏ ,
- odstrÏedivka (pokud mozÏno termostatovanaÂ), je-li ji trÏeba v prÏõÂpadeÏ emulzõÂ,
- prÏõÂstroje pro analytickaÂ stanovenõÂ.
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1. 6. 4. 2 Postup meÏrÏenõÂ

MnozÏstvõÂ studovaneÂ laÂtky potrÏebneÂ pro nasycenõÂ daneÂho objemu vody se odhadne
na zaÂkladeÏ vyÂsledkuÊ prÏedbeÏ zÏneÂho pokusu. PotrÏebnyÂ objem vody zaÂvisõÂ na analytickeÂ
metodeÏ a na rozsahu rozpustnosti. Do trÏõÂ skleneÏ nyÂch naÂdobek opatrÏenyÂch
skleneÏ nyÂmi zaÂtkami (naprÏ. zkumavek odstrÏedivky nebo baneÏ k) se navaÂzÏõÂ asi
peÏ tinaÂsobek odhadnuteÂho mnozÏstvõÂ studovaneÂ laÂtky. Do kazÏdeÂ z naÂdobek se prÏidaÂ
zvoleneÂ mnozÏstvõÂ vody, nacÏezÏ se pevneÏ uzavrÏou. UzavrÏeneÂ naÂdobky se pak trÏepajõÂ
prÏi 30 oC. (K tomu lze pouzÏõÂt trÏepacÏku nebo mõÂchacÏku pracujõÂcõÂ prÏi konstantnõÂ
teploteÏ , naprÏ. magnetickeÂ mõÂchaÂnõÂ v termostatovaneÂ vodnõÂ laÂzni.) Po jednom dni se
vezme jedna z naÂdobek a nechaÂ se za obcÏasneÂho mõÂchaÂnõÂ staÂt po 24 hodin, aby se
ustaÂlila rovnovaÂna prÏi teploteÏ meÏ rÏenõÂ. PoteÂ se obsah naÂdobky zcentrifuguje prÏi
teploteÏ meÏ rÏenõÂ a v cÏireÂ vodneÂ faÂzi se vhodnyÂm analytickyÂm postupem stanovõÂ
koncentrace studovaneÂ laÂtky. S obeÏ ma dalsÏõÂmi banÏ kami se provede stejnyÂ postup po
dvou azÏ trÏech dnech, poteÂ co se prÏedtõÂm ustavila rovnovaÂna nasycenõÂ prÏi 30 oC.

OdpovõÂdajõÂ-li vyÂsledky alesponÏ u poslednõÂch dvou baneÏ k pozÏadovaneÂ
reprodukovatelnosti, stanovenõÂ je uspokojiveÂ . Pokud vyÂsledky pro banÏ ku 1, 2 a 3
vykazujõÂ stoupajõÂcõÂ tendenci, je trÏeba celeÂ stanovenõÂ opakovat s prodlouzÏenõÂm doby
pro ustavenõÂ rovnovaÂhy.

MeÏ rÏenõÂ muÊ zÏe byÂt provedeno i bez prÏedbeÏ zÏneÂ inkubace prÏi 30 oC. Aby se zjistila
rychlost ustavenõÂ saturacÏnõÂ rovnovaÂny, odebõÂrajõÂ se vzorky tak dlouho, azÏ doba
mõÂchaÂnõÂ jizÏ neovlivnÏ uje koncentraci meÏ rÏeneÂho roztoku.

Pro kazÏdyÂ vzorek je trÏeba zaznamenat hodnotu pH.

1. 6. 5 AnalyÂza

PrÏi uvedenyÂch stanovenõÂch je trÏeba daÂvat prÏednosti analytickyÂm metodaÂm
specifickyÂm pro daneÂ laÂtky, protozÏe jizÏ malaÂ mnozÏstvõÂ rozpusÏteÏ nyÂch necÏistot mohou
zpuÊ sobit velkeÂ chyby prÏi stanovenõÂ rozpustnosti ve vodeÏ . PrÏõÂklady teÏ chto
analytickyÂch metod jsou: plynovaÂ nebo kapalinovaÂ chromatografie, titracÏnõÂ
stanovenõÂ, fotometrickeÂ metody, voltametrickeÂ metody.

2 VYÂ SLEDKY

2. 1 SloupcovaÂ elucÏnõÂ metoda

Pro kazÏdyÂ pokus se spocÏõÂtaÂ strÏednõÂ hodnota z nejmeÂneÏ peÏ ti po sobeÏ naÂsledujõÂcõÂch
odebranyÂch vzorkuÊ , vybranyÂch z oblasti po dosazÏenõÂ rovnovaÂzÏneÂho nasycenõÂ
meÏ rÏenou laÂtkou. VyÂsledky se udaÂvajõÂ ve hmotnostnõÂch jednotkaÂch na jednotku
objemu roztoku.

PorovnajõÂ se pruÊ meÏ ry dvou nezaÂvislyÂch pokusuÊ provedenyÂch za ruÊ znyÂch rychlostõÂ
pruÊ toku. Jejich opakovatelnost musõÂ byÂt mensÏõÂ nezÏ 30 %.

2. 2 BanÏ kovaÂ metoda

Pro kazÏdou ze trÏõÂ baneÏ k se zaznamenajõÂ samostatneÏ vyÂsledky, ktereÂ pokud jsou
ustaÂleneÂ (opakovatelnost je mensÏõÂ nezÏ 15 %) se zpruÊ meÏ rujõÂ a udaÂ se rozpustnost ve
hmotnostnõÂch jednotkaÂch na jednotku objemu roztoku. Pokud je rozpustnost velmi
vysokaÂ (võÂce nezÏ 100 g.l-1), vyzÏaduje to prÏepocÏet hmotnostnõÂch jednotek na
objemoveÂ jednotky s vyuzÏitõÂm hustoty roztoku.
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3 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

3. 1 SloupcovaÂ elucÏnõÂ metoda

Protokol o zkousÏce by meÏ l pokud mozÏno obsahovat naÂsledujõÂcõÂ informace:

- vyÂsledky prÏedbeÏ zÏneÂho meÏ rÏenõÂ,
- prÏesnyÂ popis studovaneÂ laÂtky (identifikace a necÏistoty),
- koncentrace, hodnoty rychlosti pruÊ toku a pH pro kazÏdyÂ vzorek,
- pruÊ meÏ rneÂ hodnoty a smeÏ rodatneÂ odchylky pro nejmeÂneÏ peÏ t vzorkuÊ z oblasti plocheÂ

cÏaÂsti krÏivky nasycenõÂ z kazÏdeÂho pokusu,
- pruÊ meÏ rneÂ hodnoty ze dvou po sobeÏ naÂsledujõÂcõÂch prÏijatelnyÂch meÏ rÏenõÂ,
- teplota vody beÏ hem procesu rozpousÏteÏ nõÂ,
- pouzÏityÂ analytickyÂ postup,
- druh pouzÏiteÂho materiaÂ lu nosicÏe,
- zpuÊ sob nanesenõÂ studovaneÂ laÂtky na nosicÏ,
- pouzÏiteÂ rozpousÏteÏ dlo,
- informace o jakeÂkoliv chemickeÂ nestaÂ losti studovaneÂ laÂtky beÏ hem zkousÏky a prÏi

pouzÏiteÂ analytickeÂ metodeÏ ,
- vsÏechny informace, ktereÂ majõÂ vyÂznam pro interpretaci vyÂsledku, zvlaÂsÏteÏ s ohledem

na necÏistoty a fyzikaÂlnõÂ stav laÂtky.

3. 2 BanÏ kovaÂ metoda

Protokol o zkousÏce by meÏ l pokud mozÏno obsahovat tyto uÂdaje:

- vyÂsledky prÏedbeÏ zÏneÂho meÏ rÏenõÂ,
- prÏesnyÂ popis studovaneÂ laÂtky (identifikace a necÏistoty),
- vyÂsledky jednotlivyÂch analyÂz a pruÊ meÏ rneÂ hodnoty, pokud byla pro jednu banÏ ku

stanovena võÂce nezÏ jedna hodnota,
- hodnota pH kazÏdeÂho vzorku,
- pruÊ meÏ rnaÂ hodnota pro ty banÏ ky, jejichzÏ vyÂsledky se shodujõÂ,
- teplota prÏi stanovenõÂ,
- pouzÏitaÂ analytickaÂ metoda,
- informace o jakeÂkoliv chemickeÂ nestaÂ losti studovaneÂ laÂtky beÏ hem zkousÏky a prÏi

pouzÏiteÂ analytickeÂ metodeÏ ,
- vsÏechny informace, ktereÂ majõÂ vyÂznam pro interpretaci vyÂsledkuÊ , zvlaÂsÏteÏ s ohledem

na necÏistoty a fyzikaÂlnõÂ stav laÂtky.
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Determination of water solubility of solids and liquids with high solubility - Flask
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VyrovnaÂvaÂnõÂ atmosfeÂrickeÂho tlaku

TermostatovaneÂ

cÏerpadlo
Mikrokolona

DvoucestnyÂ

kohout pro odbeÏ r vzorkuÊ

PruÊ tokomeÏ r

ObeÏ hoveÂ cÏerpadlo

PRÏ IÂLOHA

ObraÂzek 1

SloupcovaÂ elucÏnõÂ metoda s obeÏ hovyÂm cÏerpadlem
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PrÏipojenõÂ pro

skleneÏ nyÂ zabrousÏenyÂ spoj

Hlava kolony

VnitrÏnõÂ pruÊ meÏ r 5

VneÏ jsÏõÂ pruÊ meÏ r 19

Smotek skleneÏ neÂ vaty

DvoucestnyÂ uzavõÂracõÂ kohout

ObraÂzek 2

TypickaÂ mikrokolona

(vsÏechny rozmeÏ ry v mm)
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UzavõÂracõÂ kohout

VneÏ jsÏõÂ pruÊ meÏ r 19

VnitrÏnõÂ pruÊ meÏ r 5

Hlava kolony

PrÏipojenõÂ pro

skleneÏ nyÂ zabrousÏenyÂ spoj

ObraÂzek 3

TypickaÂ kolona

(vsÏechny rozmeÏ ry v mm)
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ObraÂzek 4

SloupcovaÂ elucÏnõÂ metoda s vyrovnaÂvacõÂ naÂdobou

1 = vyrovnaÂvacõÂ naÂdoba (naprÏ. banÏ ka o obsahu 2,5 l)
2 = kolona (viz obraÂzek 3)
3 = sbeÏ racÏ frakcõÂ
4 = termostat
5 = teflonovaÂ hadicÏka
6 = skleneÏ naÂ zabrousÏenaÂ zaÂtka
7 = hadice na vodu (mezi termostatem a kolonou,

vnitrÏnõÂ pruÊ meÏ r asi 8 mm)
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VII ROZDEÏ LOVACIÂ KOEFICIENT

1 METODA

PopsanaÂ metoda ªtrÏepacõÂ laÂhveª je zalozÏena na doporucÏenõÂch OECD (1).

1. 1 UÂ VOD

Pro provedenõÂ teÂto zkousÏky je uzÏitecÏneÂ , jsou-li prÏed vlastnõÂm stanovenõÂm k dispozici
prÏedbeÏ zÏneÂ informace o strukturnõÂm vzorci, disociacÏnõÂ konstanteÏ , rozpustnosti ve
vodeÏ , hydrolyÂze, rozpustnosti v n-oktanolu a o povrchoveÂm napeÏ tõÂ laÂtky.

U disociujõÂcõÂch laÂtek je nutneÂ provaÂdeÏ t meÏ rÏenõÂ pouze v jejich nedisociovaneÂ formeÏ
(volnaÂ kyselina nebo volnaÂ baÂze), zõÂskaneÂ pouzÏitõÂm vhodneÂho tlumiveÂho systeÂmu o
pH nejmeÂneÏ o jednu jednotku nizÏsÏõÂm (volnaÂ kyselina) nebo vysÏsÏõÂm (volnaÂ baÂze)
nezÏ pK.

Tato zkusÏebnõÂ metoda zahrnuje dva samostatneÂ postupy: metodu trÏepacõÂ laÂhve a
vysokouÂcÏinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). PrvnõÂ z metod lze pouzÏõÂt, lezÏõÂ-
li hodnota log Pow (definice viz daÂle) v oblasti -2 azÏ 4, druhaÂ, lezÏõÂ-li hodnota
log Pow v oblasti 0 azÏ 6. PrÏed provedenõÂm ktereÂhokoli ze zkusÏebnõÂch postupuÊ je
nutneÂ nejdrÏõÂve zõÂskat prÏedbeÏ zÏnyÂ odhad rozdeÏ lovacõÂho koeficientu.

Metoda trÏepacõÂ laÂhve je pouzÏitelnaÂ pouze pro cÏisteÂ laÂtky, ktereÂ jsou rozpustneÂ ve
vodeÏ a n-oktanolu. Nelze ji pouzÏõÂt pro povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky (pro ktereÂ je nutneÂ
uveÂst hodnotu zõÂskanou vyÂpocÏtem nebo odhad zalozÏenyÂ na prÏõÂslusÏnyÂch
rozpustnostech v n-oktanolu a vodeÏ ).

Metoda HPLC nenõÂ pouzÏitelnaÂ pro silneÂ kyseliny a zaÂsady, komplexnõÂ kovoveÂ
sloucÏeniny, povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky a laÂtky, ktereÂ reagujõÂ s eluentem. Pro tyto laÂtky
je nutneÂ uveÂst hodnotu zõÂskanou vyÂpocÏtem nebo odhad zalozÏenyÂ na prÏõÂslusÏnyÂch
rozpustnostech v n-oktanolu a vodeÏ .

Metoda HPLC je meÂneÏ citlivaÂ na prÏõÂtomnost necÏistot ve zkousÏeneÂ laÂtce, nezÏ metoda
trÏepacõÂ laÂhve. NeÏ kdy vsÏak mohou necÏistoty ztõÂzÏit interpretaci vyÂsledkuÊ , protozÏe se
staÂvaÂ nejistyÂm urcÏenõÂ põÂkuÊ . U smeÏ sõÂ, ktereÂ poskytujõÂ nerozlisÏitelnyÂ svazek, je nutneÂ
uveÂst spodnõÂ a hornõÂ mez log P.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

RozdeÏ lovacõÂ koeficient (P) je definovaÂn jako pomeÏ r rovnovaÂzÏnyÂch koncentracõÂ (Ci)
rozpusÏteÏ neÂ laÂtky v dvoufaÂzoveÂm systeÂmu tvorÏeneÂm dveÏ ma prakticky nemõÂsitelnyÂmi
rozpousÏteÏ dly.

V prÏõÂpadeÏ n-oktanolu a vody platõÂ:

co
Pow = ÐÐ

cw

kde co = rovnovaÂzÏnaÂ koncentrace laÂtky v n-oktanolu,
cw = rovnovaÂzÏnaÂ koncentrace laÂtky ve vodeÏ .

RozdeÏ lovacõÂ koeficient (P) je tedy podõÂl dvou koncentracõÂ a udaÂvaÂ se obvykle ve
formeÏ sveÂho dekadickeÂho logaritmu (log P).
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1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Metoda trÏepacõÂ laÂhve

ReferencÏnõÂ laÂtky nenõÂ nutneÂ pouzÏõÂvat ve vsÏech prÏõÂpadech, ve kteryÂch se zkousÏõÂ
novaÂ laÂtka. ReferencÏnõÂ laÂtky musõÂ v prvnõÂ rÏadeÏ slouzÏit k obcÏasneÂ kontrole metody a
umozÏnit porovnaÂnõÂ vyÂsledkuÊ prÏi pouzÏitõÂ jineÂ metody.

Metoda HPLC

Za uÂcÏelem korelace hodnot, nameÏ rÏenyÂch pro danou laÂtku metodou HPLC, s jejõÂ
hodnotou P, je nutneÂ sestrojit kalibracÏnõÂ graf zaÂvislosti log P na chromatografickyÂch
uÂdajõÂch, tvorÏenyÂ nejmeÂneÏ 6 referencÏnõÂmi body. Volba vhodnyÂch referencÏnõÂch laÂtek
se prÏenechaÂvaÂ uzÏivateli. Pokud je to mozÏneÂ , meÏ la by mõÂt alesponÏ jedna referencÏnõÂ
laÂtka Pow vysÏsÏõÂ nezÏ zkousÏenaÂ laÂtka a jinaÂ referencÏnõÂ laÂtka Pow nizÏsÏõÂ nezÏ zkousÏenaÂ
laÂtka. U hodnot log P nizÏsÏõÂch nezÏ 4 muÊ zÏe byÂt kalibrace zalozÏena na uÂdajõÂch, zõÂs-
kanyÂch metodou trÏepacõÂ laÂhve. U hodnot log P vysÏsÏõÂch nezÏ 4 muÊ zÏe byÂt kalibrace
zalozÏena na oveÏ rÏenyÂch hodnotaÂch z literatury, pokud jsou tyto v souladu s vypocÏte-
nyÂmi hodnotami. Za uÂcÏelem dosazÏenõÂ vysÏsÏõÂ prÏesnosti je nejleÂpe zvolit referencÏnõÂ
laÂtky, ktereÂ jsou svou strukturou prÏõÂbuzneÂ se zkousÏenou laÂtkou.

ExistujõÂ obsaÂhleÂ seznamy hodnot Pow pro mnoho skupin chemickyÂch laÂtek (2),(3).
Pokud nejsou k dispozici uÂdaje o rozdeÏ lovacõÂch koeficientech strukturneÏ
prÏõÂbuznyÂch laÂtek, je mozÏneÂ pouzÏõÂt obecneÏ jsÏõÂ kalibraci s jinyÂmi referencÏnõÂmi laÂtkami.
Seznam doporucÏenyÂch referencÏnõÂch laÂtek a jejich hodnot Pow je uveden v dodatku
2.

1. 4 PRINCIP METODY

1. 4. 1 Metoda trÏepacõÂ laÂhve

Pro stanovenõÂ rozdeÏ lovacõÂho koeficientu musõÂ byÂt dosazÏeno rovnovaÂhy mezi vsÏemi
vzaÂjemneÏ puÊ sobõÂcõÂmi slozÏkami systeÂmu a musõÂ byÂt stanoveny koncentrace laÂtek,
rozpusÏteÏ nyÂch v obou faÂzõÂch. Studium literatury vztahujõÂcõÂ se k teÂto otaÂzce ukazuje,
zÏe k rÏesÏenõÂ probleÂmu je mozÏneÂ pouzÏõÂt ruÊ znyÂch metod, spocÏõÂvajõÂcõÂch v duÊ kladneÂm
promõÂchaÂnõÂ obou faÂzõÂ, s jejich naÂslednyÂm oddeÏ lenõÂm za uÂcÏelem stanovenõÂ
rovnovaÂzÏnyÂch koncentracõÂ zkousÏeneÂ laÂtky.

1. 4. 2 Metoda HPLC

HPLC se provaÂdõÂ na analytickyÂch kolonaÂch, plneÏ nyÂch komercÏneÏ dostupnou pevnou
faÂzõÂ, obsahujõÂcõÂ dlouheÂ uhlovodõÂkoveÂ rÏeteÏ zce (naprÏ. C8 , C18), chemicky vaÂzaneÂ na
oxid krÏemicÏityÂ. ChemickeÂ laÂtky, nastrÏõÂknuteÂ do teÂto kolony, se v nõÂ pohybujõÂ
ruÊ znou rychlostõÂ v duÊ sledku ruÊ znyÂch stupnÏ uÊ rozdeÏ lenõÂ mezi mobilnõÂ faÂzi a
uhlovodõÂkovou stacionaÂrnõÂ faÂzi. SmeÏ si chemickyÂch laÂtek se eluujõÂ v porÏadõÂ sveÂ
hydrofoÂbnosti, prÏicÏemzÏ laÂtky rozpustneÂ ve vodeÏ se eluujõÂ jako prvnõÂ a laÂtky
rozpustneÂ v olejõÂch jako poslednõÂ, uÂmeÏ rneÏ ke sveÂmu rozdeÏ lovacõÂmu koeficientu
uhlovodõÂky-voda. To umozÏnÏ uje urcÏit vztah mezi retencÏnõÂm cÏasem v teÂto koloneÏ (s
reverznõÂmi faÂzemi) a rozdeÏ lovacõÂm koeficientem n-oktanol/voda. RozdeÏ lovacõÂ
koeficient se odvodõÂ z kapacitnõÂho faktoru k, daneÂho vyÂrazem:



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998Strana 8532 CÏ aÂstka 103

tR ± to
k = ÐÐÐ

to
ve ktereÂm

tR = retencÏnõÂ doba zkousÏeneÂ laÂtky,

t0 = pruÊ meÏ rnaÂ doba, kterou molekula rozpousÏteÏ dla potrÏebuje k pruÊ chodu kolonou

(mrtvaÂ doba).

Nejsou zapotrÏebõÂ kvantitativnõÂ analytickeÂ metody, je nutneÂ pouze stanovenõÂ elucÏnõÂch
dob.

1. 5 POZÏ ADAVKY NA KVALITU

1. 5. 1 PrÏesnost

Metoda trÏepacõÂ laÂhve

Aby byla zarucÏena prÏesnost hodnoty rozdeÏ lovacõÂho koeficientu, je nutneÂ proveÂst po
dvou stanovenõÂch prÏi trÏech rozdõÂlnyÂch zkusÏebnõÂch podmõÂnkaÂch, prÏicÏemzÏ lze meÏ nit
jak mnozÏstvõÂ specifikovaneÂ laÂtky, tak takeÂ pomeÏ r objemuÊ obou rozpousÏteÏ del.
StanoveneÂ hodnoty rozdeÏ lovacõÂho koeficientu, vyjaÂdrÏeneÂ jako jeho dekadickyÂ
logaritmus, musõÂ lezÏet v rozmezõÂ 0,3 logaritmickyÂch jednotek.

Metoda HPLC

Aby se zvyÂsÏila spolehlivost meÏ rÏenõÂ, je nutneÂ proveÂst opakovanaÂ stanovenõÂ.
Hodnoty log P, zõÂskaneÂ z jednotlivyÂch meÏ rÏenõÂ, se nesmõÂ lisÏit o võÂce nezÏ 0,1 logarit-
mickyÂch jednotek.

1. 5. 2 Citlivost

Metoda trÏepacõÂ laÂhve

MeÏ rÏicõÂ rozsah metody je urcÏen mezõÂ detekce analytickeÂ metody. Tato musõÂ umozÏnit
stanovenõÂ hodnot log Pow v oblasti od -2 do 4, (prÏõÂpadneÏ za prÏõÂznivyÂch podmõÂnek
lze tuto oblast rozsÏõÂrÏit do log Pow azÏ 5), nenõÂ-li koncentrace rozpusÏteÏneÂ laÂtky
v zÏaÂdneÂ z faÂzõÂ vysÏsÏõÂ nezÏ 0,01 mol.l-1.

Metoda HPLC

Metoda HPLC umozÏnÏ uje stanovenõÂ rozdeÏ lovacõÂch koeficientuÊ v oblasti log Pow od 0
do 6.

Obvykle je mozÏneÂ rozdeÏ lovacõÂ koeficient daneÂ laÂtky urcÏit s prÏesnostõÂ na
1 logaritmickou jednotku hodnoty zõÂskaneÂ metodou trÏepacõÂ laÂhve. TypickeÂ korelace
lze naleÂzt v literaturÏe (4),(5),(6),(7),(8). VysÏsÏõÂ prÏesnosti lze obvykle dosaÂhnout, je-li
korelacÏnõÂ zaÂvislost zalozÏena na referencÏnõÂch laÂtkaÂch prÏõÂbuzneÂ struktury (9).
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1. 5. 3 SpecificÏnost

Metoda trÏepacõÂ laÂhve

NernstuÊ v rozdeÏ lovacõÂ zaÂkon platõÂ pro zrÏedeÏ neÂ roztoky jen prÏi konstantnõÂ teploteÏ ,
tlaku a pH. PlatõÂ prÏesneÏ pro cÏistou laÂtku, rozdeÏ lenou mezi dveÏ cÏistaÂ rozpousÏteÏdla.
Je-li soucÏasneÏ v jedneÂ nebo obou faÂzõÂch prÏõÂtomno võÂce rozpusÏteÏ nyÂch laÂtek, muÊ zÏe
tõÂm byÂt ovlivneÏ n vyÂsledek.

Disociace nebo asociace rozpusÏteÏ nyÂch molekul vede k odchylkaÂm od Nernstova
rozdeÏ lovacõÂho zaÂkona. Tyto odchylky se projevujõÂ tõÂm, zÏe rozdeÏ lovacõÂ koeficient se
staÂvaÂ zaÂvislyÂm na koncentraci roztoku.

V duÊ sledku existujõÂcõÂch mnohonaÂsobnyÂch rozdeÏ lovacõÂch rovnovaÂh nelze tuto
metodu pouzÏõÂt bez korektur na disociovatelneÂ sloucÏeniny. Pro tyto sloucÏeniny je
nutneÂ zvaÂzÏit mozÏnost pouzÏitõÂ tlumivyÂch roztokuÊ mõÂsto vody; pH tlumiveÂho roztoku
musõÂ lezÏet nejmeÂneÏ 1 jednotku pH od pKa laÂtky, zohledneÏ n musõÂ byÂt vztah tohoto
pH k zÏivotnõÂmu prostrÏedõÂ.

1. 6 POPIS METODY

1. 6. 1 PrÏedbeÏ zÏnyÂ odhad rozdeÏ lovacõÂho koeficientu

Hodnotu rozdeÏ lovacõÂho koeficientu lze nejleÂpe odhadnout na zaÂkladeÏ vyÂpocÏtu (viz
prÏõÂloha 1), nebo tam, kde je to vhodneÂ, z pomeÏ ru rozpustnostõÂ zkousÏeneÂ laÂtky
v cÏistyÂch rozpousÏteÏ dlech (10).

1 .6. 2 Metoda trÏepacõÂ laÂhve

1. 6. 2. 1 PrÏõÂprava

n-Oktanol: StanovenõÂ rozdeÏ lovacõÂho koeficientu je nutneÂ proveÂst s velmi cÏistyÂm n-
oktanolem analytickeÂ cÏistoty.

Voda: Je nutneÂ pouzÏõÂt vodu destilovanou nebo dvakraÂt destilovanou ve skleneÏ neÂ
nebo krÏemenneÂ aparaturÏe. U disociovatelnyÂch laÂtek je, kde je to opodstatneÏ neÂ , nutneÂ
pouzÏõÂt mõÂsto vody tlumiveÂ roztoky.

PoznaÂmka:
Nelze pouzÏõÂvat vodu odebõÂranou prÏõÂmo z iontomeÏ nicÏe.

1.6.2.1.1 PocÏaÂ tecÏnõÂ nasycenõÂ rozpousÏteÏ del

PrÏed stanovenõÂm rozdeÏ lovacõÂho koeficientu se faÂze rozpousÏteÏ dloveÂho systeÂmu
vzaÂjemneÏ nasytõÂ trÏepaÂnõÂm prÏi teploteÏ zkousÏky. K tomu je praktickeÂ trÏepat na
mechanickeÂ trÏepacÏce ve dvou velkyÂch zaÂsobnõÂch lahvõÂch n-oktanol nebo vodu,
kazÏdeÂ rozpousÏteÏ dlo s dostatecÏnyÂm mnozÏstvõÂm druheÂho rozpousÏteÏ dla, 24 hodin a pak
nechat staÂt tak dlouho, azÏ se obeÏ faÂze oddeÏ lõÂ a je dosazÏeno stavu nasycenõÂ.

1.6.2.1.2 PrÏõÂprava zkousÏky

CelkovyÂ objem dvoufaÂzoveÂho systeÂmu musõÂ teÂmeÏ rÏ vyplnÏ ovat zkusÏebnõÂ naÂdobu. TõÂm
se zamezõÂ ztraÂtaÂm laÂtek vyparÏovaÂnõÂm. PomeÏ ry objemuÊ a mnozÏstvõÂ laÂtky, kteryÂch je
nutneÂ pouzÏõÂt, jsou ovlivneÏ ny teÏ mito faktory:

- prÏedbeÏ zÏneÂ urcÏenyÂm rozdeÏ lovacõÂm koeficientem (viz vyÂsÏe),
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- minimaÂlnõÂm mnozÏstvõÂm zkousÏeneÂ laÂtky, potrÏebnyÂm pro analytickyÂ postup a
- omezenõÂm maximaÂlnõÂ koncentrace v kazÏdeÂ faÂzi na 0,01 mol.l-1.

Provedou se trÏi stanovenõÂ. PrÏi prvnõÂm se pouzÏije vypocÏtenyÂ pomeÏ r objemuÊ n-
oktanolu a vody, prÏi druheÂm se tento pomeÏ r deÏ lõÂ dveÏ ma a prÏi trÏetõÂm se tento pomeÏ r
naÂsobõÂ dveÏ ma (naprÏ. 1:1, 1:2, 2:1).

1.6.2.1.3 ZkousÏenaÂ laÂ tka

PrÏipravõÂ se zaÂsobnõÂ roztok v n-oktanolu, prÏedbeÏ zÏneÏ nasycenyÂ vodou. Koncentraci
tohoto zaÂsobnõÂho roztoku je prÏed jeho pouzÏitõÂm ke stanovenõÂ rozdeÏ lovacõÂho
koeficientu nutneÂ prÏesneÏ stanovit. Tento roztok je nutneÂ prÏechovaÂvat za podmõÂnek,
ktereÂ zarucÏujõÂ jeho staÂ lost.

1. 6. 2. 2 ExperimentaÂlnõÂ podmõÂnky

Teplotu prÏi stanovenõÂ je nutneÂ udrzÏovat konstantnõÂ (+ 1 OC). MusõÂ lezÏet v intervalu
mezi 20 a 25 oC.

1. 6. 2. 3 Postup meÏrÏenõÂ

1.6.2.3.1 UstavenõÂ rovnovaÂhy rozdeÏ lenõÂ

Pro kazÏdou z podmõÂnek stanovenõÂ je nutneÂ prÏipravit dveÏ zkusÏebnõÂ naÂdoby,
obsahujõÂcõÂ potrÏebnaÂ prÏesneÏ odmeÏ rÏenaÂ mnozÏstvõÂ obou rozpousÏteÏ del spolu s
potrÏebnyÂm mnozÏstvõÂm zaÂsobnõÂho roztoku.

FaÂze n-oktanolu je nutneÂ meÏ rÏit objemoveÏ . ZkusÏebnõÂ naÂdoby je nutneÂ bud' umõÂstit do
vhodneÂ trÏepacÏky, nebo trÏepat rucÏneÏ . PouzÏõÂvaÂ-li se zkumavka odstrÏedivky, spocÏõÂvaÂ
doporucÏenyÂ postup v tom, zÏe se zkumavka rychle otocÏõÂ o 180o okolo sveÂ prÏõÂcÏneÂ
osy, takzÏe prÏõÂpadnyÂ uzavrÏenyÂ vzduch stoupaÂ vzhuÊ ru obeÏ ma faÂzemi. ZkusÏenost
ukazuje, zÏe k ustavenõÂ rovnovaÂzÏneÂho rozdeÏ lenõÂ obvykle stacÏõÂ 50 teÏ chto otocÏenõÂ.
Pro dosazÏenõÂ jistoty se doporucÏuje 100 otocÏenõÂ beÏhem peÏ ti minut.

1.6.2.3.2 OddeÏ lenõÂ faÂzõÂ

Pro oddeÏ lenõÂ faÂzõÂ je v prÏõÂpadeÏ potrÏeby nutneÂ smeÏ s odstrÏedit. To je mozÏneÂ proveÂst na
laboratornõÂ odstrÏedivce uchovaÂvaneÂ prÏi pokojoveÂ teploteÏ , nebo pouzÏõÂvaÂ-li se
odstrÏedivka bez regulace teploty, je zkumavky nutneÂ udrzÏovat pro ustavenõÂ
rovnovaÂhy nejmeÂneÏ jednu hodinu prÏed analyÂzou na teploteÏ stanovenõÂ.

1. 6. 2. 4 AnalyÂza

Pro stanovenõÂ rozdeÏ lovacõÂho koeficientu je nutneÂ zjistit koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky
v obou faÂzõÂch. To je mozÏneÂ proveÂst tak, zÏe se z kazÏdeÂ z obou faÂzõÂ, z kazÏdeÂ
zkumavky a pro kazÏdou podmõÂnku odebere alikvotnõÂ podõÂl, kteryÂ se analyzuje
zvolenyÂm postupem. CelkoveÂ mnozÏstvõÂ laÂtky obsazÏeneÂ v obou faÂzõÂch se vypocÏte a
porovnaÂ s mnozÏstvõÂm laÂtky dodanyÂm na zacÏaÂtku.

OdbeÏ r vzorku z vodneÂ faÂze je nutneÂ proveÂst postupem, minimalizujõÂcõÂm riziko
kontaminace stopami n-oktanolu: k odbeÏ ru vzorkuÊ z vodneÂ faÂze je mozÏneÂ pouzÏõÂt
skleneÏ nou injekcÏnõÂ strÏõÂkacÏku s vyÂmeÏ nnou jehlou. StrÏõÂkacÏka se nejprve cÏaÂstecÏneÏ
naplnõÂ vzduchem. Tento vzduch se prÏi pruÊ chodu jehly vrstvou n-oktanolu opatrneÏ
vytlacÏõÂ. Do strÏõÂkacÏky se nasaje prÏimeÏ rÏenyÂ objem vodneÂ faÂze. StrÏõÂkacÏka se rychle



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998CÏ aÂstka 103 Strana 8535

vyjme z roztoku a jehla se sejme. Obsah strÏõÂkacÏky je pak mozÏneÂ pouzÏõÂt jako vzorek
vodneÂ faÂze. Koncentrace v obou od sebe oddeÏ lenyÂch faÂzõÂch se nejleÂpe stanovõÂ
metodou specifickou pro danou laÂtku. PrÏõÂklady mozÏnyÂch vhodnyÂch analytickyÂch
metod jsou:

- fotometrickeÂ metody,
- plynovaÂ chromatografie,
- vysokouÂcÏinnaÂ kapalinovaÂ chromatografie.

1. 6. 3 Metoda HPLC

1. 6. 3. 1 PrÏõÂprava

Aparatura

Je zapotrÏebõÂ kapalinovyÂ chromatograf, vybavenyÂ bezpulznõÂm cÏerpadlem a vhodnyÂm
detekcÏnõÂm zarÏõÂzenõÂm. DoporucÏuje se pouzÏõÂvat vstrÏikovacõÂ ventil se vstrÏikovacõÂmi
smycÏkami. PrÏõÂtomnost polaÂrnõÂch skupin ve stacionaÂrnõÂ faÂzi muÊ zÏe zaÂvazÏneÏ
znehodnotit funkci kolony HPLC. Proto musõÂ mõÂt stacionaÂrnõÂ faÂze minimaÂlnõÂ podõÂl
polaÂrnõÂch skupin (11). Je mozÏneÂ pouzÏõÂvat komercÏnõÂ mikrocÏaÂsticoveÂ naÂplneÏ s
reverznõÂmi faÂzemi nebo hotoveÂ kolony s naÂplnõÂ. Mezi vstrÏikovacõÂm systeÂmem a
analytickou kolonou musõÂ byÂt umõÂsteÏna ochrannaÂ prÏedkolona.

MobilnõÂ faÂze

K prÏõÂpraveÏ elucÏnõÂho rozpousÏteÏ dla se pouzÏõÂvajõÂ metanol cÏistoty pro HPLC a voda
cÏistoty pro HPLC. RozpousÏteÏ dlo se prÏed pouzÏitõÂm odplynõÂ. Je nutneÂ pouzÏõÂvat
izokratickou eluci. PomeÏ r metanol/voda je nutneÂ pouzÏõÂvat s minimaÂlnõÂm obsahem
vody 25 %. V obvykleÂm prÏõÂpadeÏ je pro eluci sloucÏenin o log P 6 beÏ hem jedneÂ
hodiny prÏi pruÊ tokoveÂ rychlosti 1 ml.min-1 vhodnaÂ smeÏ s metanol/voda 3:1 (obj.). U
sloucÏenin s vysokyÂm log P muÊ zÏe byÂt nutneÂ zkraÂtit elucÏnõÂ cÏas ( stejneÏ tak u
referencÏnõÂch laÂtek) snõÂzÏenõÂm polarity mobilnõÂ faÂze nebo deÂlky kolony.

LaÂtky s velmi nõÂzkou rozpustnostõÂ v n-oktanolu majõÂ tendenci poskytovat metodou
HPLC abnormaÂlneÏ nõÂzkeÂ hodnoty log Pow ; põÂky teÏ chto sloucÏenin neÏ kdy doprovaÂzejõÂ
cÏelo rozpousÏteÏ dla. Je to pravdeÏ podobneÏ zpuÊ sobeno skutecÏnostõÂ, zÏe proces rozdeÏ lenõÂ
je prÏõÂlisÏ pomalyÂ, nezÏ aby se dosaÂhlo rovnovaÂhy za dobu, kterou obvykle trvaÂ deÏ lenõÂ
metodou HPLC. Pro dosazÏenõÂ spolehliveÂ hodnoty pak muÊ zÏe byÂt uÂcÏinneÂ snõÂzÏenõÂ
pruÊ tokoveÂ rychlosti nebo snõÂzÏenõÂ pomeÏ ru metanol/voda (prÏõÂpadneÏ obojõÂ).

ZkousÏenaÂ i referencÏnõÂ laÂtka musõÂ byÂt rozpustneÂ v mobilnõÂ faÂzi v dostatecÏnyÂch
koncentracõÂch, umozÏnÏ ujõÂcõÂch jejich detekci. Pouze ve vyÂjimecÏnyÂch prÏõÂpadech se
smeÏ jõÂ u smeÏ si metanol/voda pouzÏõÂt aditiva, protozÏe aditiva meÏ nõÂ vlastnosti kolony.
V prÏõÂpadeÏ chromatografuÊ s aditivy je povinneÂ pouzÏitõÂ samostatneÂ kolony teÂhozÏ typu.
NenõÂ-li vhodnaÂ smeÏ s metanol-voda, lze pouzÏõÂt smeÏ si jinyÂch organickyÂch
rozpousÏteÏ del s vodou, naprÏ. etanol-voda nebo acetonitril-voda.

Pro disociovatelneÂ laÂtky je kritickeÂ pH eluentu. MusõÂ lezÏet v pracovnõÂ oblasti pH
kolony, kteraÂ je obvykle mezi 2 a 8. DoporucÏuje se pouzÏitõÂ tlumivyÂch roztokuÊ . Je
nutneÂ dbaÂt toho, aby se zabraÂnilo sraÂzÏenõÂ solõÂ a znehodnocenõÂ kolony, ke ktereÂmu
dochaÂzõÂ u neÏ kteryÂch smeÏ sõÂ organickeÂ faÂze s tlumivyÂm roztokem. MeÏrÏenõÂ pomocõÂ
HPLC se stacionaÂrnõÂmi faÂzemi na baÂzi oxidu krÏemicÏiteÂho prÏi pH vysÏsÏõÂm nezÏ 8 se
nedoporucÏuje, protozÏe pouzÏitõÂ alkalickeÂ mobilnõÂ faÂze muÊ zÏe vyvolat rychleÂ narusÏenõÂ
funkce kolony.
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Roztoky

ReferencÏnõÂ laÂtky musõÂ byÂt nejvysÏsÏõÂ dostupneÂ cÏistoty. SloucÏeniny, ktereÂ se pouzÏõÂvajõÂ
pro zkousÏenõÂ nebo kalibraci, se pokud mozÏno rozpustõÂ v mobilnõÂ faÂzi.

ZkusÏebnõÂ podmõÂnky

Teplota beÏ hem meÏ rÏenõÂ nesmõÂ kolõÂsat o võÂce nezÏ 2 K.

1. 6. 3. 2 MeÏrÏenõÂ

VyÂpocÏet mrtveÂho cÏasu to

MrtvyÂ cÏas t0 je mozÏneÂ stanovit bud' pomocõÂ homologickeÂ rÏady (naprÏ.
n-alkylmetylketonuÊ ) nebo nezadrzÏovanyÂch organickyÂch sloucÏenin (naprÏ.
thiomocÏoviny nebo formamidu). Pro vyÂpocÏet mrtveÂho cÏasu t0 s pouzÏitõÂm
homologickeÂ rÏady se nastrÏõÂkne sada alesponÏ sedmi cÏlenuÊ homologickeÂ rÏady a
stanovõÂ se prÏõÂslusÏneÂ retencÏnõÂ cÏasy. NeupraveneÂ retencÏnõÂ cÏasy tr (n c + 1) se vynesou
jako funkce tr (n c ) a stanovõÂ se absolutnõÂ cÏlen a a smeÏ rnice b regresnõÂ rovnice:

tr(nc + 1) = a + b . tr(nc)

(nc = pocÏet atomuÊ uhlõÂku).

MrtvyÂ cÏas to je pak daÂn vztahem:
a

t0 = ÐÐÐ
1 ± b

KalibracÏnõÂ krÏivka

NaÂsledujõÂcõÂm krokem je sestrojenõÂ korelacÏnõÂ zaÂvislosti log k na log P pro prÏõÂslusÏneÂ
referencÏnõÂ sloucÏeniny. V praxi se soucÏasneÏ nastrÏõÂkne soubor 5 azÏ 10 standardnõÂch
referencÏnõÂch sloucÏenin, jejichzÏ log P lezÏõÂ v ocÏekaÂvaneÂ oblasti, a stanovõÂ se retencÏnõÂ
cÏasy, nejleÂpe zapisovacõÂm integraÂtorem napojenyÂm na detekcÏnõÂ systeÂm. VypocÏtou
se prÏõÂslusÏneÂ logaritmy kapacitnõÂch faktoruÊ , log k, a vynesou se jako funkce log P,
stanovenyÂch metodou trÏepacõÂ laÂhve. Kalibrace se provaÂdõÂ v pravidelnyÂch
intervalech, nejmeÂneÏ jednou denneÏ , aby bylo mozÏneÂ braÂt do uÂvahy prÏõÂpadneÂ zmeÏ ny
ve funkci kolony.

StanovenõÂ kapacitnõÂho faktoru zkousÏeneÂ laÂtky

ZkousÏenaÂ laÂtka se nastrÏõÂkne v co nejmensÏõÂm mnozÏstvõÂ mobilnõÂ faÂze. StanovõÂ se
retencÏnõÂ cÏas (dvakraÂt), umozÏnÏ ujõÂcõÂ vyÂpocÏet kapacitnõÂho faktoru k. Z korelacÏnõÂ krÏivky
referencÏnõÂch laÂtek je mozÏneÂ interpolovat rozdeÏ lovacõÂ koeficient zkousÏeneÂ laÂtky. U
velmi nõÂzkyÂch a velmi vysokyÂch rozdeÏ lovacõÂch koeficientuÊ je nutnaÂ extrapolace.
V teÏ chto prÏõÂpadech je nutno veÏ novat zvlaÂsÏtnõÂ pozornost intervaluÊ m spolehlivosti
regresnõÂ prÏõÂmky.
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2 UÂ DAJE

Metoda trÏepacõÂ laÂhve

Spolehlivost zõÂskanyÂch hodnot P je mozÏneÂ proveÏ rÏit srovnaÂnõÂm pruÊ meÏ rnyÂch hodnot z
dvojõÂch stanovenõÂ s celkovou pruÊ meÏ rnou hodnotou.

3 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Protokol o zkousÏce maÂ obsahovat, pokud mozÏno, tyto informace:

- prÏesnou specifikaci laÂtky (identifikaci a necÏistoty),
- nejsou-li metody pouzÏitelneÂ (naprÏ. u povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky), je nutneÂ uveÂst

vypocÏtenou hodnotu nebo odhad zalozÏenyÂ na rozpustnosti laÂtky v n-oktanolu a
vodeÏ ,

- vsÏechny informace a poznaÂmky, majõÂcõÂ vyÂznam pro interpretaci vyÂsledkuÊ , zejmeÂna
tyÂkajõÂcõÂ se necÏistot a fyzikaÂlnõÂho stavu laÂtky.

Pro metodu trÏepacõÂ laÂhve:

- vyÂsledek prÏedbeÏ zÏneÂho odhadu, pokud existuje,
- teplotu stanovenõÂ,
- uÂdaje o analytickyÂch postupech, pouzÏityÂch ke stanovenõÂ koncentracõÂ,
- dobu a rychlost odstrÏed'ovaÂnõÂ, pokud se pouzÏilo,
- koncentrace, nameÏ rÏeneÂ prÏi kazÏdeÂm stanovenõÂ v obou faÂzõÂch (tj. je nutneÂ uveÂst

celkem 12 koncentracõÂ),
- hmotnost zkousÏeneÂ laÂtky, objem kazÏdeÂ faÂze v kazÏdeÂ zkusÏebnõÂ naÂdobeÏ a

vypocÏteneÂ celkoveÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ laÂtky, obsazÏeneÂ v jednotlivyÂch faÂzõÂch po
dosazÏenõÂ rovnovaÂhy,

- vypocÏteneÂ hodnoty rozdeÏ lovacõÂho koeficientu (P) a pruÊ meÏ rnou hodnotu je nutneÂ
uveÂst pro kazÏdyÂ soubor experimentaÂlnõÂch podmõÂnek, daÂle je nutneÂ uveÂst pruÊ -
meÏ rnou hodnotu ze vsÏech stanovenõÂ. Pokud existujõÂ naÂznaky zaÂvislosti
rozdeÏ lovacõÂho koeficientu na koncentraci, je to nutneÂ ve zpraÂveÏ uveÂst,

- musõÂ byÂt uvedena smeÏ rodatnaÂ odchylka jednotlivyÂch hodnot P od pruÊ meÏ rneÂ
hodnoty,

- je nutneÂ uveÂst rovneÏzÏ pruÊ meÏ rnou hodnotu P ve tvaru dekadickeÂho logaritmu,
- vypocÏtenou teoretickou hodnotu Pow , byla-li stanovena nebo je-li nameÏ rÏenaÂ

hodnota 4 104,
- pH pouzÏiteÂ vody a vodneÂ faÂze beÏ hem pokusu,
- pokud se pouzÏily tlumiveÂ roztoky, zduÊ vodneÏ nõÂ jejich pouzÏitõÂ mõÂsto vody; slozÏenõÂ,

koncentrace a pH tlumi vyÂch roztokuÊ , pH vodneÂ faÂze prÏed a po pokusu.

Pro metodu HPLC:

- vyÂsledek prÏedbeÏ zÏneÂho odhadu, pokud existuje,
- zkousÏenaÂ laÂtka a referencÏnõÂ laÂtky, jejich cÏistota,
- teplotnõÂ rozmezõÂ prÏi stanovenõÂch,
- pH, prÏi ktereÂm se provaÂdeÏ la stanovenõÂ,
- podrobnosti o analytickeÂ a ochranneÂ koloneÏ , mobilnõÂ faÂzi a detekci,
- retencÏnõÂ uÂdaje a hodnoty log P z literatury pro referencÏnõÂ sloucÏeniny, pouzÏiteÂ ke

kalibraci,
- podrobnosti o prolozÏeneÂ regresnõÂ prÏõÂmce (log k v zaÂvislosti na log P),
- pruÊ meÏ rneÂ retencÏnõÂ uÂdaje a interpolovanaÂ hodnota log P pro zkousÏenou
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sloucÏeninu,
- popis zarÏõÂzenõÂ a pracovnõÂch podmõÂnek,
- elucÏnõÂ krÏivky,
- mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ laÂtky a referencÏnõÂch laÂtek, nanesenyÂch na kolonu,
- mrtvyÂ cÏas a zpuÊ sob jeho meÏ rÏenõÂ.
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PRÏ IÂLOHA 1

METODY VYÂ POCÏ TU NEBO ODHADU

UÂ VOD

ObecnyÂ uÂvod do vyÂpocÏtovyÂch metod, data a prÏõÂklady jsou uvedeny v Handbook of
Chemical Property Estimation Methods (a).

VypocÏteneÂ hodnoty Pow lze pouzÏõÂt:

- k rozhodnutõÂ, kteraÂ z experimentaÂlnõÂch metod je vhodnaÂ (rozsah u trÏepacõÂ laÂhve:
log Pow : -2 azÏ 4, rozsah u HPLC: log Pow : 0 azÏ 6),

- k volbeÏ vhodnyÂch zkusÏebnõÂch podmõÂnek (naprÏ. referencÏnõÂch laÂtek pro postupy
HPLC, pomeÏ r objemuÊ n-oktanol/voda pro metodu trÏepacõÂ laÂhve),

- jako vnitrÏnõÂ laboratornõÂ kontrola mozÏnyÂch experimentaÂlnõÂch chyb,
- k zõÂskaÂnõÂ odhadu Pow v prÏõÂpadech, kdy zkusÏebnõÂ metody nelze pouzÏõÂt z

technickyÂch duÊ voduÊ .

METODA ODHADU

PrÏedbeÏzÏnyÂ odhad rozdeÏlovacõÂho koeficientu

Hodnotu rozdeÏ lovacõÂho koeficientu je mozÏneÂ odhadnout s pouzÏitõÂm rozpustnosti
zkousÏeneÂ laÂtky v cÏistyÂch rozpousÏteÏ dlech:

Pro tento prÏõÂpad platõÂ:

nasycenõÂcn ± ok tan ol
Podhad = ÐÐÐÐÐÐÐÐ±

nasycenõÂcvoda

VYÂ POCÏ TOVEÂ METODY

Princip metod vyÂpocÏtu

VsÏechny vyÂpocÏtoveÂ metody jsou zalozÏeny na formaÂlnõÂm deÏ lenõÂ molekul do
vhodnyÂch podstruktur, pro ktereÂ jsou znaÂmy spolehliveÂ prÏõÂruÊ stky log Pow . log Pow

celeÂ molekuly se pak vypocÏõÂtaÂ jako soucÏet hodnot pro prÏõÂslusÏneÂ fragmenty plus
soucÏet korekcÏnõÂch cÏlenuÊ pro intramolekulaÂrnõÂ interakce.

ExistujõÂ seznamy konstant fragmentuÊ a korekcÏnõÂch cÏlenuÊ (b),(c),(d),(e). NeÏ ktereÂ se
pravidelneÏ aktualizujõÂ (b).
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KriteÂria kvality

Spolehlivost vyÂpocÏtoveÂ metody obecneÏ klesaÂ s rostoucõÂ slozÏitostõÂ zkousÏeneÂ
sloucÏeniny. V prÏõÂpadeÏ jednoduchyÂch molekul s nõÂzkou molekulovou hmotnostõÂ a
jednou nebo dveÏ ma funkcÏnõÂmi skupinami je mozÏneÂ ocÏekaÂvat odchylku mezi
vyÂsledky ruÊ znyÂch fragmentacÏnõÂch metod a nameÏ rÏenou hodnotou od 0,1 do 0,3
jednotek log Pow . U slozÏiteÏ jsÏõÂch molekul muÊ zÏe byÂt rozpeÏ tõÂ chyb veÏ tsÏõÂ. To zaÂvisõÂ na
spolehlivosti a dostupnosti konstant pro fragmenty a na schopnosti zjistit
intramolekulaÂrnõÂ interakce (naprÏ. vodõÂkoveÂ vazby) a na spraÂvneÂm pouzÏõÂvaÂnõÂ
korekcÏnõÂch cÏlenuÊ (probleÂm se cÏaÂstecÏneÏ rÏesÏõÂ pouzÏitõÂm pocÏõÂtacÏoveÂho programu
CLOGP-3) (b). V prÏõÂpadeÏ disociujõÂcõÂch laÂtek je duÊ lezÏiteÂ spraÂvneÏ zohlednit naÂboj
nebo stupenÏ disociace.

VyÂpocÏetnõÂ postupy

Hanschova p-metoda

PuÊ vodnõÂ konstanta hydrofobnosti substituentu, p , zavedenaÂ Fujitou a kol. (f), je
definovaÂna jako:

px = log Pow (PhX) - log Pow (PhH)

kde Pow (PhX) je rozdeÏ lovacõÂ koeficient aromatickeÂho derivaÂtu a Pow (PhH)
rozdeÏ lovacõÂ koeficient vyÂchozõÂ sloucÏeniny.

(naprÏ. pCl = log Pow(C6 H 5 Cl) - log Pow (C6 H 6) = 2,84 - 2,13 = 0,71).

Podle sveÂ definice je metoda pouzÏitelnaÂ prÏedevsÏõÂm u aromatickyÂch substituentuÊ .
Pro velkyÂ pocÏet substituentuÊ byly hodnoty tabelovaÂny (b),(c),(d). PouzÏõÂvajõÂ se k
vyÂpocÏtu log Pow aromatickyÂch molekul nebo substruktur.

Rekkerova metoda

Podle Rekkera (g) se hodnota log Pow vypocÏte takto:

log Pow = ~ ai fi + ~ (interakcÏnõÂ cÏlen)
i j

kde fi prÏedstavuje jednotliveÂ konstanty pro molekulaÂrnõÂ fragmenty a ai cÏetnost jejich
vyÂskytu ve studovaneÂ molekule. KorekcÏnõÂ cÏleny je mozÏneÂ vyjaÂdrÏit jako souhrnnyÂ
naÂsobek jedinou konstantou Cm (takzvanaÂ ªmagickaÂ konstantaª). Konstanty pro
fragmenty fi a Cm byly stanoveny ze seznamu 1054 experimentaÂlnõÂch hodnot Pow

(pro 825 sloucÏenin) pomocõÂ võÂcenaÂsobneÂ regresnõÂ analyÂzy (c),(h). CÏ leny pro
interakci se urcÏõÂ podle stanovenyÂch pravidel, popsanyÂch v literaturÏe (e),(h),(i).

Hanschova-Leova metoda

Podle Hansche a Lea (c) se hodnota log Pow vypocÏte z vyÂrazu:

log Pow = ~ ai fi + ~ bj Fj
i j

kde fi prÏedstavuje jednotliveÂ konstanty pro molekulaÂrnõÂ fragmenty,Fi korekcÏnõÂ cÏleny
a ai , bj odpovõÂdajõÂcõÂ cÏetnosti vyÂskytu. Na zaÂkladeÏ experimentaÂlnõÂch hodnot Pow byl
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metodou pokusu a omylu sestaven seznam hodnot pro atomoveÂ a skupinoveÂ
fragmenty a seznam korekcÏnõÂch cÏlenuÊ Fi takzvanyÂch ªfaktoruÊ ª). KorekcÏnõÂ cÏleny
byly setrÏõÂdeÏ ny do neÏ kolika ruÊ znyÂch trÏõÂd (a),(c). ZohledneÏ nõÂ vsÏech pravidel a
korekcÏnõÂch cÏlenuÊ je pomeÏ rneÏ slozÏiteÂ a cÏasoveÏ naÂrocÏneÂ . Byly zpracovaÂny soubory
programuÊ (b).

KombinovanaÂ metoda

VyÂpocÏet log Pow slozÏityÂch molekul je mozÏneÂ znacÏneÏ zdokonalit, rozdeÏ lõÂ-li se
molekula do veÏ tsÏõÂch podstruktur, pro ktereÂ existujõÂ spolehliveÂ hodnoty bud' z
tabulek (b),(c), nebo z vlastnõÂch meÏ rÏenõÂ. Tyto fragmenty (naprÏ. heterocykly,
antrachinon, azobenzen) se pak mohou kombinovat s HanschovyÂmi hodnotami
nebo s RekkerovyÂmi nebo LeovyÂmi konstantami pro fragmenty.

PoznaÂmky

1) VyÂpocÏetnõÂ metody lze pouzÏõÂvat pouze pro cÏaÂstecÏneÏ nebo uÂplneÏ disociovaneÂ
sloucÏeniny, pokud je mozÏneÂ vzõÂt v uÂvahu nutneÂ korekcÏnõÂ faktory.

2) Pokud lze prÏedpoklaÂdat intramolekulaÂrnõÂ vodõÂkoveÂ vazby, je nutneÂ prÏicÏõÂst
odpovõÂdajõÂcõÂ korekcÏnõÂ cÏleny (prÏiblizÏneÏ + 0,6 azÏ + 1,0 jednotek log Pow) (a).
Indikace na existenci teÏ chto vazeb lze zõÂskat z prostorovyÂch modeluÊ nebo ze
spektroskopickyÂch dat molekuly.

3) Je-li mozÏnyÂch neÏ kolik tautomernõÂch forem, je nutneÂ jako zaÂklad pro vyÂpocÏet
pouzÏõÂt nejpravdeÏ podobneÏ jsÏõÂ formu.

4) Je nutneÂ pecÏliveÏ sledovat zmeÏ ny seznamuÊ konstant fragmentuÊ .

Protokol o zkousÏce

PrÏi pouzÏitõÂ vyÂpocÏetnõÂ metody nebo metody odhadu se v protokolu o zkousÏce
uvedou pokud mozÏno naÂsledujõÂcõÂ informace:

- popis laÂtky (smeÏ s, necÏistoty atd.),
- indikace mozÏnosti intramolekulaÂrnõÂch vodõÂkovyÂch vazeb, disociace, naÂboj a dalsÏõÂ

neobvykleÂ uÂcÏinky (naprÏ. tautomerie),
- popis vyÂpocÏetnõÂ metody,
- oznacÏenõÂ nebo uvedenõÂ databaÂze,
- charakteristiky prÏi volbeÏ fragmentuÊ ,
- vycÏerpaÂvajõÂcõÂ dokumentaci vyÂpocÏtuÊ .
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PRÏ IÂLOHA 2

D o p o r u cÏ e n eÂ r e f e r e n cÏ n õÂ l aÂ t k y p r o m e t o d u HPLC

CÏ õÂslo ReferencÏnõÂ laÂtka log Pow pKa

1 2 - butanon 0,3

2 4 - acetylpyridin 0,5

3 anilin 0,9

4 acetanilid 1,0

5 banzylalkohol 1,1

6 p - methoxyfenol 1,3 10,26

7 fenyloxyoctovaÂ kyselina 1,4 3,12

8 fenol 1,5 9,92

9 2,4 - dinitrofenol 1,5 3,96

10 benzonitril 1,6

11 fenylacetonitril 1,6

12 4 - methylbenzylalkohol 1,6

13 acetofenon 1,7

14 2 - nitrofenol 1,8 7,17

15 3 - nitrobenzoovaÂ kyselina 1,8 3,47

16 4 - chloranilin 1,8 4,15

17 nitrobenzen 1,9

18 3 - fenyl - 2 - propenol 1,9

19 benzoovaÂ kyselina 1,9 4,19

20 p - kresol 1,9 10,17

21 skorÏicovaÂ kyselina 2,1 3,89 cis

4,44 trans

22 anisol 2,1

23 methylbenzoaÂt 2,1

24 benzen 2,1

25 3 - methylbenzoovaÂ kyselina 2,4 4,27

26 4 - chlorfenol 2,4 9,1

27 trichlorethylen 2,4

28 atrazin 2,6
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29 ethylbenzoaÂt 2,6

30 2,6 - dichlorbenzonitril 2,6

31 3 -chlorbenzoovaÂ kyselina 2,7 3,82

32 toluen 2,7

33 1 - naftol 2,7 9,34

34 2,3 - dichloranilin 2,8

35 chlorbenzen 2,8

36 allylfenylether 2,9

37 brombenzen 3,0

38 ethylbenzen 3,2

39 benzofenon 3,2

40 4 - fenylfenol 3,2 9,54

41 thymol 3,3

42 1,4 - dichlorbenzen 3,4

43 difenylamin 3,4 0,79

44 naftalen 3,6

45 fenylbenzoaÂt 3,6

46 isopropylbenzen 3,7

47 2,4,6 - trichlorfenol 3,7 6

48 bifenyl 4,0

49 benzylbenzoaÂt 4,0

50 2,4 - dinitro - 6 - sek. 4,1
butylfenol

51 1,2,4 - trichlorbenzen 4,2

52 dodekanovaÂ kyselina 4,2

53 difenylether 4,2

54 n - butylbenzen 4,5

55 fenantren 4,5

56 fluoranthen 4,7

57 dibenzyl 4,8

58 2,6 - difenylpyridin 4,9

59 trifenylamin 5,7

60 DDT 6,2

dalsÏõÂ referencÏnõÂ laÂtky pro log POW

1 nikotinovaÂ kyselina - 0,07
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UÂ VOD

Metody zkousÏenõÂ vlastnostõÂ, laÂtek a prÏõÂpravkuÊ , nebezpecÏnyÂch pro zÏivotnõÂ prostrÏedõÂ, popsaneÂ
v teÂto prÏõÂloze vyhlaÂsÏky MZÏ P, jsou shodneÂ s obdobnyÂmi metodami stanovenyÂmi prÏõÂlohou
smeÏ rnice Komise ES cÏ. 87/302/EHS a prÏõÂlohou smeÏ rnice Komise ES cÏ. 92/69/EHS .
SouvztazÏnost metod je naÂsledujõÂcõÂ:

OznacÏenõÂ metody podle
prÏõÂlohy k vyhlaÂsÏce MZÏ P

OznacÏenõÂ metody podle
prÏõÂlohy smeÏ rnice ES

92/69/EHS

I C. 1

II C. 2

III C. 3

IV C. 4

IV. A C. 4 - A

IV. B C. 4 - B

IV. C C. 4 - C

IV. D C. 4 - D

IV. E C. 4 - E

IV. F C. 4 - F

V C. 5

VI C. 6

VII C. 7

Metody prÏevzateÂ z prÏõÂlohy smeÏ rnice 87/302/EHS nejsou v teÂto prÏõÂloze cÏõÂselnyÂm koÂdem
oznacÏeny.

PoznaÂmka:
Pokud pro stanovenõÂ vlastnosti existuje platnyÂ cÏeskyÂ praÂvnõÂ nebo technickyÂ prÏedpis (naprÏ.
CÏ SN) vyhovujõÂcõÂ obecnyÂm podmõÂnkaÂm provedenõÂ zkousÏky podle vyhlaÂsÏky MZÏ P, je mozÏneÂ
postupovat prÏi zkousÏenõÂ podle tohoto prÏedpisu. Tato skutecÏnost musõÂ byÂt uvedena do
protokolu o zkousÏce. Na vyzÏaÂdaÂnõÂ musõÂ zkusÏebnõÂ laboratorÏ dolozÏit, zÏe jõÂ pouzÏityÂ postup meÏ rÏenõÂ
poskytuje shodneÂ vyÂsledky s postupem podle vyhlaÂsÏky MZÏ P.
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I AKUTNIÂ TOXICITA PRO RYBY

1 METODA

1. 1 UÂ V O D

UÂ cÏelem teÂto zkousÏky je urcÏit akutnõÂ letaÂ lnõÂ toxicitu laÂtek pro sladkovodnõÂ ryby. Aby
se co nejvõÂce usnadnil vyÂbeÏ r nejvhodneÏ jsÏõÂ zkusÏebnõÂ metody (statickeÂ , semistatickeÂ
nebo pruÊ tokoveÂ) a zajistily se dostatecÏneÏ konstantnõÂ koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky po
celou dobu experimentu, je nutneÂ mõÂt v co nejuÂplneÏ jsÏõÂ mõÂrÏe k dispozici uÂdaje o
rozpustnosti laÂtky ve vodeÏ , o tenzi paÂry, o chemickeÂ stabiliteÏ , o disociacÏnõÂ konstanteÏ
a o biologickeÂ rozlozÏitelnosti zkoumaneÂ laÂtky.

Jak prÏi plaÂnovaÂnõÂ tak i prÏi interpretaci vyÂsledkuÊ je trÏeba braÂt v uÂvahu dalsÏõÂ potrÏebneÂ
uÂdaje (naprÏ. strukturnõÂ vzorec, stupenÏ cÏistoty, druh a procentuaÂlnõÂ podõÂl vyÂznamnyÂch
necÏistot, prÏõÂtomnost a mnozÏstvõÂ aditiv, jakozÏ i rozdeÏ lovacõÂ koeficient
n - oktanol/voda).

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

AkutnõÂ toxicitou se rozumõÂ zjevnyÂ nezÏaÂdoucõÂ uÂcÏinek, kteryÂ v organismu
vyvolaÂ beÏ hem kraÂtkeÂ doby puÊ sobenõÂ (rÏaÂdoveÏ dny) danaÂ laÂtka. PrÏi
teÂto zkousÏce se vyjadrÏuje akutnõÂ toxicita jako strÏednõÂ letaÂ lnõÂ koncentrace
(LC50); to je takovaÂ koncentrace laÂtky ve vodeÏ , kteraÂ beÏ hem trvaleÂ expozice po
urcÏitou dobu usmrtõÂ 50 % jedincuÊ zkusÏebnõÂ skupiny ryb.

Koncetrace zkousÏeneÂ laÂtky se udaÂvajõÂ jako hmotnost na objem (mg.l-1). Mohou se
takeÂ vyjaÂdrÏit ve hmotnostnõÂch podõÂlech (mg.kg-1).

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Aby se prokaÂzalo, zÏe se reakce zkusÏebnõÂch druhuÊ ryb za experimentaÂlnõÂch
podmõÂnek v laboratorÏi podstatneÏ nezmeÏ nila je mozÏneÂ proveÂst kontrolnõÂ zkousÏku
s referencÏnõÂ laÂtkou.

ReferencÏnõÂ laÂtky nejsou pro tuto zkousÏku stanoveny.

1. 4 PRINCIP METODY

Aby se prokaÂzalo, zÏe LC50 je vysÏsÏõÂ nezÏ 100 mg.l-1 muÊ zÏe se proveÂst limitnõÂ zkousÏka.

Ryby se vystavõÂ uÂcÏinku ruÊ znyÂch koncentracõÂ studovaneÂ laÂtky prÏidaneÂ do vody po
dobu 96 hodin. UÂ hyny se zjisÏt'ujõÂ nejmeÂneÏ kazÏdyÂch 24 hodin a pokud je to mozÏneÂ ,
vypocÏtou se prÏi kazÏdeÂm pozorovaÂnõÂ takeÂ koncentrace, ktereÂ usmrtõÂ 50 % ryb (LC50).

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

KriteÂria kvality se vztahujõÂ na limitnõÂ zkousÏku i na uÂplnou zkousÏku.

UÂ hyn v kontrolnõÂch skupinaÂch nesmõÂ prÏesaÂhnout 10 % (nebo jednu rybu, pokud se
pouzÏije skupina mensÏõÂ nezÏ deset jedincuÊ ) azÏ do konce zkousÏky.

Koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku se musõÂ udrzÏet na 60 % hodnot nasycenõÂ
vzduchem.
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Koncentrace zkousÏenyÂch laÂtek by nemeÏ la poklesnout pod 80 % puÊ vodnõÂch
koncentracõÂ po celou dobu trvaÂnõÂ zkousÏky.

U laÂtek, ktereÂ se lehce rozpousÏteÏ jõÂ ve zkusÏebnõÂm meÂdiu a daÂvajõÂ stabilnõÂ roztoky
(neteÏ kajõÂ, nerozklaÂdajõÂ se, nehydrolyzujõÂ se cÏi se neadsorbujõÂ), se pocÏaÂtecÏnõÂ
koncentrace muÊ zÏe poklaÂdat za ekvivalentnõÂ s nominaÂlnõÂ koncentracõÂ. To, zÏe se
koncentrace udrzÏela na urcÏiteÂ uÂ rovni po celou dobu zkousÏky a zÏe kriteÂria kvality
byla dodrzÏena musõÂ byÂt dokladovaÂno.

Pro laÂtky, ktereÂ jsou:

(i) slabeÏ rozpustneÂ ve zkusÏebnõÂm meÂdiu, nebo
(ii) schopneÂ vytvaÂrÏet stabilnõÂ emulze nebo disperze, nebo
(iii) nestabilnõÂ ve vodnyÂch roztocõÂch,

musõÂ byÂt pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace braÂna jako koncentrace nameÏ rÏenaÂ na zacÏaÂtku
zkousÏky. Koncentrace musõÂ byÂt stanovovaÂna po urcÏiteÂm obdobõÂ jejõÂho ustaÂ lenõÂ, ale
prÏed vlozÏenõÂm ryb.

Za uÂcÏelem stanovenõÂ aktuaÂlnõÂ expozicÏnõÂ koncentrace a kontroly dodrzÏenõÂ kriteÂriõÂ
kvality se musõÂ ve vsÏech prÏõÂpadech provaÂdeÏ t dalsÏõÂ meÏ rÏenõÂ koncentrace beÏ hem
zkousÏky.

pH by se nemeÏ lo zmeÏ nit o võÂce nezÏ o 1 jednotku.

1. 6 POPIS METODY

ZkousÏka muÊ zÏe byÂt provedena jednou ze trÏõÂ metod:

StatickaÂ metoda: ZkousÏka, prÏi ktereÂ zkousÏenyÂ roztok neproteÂkaÂ . (Roztoky se
nemeÏ nõÂ beÏhem celeÂ doby trvaÂnõÂ zkousÏky.)

SemistatickaÂ metoda: ZkousÏka bez pruÊ toku zkousÏeneÂho roztoku, ale s jeho
pravidelnou obmeÏ nou po delsÏõÂch cÏasovyÂch uÂsecõÂch
(naprÏ. po 24 hodinaÂch).

PruÊ tokovaÂ metoda: ZkousÏka toxicity, prÏi nõÂzÏ se voda ve zkusÏebnõÂch naÂdobaÂch
neustaÂ le obmeÏ nÏ uje, prÏicÏemzÏ studovanaÂ laÂtka se
prÏivaÂdõÂ s vodou pro obnovu zkusÏebnõÂho meÂdia.

1. 6. 1 CÏ inidla

1. 6. 1. 1 Roztoky zkousÏenyÂch laÂtek

ZaÂkladnõÂ roztoky pozÏadovaneÂ sõÂly jsou prÏipravovaÂny rozpusÏteÏ nõÂm laÂtky
v deionizovaneÂ vodeÏ nebo ve vodeÏ podle odstavce 1. 6. 1. 2.

ZvoleneÂ koncentrace jsou prÏipravovaÂny zrÏedeÏ nõÂm zaÂkladnõÂho roztoku. KdyzÏ jsou
zkousÏeny vysokeÂ koncentrace laÂtky, lze tuto laÂtku prÏõÂmo narÏedit na potrÏebnou
koncentraci.

LaÂtky by meÏ ly byÂt zkousÏeny azÏ do hranice jejich rozpustnosti. U neÏ kteryÂch laÂtek
(naprÏ. s nõÂzkou rozpustnostõÂ ve vodeÏ nebo vysokyÂm Pow, nebo spõÂsÏe tvorÏõÂcõÂch
stabilnõÂ disperze nezÏ praveÂ roztoky ve vodeÏ ) je mozÏneÂ proveÂst zkousÏku prÏi
koncentraci vysÏsÏõÂ nezÏ je hranice rozpustnosti, abychom si zajistili, zÏe bude dosazÏena
maximaÂlnõÂ rozpustnaÂ/stabilnõÂ koncentrace. Je ovsÏem nutneÂ, aby tato koncentrace
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jinak nenarusÏovala zkusÏebnõÂ systeÂm (naprÏ. vytvorÏenõÂm filmu na hladineÏ braÂnõÂcõÂmu
okyslicÏenõÂ vody, atd).

Pro prÏõÂpravu zaÂkladnõÂch roztokuÊ laÂtek s nõÂzkou rozpustnostõÂ ve vodeÏ se mohou
pouzÏõÂt ultrazvukovaÂ dispergace, organickaÂ rozpousÏteÏdla cÏi emulgacÏnõÂ laÂtky. KdyzÏ
jsou pouzÏity pomocneÂ laÂtky meÏ ly by vsÏechny zkousÏeneÂ vzorky a koncentrace,
vcÏetneÏ kontrol, obsahovat teÏ chto laÂtek stejneÂ mnozÏstvõÂ. Koncentrace pomocnyÂch
laÂtek by meÏ la byÂt minimaÂlnõÂ a v zÏaÂdneÂm prÏõÂpadeÏ by nemeÏ la prÏesaÂhnout 100 mg.l-1

zkousÏeneÂho meÂdia.

ZkousÏka by se meÏ la provaÂdeÏ t bez korekcõÂ pH. DochaÂzõÂ-li k vyÂrazneÂ zmeÏ neÏ pH,
doporucÏuje se proveÂst znovu zkousÏku s korekcõÂ pH a vyÂsledky zaznamenat.
V teÏ chto prÏõÂpadech by meÏ la byÂt hodnota pH zaÂkladnõÂho roztoku prÏizpuÊ sobena pH
rozpousÏteÏ dla (vody); pokud neexistujõÂ specifickeÂ duÊ vody tak neucÏinit. PrÏednost se
daÂvaÂ pouzÏitõÂ HCl a NaOH. PrÏizpuÊ sobenõÂ pH nesmõÂ ovlivnit vyÂznamneÏ koncentraci
zkousÏeneÂ laÂtky v zaÂkladnõÂm roztoku. Vznik chemickeÂ reakce nebo fyzikaÂlnõÂ
precipitace ve zkusÏebnõÂm meÂdiu jako naÂsledek prÏizpuÊ sobenõÂ pH se musõÂ zaznamenat.

1. 6. 1. 2 Voda pro chov ryb a zrÏed'ovaÂnõÂ

Je mozÏneÂ pouzÏõÂvat pitnou vodu (nekontaminovanou sÏkodlivyÂmi koncentracemi
chloru, teÏ zÏkyÂch kovuÊ nebo jinyÂch laÂtek), kvalitnõÂ prÏõÂrodnõÂ vodu nebo upravenou
vodu (viz prÏõÂloha 1). NejleÂpe se hodõÂ voda o celkoveÂ tvrdosti od 10 do 250 mg.l-1

(vztazÏeno na CaCO3) a pH od 6,0 do 8,5.

1. 6. 2 PrÏõÂstroje

VsÏechny prÏõÂstroje musõÂ byÂt z chemicky inertnõÂho materiaÂ lu:

- zarÏõÂzenõÂ pro automatickeÂ zrÏed'ovaÂnõÂ (pro pruÊ tokovou metodu),
- prÏõÂstroj pro meÏ rÏenõÂ koncentrace kyslõÂku,
- prÏõÂstroj pro stanovenõÂ tvrdosti vody,
- prÏõÂstroj pro meÏ rÏenõÂ teploty,
- prÏõÂstroj pro meÏ rÏenõÂ pH.

1. 6. 3 PokusneÂ ryby

Ryby by meÏ ly byÂt zdraveÂ a bez zjevnyÂch malformacõÂ.

PouzÏityÂ druh by meÏ l byÂt zvolen dle praktickyÂch kriteÂriõÂ jako je jejich dostupnost po
celyÂ rok, snadnyÂ chov, vhodnost pro zkousÏenõÂ, relativnõÂ citlivost k chemickyÂm
laÂtkaÂm a jakeÂkoliv dalsÏõÂ vyÂznamneÂ ekonomickeÂ a biologickeÂ faktory. TakeÂ by meÏ l
byÂt braÂn ohled na potrÏebu srovnatelnosti zõÂskanyÂch dat a na mezinaÂrodnõÂ spolupraÂci
(1) prÏi volbeÏ pouzÏõÂvaneÂho druhu ryb.

Seznam doporucÏenyÂch druhuÊ ryb pro provaÂdeÏ nõÂ zkousÏek je uveden v prÏõÂloze 2;
preferovanyÂmi druhy jsou danio pruhovaneÂ a pstruh duhovyÂ.

1. 6. 3. 1 Chov

Je trÏeba, aby ryby pochaÂzely pokud mozÏno z jednoho chovu a byly prÏiblizÏneÏ stejneÂ
deÂlky a stejneÂho staÂrÏõÂ. NejmeÂneÏ 12 dnõÂ je trÏeba je chovat v teÏ chto podmõÂnkaÂch:

NaÂdoby:
Pro ryby zÏijõÂcõÂ ve studeneÂ vodeÏ se doporucÏujõÂ naÂdoby o minimaÂlnõÂm obsahu 300 l,
pro ryby zÏijõÂcõÂ v tepleÂ vodeÏ naÂdoby o minimaÂlnõÂm obsahu 100 l.
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PocÏet ryb (obsaÂdka):
Podle metody (recirkulacÏnõÂ nebo pruÊ tokoveÂ zarÏõÂzenõÂ) a druhu ryb.

Voda:
Viz 1. 6. 1. 2.

OsveÏ tlenõÂ:
12 azÏ 16 hodin sveÏ tla denneÏ .

Koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku:
NejmeÂneÏ 80 % hodnoty nasycenõÂ vzdusÏnyÂm kyslõÂkem.

KrmenõÂ:
TrÏikraÂt tyÂdneÏ nebo jednou denneÏ ; vysazenõÂ krmenõÂ 24 hodin prÏed zacÏaÂtkem
experimentu.

1. 6. 3. 2 Mortalita

Po aklimatizacÏnõÂ dobeÏ 48 hodin se sleduje mortalita a pouzÏõÂvajõÂ se tato kriteÂria:
- uÂhyny cÏinõÂ võÂce nezÏ 10 % populace za 7 dnõÂ:

celaÂ obsaÂdka ryb se musõÂ vyrÏadit;

- uÂhyny cÏinõÂ 5 azÏ 10 % populace:
dobu chovu je trÏeba prodlouzÏit o dalsÏõÂch 7 dnõÂ. Pokud nedojde k dalsÏõÂm
prÏõÂpaduÊ m uÂhynu, je rybõÂ obsaÂdka pro zkousÏku pouzÏitelnaÂ , jinak nikoli;

- uÂhyny cÏinõÂ meÂneÏ nezÏ 5 % populace:
rybõÂ obsaÂdka je pro zkousÏku pouzÏitelnaÂ .

1. 6. 4 Aklimatizace

VsÏechny ryby je trÏeba nasadit nejmeÂneÏ na 7 dnuÊ prÏed pouzÏitõÂm pro zkousÏku do vody
stejneÂ kvality a stejneÂ teploty, jakaÂ se maÂ pouzÏõÂvat prÏi zkousÏce.

1. 6. 5 ProvedenõÂ zkousÏky

PrÏed vlastnõÂ zkousÏkou je mozÏno proveÂst zkousÏku prÏedbeÏ zÏnou. Tato prÏedbeÏ zÏnaÂ
zkousÏka poskytuje informace o rozsahu koncentracõÂ pro vlastnõÂ zkousÏku.

Mimo zkousÏky s ruÊ znyÂmi koncentracemi zkousÏeneÂ laÂtky je trÏeba proveÂst kontrolnõÂ
zkousÏky bez zkousÏeneÂ laÂtky a kontrolnõÂ zkousÏky s nosicÏem, pokud se neÏ jakyÂ
pouzÏije, avsÏak bez zkousÏeneÂ laÂtky.

V zaÂvislosti na fyzikaÂlnõÂch a chemickyÂch vlastnostech zkousÏeneÂ laÂtky se zvolõÂ
statickyÂ, semistatickyÂ cÏi pruÊ tokovyÂ systeÂm a dbaÂ se na dodrzÏenõÂ kriteÂriõÂ kvality.

Ryby se exponujõÂ zkousÏeneÂ laÂtce, jak je popsaÂno daÂle:

TrvaÂnõÂ: 96 hodin

PocÏet jedincuÊ : NejmeÂneÏ 7 na kazÏdou koncentraci.

NaÂdrzÏe: VhodnyÂ objem vzhledem k doporucÏeneÂmu pocÏtu ryb (obsaÂdce)

PocÏet ryb: Jako nejveÏ tsÏõÂ mnozÏstvõÂ ryb se ve statickeÂm a semistatickeÂm
usporÏaÂdaÂnõÂ doporucÏuje 1,0 g.l-1, v pruÊ tokoveÂm usporÏaÂdaÂnõÂ je
mozÏneÂ mnozÏstvõÂ veÏ tsÏõÂ.

Koncentrace prÏi zkousÏce: NejmeÂneÏ 5 ruÊ znyÂch koncentracõÂ, ktereÂ jsou
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odstupnÏ ovaÂny cÏinitelem neprÏevysÏujõÂcõÂm 2,2 a ktereÂ
pokryÂvajõÂ rozsah 0 % azÏ 100 % mortality.

Voda: Viz 1. 6. 1. 2.

OsveÏ tlenõÂ: 12 azÏ 16 hodin sveÏ tla denneÏ .

Teplota: Podle druhu ryb (prÏõÂloha 2), kolõÂsajõÂcõÂ v mezõÂch + 1 oC prÏi kazÏdeÂ
jednotliveÂ zkousÏce.

Koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku: Ne nizÏsÏõÂ nezÏ 60 % hodnoty nasycenõÂ
vzdusÏnyÂm kyslõÂkem prÏi daneÂ teploteÏ .

KrmenõÂ: ZÏ aÂdneÂ.

Ryby se kontrolujõÂ po prvnõÂch 2 - 4 hodinaÂch a daÂle nejmeÂneÏ kazÏdyÂch 24 hodin.
Ryby se povazÏujõÂ za mrtveÂ , jestlizÏe prÏi dotyku ocasnõÂ ploutve nedochaÂzõÂ k zÏaÂdneÂ
reakci a nejsou-li patrneÂ zÏaÂdneÂ dyÂchacõÂ pohyby. MrtveÂ ryby je trÏeba odstranit ihned
jakmile se zpozorujõÂ, a je trÏeba o tom ucÏinit zaÂznam.

ZaznamenaÂvajõÂ se vsÏechny zjevneÂ abnormality (naprÏ. ztraÂta rovnovaÂhy, zmeÏ ny
v plavaÂnõÂ, v dyÂchacõÂ funkci, v pigmentaci atd.).

MeÏ rÏenõÂ pH, obsahu rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku a teploty je nutneÂ provaÂdeÏ t denneÏ .

LimitnõÂ zkousÏka

S vyuzÏitõÂm postupuÊ popsanyÂch v teÂto metodice se muÊ zÏe proveÂst limitnõÂ zkousÏka prÏi
koncentraci 100 mg.l-1 za uÂcÏelem prokaÂzaÂnõÂ skutecÏnosti, zÏe LC50 je vysÏsÏõÂ nezÏ tato
koncentrace.

JestlizÏe je povaha zkousÏeneÂ laÂtky takovaÂ, zÏe nelze ve vodeÏ dosaÂhnout koncentrace
100 mg.l-1, meÏ la by byÂt provedena limitnõÂ zkousÏka prÏi koncentraci odpovõÂdajõÂcõÂ
rozpustnosti teÂto laÂtky v pouzÏiteÂm meÂdiu (nebo prÏi maximaÂlnõÂ koncentraci, kdy laÂtka
vytvaÂrÏõÂ stabilnõÂ disperzi) (viz takeÂ bod 1. 6. 1. 1).

LimitnõÂ zkousÏka by meÏ la byÂt provaÂdeÏ na na 7 azÏ 10 rybaÂch a prÏi stejneÂm pocÏtu ryb
v kontrolaÂch. (Podle binomickeÂ teorie pouzÏitõÂ 10 ryb s nulovyÂm uÂhynem znamenaÂ
99,9 % pravdeÏ podobnost, zÏe LC50 je veÏ tsÏõÂ nezÏ 100 mg.l-1. ZÏ aÂdnyÂ uÂhyn ve zkousÏkaÂch
na 7, 8 nebo 9 rybaÂch znamenaÂ nejmeÂneÏ 99 % pravdeÏ podobnost, zÏe LC50 je veÏ tsÏõÂ
nezÏ koncentrace pouzÏitaÂ v limitnõÂ zkousÏce.

JestlizÏe dojde k uÂhynuÊ m, musõÂ se proveÂst uÂplneÂ zkousÏenõÂ. Jsou-li pozorovaÂny
subletaÂ lnõÂ uÂcÏinky, musõÂ byÂt zaznamenaÂny.

2 UÂ DAJE A VYHODNOCENIÂ

Na pravdeÏpodobnostnõÂ lognormaÂlnõÂ papõÂr se pro kazÏdou doporucÏenou a skutecÏneÏ
proveÏ rÏovanou deÂlku expozice (24, 48, 72 a 96 hodin) vynese uÂhyn proti
koncentraci.

Pokud je to mozÏneÂ , meÏ lo by se pro kazÏdou deÂlku expozice stanovit LC50 a hranice
spolehlivosti (p = 0,05). Tyto hodnoty se zaokrouhlõÂ na jedno, prÏõÂpadneÏ dveÏ
desetinnaÂ mõÂsta.

V prÏõÂpadech, kdy je uÂhel stoupaÂnõÂ krÏivky zaÂvislosti procenta uÂhynuÊ na koncentraci
laÂtky prÏõÂlisÏ strmyÂ a hodnoty LC50 nelze vypocÏõÂtat, stacÏõÂ grafickyÂ odhad teÏ chto
hodnot.
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KdyzÏ dveÏ po sobeÏ jdoucõÂ koncentrace odlisÏeneÂ cÏinitelem 2,2 vyvolaÂvajõÂ uÂhyn
0 a 100 % je zrÏejmeÂ, zÏe LC50 se nachaÂzõÂ mezi teÏ mito hodnotami.

Pokud nenõÂ mozÏneÂ udrzÏet stabilitu nebo homogenitu studovaneÂ laÂtky, je trÏeba to
zmõÂnit ve zpraÂveÏ z experimentu a interpretace vyÂsledkuÊ by meÏ la byÂt opatrnaÂ .

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

Pokud je to mozÏneÂ , obsahuje zaÂveÏ recÏnaÂ zpraÂva naÂsledujõÂcõÂ informace:

- uÂdaje o pouzÏityÂch rybaÂch (veÏ deckyÂ naÂzev, kmen, dodavatel nebo zdroj
odbeÏ ru, prÏedchozõÂ osÏetrÏenõÂ, velikost a pocÏet prÏi jednotlivyÂch koncentracõÂch prÏi
experimentu),

- puÊ vod zrÏed'ovacõÂ vody a jejõÂ nejduÊ lezÏiteÏ jsÏõÂ chemickeÂ vlastnosti (pH, tvrdost,
teplota),

- u laÂtek s malou rozpustnostõÂ ve vodeÏ uÂdaj o metodeÏ prÏõÂpravy zaÂkladnõÂch a
zkusÏebnõÂch roztokuÊ ,

- koncentrace vsÏech pomocnyÂch laÂtek,

- prÏehled pouzÏityÂch koncentracõÂ a vesÏkereÂ informace, ktereÂ jsou k dispozici o
stabiliteÏ zkousÏeneÂ laÂtky prÏi pouzÏityÂch koncentracõÂch,

- prÏi provaÂdeÏ nõÂ chemickyÂch analyÂz uÂdaje o pouzÏityÂch metodaÂch a vyÂsledky,

- vyÂsledek limitnõÂ zkousÏky, pokud byla provedena,

- duÊ vody pro volbu a podrobnosti provedenõÂ zkousÏky (naprÏ. trvaÂnõÂ zkousÏky,
statickeÂ nebo semistatickeÂ usporÏaÂdaÂnõÂ, rychlost daÂvkovaÂnõÂ, pruÊ tokovaÂ
rychlost, zda byla voda provzdusÏnÏ ovaÂna, pocÏet ryb, atd.),

- popis zkusÏebnõÂho zarÏõÂzenõÂ,

- sveÏ telnyÂ rezÏim,

- koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku, hodnoty pH, teplota roztokuÊ prÏi zkousÏce
kazÏdyÂch 24 hodin,

- duÊ kaz, zÏe byla splneÏ na kriteÂria kvality,

- tabulka kumulativnõÂch uÂhynuÊ prÏi kazÏdeÂ koncentraci a prÏi kontrolnõÂ zkousÏce
(prÏõÂpadneÏ i prÏi kontrolnõÂm zkousÏce s nosicÏem) prÏi kazÏdeÂ z doporucÏenyÂch
dob pozorovaÂnõÂ,

- grafickeÂ znaÂzorneÏ nõÂ krÏivky zaÂvislosti uÂcÏinku na koncentraci na konci zkousÏky,

- hodnoty LC50 prÏi kazÏdeÂ z doporucÏenyÂch dob pozorovaÂnõÂ (pokud
mozÏno s 95% mezõÂ spolehlivosti),

- pouzÏiteÂ statistickeÂ metody stanovenõÂ hodnot LC50,

- prÏi pouzÏitõÂ referencÏnõÂ laÂtky uÂdaj o vyÂsledcõÂch zkousÏky s touto laÂtkou,

- nejvysÏsÏõÂ koncentrace bez uÂhynu ryb po dobu zkousÏky,

- nejnizÏsÏõÂ koncentrace se 100 % uÂhynem ryb v dobeÏ zkousÏky.
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PRÏ IÂLOHA 1

UpravenaÂ voda

PrÏõÂklad vhodneÂ zrÏed'ovacõÂ vody

VsÏechny chemikaÂlie musõÂ byÂt analytickeÂ cÏistoty.

Voda musõÂ byÂt kvalitnõÂ destilovanaÂ nebo deionizovanaÂ s vodivostõÂ mensÏõÂ nezÏ 5
mS.cm-1.

DestilacÏnõÂ prÏõÂstroj nesmõÂ obsahovat zÏaÂdneÂ meÏ deÏ neÂ cÏaÂsti.

ZaÂkladnõÂ roztoky:

CaCl2. 2H2O - dihydraÂt chloridu vaÂpenateÂho 11, 76 g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.

MgSO4 . 7H2O - heptahydraÂt sõÂranu horÏecÏnateÂho 4, 93g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.

NaHCO3 - hydrogenuhlicÏitan sodnyÂ 2, 59 g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.

KCl - chlorid draselnyÂ 0, 23 g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.

UpravenaÂ zrÏed'ovacõÂ voda

SmõÂsõÂ se po 25 ml vsÏech cÏtyrÏ zaÂkladnõÂch roztokuÊ a doplnõÂ vodou na 1 litr.
ProvzdusÏnÏ uje se tak dlouho, azÏ koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku odpovõÂdaÂ
koncentraci nasycenõÂ vzdusÏnyÂm kyslõÂkem.

Hodnota pH musõÂ cÏinit 7,8 + 0,2.
Pokud je trÏeba, upravõÂ se pH pomocõÂ NaOH (hydroxidem sodnyÂm) nebo HCl
(kyselinou chlorovodõÂkovou).

Tato zrÏed'ovacõÂ voda se nechaÂ 12 hodin staÂt bez dalsÏõÂho provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ.

UÂ hrn iontuÊ Ca a Mg v tomto roztoku cÏinõÂ 2,5 mmol.l-1. PomeÏ r iontuÊ
Ca : Mg cÏinõÂ 4 : 1 a pomeÏ r iontuÊ Na : K cÏinõÂ 10 : 1. CelkovaÂ alkalita tohoto roztoku
cÏinõÂ 0,8 mmol.l-1.

OdchylnaÂ prÏõÂprava zrÏed'ovacõÂ vody nesmõÂ zmeÏ nit slozÏenõÂ ani vlastnosti vody.
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PRÏ IÂLOHA 2

Druhy ryb doporucÏeneÂ pro zkousÏku

DoporucÏenyÂ druh
DoporucÏenyÂ rozsah

teplot prÏi zkousÏce (oC)
DoporucÏenaÂ

celkovaÂ deÂlka ryb
(cm)

Brachydanio rerio (Teleostei,
Cyprinidae) (Hamilton - Buchanan)
Danio pruhovaneÂ

20 azÏ 24 3,0 + 0,5

Pimephales promelas (Teleostei,
Cyprinidae) 20 azÏ 24 5,0 + 2,0

Cyprinus carpio (Teleostei,
Cyprinidae) (Linne 1758)
Kapr

20 azÏ 24 6,0 + 2,0

Oryzias latipes (Teleostei,
Poeciliidae) (Schlegel 1850)
HalancÏõÂk japonskyÂ

20 azÏ 24 3,0 + 1,0

Poecilia reticulata (Teleostei,
Poeciliidae) (Peters 1859)
ZÏ ivorodka duhovaÂ (gupka)

20 azÏ 24 3,0 + 1,0

Lepomis macrochirus (Teleostei,
Centrarchidae) (Linne 1758)
SlunecÏnice modraÂ

20 azÏ 24 5,0 + 2,0

Salmo gairdneri (Teleostei,
Salmonidae) (Richardson 1836)
Pstruh (americkyÂ duhovyÂ)

13 azÏ 17 6,0 + 2,0

Leuciscus idus (Teleostei,
Cyprinidae) (Linne 1758)
Jelec jesen

20 azÏ 24 6,0 + 2,0

ZõÂskaÂvaÂnõÂ

VyÂsÏe uvedeneÂ druhy ryb lze snadno chovat a/nebo jsou po celyÂ rok lehce dostupneÂ.
DajõÂ se chovat v zarÏõÂzenõÂch pro chov ryb nebo v laboratorÏi za podmõÂnek kontroly
nemocõÂ a parazituÊ , takzÏe jsou zdraveÂ a znaÂmeÂho puÊ vodu.
Tyto druhy ryb lze zõÂskat v mnoha cÏaÂstech sveÏ ta.
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UÂ hyn v %

(probitovaÂ stupnice)

Koncentrace

(logaritmickaÂ stupnice)

LC50

1

10

50

90

99

PRÏ IÂLOHA 3

PrÏõÂklad krÏivky zaÂvislosti mortality na koncentraci

PrÏõÂklad stanovenõÂ LC50 na pravdeÏ podobnostnõÂm papõÂrÏe
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II AKUTNIÂ TOXICITA PRO DAFNIE

1 METODA

1. 1 UÂ VOD

UÂ cÏelem teÂto zkousÏky je stanovit strÏednõÂ uÂcÏinnou koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky pro
imobilizaci (EC50) dafniõÂ ve sladkovodnõÂm prostrÏedõÂ. PrÏed zacÏaÂtkem experimentu je
trÏeba mõÂt v co nejuÂplneÏ jsÏõÂ mõÂrÏe k dispozici uÂdaje o rozpustnosti laÂtky ve vodeÏ , o
tenzi paÂry, o chemickeÂ stabiliteÏ , o disociacÏnõÂ kontanteÏ a o biologickeÂ rozlozÏitelnosti
zkousÏeneÂ laÂtky.

Jak prÏi plaÂnovaÂnõÂ, tak i prÏi interpretaci vyÂsledkuÊ zkousÏek je trÏeba braÂt v uÂvahu dalsÏõÂ
uÂdaje, jako naprÏ. strukturnõÂ vzorec, stupenÏ cÏistoty, druh a procentuaÂlnõÂ podõÂl
vyÂznamnyÂch necÏistot, prÏõÂtomnost a mnozÏstvõÂ prÏõÂdavnyÂch laÂtek, jakozÏ i rozdeÏ lovacõÂ
koeficient n-oktanol/voda.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

PozÏadavek prÏedpisuÊ na stanovenõÂ LC50 pro dafnie se naplnÏ uje stanovenõÂm EC50, jak
je popsaÂno v teÂto zkusÏebnõÂ metodeÏ .

Ve smyslu teÂto zkusÏebnõÂ metody se rozumõÂ akutnõÂ toxicitou imobilizace dafniõÂ
strÏednõÂ efektivnõÂ (uÂcÏinnou) koncentracõÂ (EC50). Je to takovaÂ koncentrace (vztazÏeno
na vyÂchozõÂ koncentraci), kteraÂ imobilizuje 50 % dafniõÂ zkusÏebnõÂ skupiny beÏ hem
doby puÊ sobenõÂ (doby expozice).

Neschopnost plavaÂnõÂ - imobilizace

Za neschopneÂ plavaÂnõÂ se povazÏujõÂ ty dafnie, ktereÂ po lehkeÂm pohybu experimentaÂlnõÂ
naÂdobou nevykazujõÂ beÏhem 15 sekund zÏaÂdneÂ plavacõÂ pohyby.

VesÏkereÂ koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky se vyjadrÏujõÂ jako hmotnost na objem (mg.l-1)
nebo hmotnost na hmotnost (mg.kg-1).

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Aby se prokaÂzalo, zÏe se reakce zkusÏebnõÂch dafniõÂ za experimentaÂlnõÂch podmõÂnek
v laboratorÏi podstatneÏ nezmeÏ nila je mozÏneÂ proveÂst kontrolnõÂ zkousÏku s referencÏnõÂ
laÂtkou.

ReferencÏnõÂ laÂtky nejsou pro tuto zkousÏku stanoveny.

Souhrn vyÂsledkuÊ okruzÏnõÂho testu laboratorÏõÂ EHS s pouzÏitõÂm 4 ruÊ znyÂch laÂtek je
uveden v prÏõÂloze 2.

1. 4 PRINCIP METODY

Aby se prokaÂzalo, zÏe EC50 je vysÏsÏõÂ nezÏ 100 mg.l-1, muÊ zÏe se proveÂst limitnõÂ zkousÏka.

Dafnie se vystavõÂ na 48 hodin uÂcÏinku zkousÏeneÂ laÂtky prÏidaneÂ v ruÊ znyÂch
koncentracõÂch do vody. PouzÏije-li se doba kratsÏõÂ, zduÊ vodnõÂ se ve zpraÂveÏ .

Za jinak stejnyÂch experimentaÂlnõÂch podmõÂnek a v odpovõÂdajõÂcõÂm rozmezõÂ
zkousÏenyÂch koncentracõÂ puÊ sobõÂ ruÊ zneÂ koncentrace daneÂ zkousÏeneÂ laÂtky na
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schopnost plavaÂnõÂ dafniõÂ rozdõÂlneÏ . PrÏi ruÊ znyÂch koncentracõÂch se pak po uplynutõÂ
zkusÏebnõÂ doby objevõÂ vzÏdy urcÏiteÂ procentuaÂlnõÂ podõÂly dafniõÂ neschopnyÂch plavaÂnõÂ.
Koncentrace zpuÊ sobujõÂcõÂ neschopnost plavaÂnõÂ u 0 % resp. 100 % se zõÂskajõÂ prÏõÂmo
pozorovaÂnõÂm, zatõÂmco hodnota EC50 pro 48 hodin se zõÂskaÂ , pokud je to mozÏneÂ ,
vyÂpocÏtem.

PrÏi teÂto metodeÏ se pouzÏõÂvaÂ statickyÂ postup. ExperimentaÂlnõÂ roztoky se tedy beÏ hem
doby expozice neobnovujõÂ.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

KriteÂria kvality se vztahujõÂ na limitnõÂ i uÂplnou zkousÏku.

Imobilizace v kontrolnõÂch skupinaÂch nesmõÂ prÏesaÂhnout 10 % na konci zkousÏky.

Dafnie v kontrolnõÂch skupinaÂch nesmõÂ byÂt zachyceny na povrchu vody.

Je zÏaÂdoucõÂ, aby koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku ve zkusÏebnõÂch naÂdobaÂch zuÊ stala
vysÏsÏõÂ nezÏ 3 mg.l-1 po celou dobu zkousÏky. Za zÏaÂdnyÂch okolnostõÂ nesmõÂ poklesnout
pod 2 mg.l-1.

Koncentrace zkousÏenyÂch laÂtek by se meÏ la udrzÏet v rozmezõÂ 80 % puÊ vodnõÂch
koncentracõÂ po celou dobu trvaÂnõÂ zkousÏky.

U laÂtek, ktereÂ se lehce rozpousÏteÏ jõÂ ve zkusÏebnõÂm meÂdiu a daÂvajõÂ stabilnõÂ roztoky
(neteÏ kajõÂ, nerozklaÂdajõÂ se, nehydrolyzujõÂ cÏi se neadsorbujõÂ), se pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace
muÊ zÏe poklaÂdat za ekvivalentnõÂ nominaÂlnõÂ koncentracõÂ. To, zÏe se koncentrace udrzÏela
na urcÏiteÂ uÂ rovni po celou dobu zkousÏky a zÏe kriteÂria kvality byla dodrzÏena musõÂ byÂt
dokladovaÂno.

Pro laÂtky, ktereÂ jsou:

(i) slabeÏ rozpustneÂ ve zkusÏebnõÂm meÂdiu, nebo
(ii) schopneÂ vytvaÂrÏet stabilnõÂ emulze nebo disperze, nebo
(iii) nestabilnõÂ vodneÂ roztoky,

musõÂ byÂt pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace braÂna jako koncentrace nameÏ rÏenaÂ na zacÏaÂtku
zkousÏky. Koncentrace musõÂ byÂt stanovovaÂna po urcÏiteÂm obdobõÂ ustaÂ lenõÂ, ale prÏed
vnesenõÂm dafniõÂ.

Ve vsÏech prÏõÂpadech se musõÂ provaÂdeÏ t dalsÏõÂ meÏ rÏenõÂ koncentrace beÏ hem zkousÏky za
uÂcÏelem stanovenõÂ aktuaÂlnõÂ expozicÏnõÂ koncentrace a kontroly dodrzÏenõÂ kriteÂriõÂ kvality.

pH by se nemeÏ lo zmeÏ nit o võÂce nezÏ 1 jednotku.

1. 6 POPIS METODY

1. 6. 1 CÏ inidla

1. 6. 1. 1 Roztoky zkousÏenyÂch laÂtek

ZaÂkladnõÂ roztoky v pozÏadovanyÂch koncentracõÂch se prÏipravõÂ rozpusÏteÏ nõÂm zkousÏeneÂ
laÂtky v deionizovaneÂ vodeÏ nebo ve vodeÏ podle bodu 1. 6. 1. 2.

ZvoleneÂ zkousÏeneÂ koncentrace se prÏipravõÂ zrÏedeÏ nõÂm zaÂkladnõÂho roztoku. KdyzÏ se
zkousÏejõÂ vysokeÂ koncentrace, laÂtka se muÊ zÏe rozpustit prÏõÂmo ve vodeÏ .
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LaÂtky by meÏ ly byÂt zkousÏeny azÏ do hranice jejich rozpustnosti. U neÏ kteryÂch laÂtek
(naprÏ. s nõÂzkou rozpustnostõÂ ve vodeÏ , nebo vysokyÂm Pow , nebo spõÂsÏe tvorÏõÂcõÂch
stabilnõÂ disperze nezÏ praveÂ roztoky ve vodeÏ ) je mozÏneÂ proveÂst zkousÏku prÏi
koncentraci vysÏsÏõÂ nezÏ je hranice rozpustnosti, abychom si zajistili, zÏe bude dosazÏena
maximaÂlnõÂ rozpustnaÂ/stabilnõÂ koncentrace. Je ovsÏem nutneÂ, aby tato koncentrace
jinak nenarusÏovala systeÂm (naprÏ. vytvorÏenõÂm filmu na hladineÏ braÂnõÂcõÂm okyslicÏenõÂ
vody, atd).

Pro prÏõÂpravu zaÂkladnõÂch roztokuÊ laÂtek s nõÂzkou rozpustnostõÂ ve vodeÏ se mohou
pouzÏõÂt ultrazvukovaÂ dispergace, organickaÂ rozpousÏteÏdla cÏi emulgacÏnõÂ laÂtky. KdyzÏ
jsou pouzÏity pomocneÂ laÂtky meÏ ly by vsÏechny zkousÏeneÂ vzorky a koncentrace,
vcÏetneÏ kontrol obsahovat teÏ chto laÂtek stejneÂ mnozÏstvõÂ. Koncentrace pomocnyÂch
laÂtek by meÏ la byÂt minimaÂlnõÂ a v zÏaÂdneÂm prÏõÂpadeÏ by nemeÏ la prÏesaÂhnout 100 mg.l-1

zkousÏeneÂho meÂdia.

ZkousÏka by se meÏ la provaÂdeÏ t bez korekcõÂ pH. DochaÂzõÂ-li k vyÂrazneÂ zmeÏ neÏ pH,
doporucÏuje se proveÂst znovu zkousÏku s korekcõÂ pH a vyÂsledky zaznamenat.
V teÏ chto prÏõÂpadech by meÏ la byÂt hodnota pH zaÂkladnõÂho roztoku prÏizpuÊ sobena pH
rozpousÏteÏ dla (vody), pokud neexistujõÂ specifickeÂ duÊ vody tak neucÏinit. PrÏednost se
daÂvaÂ pouzÏitõÂ HCl a NaOH. PrÏizpuÊ sobenõÂ pH nesmõÂ ovlivnit vyÂznamneÏ koncentraci
zkousÏeneÂ laÂtky v zaÂkladnõÂm roztoku. Vznik chemickeÂ reakce nebo fyzikaÂlnõÂ
precipitace ve zkusÏebnõÂm meÂdiu jako naÂsledek prÏizpuÊ sobenõÂ pH se musõÂ zaznamenat.

1. 6. 1. 2 Voda pro kultivaci a zrÏed'ovaÂnõÂ

Pro tuto zkousÏku je mozÏneÂ pouzÏõÂvat kazÏdou vodu vhodnou ke kultivaci dafniõÂ, at' je
to prÏõÂrodnõÂ nebo upravenaÂ voda (viz prÏõÂloha 1, literatura (2): ISO 6341).

Aby nebylo nutneÂ aklimatizovat dafnie na experimentaÂlnõÂ podmõÂnky, doporucÏuje se
pro kultivaci pouzÏõÂvat stejnou vodu jako pro zkousÏku.

1. 6. 2 PrÏõÂstroje

PouzÏõÂvajõÂ se obvykleÂ prÏõÂstroje a vybavenõÂ experimentaÂlnõÂch pracovisÏt'. CÏ aÂsti, ktereÂ
prÏichaÂzejõÂ do styku se zkousÏenyÂmi roztoky majõÂ byÂt nejleÂpe celeÂ ze skla:

- prÏõÂstroj pro meÏ rÏenõÂ koncentrace kyslõÂku (s mikroelektrodou, nebo jinyÂ
vhodnyÂ prÏõÂstroj na meÏ rÏenõÂ koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku v malyÂch
vzorcõÂch),

- prÏõÂstroj pro meÏ rÏenõÂ teploty,
- pH metr,
- prÏõÂstroj pro stanovenõÂ tvrdosti vody.

1. 6. 3 PokusneÂ organismy

PrÏednost se daÂvaÂ druhu Daphnia magna. Povolen je takeÂ druh Daphnia pulex.
Jedinci musõÂ byÂt na zacÏaÂtku zkousÏky mladsÏõÂ nezÏ 24 hodin, laboratorneÏ odchovanõÂ,
bez zjevnyÂch nemocõÂ, znaÂmeÂho puÊ vodu (naprÏ. chov - prÏedchozõÂ osÏetrÏenõÂ,
manipulace).

1. 6. 4 ProvedenõÂ zkousÏky
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PrÏed vlastnõÂ zkousÏkou je mozÏneÂ proveÂst prÏedbeÏ zÏnou zkousÏku. Touto prÏedbeÏ zÏnou
zkousÏkou se zjisÏt'ujõÂ informace o rozsahu koncentracõÂ, ktereÂ je mozÏneÂ pouzÏõÂt ve
vlastnõÂ zkousÏce.

Mimo zkousÏky s ruÊ znyÂmi koncentracemi zkousÏeneÂ laÂtky je trÏeba proveÂst kontrolnõÂ
zkousÏku bez zkousÏeneÂ laÂtky a kontrolnõÂ zkousÏku s nosicÏem, pokud se neÏ jakyÂ prÏi
zkousÏenõÂ pouzÏõÂvaÂ .

Dafnie se exponujõÂ zkousÏeneÂ laÂtce, jak je popsaÂno daÂle:

Doba:
NejleÂpe 48 hodin.

PocÏet jedincuÊ :
NejmeÂneÏ 20 na kazÏdou koncentraci, nejleÂpe rozdeÏ leneÏ ve 4 skupinaÂch po
5 dafniõÂch nebo ve 2 skupinaÂch po 10 dafniõÂch.

MnozÏstvõÂ meÂdia:
NejmeÂneÏ 2 ml zkusÏebnõÂho roztoku na 1 dafnii.

Koncentrace prÏi zkousÏce:
ZkusÏebnõÂ roztok je trÏeba prÏipravit bezprostrÏedneÏ prÏed nasazenõÂm dafniõÂ,
pokud mozÏno jen s vodou jako jedinyÂm rozpousÏteÏ dlem. Koncentrace se
prÏipravõÂ jako geometrickaÂ rÏada s cÏinitelem neprÏevysÏujõÂcõÂm 2,2. Spolu
s kontrolnõÂ zkousÏkou je trÏeba pouzÏõÂt koncentrace, ktereÂ dostacÏujõÂ k vyvolaÂnõÂ
0 % a 100 % neschopnosti plavaÂnõÂ, jakozÏ i rÏadu koncentracõÂ mezi teÏ mito
hodnotami, umozÏnÏ ujõÂcõÂ vyÂpocÏet hodnoty EC50 pro 48 hodin.

Voda: Viz 1. 6. 1. 2.

SveÏtlo: ZÏ aÂdoucõÂ je cyklus sveÏ tla a tmy.

Teplota: Teplota musõÂ byÂt v rozmezõÂ od 18 oC do 22 oC. Pro kazÏdou jednotlivou
zkousÏku maÂ vsÏak zuÊ stat konstantnõÂ v mezõÂch + 1 oC.

ProvzdusÏnÏ ovaÂnõÂ: ZkusÏebnõÂ roztoky je trÏeba provzdusÏnÏ ovat jen lehce. NesmõÂ byÂt
provzdusÏnÏ ovaÂny probublaÂvaÂnõÂm.

KrmenõÂ: ZÏ aÂdneÂ.

Na konci zkousÏky je trÏeba stanovit pH a obsah rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku pro kontrolnõÂ
zkousÏky a pro kazÏdou koncentraci. Hodnota pH zkusÏebnõÂch roztokuÊ se nesmõÂ
zmeÏ nit.

TeÏ kaveÂ sloucÏeniny je trÏeba zkousÏet v uzavrÏenyÂch naÂdobaÂch naplneÏ nyÂch po okraj,
dostatecÏneÏ velkyÂch, aby se vyloucÏil nedostatek kyslõÂku.

Dafnie se pozorujõÂ nejpozdeÏ ji po 24 hodinaÂch a znovu po 48 hodinaÂch expozicÏnõÂ
doby.

LimitnõÂ zkousÏka

S vyuzÏitõÂm postupuÊ popsanyÂch v teÂto metodice se muÊ zÏe provaÂdeÏ t limitnõÂ zkousÏka prÏi
100 mg.l-1 za uÂcÏelem prokaÂzaÂnõÂ faktu, zÏe EC50 je vysÏsÏõÂ nezÏ tato koncentrace.

JestlizÏe je povaha zkousÏeneÂ laÂtky takovaÂ, zÏe nelze dosaÂhnout ve vodeÏ koncentrace
100 mg.l-1, meÏ la by byÂt provedena limitnõÂ zkousÏka prÏi koncentraci odpovõÂdajõÂcõÂ
rozpustnosti teÂto laÂtky (nebo prÏi maximaÂlnõÂ koncentraci, kdy laÂtka vytvaÂrÏõÂ stabilnõÂ
disperzi) v pouzÏiteÂm meÂdiu (viz takeÂ bod 1. 6. 1. 1).
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LimitnõÂ zkousÏka by meÏ la byÂt provaÂdeÏ na na 20 dafniõÂch, rozdeÏ lenyÂch do 4 skupin, se
stejnyÂm pocÏtem v kontrolnõÂ skupineÏ . JestlizÏe dojde k imobilizaci, musõÂ se proveÂst
uÂplneÂ zkousÏenõÂ.

2 UÂ DAJE A VYHODNOCENIÂ

Neschopnost plavaÂnõÂ pro kazÏdou koncentraci po 24 a 48 hodinaÂch expozicÏnõÂ doby
se vynese na papõÂr s pravdeÏ podobnostnõÂm rastrem proti koncentraci. Body se
propojõÂ prÏõÂmkou. OdecÏte se koncentrace, kteraÂ odpovõÂdaÂ 50 %-nõÂmu uÂcÏinku.

Pro kazÏdou dobu pozorovaÂnõÂ se stanovõÂ standardnõÂmi metodami, pokud to dovolujõÂ
zõÂskaneÂ uÂdaje, EC50 a rozsah jejõÂ spolehlivosti (P = 0,05) ;vyÂsledky se zaokrouhlujõÂ
na jedno nebo nejvyÂsÏe na dveÏ vyÂznamnaÂ mõÂsta ( prÏõÂklad zaokrouhlovaÂnõÂ na dveÏ
mõÂsta: 170 pro 173,5; 0,13 pro 0,127; 1,2 pro 1,21)

Pokud je pruÊ beÏ h krÏivky zaÂvislosti uÂcÏinku na koncentraci pro vyÂpocÏet EC50 prÏõÂlisÏ
strmyÂ, stacÏõÂ grafickyÂ odhad teÂto hodnoty.

VyvolaÂvajõÂ-li dveÏ po sobeÏ naÂsledujõÂcõÂ koncentrace, ktereÂ se lisÏõÂ o cÏinitele 2,2,
neschopnost plavaÂnõÂ 0 % a 100 %, pak je to postacÏujõÂcõÂm pruÊ kazem toho, zÏe EC50

lezÏõÂ v teÂto oblasti.

Pokud se pozoruje, zÏe nenõÂ mozÏneÂ zachovat stabilitu nebo homogenitu zkousÏeneÂ
laÂtky, je to trÏeba uveÂst ve zpraÂveÏ z experimentu a prÏõÂslusÏnyÂm zpuÊ sobem to zohlednit
prÏi interpretaci vyÂsledkuÊ .

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

ZaÂveÏ recÏnaÂ zpraÂva maÂ, je-li to mozÏneÂ , obsahovat:

- uÂdaje o pouzÏityÂch organismech (veÏ deckyÂ naÂzev, kmen, chovatel nebo
zdroj odbeÏ ru, zachaÂzenõÂ prÏed zkousÏkou, metoda odchovu vcÏetneÏ puÊ vodu,
druh a mnozÏstvõÂ potravy, frekvence krmenõÂ),

- pocÏet dafniõÂ pouzÏityÂch prÏi kazÏdeÂ zkusÏebnõÂ koncentraci,

- prÏehled pouzÏityÂch koncentracõÂ a vesÏkereÂ informace, ktereÂ jsou k dispozici o
stabiliteÏ zkousÏeneÂ laÂtky v pouzÏityÂch roztocõÂch,

- popis experimentaÂlnõÂch naÂdob, objem prÏõÂslusÏneÂho zkusÏebnõÂho meÂdia,
pocÏet jedincuÊ na naÂdobu,

- prÏi provaÂdeÏ nõÂ chemickyÂch analyÂz uÂdaj o pouzÏityÂch metodaÂch a vyÂsledky,

- puÊ vod zrÏed'ovacõÂ vody a jejõÂ nejduÊ lezÏiteÏ jsÏõÂ chemickeÂ vlastnosti (pH, teplota,
tvrdost),

- metody prÏõÂpravy zaÂkladnõÂch a zkusÏebnõÂch roztokuÊ v prÏõÂpadeÏ zkousÏenõÂ ve
vodeÏ maÂlo rozpustneÂ laÂtky,

- koncentrace vsÏech nosicÏuÊ (organickaÂ rozpousÏteÏ dla, dispergacÏnõÂ cÏinidla,
apod.),

- pomeÏ ry osveÏ tlenõÂ,

- nejvysÏsÏõÂ pouzÏitaÂ zkusÏebnõÂ koncentrace, prÏi ktereÂ v pruÊ beÏ hu zkousÏky nedosÏlo
k inhibici dafniõÂ,

- nejnizÏsÏõÂ pouzÏitaÂ zkusÏebnõÂ koncentrace, prÏi ktereÂ v pruÊ beÏ hu zkousÏky dosÏlo ke
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100 % inhibici dafniõÂ,

- tabulku kumulativnõÂ neschopnosti plavaÂnõÂ prÏi kontrolnõÂ zkousÏce, prÏi
kontrolnõÂm zkousÏce s nosicÏem a prÏi kazÏdeÂ zkusÏebnõÂ koncentraci
v doporucÏenyÂch intervalech pozorovaÂnõÂ (24 hodin nebo 24 a 48 hodin),

- hodnoty EC50 v kazÏdeÂm doporucÏeneÂm intervalu pozorovaÂnõÂ (pokud
mozÏno s 95 % mezõÂ spolehlivosti),

- grafickeÂ znaÂzorneÏ nõÂ krÏivky zaÂvislosti uÂcÏinku na koncentraci na konci zkousÏky,

- je-li to mozÏneÂ , stoupaÂnõÂ a 95 % mez spolehlivosti,

- pouzÏiteÂ statistickeÂ metody stanovenõÂ hodnot EC50,

- koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku, hodnoty pH, teplota v roztocõÂch prÏi
testu,

- prÏi pouzÏitõÂ referencÏnõÂ laÂtky uÂdaj o vyÂsledcõÂch,

- duÊ kaz, zÏe byla splneÏ na kriteÂria kvality,

- popis vybavenõÂ,

- vyÂsledky limitnõÂho zkousÏky.
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PRÏ IÂLOHA 1

UpravenaÂ voda

PrÏõÂklad vhodneÂ zrÏed'ovacõÂ vody (podle ISO 6341)

VsÏechny chemikaÂlie musõÂ byÂt analytickeÂ cÏistoty.

Voda musõÂ byÂt kvalitnõÂ destilovanaÂ nebo deionizovanaÂ s vodivostõÂ mensÏõÂ nezÏ
5 mS.cm-1.

DestilacÏnõÂ prÏõÂstroj nesmõÂ obsahovat zÏaÂdneÂ meÏ deÏ neÂ cÏaÂsti.

ZaÂkladnõÂ roztoky:

CaCl2. 2H2O - dihydraÂt chloridu vaÂpenateÂho 11, 76 g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.

MgSO4 . 7H2O - heptahydraÂt sõÂranu horÏecÏnateÂho 4, 93g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.

NaHCO3 - hydrogenuhlicÏitan sodnyÂ 2, 59 g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.

KCl - chlorid draselnyÂ 0, 23 g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.

UpravenaÂ zrÏed'ovacõÂ voda

SmõÂsõÂ se po 25 ml vsÏech cÏtyrÏ zaÂkladnõÂch roztokuÊ a doplnõÂ se vodou na 1 litr.
ProvzdusÏnÏ uje se tak dlouho, azÏ koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku odpovõÂdaÂ
koncentraci nasycenõÂ vzdusÏnyÂm kyslõÂkem.

Hodnota pH musõÂ cÏinit 7,8 + 0,2.

Pokud je trÏeba, upravõÂ se pH pomocõÂ NaOH (hydroxidem sodnyÂm) nebo HCl
(kyselinou chlorovodõÂkovou).

Tato zrÏed'ovacõÂ voda se nechaÂ 12 hodin staÂt bez dalsÏõÂho provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ.

UÂ hrn iontuÊ Ca a Mg v tomto roztoku cÏinõÂ 2,5 mmol.l-1. PomeÏ r iontuÊ
Ca : Mg cÏinõÂ 4 : 1 a pomeÏ r iontuÊ Na : K cÏinõÂ 10 : 1. CelkovaÂ alkalita tohoto roztoku
cÏinõÂ 0,8 mmol.l-1.

OdchylnaÂ prÏõÂprava zrÏed'ovacõÂ vody nesmõÂ zmeÏ nit slozÏenõÂ ani vlastnosti vody.
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PRÏ IÂLOHA 2

Souhrn vyÂsledkuÊ EEC kruhoveÂho testu provaÂdeÏneÂho v roce 1978 (2).

UpozorneÏ nõÂ: uÂcÏelem tohoto kruhoveÂho testu bylo stanovenõÂ EC50 24 hod.

PouzÏiteÂ laÂtky:

1) Dichroman draselnyÂ
2) Kyselina tetrapropylbenzensulfonovaÂ
3) Kyselina tetrapropylbenzensulfonovaÂ, sodnaÂ suÊ l
4) Kyselina trichloro-2, 4, 5 - fenoxyoctovaÂ , draselnaÂ suÊ l

LaÂtka PocÏet uÂcÏastnõÂcõÂch
se laboratorÏõÂ

PocÏet vyÂsledkuÊ EC50 24 hod.
mg.l-1

1 46 129 1,5

2 36 108 27

3 31 84 27

4 32 72 770
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PRÏ IÂLOHA 3

PrÏõÂklad zaÂvislosti procenta imobilizace dafniõÂ na koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky
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III ZKOUSÏ KA INHIBICE RUÊ STU RÏ AS

1 METODA

1. 1 UÂ VOD

CõÂlem zkousÏky je urcÏenõÂ vlivu laÂtky na ruÊ st jednobuneÏ cÏnyÂch zelenyÂch rÏas. RelativneÏ
kraÂtkodobeÂ pokusy (72 hodin) mohou byÂt pouzÏity na zhodnocenõÂ uÂcÏinkuÊ na neÏ kolik
generacõÂ rÏas. Tato metoda muÊ zÏe byÂt upravena pro pouzÏitõÂ na neÏ kolika druzõÂch rÏas,
prÏicÏemzÏ protokol o zkousÏce musõÂ obsahovat popis metodiky.

Metoda je vhodnaÂ zejmeÂna pro stabilnõÂ laÂtky rozpustneÂ za podmõÂnek zkousÏky ve
vodeÏ .

Metoda je pouzÏitelnaÂ pro laÂtky, ktereÂ prÏimo neinterferujõÂ s meÏ rÏenõÂm ruÊ stu rÏas.
Pokud je to mozÏneÂ , je zÏaÂdoucõÂ mõÂt jesÏteÏ prÏed zacÏaÂtkem testu informace o
rozpustnosti laÂtky ve vodeÏ , o tenzi par, o chemickeÂ stabiliteÏ , o disociacÏnõÂch
konstantaÂch a o biologickeÂ rozlozÏitelnosti odbouratelnosti laÂtky

Jak prÏi plaÂnovaÂnõÂ zkousÏky, tak prÏi interpretaci vyÂsledkuÊ by meÏ ly byÂt braÂny v uÂvahu
dalsÏõÂ informace (naprÏ. strukturnõÂ vzorec, stupenÏ cÏistoty laÂtky, podstata a procento
znecÏisÏteÏ nõÂ laÂtky, prÏõÂtomnost a mnozÏstvõÂ aditiv, rozdeÏ lovacõÂ koeficient
n-oktanol/voda).

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

Hustota buneÏ k: pocÏet buneÏ k na 1 ml.

RuÊ st: zvysÏovaÂnõÂ hustoty buneÏ k beÏ hem doby trvaÂnõÂ zkousÏky.

Rychlost ruÊ stu: prÏõÂruÊ stek hustoty buneÏ k za jednotku cÏasu.

EC50: koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky, kteraÂ inhibuje ruÊ st buneÏ k nebo snizÏuje ruÊ stovou
rychlost o 50 % ve srovnaÂnõÂ s kontrolou.

NOEC (no observed effect concentration): je nejvysÏsÏõÂ zkoumanaÂ koncentrace, prÏi
ktereÂ nedochaÂzõÂ k zÏaÂdneÂmu statisticky zjistitelneÂmu snõÂzÏenõÂ ruÊ stu nebo
ruÊ stoveÂ rychlosti ve srovnaÂnõÂ s kontrolou.

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

ReferencÏnõÂ laÂtka muÊ zÏe byÂt pouzÏita jako prostrÏedek na oveÏ rÏenõÂ faktu, zÏe za
laboratornõÂch podmõÂnek zkousÏky se citlivost zkusÏebnõÂch organizmuÊ vyÂznamneÏ
nezmeÏ nila.

PouzÏitõÂ referencÏnõÂ laÂtky je nutneÂ uveÂst do protokolu o zkousÏce. Jako referencÏnõÂ laÂtka
muÊ zÏe byÂt pouzÏit dichroman draselnyÂ, ale jeho barva muÊ zÏe ovlivnit kvalitu a intenzitu
sveÏ tla dostupneÂho bunÏ kaÂm a takeÂ spektrofotometrickaÂ meÏ rÏenõÂ. Dichroman draselnyÂ
byl pouzÏit v mezinaÂrodnõÂch mezilaboratornõÂch zkousÏkaÂch (viz.(3) a prÏõÂloha 2).

1. 4 PRINCIP METODY

Za uÂcÏelem prokaÂzaÂnõÂ, zÏe EC50 je vysÏsÏõÂ nezÏ 100 mg.l-1 je mozÏneÂ proveÂst limitnõÂ
zkousÏku prÏi teÂto koncentraci.
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ExponencielneÏ rostoucõÂ kultury vybranyÂch zelenyÂch rÏas jsou vystaveny uÂcÏinku
ruÊ znyÂch koncentracõÂ zkousÏeneÂ laÂtky za definovanyÂch podmõÂnek.

ZkousÏeneÂ roztoky se inkubujõÂ 72 hodin, beÏ hem nichzÏ se meÏ rÏõÂ hustota buneÏ k
v kazÏdeÂm roztoku prÏinejmensÏõÂm kazÏdyÂch 24 hodin. Je stanovovaÂna inhibice ruÊ stu ve
vztahu ke kontrolnõÂ kulturÏe.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

KriteÂria kvality se vztahujõÂ na limitnõÂ zkousÏku i na uÂplnou zkousÏku.

Hustota buneÏ k v kontrolnõÂch kulturaÂch by se meÏ la zvyÂsÏit prÏinejmensÏõÂm sÏestnaÂctkraÂt
za 3 dny.

Koncentrace zkousÏenyÂch laÂtek by se meÏ la udrzÏet v rozmezõÂ 80 % puÊ vodnõÂ
koncentrace po celou dobu trvaÂnõÂ zkousÏky.

U laÂtek, ktereÂ se lehce rozpousÏteÏ jõÂ ve zkusÏebnõÂm meÂdiu a daÂvajõÂ stabilnõÂ roztoky
(neteÏ kajõÂ, nerozklaÂdajõÂ se , nehydrolyzujõÂ cÏi adsorbujõÂ), se pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace
muÊ zÏe poklaÂdat za ekvivalentnõÂ s nominaÂlnõÂ koncentracõÂ. To, zÏe se koncentrace
udrzÏela na urcÏiteÂ uÂ rovni po celou dobu zkousÏky a zÏe kriteÂria kvality byla dodrzÏena,
musõÂ byÂt dokladovaÂno.

Pro laÂtky, ktereÂ jsou:

(i) slabeÏ rozpustneÂ ve zkusÏebnõÂm meÂdiu, nebo
(ii) schopneÂ vytvaÂrÏet stabilnõÂ emulze nebo disperze, nebo
(iii) nestabilnõÂ vodneÂ roztoky,

musõÂ byÂt pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace braÂna jako koncentrace nameÏ rÏenaÂ na zacÏaÂtku
zkousÏky. Koncentrace musõÂ byÂt stanovovaÂna po jejõÂm ustaÂ lenõÂ.

Ve vsÏech prÏõÂpadech se musõÂ provaÂdeÏ t dalsÏõÂ meÏ rÏenõÂ koncentrace beÏ hem zkousÏky za
uÂcÏelem stanovenõÂ aktuaÂlnõÂ expozicÏnõÂ koncentrace a kontroly dodrzÏenõÂ kriteÂriõÂ kvality.

Je znaÂmo, zÏe podstatnaÂ cÏaÂst zkousÏeneÂ laÂtky se muÊ zÏe beÏ hem zkousÏky zabudovat do
biomasy rÏas. Proto by se za uÂcÏelem prokaÂzaÂnõÂ dodrzÏenõÂ kriteÂriõÂ kvality meÏ lo braÂt
v uÂvahu jak mnozÏstvõÂ laÂtky inkorporovaneÂ do biomasy rÏas, tak laÂtka v roztoku
(nebo, kdyzÏ to nenõÂ technicky mozÏneÂ zmeÏ rÏit, ve vodnõÂm sloupci). ProtozÏe vsÏak
stanovenõÂ koncentrace laÂtky v biomase rÏas muÊ zÏe prÏedstavovat technickeÂ obtõÂzÏe,
dodrzÏenõÂ kriteÂriõÂ kvality muÊ zÏe byÂt prokaÂzaÂno zmeÏ rÏenõÂm nejvysÏsÏõÂ koncentrace laÂtky
ve zkusÏebnõÂ naÂdobeÏ bez rÏas a stanovenõÂm koncentrace v roztoku (nebo, jestlizÏe to
nenõÂ technicky mozÏneÂ , ve vodnõÂm sloupci) na zacÏaÂtku a na konci zkousÏky.

1. 6 POPIS ZKUSÏ EBNIÂ METODY

1. 6. 1 Reagencie

1. 6. 1. 1 Roztoky zkousÏenyÂch laÂtek

ZaÂkladnõÂ roztoky pozÏadovaneÂ sõÂly jsou prÏipravovaÂny rozpusÏteÏ nõÂm laÂtky
v deionizovaneÂ vodeÏ nebo vodeÏ podle odstavce 1. 6. 1. 2.

ZvoleneÂ koncentrace jsou prÏipravovaÂny prÏidaÂnõÂm odpovõÂdajõÂcõÂho mnozÏstvõÂ laÂtky k
prÏedkulturaÂm rÏas (viz prÏõÂloha 1).
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LaÂtky by meÏ ly byÂt zkousÏeny azÏ do hranice jejich rozpustnosti. Abychom si zajistili,
zÏe bude dosazÏena maximaÂlnõÂ rozpustnaÂ/stabilnõÂ koncentrace je mozÏneÂ u neÏ kteryÂch
laÂtek (naprÏ. s nõÂzkou rozpustnostõÂ ve vodeÏ , nebo vysokyÂm Pow , nebo spõÂsÏe tvorÏõÂcõÂch
stabilnõÂ disperze nezÏ praveÂ roztoky ve vodeÏ ) proveÂst zkousÏku prÏi koncentraci vysÏsÏõÂ
nezÏ je hranice rozpustnosti,. Je ovsÏem nutneÂ, aby tato koncentrace jinak
nenarusÏovala systeÂm (naprÏ. vytvorÏenõÂm filmu na hladineÏ braÂnõÂcõÂm okyslicÏenõÂ vody,
atd).

Pro prÏõÂpravu zaÂkladnõÂch roztokuÊ laÂtek s nõÂzkou rozpustnostõÂ ve vodeÏ se mohou
pouzÏõÂt ultrazvukovaÂ dispergace, organickaÂ rozpousÏteÏdla cÏi emulgacÏnõÂ laÂtky. KdyzÏ
jsou pouzÏity pomocneÂ laÂtky meÏ ly by vsÏechny zkousÏeneÂ vzorky a koncentrace,
vcÏetneÏ kontrol obsahovat teÏ chto laÂtek stejneÂ mnozÏstvõÂ. Koncentrace pomocnyÂch
laÂtek by meÏ la byÂt minimaÂlnõÂ a v zÏaÂdneÂm prÏõÂpadeÏ by nemeÏ la prÏesaÂhnout 100 mg.l-1

zkousÏeneÂho meÂdia.

ZkousÏka by se meÏ la provaÂdeÏ t bez korekcõÂ pH. DochaÂzõÂ-li k vyÂrazneÂ zmeÏ neÏ pH,
doporucÏuje se proveÂst znovu zkousÏku s korekcõÂ pH a vyÂsledky zaznamenat.
V teÏ chto prÏõÂpadech by meÏ la byÂt hodnota pH zaÂkladnõÂho roztoku prÏizpuÊ sobena pH
rozpousÏteÏ dla (vody), pokud neexistujõÂ specifickeÂ duÊ vody tak neucÏinit. PrÏednost se
daÂvaÂ pouzÏitõÂ HCl a NaOH. PrÏizpuÊ sobenõÂ pH nesmõÂ vyÂznamneÏ ovlivnit koncentraci
zkousÏeneÂ laÂtky v zaÂkladnõÂm roztoku. Vznik chemickeÂ reakce nebo fyzikaÂlnõÂ
precipitace ve zkusÏebnõÂm meÂdiu jako naÂsledek prÏizpuÊ sobenõÂ pH se musõÂ zaznamenat.

1. 6. 1. 2 ZkusÏebnõÂ meÂdium

Voda by meÏ la byÂt kvalitnõÂ destilovanaÂ nebo deionizovanaÂ s vodivostõÂ mensÏõÂ nezÏ 5
mS.cm-1.

DestilacÏnõÂ aparaÂt nesmõÂ obsahovat meÏ deÏ neÂ cÏaÂsti.

DoporucÏovaÂno je naÂsledujõÂcõÂ meÂdium:

PrÏipravõÂ se cÏtyrÏi zaÂsobnõÂ roztoky dle naÂsledujõÂcõÂ tabulky. Tyto roztoky se sterilizujõÂ
membraÂnovou filtracõÂ nebo autoklaÂvovaÂnõÂm a skladujõÂ se v temnu prÏi 4 oC. ZaÂsobnõÂ
roztok cÏ. 4 by se meÏ l sterilizovat pouze membraÂnovou filtracõÂ. RÏ edeÏnõÂm teÏchto
roztokuÊ se zõÂskajõÂ konecÏneÂ zÏivneÂ koncentrace zkusÏebnõÂch roztokuÊ .

ZÏ iviny Koncentrace. KonecÏneÂ koncentrace
zaÂkladnõÂch roztokuÊ zkusÏebnõÂch roztokuÊ

ZaÂsobnõÂ roztok cÏ. 1: makrozÏiviny

NH4Cl 1,5 g.l-1 15 mg.l-1

MgCl2 . 6H2O 1,2 g.l-1 12 mg.l-1

CaCl2 . 2H2O 1,8 g.l-1 18 mg.l-1

MgSO4 . 7H2O 1,5 g.l-1 15 mg.l-1

KH2PO4 0,16 g.l-1 1,6 mg.l-1

ZaÂsobnõÂ roztok cÏ. 2: Fe - EDTA

FeCl3 . 6H2O 80 mg.l-1 0,08 mg.l-1

Na2EDTA . 2H2O 100 mg.l-1 0,1 mg.l-1
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ZÏ iviny Koncentrace. KonecÏneÂ koncentrace
zaÂkladnõÂch roztokuÊ zkusÏebnõÂch roztokuÊ

ZaÂsobnõÂ roztok cÏ. 3: stopoveÂ prvky

H3BO3 185 mg.l-1 0,185 mg.l-1

MnCl2 . 4H2O 415 mg.l-1 0,415 mg.l-1

ZnCl2 3 mg.l-1 3 . 10-3mg.l-1

CoCl2 . 6H2O 1,5 mg.l-1 1,5 . 10-3mg.l-1

CuCl2 . 2H2O 0,01 mg.l-1 1. 10-5 mg.l-1

Na2MoO4 . 2H2O 7 mg.l-1 7 . 10-3mg.l-1

ZaÂsobnõÂ roztok cÏ. 4: NaHCO3

NaHCO3 50 g.l-1 50 mg.l-1

Po provzdusÏneÏ nõÂ by meÏ lo mõÂt zÏivneÂ meÂdium hodnotu pH prÏiblizÏneÏ 8.

1. 6. 2 PrÏõÂstroje

- beÏ zÏneÂ laboratornõÂ vybavenõÂ.

- kultivacÏnõÂ banÏ ky o vhodneÂm objemu (naprÏ. Erlenmayerovy banÏ ky o
objemu 250 ml se 100 ml zkousÏeneÂho roztoku). VsÏechny pouzÏõÂvaneÂ
banÏ ky by meÏ ly byÂt identickeÂ co se tyÂcÏe materiaÂ lu a rozmeÏ ruÊ .

- kultivacÏnõÂ zarÏõÂzenõÂ: klimatizovanaÂ mõÂstnost nebo box s teplotou 21 - 25 oC
+ 2 oC a staÂlyÂm osveÏ tlenõÂm ve spektraÂ lnõÂm rozsahu vlnovyÂch deÂlek od 400
do 700 nm. JestlizÏe rÏasy v kontrolnõÂch kulturaÂch dosaÂhnou doporucÏeneÂ rychlosti
ruÊ stu, muÊ zÏeme prÏedpoklaÂdat, zÏe podmõÂnky pro jejich ruÊ st, vcÏetneÏ intenzity
sveÏ tla jsou odpovõÂdajõÂcõÂ.

PrÏi pruÊ meÏ rnyÂch hladinaÂch zkousÏenyÂch roztokuÊ se doporucÏuje pouzÏõÂt
sveÏ telnou intenzitu v rozmezõÂ 60 - 120 mE.m-2. s-1 (35 - 70 . 1018 fotonuÊ .
m-2. s-1) prÏi meÏ rÏenõÂ vhodnyÂm zarÏõÂzenõÂm v rozsahu 400 - 700 nm. PrÏi
meÏ rÏenõÂ intenzity luxmetry je vyhovujõÂcõÂ oblast 6000 - 10 000 lx.
TeÂto sveÏ telneÂ intenzity lze dosaÂhnout umõÂsteÏ nõÂm cÏtyrÏ azÏ sedmi 30 W
zaÂrÏivek univerzaÂlnõÂho bõÂleÂho typu (barevnaÂ teplota prÏiblizÏneÏ 4 300 K) ve
vzdaÂlenosti 0,35 m od kultury rÏas.

- meÏ rÏenõÂ hustoty buneÏ k by se meÏ lo provaÂdeÏ t prÏõÂmyÂm pocÏõÂtaÂnõÂm zÏivyÂch
buneÏ k, naprÏ. pomocõÂ mikroskopu a pocÏõÂtacõÂch komuÊ rek. Za prÏedpokladu
dostatecÏneÂ citlivosti a korelace s buneÏ cÏnou hustotou mohou byÂt pouzÏity i dalsÏõÂ
postupy (fotometrie, turbidimetrie, ...).

1. 6. 3 ZkusÏebnõÂ organismy

PrÏedpoklaÂdaÂ se, zÏe pouzÏiteÂ druhy zelenyÂch rÏas jsou rychle rostoucõÂ, vhodneÂ pro
kultivaci a zkousÏenõÂ. DoporucÏovaÂny jsou zejmeÂna naÂsledujõÂcõÂ druhy:

- Selenastrum capricornutum, naprÏ. ATCC 22662 nebo CCAP 278/4,
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- Scenedesmus subspicatus, naprÏ.86, 81 SAG.

PoznaÂmka:
ATCC = American Type Culture Collection (U.S.A)
CCAP = Culture Centre of Algae and Protozoa (U.K.)
SAG = Collection of algal culture (GoÈ ttingen, F.R.G.)

PouzÏitõÂ jineÂho druhu rÏas musõÂ byÂt uvedeno ve zpraÂveÏ .

1.6.4 Postup zkousÏky

KoncentracÏnõÂ rozmezõÂ, ve ktereÂm je uÂcÏinky laÂtek nejleÂpe zjisÏt'ovat, se urcÏõÂ orientacÏnõÂ
zkousÏkou.

Dva zpuÊ soby meÏ rÏenõÂ ruÊ stu (biomasa a rychlost ruÊ stu) mohou poskytovat zcela
rozdõÂlneÂ mõÂry inhibice ruÊ stu; v orientacÏnõÂ vyhledaÂvacõÂ zkousÏce se pouzÏijõÂ oba, aby
mohlo byÂt umozÏneÏ no se ubezpecÏit, zÏe geometrickyÂ ruÊ st koncentrace dovolõÂ
odhadnout jak EbC50 tak Er C50.

PocÏaÂtecÏnõÂ hustota buneÏk

DoporucÏuje se, aby pocÏaÂtecÏnõÂ hustota buneÏ k rÏasy Selenastrum capricornutum a rÏasy
Scenedesmus subspicatus ve zkusÏebnõÂch roztocõÂch byla prÏiblizÏneÏ 104 buneÏ k.ml-1.
PouzÏije-li se jinyÂ druh rÏasy, meÏ la by byÂt pocÏaÂtecÏnõÂ hustota biomasy srovnatelnaÂ .

Koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky

Do zkousÏky se nasazuje nejmeÂneÏ peÏ t ruÊ znyÂch koncentracõÂ zkousÏeneÂ laÂtky
v geometrickeÂ rÏadeÏ s koeficientem neprÏevysÏujõÂcõÂm 2,2. NejnizÏsÏõÂ pouzÏitaÂ koncentrace
by nemeÏ la vykazovat zÏaÂdnyÂ pozorovatelnyÂ uÂcÏinek na ruÊ st rÏas. NejvysÏsÏõÂ zkousÏenaÂ
koncentrace by meÏ la omezit ruÊ st ve srovnaÂnõÂ s kontrolnõÂ zkousÏkou nejmeÂneÏ o 50 %,
nejleÂpe kdyzÏ zastavõÂ ruÊ st zcela.

OpakovaÂnõÂ a kontroly

PlaÂn zkousÏky musõÂ zahrnovat trÏi opakovaÂnõÂ kazÏdeÂ zkusÏebnõÂ koncentrace, trÏi kontroly
a je-li pouzÏita pomocnaÂ laÂtka teÂzÏ trÏi kontroly s prÏõÂdavkem teÂto laÂtky. Je-li pro to
duÊ vod, muÊ zÏe byÂt plaÂn zkousÏky upraven tak, zÏe se pouzÏije võÂce koncentracÏnõÂch
uÂrovnõÂ a snõÂzÏõÂ se pocÏet opakovaÂnõÂ zkousÏky v kazÏdeÂ nasazeneÂ koncentraci.

ProvedenõÂ zkousÏky

ZkusÏebnõÂ roztoky o urcÏiteÂ koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky se prÏipravõÂ smõÂchaÂnõÂm
narÏedeÏneÂho mnozÏstvõÂ zaÂsobnõÂho roztoku zkousÏeneÂ laÂtky s roztokem zÏivin, inokula a
vody (viz prÏõÂloha).

KultivacÏnõÂ banÏ ky se protrÏepajõÂ a umõÂstõÂ se do kultivacÏnõÂho zarÏõÂzenõÂ. RÏ asoveÂ bunÏ ky se
udrzÏujõÂ v suspenzi trÏepaÂnõÂm, mõÂchaÂnõÂm nebo probublaÂvaÂnõÂm vzduchem, cÏõÂmzÏ se
zlepsÏuje vyÂmeÏ na plynuÊ a zmensÏujõÂ se zmeÏ ny pH zkusÏebnõÂch roztokuÊ . Kultury se
inkubujõÂ prÏi teploteÏ 21 - 25 oC udrzÏovaneÂ s prÏesnostõÂ + 2 o C.

Hustota buneÏ k se v kazÏdeÂ banÏ ce odecÏõÂtaÂ nejmeÂneÏ po 24, 48 a 72 h po zahaÂjenõÂ
zkousÏky. PouzÏõÂvaÂ-li se k meÏ rÏenõÂ hustoty buneÏ k jineÂ metody nezÏ je jejich prÏõÂmeÂ
pocÏõÂtaÂnõÂ pouzÏije se jako srovnaÂvacõÂ vzorek filtrovanyÂ rÏasovyÂ roztok obsahujõÂcõÂ
prÏõÂslusÏnou koncentraci zkousÏeneÂ chemikaÂlie.

pH se meÏ rÏõÂ na zacÏaÂtku zkousÏky a po 72 hodinaÂch.

Hodnota pH by se nemeÏ la beÏ hem zkousÏky zmeÏ nit võÂc jak o 1,5 jednotky.
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ZkousÏenõÂ teÏkavyÂch laÂtek

V soucÏasneÂ dobeÏ neexistuje obecneÏ prÏijatelnyÂ zpuÊ sob zkousÏenõÂ teÏ kavyÂch laÂtek. Je-li
znaÂmo, zÏe maÂ laÂtka tendenci se snadno vyparÏovat, mohou byÂt pouzÏity uzavrÏeneÂ
kultivacÏnõÂ naÂdoby se zveÏ tsÏenyÂm parnõÂm prostorem. PrÏi stanovovaÂnõÂ objemu parnõÂho
prostoru kultivacÏnõÂch baneÏ k se musõÂ zohlednit potrÏeba odvodu CO2 ze zkousÏeneÂho
roztoku. Byla navrzÏena rÏada variant teÂto metody (4).

MeÏ la by byÂt vyvinuta snaha o stanovenõÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ laÂtky, kteraÂ v roztoku
zuÊ stala. V kazÏdeÂm prÏõÂpadeÏ by meÏ ly byÂt vyÂsledky zkousÏenõÂ teÏ kavyÂch laÂtek
v uzavrÏenyÂch systeÂmech mimorÏaÂdneÏ opatrneÏ .

LimitnõÂ zkousÏka

S vyuzÏitõÂm postupuÊ popsanyÂch v teÂto metodice se muÊ zÏe provaÂdeÏ t limitnõÂ zkousÏka prÏi
100 mg.l-1 za uÂcÏelem prokaÂzaÂnõÂ skutecÏnosti, zÏe EC50 je vysÏsÏõÂ nezÏ tato koncentrace.

JestlizÏe je povaha zkousÏeneÂ laÂtky takovaÂ, zÏe nelze ve vodeÏ dosaÂhnout koncentrace
100 mg.l-1, meÏ la by byÂt provedena limitnõÂ zkousÏka prÏi koncentraci odpovõÂdajõÂcõÂ
rozpustnosti teÂto laÂtky v pouzÏiteÂm meÂdiu (nebo prÏi maximaÂlnõÂ koncentraci, kdy laÂtka
vytvaÂrÏõÂ stabilnõÂ disperzi) (viz takeÂ bod 1. 6. 1. 1).

LimitnõÂ zkousÏka by meÏ la byÂt provaÂdeÏ na minimaÂlneÏ ve trÏech vzorcõÂch se stejnyÂm
pocÏtem kontrol. LimitnõÂ zkousÏkou by meÏ ly byÂt stanoveny obeÏ meÏ rÏõÂtka ruÊ stu
(biomasa a rychlost ruÊ stu).

V prÏõÂpadeÏ , zÏe se limitnõÂ zkousÏkou prokaÂzÏe pokles ruÊ stu biomasy nebo rychlosti ruÊ stu
o 25 % a võÂce ve srovnaÂnõÂ s kontrolnõÂmi vzorky, je nutneÂ proveÂst uÂplneÂ zkousÏenõÂ.

2 DATA A VYHODNOCENIÂ

NameÏrÏeneÂ hustoty buneÏ k ve zkusÏebnõÂ kulturÏe a v kontrolaÂch jsou spolu s prÏõÂslusÏnyÂmi
koncentracemi a sledovanyÂmi parametry zapisovaÂny do tabulek. SestrojõÂ se ruÊ stovaÂ
krÏivka pro kazÏdou zkousÏenou koncentraci a kontrolu v podobeÏ grafu strÏednõÂ hustoty
buneÏ k v zaÂvislosti na cÏase.

Vztah mezi koncentracõÂ a uÂcÏinkem je stanovovaÂn dveÏ ma naÂsledujõÂcõÂmi postupy.
NeÏ ktereÂ laÂtky mohou prÏi nõÂzkyÂch koncentracõÂch stimulovat ruÊ st. V uÂvahu by meÏ la
byÂt braÂna jenom data indikujõÂcõÂ inhibici mezi 0 a 100 %.

2. 1 SROVNAÂ NIÂ PLOCH POD RUÊ STOVOU KRÏ IVKOU

Plocha mezi ruÊ stovou krÏivkou a vodorovnou cÏarou N = No se vypocÏõÂtaÂ podle
naÂsledujõÂcõÂ rovnice:

N1 ± N2 N1 + N2 ± 2N0 Nn ± 1 + Nn ± 2N0
A = ÐÐÐÐ . t1 + ÐÐÐÐÐÐÐ .(t2 ± t1)+...+ ÐÐÐÐÐÐÐ± . (tn ± tn ± 1)

2 2 2

kde je

A - plocha
No - pocÏet buneÏ k.ml-1 v cÏase to (na pocÏaÂtku zkousÏky)
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N1 - zmeÏ rÏenaÂ hustota buneÏ k v cÏase t1

Nn - zmeÏ rÏenaÂ hustota buneÏ k v cÏase tn

t1 - doba prvnõÂho meÏ rÏenõÂ od pocÏaÂtku zkousÏky
tn - doba n-teÂho meÏ rÏenõÂ od pocÏaÂtku zkousÏky
n - pocÏet meÏ rÏenõÂ od pocÏaÂtku zkousÏky

Inhibice ruÊ stu v % (IA) pro kazÏdou koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky se vypocÏõÂtaÂ podle
rovnice:

Ac ± At
Ia = ÐÐÐÐ . 100

Ac

kde

Ac = plocha mezi ruÊ stovou krÏivkou kontrolnõÂ zkousÏky a horizontaÂlnõÂ liniõÂ N = N0,
At = plocha mezi ruÊ stovou krÏivkou prÏi koncentraci t a horizontaÂlnõÂ liniõÂ N = N0.

Hodnoty Ia se nanesou na semilogaritmickyÂ nebo na semilogaritmicko-probitovyÂ
papõÂr proti jednotlivyÂm koncentracõÂm. Po vynesenõÂ boduÊ na papõÂr se tyto spojõÂ od
oka nebo vypocÏtenou regresnõÂ prÏõÂmkou.

Hodnota EC50 se odecÏõÂtaÂ na pruÊ secÏõÂku regresnõÂ cÏaÂry a rovnobeÏ zÏky s osou x v bodeÏ
Ia = 50 %. Abychom tuto hodnotu oznacÏili jednoznacÏneÏ podle pouzÏiteÂ metody
vyhodnocenõÂ doporucÏuje se pouzÏõÂt symbol EbC50. DuÊ lezÏiteÂ je, zÏe hodnota EbC50 je
spojena s oznacÏenõÂm prÏõÂslusÏneÂ exposicÏnõÂ doby tj. EbC50 (0-72h).

2. 2 SROVNAÂ NIÂ RYCHLOSTI RUÊ STU

PruÊ meÏ rnaÂ specifickaÂ rychlost ruÊ stu (m) pro exponenciaÂ lneÏ rostoucõÂ kultury se
vypocÏte jako:

1nNn ± 1nN0
m = ÐÐÐÐÐÐ

tn ± t0

kde t0 je cÏas pocÏaÂtku zkousÏky.

Procento inhibice specifickeÂ rychlosti ruÊ stu prÏi kazÏdeÂ koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky
(Imt) se vypocÏte podle vzorce:

mc ± mt
I mt = ÐÐÐÐ . 100

mc

kde

mc = pruÊ meÏ rnaÂ specifickaÂ rychlost ruÊ stu kontrol,
mt = pruÊ meÏ rnaÂ specifickaÂ rychlost ruÊ stu prÏi koncentraci t.

SnõÂzÏenyÂ pruÊ meÏ rnyÂ ruÊ st v % ve srovnaÂnõÂ s kontrolnõÂ hodnotou, prÏi vsÏech
koncentracõÂch zkousÏeneÂ laÂtky se nanese proti logaritmu koncentrace. Z takto
vznikleÂho grafickeÂho znaÂzorneÏ nõÂ lze odecÏõÂst hodnoty EC50. Pro prÏesneÂ oznacÏenõÂ
bodu EC50, zjisÏteÏ neÂho touto metodou se doporucÏuje pouzÏõÂt symbol ErC50. MusõÂ se
uveÂst cÏasy pozorovaÂnõÂ, tzn. hodnoty vztazÏeneÂ k dobaÂm 0 - 72 h se oznacÏõÂ symbolem
ErC50 (0 - 72 h).

PoznaÂmka: SpecifickaÂ rychlost ruÊ stu je logaritmickyÂ vyÂraz, nepatrneÂ zmeÏ ny rychlosti
ruÊ stu mohou odpovõÂdat velkyÂm zmeÏ naÂm biomasy. Hodnoty EbC a ErC jsou proto
numericky nesrovnatelneÂ .
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2. 3 VYÂ POCÏ ET NOEC

Hodnota NOEC se stanovõÂ vhodnou statistickou metodou pro mnohocÏetneÂ
srovnaÂvaÂnõÂ vzorkuÊ (naprÏ. analyÂza variance a DunnettuÊ v test) s vyuzÏitõÂm jednotlivyÂch
hodnot ploch oblastõÂ pod ruÊ stovyÂmi krÏivkami A (viz bod 2. 1) nebo specifickyÂch
rychlostõÂ ruÊ stu m (viz bod 2. 2).

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

Ve zpraÂveÏ je dobreÂ uveÂst, pokud mozÏno naÂsledujõÂcõÂ uÂdaje:

- zkousÏenaÂ laÂtka: uÂdaje o chemickeÂ identifikaci
- zkusÏebnõÂ organismy: puÊ vod, laboratornõÂ kultura, cÏislo kmene, metoda

kultivace
- zkusÏebnõÂ podmõÂnky:

- datum zahaÂjenõÂ a ukoncÏenõÂ zkousÏky, doba zkousÏenõÂ,
- teplota,
- slozÏenõÂ meÂdia,
- kultivacÏnõÂ zarÏõÂzenõÂ,
- hodnoty pH roztoku na pocÏaÂtku a na konci zkousÏky (zmeÏ nõÂ-li se hodnota pH

o võÂce nezÏ 1,5 jednotky, meÏ ly by se uveÂst duÊ vody, procÏ k tomu dosÏlo),
- nosicÏ a metoda rozpousÏteÏ nõÂ zkousÏeneÂ laÂtky, koncentrace nosicÏe ve

zkusÏebnõÂch rostocõÂch,
- intenzita a kvalita sveÏ tla,
- zkoumaneÂ koncentrace (meÏ rÏeneÂ nebo nominaÂlnõÂ).

- vyÂsledky:
- koncentrace buneÏ k v jednotlivyÂch banÏ kaÂch v kazÏdeÂ dobeÏ meÏ rÏenõÂ, metoda

meÏrÏenõÂ koncentrace buneÏ k,
- pruÊ meÏ rneÂ hodnoty koncentrace buneÏ k,
- ruÊ stoveÂ krÏivky,
- grafickeÂ znaÂzorneÏnõÂ vztahu koncentrace - uÂcÏinek,
- hodnoty EC a metoda vyÂpocÏtu,
- NOEC,
- dalsÏõÂ pozorovaneÂ uÂcÏinky.
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PRÏ IÂLOHA 1

PrÏõÂklad postupu pro kultivaci rÏas

ObecneÏ

UÂ cÏelem kultivace daÂle popsanyÂm postupem je zõÂskaÂnõÂ rÏasovyÂch kultur pro zkousÏky
toxicity.

Metody pouzÏiteÂ k tomuto uÂcÏelu musõÂ zarucÏit, aby kultury rÏad nebyly infikovaÂny
bakteriemi (ISO 4833).

Za urcÏityÂch okolnostõÂ mohou byÂt zÏaÂdoucõÂ i axenickeÂ kultury, avsÏak zaÂkladem jsou
jednodruhoveÂ kultury.

Aby nemohlo dojõÂt ke kontaminaci bakteriemi a jinyÂmi rÏasami, provaÂdeÏ jõÂ se vsÏechny
pracovnõÂ kroky za sterilnõÂch podmõÂnek.

Postupy prÏi zõÂskaÂnõÂ rÏasovyÂch kultur

PrÏõÂprava zÏ ivnyÂch roztokuÊ (meÂdia)
MeÂdium muÊ zÏe byÂt prÏipraveno zrÏedeÏnõÂm koncentrovanyÂch zaÂkladnõÂch roztokuÊ zÏivin.
K zõÂskaÂnõÂ pevneÂho meÂdia se prÏidaÂvaÂ 0,8 % agaru. PouzÏiteÂ meÂdium by meÏ lo byÂt
sterilnõÂ. Sterilizace autoklaÂvem muÊ zÏe veÂst ke ztraÂteÏ NH3.

KmenovaÂ kultura
KmenoveÂ kultury jsou maleÂ kultury rÏas, ktereÂ se prÏenaÂsÏejõÂ pravidelneÏ do cÏestveÂho
meÂdia. SlouzÏõÂ jako vyÂchozõÂ zkusÏebnõÂ materiaÂ l. Nejsou-li kultury pravidelneÏ
pouzÏõÂvaÂny, vyocÏkovaÂvajõÂ se na sÏikmyÂ agar a pak se prÏenaÂsÏejõÂ nejmeÂneÏ jednou za dva
meÏ sõÂce do cÏerstveÂho meÂdia.

KmenoveÂ kultury se peÏ stujõÂ v ErlenmayerovyÂch banÏ kaÂch obsahujõÂcõÂch vhodneÂ
medium (prÏiblizÏneÏ objem 100 ml). Jsou-li rÏasy inkubovaÂny prÏi teploteÏ 20 oC a staÂleÂm
osveÏ tlenõÂ, musõÂ se prÏenaÂsÏet kazÏdyÂ tyÂden.

PrÏi prÏeocÏkovaÂnõÂ se prÏenese sterilnõÂ pipetou do banÏ ky s cÏerstvyÂm mediem takoveÂ
mnozÏstvõÂ ¹stareÂª kultury, aby vyÂchozõÂ koncentrace cÏinila u rychle rostoucõÂho druhu
rÏas asi 1/100 koncentrace kultury stareÂ .

Rychlost ruÊ stu daneÂho druhu rÏas lze odecÏõÂst z ruÊ stoveÂ krÏivky. Z teÂto ruÊ stoveÂ krÏivky
lze odhadnout hustotu, prÏi nõÂzÏ musõÂ byÂt kultura prÏenesena do cÏerstveÂho meÂdia. K
tomu musõÂ dojõÂt prÏed faÂzõÂ odumõÂraÂnõÂ kultury.

PrÏedkultura

UÂ cÏelem prÏedkultur je poskytnout dostatecÏneÂ mnozÏstvõÂ rÏas potrÏebnyÂch pro
naocÏkovaÂnõÂ zkusÏebnõÂch kultur. PrÏedkultura se inkubuje za zkusÏebnõÂch podmõÂnek a
pouzÏije se jesÏteÏ beÏ hem exponenciaÂ lnõÂho ruÊ stu, to znamenaÂ obvykle po trÏõÂdennõÂ
inkubacÏnõÂ lhuÊ teÏ . ObsahujõÂ-li kultury rÏas deformovaneÂ nebo abnormaÂlnõÂ bunÏ ky, musõÂ
se vyhodit.
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PRÏ IÂLOHA 2

ISO 8692 - Kvalita vody - RuÊ stovaÂ inhibicÏnõÂ zkousÏka na sladkovodnõÂch rÏasaÂch
Scenedesmus subspicatus uvaÂdõÂ vyÂsledky mezilaboratornõÂch zkousÏek dichromanu
draselneÂho provedenyÂch 16 laboratorÏemi.

PruÊ meÏ ry (mg.l-1) Rozsah (mg.l-1)

ErC50 (0 - 72 hod) 0,84 0,60 - 1,03

EbC50 (0 - 72 hod) 0,53 0,20 - 0,75
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IV STANOVENIÂ SNADNEÂ BIOLOGICKEÂ

ROZLOZÏ ITELNOSTI

I OBECNEÂ UÂ VAHY

I. 1 UÂ VOD

Je popsaÂno sÏest zkusÏebnõÂch metod, ktereÂ umozÏnÏ ujõÂ vyhledaÂvacõÂ posouzenõÂ snadneÂ
biologickeÂ rozlozÏitelnosti chemickyÂch laÂtek v aerobnõÂm vodnõÂm prostrÏedõÂ:

(A) UÂ bytek rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku (DOC)
(B) ModifikovanaÂ vyhledaÂvacõÂ zkousÏka OECD - uÂbytek DOC
(C) UvolnÏ ovaÂnõÂ oxidu uhlicÏiteÂho (CO2) (modifikovanaÂ Sturmova zkousÏka)
(D) ManometrickaÂ respirometrie
(E) ZkousÏka v uzavrÏenyÂch lahvicÏkaÂch
(F) ZkousÏka MITI (Ministerstvo zahranicÏnõÂho obchodu a pruÊ myslu - Japonsko)

ObecneÂ a spolecÏneÂ uÂvahy pro vsÏech sÏest zkousÏek jsou uvedeny v cÏaÂsti I metody.
SpecifickeÂ body jednotlivyÂch metod jsou uvedeny v cÏaÂstech II azÏ VII. PrÏõÂlohy
obsahujõÂ definice, vzorce a orientacÏnõÂ poznaÂmky.

MezilaboratornõÂ srovnaÂvacõÂ pokus OECD, provedenyÂ v roce 1988, ukaÂzal, zÏe
uvedeneÂ metody poskytujõÂ shodneÂ vyÂsledky. V zaÂvislosti na fyzikaÂlnõÂm charakteru
zkousÏeneÂ laÂtky vsÏak muÊ zÏe byÂt v daneÂm prÏõÂpadeÏ nejvhodneÏ jsÏõÂ urcÏitaÂ konkreÂtnõÂ
metoda.

I. 2 VYÂ BEÏ R VHODNEÂ METODY

Pro volbu nejvhodneÏ jsÏõÂ metody jsou nezbytneÂ informace o rozpustnosti, o tenzi par
a o adsorpcÏnõÂ charakteristice daneÂ chemickeÂ laÂtky. Pro vyÂpocÏet teoretickyÂch hodnot
a oveÏ rÏenõÂ nameÏ rÏenyÂch hodnot parametruÊ , naprÏ. TSK, TCO2 , DOC, TOC, CHSK
(viz prÏõÂlohy 1 a 2) je nutneÂ znaÂt chemickou strukturu nebo vzorec.

ZkousÏeneÂ chemickeÂ laÂtky, jejichzÏ rozpustnost ve vodeÏ cÏinõÂ alesponÏ 100 mg.l-1, je
mozÏneÂ zkousÏet vsÏemi metodami za prÏedpokladu, zÏe jsou neteÏ kaveÂ a neadsorbujõÂ se.
Pro laÂtky maÂlo rozpustneÂ ve vodeÏ , teÏ kaveÂ nebo adsorbovatelneÂ jsou vhodneÂ metody
uvedeny v tabulce 1. ZpuÊ sob, kteryÂm je trÏeba zachaÂzet s laÂtkami maÂlo rozpustnyÂmi
ve vodeÏ a teÏ kavyÂmi, je popsaÂn v prÏõÂloze 3. MõÂrneÏ teÏ kaveÂ laÂtky je mozÏneÂ zkousÏet
metodou uÂbytku DOC, pokud ve zkusÏebnõÂch naÂdobaÂch (ktereÂ musõÂ byÂt vhodneÏ
uzavrÏeny) existuje dostatecÏneÏ velkyÂ prostor pro plyn. V tomto prÏõÂpadeÏ musõÂ byÂt
provedena abiotickaÂ kontrola pro podchycenõÂ prÏõÂpadneÂ fyzikaÂlnõÂ ztraÂty.

Pro interpretaci zõÂskanyÂch vyÂsledkuÊ , zejmeÂna pokud jsou vyÂsledky nõÂzkeÂ nebo
marginaÂlnõÂ, se vyzÏadujõÂ informace o cÏistoteÏ nebo relativnõÂch podõÂlech hlavnõÂch
slozÏek zkousÏeneÂho materiaÂ lu.

Pro volbu vhodnyÂch koncentracõÂ pro zkousÏku mohou byÂt velmi uzÏitecÏneÂ informace
o toxiciteÏ zkousÏeneÂ chemickeÂ laÂtky pro bakterie (prÏõÂloha 4). Tyto informace mohou
mõÂt zaÂsadnõÂ vyÂznam pro spraÂvnou interpretaci nõÂzkyÂch hodnot biologickeÂho
rozkladu.
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Tabulka 1: PouzÏitelnost zkusÏebnõÂch metod

ZkusÏebnõÂ AnalytickaÂ Vhodnost pro laÂtky

metoda metoda
maÂlo teÏ kaveÂ absorbujõÂcõÂ

rozpustneÂ

IV - A DOC ± ± + / ±

IV - B DOC ± ± + / ±

IV - C Respirometrie: vyÂvin + ± +
CO2

IV - D ManometrickaÂ + + / ± +
respirometrie: vyÂvin

CO2

IV - E Respirometrie: + / ± + +
rozpusÏteÏ nyÂ kyslõÂk

IV - F Respirometrie: + + / ± +
spotrÏeba kyslõÂku

I. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Pro oveÏ rÏenõÂ postupu se zkousÏejõÂ soubeÏ zÏneÏ se studovanou laÂtkou referencÏnõÂ chemickeÂ
laÂtky, ktereÂ splnÏ ujõÂ kriteÂria snadneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti.

VhodnyÂmi chemickyÂmi laÂtkami jsou anilin (cÏerstveÏ prÏedestilovanyÂ), octan sodnyÂ a
benzoan sodnyÂ. Tyto referencÏnõÂ chemickeÂ laÂtky se uvedenyÂmi metodami vsÏechny
rozklaÂdajõÂ i kdyzÏ se zaÂmeÏ rneÏ neprÏidaÂ zÏaÂdneÂ inokulum.

Bylo navrzÏeno hledat referencÏnõÂ chemickou laÂtku, kteraÂ by byla pohotoveÏ
rozlozÏitelnaÂ , avsÏak vyzÏadovala by prÏidaÂnõÂ inokula. Byl navrzÏen hydrogenftalaÂt
draselnyÂ. O teÂto laÂtce je trÏeba jesÏteÏ zõÂskat võÂce uÂdajuÊ , nezÏ ji bude mozÏneÂ prÏijmout
jako referencÏnõÂ laÂtku.

V respirometrickyÂch zkousÏkaÂch mohou prÏõÂjem kyslõÂku ovlivnit laÂtky obsahujõÂcõÂ dusõÂk
v duÊ sledku nitrifikace (viz prÏõÂlohy 2 a 5).

I. 4 PRINCIP ZKUSÏ EBNIÂCH METOD

Roztok nebo suspenze zkousÏeneÂ laÂtky v mineraÂlnõÂm prostrÏedõÂ se naocÏkuje a
inkubuje v aerobnõÂch podmõÂnkaÂch v temnu nebo v difuÂznõÂm sveÏ tle. MnozÏstvõÂ DOC
prÏipadajõÂcõÂ ve zkousÏeneÂm roztoku na inokulum je trÏeba udrzÏovat ve srovnaÂnõÂ s
DOC prÏipadajõÂcõÂm na zkousÏenou laÂtku co nejnizÏsÏõÂ. EndogennõÂ aktivita inokula se
zohlednõÂ na zaÂkladeÏ paralelnõÂ slepeÂ zkousÏky s inokulem, avsÏak bez zkousÏeneÂ laÂtky.
PrÏitom endogennõÂ aktivita buneÏ k v prÏõÂtomnosti zkousÏeneÂ laÂtky neodpovõÂdaÂ prÏesneÏ
aktiviteÏ v endogennõÂ kontrolnõÂ zkousÏce. Za uÂcÏelem kontroly postupu se provaÂdõÂ
soubeÏ zÏneÏ zkousÏka s referencÏnõÂ laÂtkou.

ObecneÏ rÏecÏeno po rozkladu naÂsleduje stanovenõÂ parametruÊ jako DOC, tvorba CO2 a
prÏõÂjem kyslõÂku. MeÏ rÏenõÂ se provaÂdõÂ v dostatecÏneÏ cÏastyÂch intervalech, aby bylo
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mozÏneÂ identifikovat zacÏaÂtek a konec biologickeÂho rozkladu. MeÏ rÏenõÂ automatickyÂmi
respirometry je kontinuaÂlnõÂ. NeÏ kdy se meÏ rÏõÂ doplnÏ koveÏ k jineÂmu parametru DOC,
avsÏak obvykle pouze na zacÏaÂtku a na konci zkousÏky. Je rovneÏ zÏ mozÏneÂ pouzÏõÂt
specifickou chemickou analyÂzu, kterou se vyhodnotõÂ primaÂrnõÂ rozklad zkousÏeneÂ
laÂtky nebo se stanovõÂ koncentrace ktereÂhokoli vznikleÂho meziproduktu (ve zkousÏce
MITI povinneÂ).

ZkousÏka normaÂlneÏ trvaÂ 28 dnõÂ. MeÏ rÏenõÂ je vsÏak mozÏneÂ ukoncÏit prÏed uplynutõÂm
28 dnõÂ, tj. jakmile krÏivka biologickeÂho rozkladu dosaÂhla na zaÂkladeÏ nejmeÂneÏ trÏõÂ
stanovenõÂ faÂze vodorovneÂho pruÊ beÏ hu. MeÏ rÏenõÂ je takeÂ mozÏneÂ prodlouzÏit i po 28
dnech, vyplyÂvaÂ-li z krÏivky, zÏe biologickyÂ rozklad zacÏal, avsÏak zÏe v 28. den nebylo
jesÏteÏ dosazÏeno vodorovneÂ cÏaÂsti krÏivky.

I. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

I. 5. 1 Reprodukovatelnost

Vzhledem k charakteru biologickeÂho rozkladu a smeÏ snyÂch populacõÂ bakteriõÂ
pouzÏõÂvanyÂch jako inokula je nutneÂ provaÂdeÏ t stanovenõÂ nejmeÂneÏ dvojmo.

Je beÏ zÏnou zkusÏenostõÂ, zÏe cÏõÂm vysÏsÏõÂ je koncentrace mikroorganizmuÊ prÏidanyÂch na
pocÏaÂtku do zkusÏebnõÂho meÂdia, tõÂm mensÏõÂ jsou rozdõÂly mezi replikovanyÂmi
meÏ rÏenõÂmi. OkruzÏnõÂ zkousÏky rovneÏ zÏ ukaÂzaly, zÏe mezi vyÂsledky zõÂskanyÂmi ruÊ znyÂmi
laboratorÏemi mohou byÂt velkeÂ rozdõÂly, avsÏak u snadno biologicky rozlozÏitelnyÂch
sloucÏenin se obvykle dosahuje dobreÂ shody.

I. 5. 2 Platnost zkousÏky

ZkousÏka se povazÏuje za platnou, je-li rozdõÂl krajnõÂch hodnot vyÂsledkuÊ
replikovanyÂch meÏrÏenõÂ rozkladu zkousÏeneÂ laÂtky na vodorovneÂ cÏaÂsti krÏivky, bud' na
konci zkousÏky nebo na konci 10-dennõÂho okeÂnka, podle toho, kteraÂ
z teÏ chto eventualit prÏichaÂzõÂ v uÂvahu, mensÏõÂ nezÏ 20 %, a dosaÂhl-li procentuaÂlnõÂ
stupenÏ rozkladu referencÏnõÂ laÂtky uÂrovneÏ snadneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti do
14 dnõÂ. NenõÂ-li splneÏ na kteraÂkoli z teÏ chto podmõÂnek, je nutneÂ meÏ rÏenõÂ opakovat.
Vzhledem k naÂrocÏnosti metod neznamenajõÂ nõÂzkeÂ hodnoty nutneÏ , zÏe studovanaÂ
laÂtka nenõÂ v podmõÂnkaÂch zÏivotnõÂho prostrÏedõÂ biologicky rozlozÏitelnaÂ , ale ukazujõÂ, zÏe
k zajisÏteÏ nõÂ biologickeÂho rozkladu je trÏeba võÂce praÂce.

JestlizÏe ve zkousÏce toxicity, zahrnujõÂcõÂ jak studovanou laÂtku, tak referencÏnõÂ
chemickou laÂtku, dosÏlo beÏ hem 14 dnuÊ k meÂneÏ nezÏ 35 % rozkladu (na baÂzi DOC)
nebo k meÂneÏ nezÏ 25 % rozkladu (na baÂzi TSK nebo TCO2), je mozÏneÂ zkousÏeneÂ
chemickeÂ laÂtky povazÏovat za inhibujõÂcõÂ (viz takeÂ prÏõÂlohu 4. SeÂrii meÏ rÏenõÂ je trÏeba
opakovat, pokud mozÏno s nizÏsÏõÂ koncentracõÂ studovaneÂ chemickeÂ laÂtky a (nebo)
vysÏsÏõÂ koncentracõÂ inokula, avsÏak ne s koncentracõÂ vysÏsÏõÂ nezÏ 30 mg tuhyÂch laÂtek
v litru.

I. 6 VSÏ EOBECNEÂ POSTUPY A PRÏ IÂPRAVY

ObecneÂ podmõÂnky pro zkousÏky jsou prÏehledneÏ uvedeny v tabulce 2. Aparatury a
dalsÏõÂ experimentaÂlnõÂ podmõÂnky, specifickeÂ pro jednotliveÂ metody, jsou popsaÂny daÂle
v kapitolaÂch pro tyto prÏõÂslusÏneÂ metody.
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I. 6. 1 ZrÏed'ovacõÂ voda

PouzÏõÂvaÂ se deionizovanaÂ nebo destilovanaÂ voda, prostaÂ inhibujõÂcõÂch koncentracõÂ
toxickyÂch laÂtek (naprÏ. iontuÊ Cu±). Voda smõÂ obsahovat nejvyÂsÏe 10 % obsahu
organickeÂho uhlõÂku, vneseneÂho zkousÏenou laÂtkou. Aby se vyloucÏily vysokeÂ
hodnoty ve slepyÂch pokusech je nutnaÂ vysokaÂ cÏistota vody pro zkousÏky,. Ke
kontaminaci muÊ zÏe dojõÂt prÏõÂtomnyÂmi necÏistotami ze studovaneÂ laÂtky a z
iontomeÏ nnyÂch pryskyrÏic a rozkladnyÂmi laÂtkami z bakteriõÂ a rÏas. Pro kazÏdou seÂrii
meÏ rÏenõÂ je trÏeba pouzÏõÂvat pouze jednu sÏarzÏi vody, kteraÂ byla prÏedem
prÏekontrolovaÂna analyÂzou DOC. Tato kontrola nenõÂ nutnaÂ u zkousÏky v
uzavrÏenyÂch laÂhvicÏkaÂch, spotrÏeba kyslõÂku vodou vsÏak musõÂ byÂt nõÂzkaÂ .

Tabulka 2: ExperimentaÂlnõÂ podmõÂnky v jednotlivyÂch zkousÏkaÂch

UÂ bytek UvolnÏ o- Manome- Modifi- UzavrÏeneÂ ZkousÏka
DOC vaÂnõÂ CO2 trickaÂ re- kovanaÂ lahvicÏky MITI (I)

spirome- vyhledaÂ-
trie vacõÂ OECD

ZkousÏka zkousÏka

C 4. - A C 4. - C C 4. - D C 4. - B C 4. - E C 4. - F

Koncentrace
zkousÏeneÂ laÂtky:

mg.l-1 100 2 - 10 100
mg DOC.l-1 10 - 40 10 - 20 10 - 40
mg ThOD.l-1 50 - 100 5 - 10

Koncentrace £ 30 mg.-1l SL 0,5 ml £ 5 ml 30 mg.l-1

inokula nebo £ 100 ml vyÂtoku.l-1 sekund. vyÂtoku.l-1 SL
vyÂtoku.l-1

(bunÏ ky.l-1) (107 - 108) (105) (104 - 106) (107 - 108)

Koncentrace

prvku

v mineraÂlnõÂm

meÂdiu (mg.l-1)

P 116 11,6 29

N 1,3 0,13 1,3

Na 86 8,6 17,2

K 122 12,2 36,5

Mg 2,2 2,2 6,6

Ca 9,9 9,9 29,7

Fe 0,05 - 0,1 0,05 - 0,1 0,15

pH 7,4 + 0,2 nejleÂpe 7,0

teplota 22 + 2 oC 25+1 oC

DOC = rozpusÏteÏ nyÂ organickyÂ uhlõÂk SL = suspendovaneÂ laÂtky
ThOD = teoretickaÂ spotrÏeba kyslõÂku
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I. 6. 2 ZaÂsobnõÂ roztoky mineraÂ lnõÂch slozÏek

Pro prÏõÂpravu zkusÏebnõÂch roztokuÊ se prÏipravujõÂ zaÂsobnõÂ roztoky o vhodnyÂch
koncentracõÂch mineraÂlnõÂch slozÏek. NõÂzÏe uvedeneÂ zaÂsobnõÂ roztoky je mozÏneÂ pouzÏõÂt
(prÏi ruÊ znyÂch zrÏed'ovacõÂch faktorech) pro metody uÂbytku DOC, pro modifikovanou
vyhledaÂvacõÂ metodu OECD, pro metodu uvolnÏ ovaÂnõÂ CO2 , pro manometrickou
respirometrii a pro uzavrÏeneÂ laÂhvicÏky.

ZrÏed'ovacõÂ faktory a specifickaÂ prÏõÂprava mineraÂlnõÂho media pro zkousÏku MITI jsou
uvedeny v kapitolaÂch pro jednotliveÂ zkousÏky.

ZaÂsobnõÂ roztoky:

ZaÂsobnõÂ roztoky se prÏipravujõÂ s pouzÏitõÂm cÏinidel analytickeÂ cÏistoty.

(a) dihydrogenorthofosforecÏnan draselnyÂ, KH2PO4 8,50 g
monohydrogenorthofosforecÏnan didraselnyÂ, K2 HPO4, 21,75 g
dihydraÂtmonohydrogenorthofosforecÏnan
disodnyÂ Na2HPO 4 .2H2O 33,40 g
chlorid amonnyÂ, NH4Cl 0,50 g

RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ na 1 litr. pH roztoku musõÂ byÂt 7,4.

(b) chlorid vaÂpenatyÂ bezvodyÂ, CaCl 2 27,50 g
nebo dihydraÂt chloridu vaÂpenateÂho, CaCl 2.2H2O 36,40 g

RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ na 1 litr.

(c) heptahydraÂt sõÂranu horÏecÏnateÂho, MgSO4.7H2O 22,50 g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ na 1 litr.

(d) hexahydraÂt chloridu zÏeleziteÂho, FeCl3.6H2O 0,25 g
RozpustõÂ se ve vodeÏ a doplnõÂ na 1 litr.

PoznaÂmka: Aby nebylo nutneÂ prÏipravovat tento roztok bezprostrÏedneÏ prÏed
pouzÏitõÂm, prÏidaÂ se jedna kapka koncentrovaneÂ kyseliny chlorovodõÂkoveÂ
nebo 0,4 g disodneÂ soli kyseliny ethylendiamintetraoctoveÂ (EDTA) na 1
litr.

I. 6. 3 ZaÂsobnõÂ roztoky chemickyÂch laÂ tek

Pokud je rozpustnost vysÏsÏõÂ nezÏ 1 g.l-1, rozpustõÂ se naprÏõÂklad 1 - 10 g (podle potrÏeby)
zkousÏeneÂ nebo referencÏnõÂ laÂtky v deionizovaneÂ vodeÏ a doplnõÂ se na 1 litr. Jinak se
prÏipravujõÂ zaÂsobnõÂ roztoky v mineraÂlnõÂm meÂdiu, nebo se chemickaÂ laÂtka prÏidaÂ
prÏõÂmo do mineraÂlnõÂho meÂdia. Pokud se tyÂkaÂ praÂce s meÂneÏ rozpustnyÂmi chemickyÂmi
laÂtkami, viz prÏõÂlohu 3. Ve zkousÏce MITI (metoda IV-F) nelze pouzÏõÂvat ani
rozpousÏteÏ dla, ani emulgacÏnõÂ cÏinidla.

I. 6. 4 Inokula

Inokulum je mozÏneÂ zõÂskat z rÏady zdrojuÊ : z aktivovaneÂho kalu, ze splasÏkovyÂch vod
(nechlorovanyÂch), z povrchovyÂch vod a puÊ d, nebo jako jejich smeÏ si. PouzÏõÂvaÂ-li se
aktivovanyÂ kal ve zkousÏce uÂbytku DOC, uvolnÏ ovaÂnõÂ CO2 a manometrickeÂ
respirometrie, je trÏeba jej odebõÂrat z cÏistõÂrny nebo z laboratornõÂ jednotky cÏistõÂcõÂ
prÏevaÂzÏneÏ domovnõÂ odpadnõÂ vody. U inokulõÂ z jinyÂch zdrojuÊ byl zjisÏteÏ n veÏ tsÏõÂ rozptyl
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vyÂsledkuÊ . V modifikovaneÂ vyhledaÂvacõÂ zkousÏce OECD a ve zkousÏce v uzavrÏenyÂch
lahvicÏkaÂch je trÏeba zrÏedeÏneÏ jsÏõÂ inokulum bez vlocÏek kalu. NejvhodneÏ jsÏõÂm zdrojem je
voda z druheÂho stupneÏ cÏistõÂrny domovnõÂch odpadnõÂch vod nebo z laboratornõÂ
jednotky. Pro zkousÏku MITI se inokulum zõÂskaÂvaÂ ze smeÏ si zdrojuÊ a je popsaÂno
v kapitole o teÂto zkousÏce.

I. 6. 4. 1 Inokulum z aktivovanyÂch kaluÊ

Je trÏeba odebrat cÏerstvyÂ vzorek aktivovaneÂho kalu z aeracÏnõÂ naÂdrzÏe cÏistõÂrny
odpadnõÂch vod nebo laboratornõÂ jednotky cÏistõÂcõÂ prÏevaÂzÏneÏ domovnõÂ odpadnõÂ vody.
Je-li trÏeba, odstranõÂ se hrubeÂ cÏaÂstice filtracõÂ jemnyÂm sõÂtem a kal se udrzÏuje
v aerobnõÂch podmõÂnkaÂch.

AlternativnõÂm zpuÊ sobem je odsazenõÂ nebo zcentrifugovaÂnõÂ (naprÏ. prÏi 1 100 g po
dobu 10 min.) po odstraneÏ nõÂ hrubyÂch cÏaÂstic. Voda nad usazeninou se slije. Kal je
mozÏno promyÂt mineraÂlnõÂm meÂdiem. KoncentrovanyÂ kal se suspenduje v mineraÂlnõÂm
meÂdiu na koncentraci 3 - 5 g suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtek na litr a provzdusÏnÏ uje se
azÏ do pouzÏitõÂ.

Kal je trÏeba odebrat z dobrÏe pracujõÂcõÂ konvencÏnõÂ cÏistõÂrny. Je-li nutneÂ kal odebrat z
cÏistõÂrny s vysokyÂm prosazenõÂm nebo prÏedpoklaÂdaÂ-li se, zÏe obsahuje inhibitory, je
trÏeba jej promyÂt. Znovu suspendovanyÂ kal se po duÊ kladneÂm promõÂchaÂnõÂ nechaÂ
usadit nebo se zcentrifuguje, voda nad usazeninou se slije a promytyÂ kal se opeÏ t
suspenduje v noveÂ daÂvce mineraÂlnõÂho meÂdia. Tento postup se opakuje, azÏ se kal
povazÏuje za prostyÂ prÏebytecÏneÂho substraÂtu nebo inhibitoru.

Po dokonaleÂm suspendovaÂnõÂ nebo z neupravovaneÂho kalu se odebere teÏ sneÏ prÏed
pouzÏitõÂm vzorek pro stanovenõÂ susÏiny suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtek.

DalsÏõÂ alternativou je homogenizace aktivovaneÂho kalu (3 - 5 g suspendovanyÂch
laÂtek v litru). Kal se zpracuje v mechanickeÂm mõÂsicÏi po dobu 2 min. prÏi strÏednõÂ
rychlosti. PromõÂchanyÂ kal se nechaÂ usadit po dobu 30 min nebo v prÏõÂpadeÏ potrÏeby
deÂle a kapalina se slije pro pouzÏitõÂ jako inokulum v koncentraci 10 ml.l-1

mineraÂlnõÂho meÂdia.

I. 6. 4. 2. JineÂ zdroje inokula

Inokulum je mozÏneÂ zõÂskat z vyÂstupu druheÂho stupneÏ cÏistõÂrny odpadnõÂch vod nebo
laboratornõÂ jednotky, pracujõÂcõÂch prÏevaÂzÏneÏ s domovnõÂmi odpadnõÂmi vodami.
Odebere se cÏerstvyÂ vzorek a beÏ hem prÏepravy se udrzÏuje v aerobnõÂch podmõÂnkaÂch.
NechaÂ se po dobu 1 hodiny usadit nebo se zfiltruje prÏes hrubyÂ filtracÏnõÂ papõÂr a slitaÂ
kapalina nebo filtraÂt se udrzÏuje v aerobnõÂch podmõÂnkaÂch azÏ do pouzÏitõÂ. Tohoto
typu inokula je mozÏneÂ pouzÏõÂt azÏ 100 ml na 1 litr meÂdia.
DalsÏõÂm zdrojem inokula je povrchovaÂ voda. V tomto prÏõÂpadeÏ se odebere vzorek
vhodneÂ povrchoveÂ vody, naprÏ. rÏõÂcÏnõÂ nebo jezernõÂ, a uchovaÂvaÂ se v aerobnõÂch
podmõÂnkaÂch azÏ do pouzÏitõÂ. V prÏõÂpadeÏ potrÏeby se inokulum zkoncentruje filtracõÂ
nebo zcentrifugovaÂnõÂm.

I. 6. 5 PrÏedbeÏ zÏneÂ kondiciovaÂnõÂ inokula

Inokula je mozÏneÂ prÏedbeÏ zÏneÏ kondicionovat na experimentaÂlnõÂ podmõÂnky, ale ne
prÏedbeÏ zÏneÏ adaptovat na zkousÏenou laÂtku. PrÏedbeÏ zÏnaÂ kondicionace spocÏõÂvaÂ v aeraci
aktivovaneÂho kalu v mineraÂlnõÂm meÂdiu nebo vyÂstupu z druheÂho stupneÏ cÏistõÂrny po
dobu 5 - 7 dnõÂ prÏi teploteÏ zkousÏky. PrÏedbeÏ zÏneÂ kondicionovaÂnõÂ neÏ kdy zlepsÏõÂ prÏesnost
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zkusÏebnõÂch metod snõÂzÏenõÂm hodnot ze slepyÂch pokusuÊ . PrÏedbeÏzÏneÏ kondicionovat
inokulum MITI se nepovazÏuje za nutneÂ.

I. 6. 6 AbiotickeÂ kontrolnõÂ zkousÏky

V prÏõÂpadeÏ potrÏeby se kontroluje mozÏnyÂ abiotickyÂ rozklad zkousÏeneÂ laÂtky
stanovenõÂm uÂbytku DOC, prÏõÂjmu kyslõÂku nebo tvorby oxidu uhlicÏiteÂho ve sterilnõÂch
kontrolnõÂch pokusech bez inokula. Sterilizace se provaÂdõÂ filtracõÂ membraÂnou (0,2 -
0,45 mm) nebo prÏidaÂnõÂm vhodneÂ toxickeÂ laÂtky v prÏõÂslusÏneÂ koncentraci. PouzÏõÂvaÂ-li se
membraÂnoveÂ filtrace, odebõÂrajõÂ se vzorky asepticky za uÂcÏelem zachovaÂnõÂ sterility.
Pokud nebyla prÏedem vyloucÏena adsorpce zkousÏeneÂ laÂtky, musõÂ zkousÏky, kteryÂmi se
sleduje biologickyÂ rozklad podle uÂbytku DOC, zejmeÂna prÏi pouzÏitõÂ inokula z
aktivovaneÂho kalu, zahrnovat abiotickyÂ kontrolnõÂ pokus, kteryÂ byl naocÏkovaÂn a
intoxikovaÂn.

I. 6. 7 PocÏet nasazenyÂch baneÏ k

PocÏet pouzÏityÂch naÂdob (nasazenyÂch pokusuÊ ) v typickeÂ zkousÏce je uveden
v kapitolaÂch pro jednotliveÂ zkousÏky.

Lze pouzÏõÂvat tyto typy nasazenyÂch naÂdob:

ZkousÏenaÂ suspenze: obsahuje zkousÏenou laÂtku a inokulum
SlepaÂ zkousÏka s inokulem: obsahuje pouze inokulum
Kontrola postupu: obsahuje referencÏnõÂ laÂtku a inokulum
AbiotickaÂ sterilnõÂ kontrola: sterilnõÂ, obsahuje zkousÏenou laÂtku (viz 1.6.6)
Kontrola pro adsorpci: obsahuje zkousÏenou laÂtku, inokulum a sterilizacÏnõÂ

cÏinidlo
Kontrola toxicity: obsahuje zkousÏenou laÂtku, referencÏnõÂ laÂtku a inokulum

StanovenõÂ ve zkousÏeneÂ suspenzi a slepyÂ pokus s inokulem se musõÂ povinneÏ provaÂdeÏ t
soubeÏ zÏneÏ . StanovenõÂ v ostatnõÂch naÂdobaÂch se doporucÏuje provaÂdeÏ t rovneÏ zÏ
soubeÏ zÏneÏ .

To vsÏak nemusõÂ byÂt vzÏdy mozÏneÂ . Je trÏeba zajistit, aby se odebõÂral dostatecÏnyÂ pocÏet
vzorkuÊ nebo se provaÂdeÏ l dostatecÏnyÂ pocÏet odecÏtuÊ pro vyhodnocenõÂ procenta uÂbytku
v 10-dennõÂm okeÂnku.

I. 7 VYÂ SLEDKY A JEJICH VYHODNOCENIÂ

PrÏi vyÂpocÏtu Dt , procentnõÂho uÂbytku, se pouzÏõÂvajõÂ strÏednõÂ hodnoty z dvojõÂch meÏ rÏenõÂ

daneÂho parametru v obou zkusÏebnõÂch naÂdobaÂch a ze slepeÂho pokusu pro inokulum.
PrÏõÂslusÏneÂ vzorce jsou uvedeny daÂle v kapitolaÂch pro jednotliveÂ zkousÏky. PruÊ beÏ h
rozkladu se znaÂzornõÂ graficky a oznacÏõÂ se 10-dennõÂ okeÂnko. VypocÏte a uvede se
procentnõÂ uÂbytek dosazÏenyÂ na konci 10-dennõÂho okeÂnka a hodnota pro vodorovnou
cÏaÂst krÏivky nebo na konci zkousÏky podle toho, kteraÂ z nich je vhodneÏ jsÏõÂ.

V respirometrickyÂch zkousÏkaÂch mohou laÂtky obsahujõÂcõÂ dusõÂk ovlivnit prÏõÂjem
kyslõÂku v duÊ sledku nitrifikace (viz prÏõÂloha 2 a 5).

I. 7. 1 Rozklad zjisÏt'ovanyÂ na zaÂkladeÏ stanovenõÂ DOC

Za uÂcÏelem posouzenõÂ platnosti zkousÏky (viz I.5.2) se musõÂ v kazÏdeÂm cÏasoveÂm
okamzÏiku, ve ktereÂm se odebral vzorek, vypocÏõÂtat oddeÏ leneÏ pro kazÏdou naÂdobu
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( )

obsahujõÂcõÂ zkousÏenou laÂtku, pomocõÂ strÏednõÂch hodnot dvojic meÏ rÏenõÂ DOC,
procentnõÂ rozklad, Dt,. VypocÏte se podle rovnice:

Ct ± Cbt
Dt = 1 ± ÐÐÐÐÐ . 100

Co ± Cbo

kde:

Dt = procento rozkladu v cÏase t,
Co = strÏednõÂ pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace DOC v naocÏkovaneÂm kultivacÏnõÂm

meÂdiu obsahujõÂcõÂm zkousÏenou laÂtku (mg DOC.l-1),
Ct = strÏednõÂ koncentrace DOC v naocÏkovaneÂm kultivacÏnõÂm meÂdiu

obsahujõÂcõÂm zkousÏenou laÂtku v cÏase t (mg DOC.l-1),
Cbo = strÏednõÂ pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace DOC ve slepeÂm naocÏkovaneÂm

mineraÂlnõÂm meÂdiu (mg DOC.l-1),
Cbt = strÏednõÂ koncentrace DOC ve slepeÂm naocÏkovaneÂm mineraÂlnõÂm meÂdiu

v cÏase t (mg DOC.l-1).

VsÏechny koncentrace se zjisÏt'ujõÂ experimentaÂlneÏ .

I. 7. 2 Rozklad meÏ rÏenyÂ pomocõÂ specifickeÂ analyÂzy

Je-li mozÏneÂ zõÂskat specifickeÂ analytickeÂ uÂdaje, vypocÏte se primaÂrnõÂ biologickyÂ
rozklad z rovnice:

(Sb ± Sa)
Dt = ÐÐÐÐÐ± . 100

Sb

kde:

Dt = procento rozkladu v cÏase t, obvykle 28 dnõÂ,
Sa = zbyleÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ laÂtky v meÂdiu s inokulem na konci pokusu

(mg),
Sb = zbyleÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ laÂtky ve slepeÂm pokusu s vodou/meÂdiem, do

kteryÂch byla prÏidaÂna pouze zkousÏenaÂ laÂtka (mg).

I. 7. 3 AbiotickyÂ rozklad

PouzÏõÂvaÂ-li se abiotickaÂ sterilnõÂ kontrolnõÂ zkousÏka, vypocÏte se procentnõÂ abiotickyÂ
rozklad podle rovnice:

Cs(o) ± Cs(t)
% abiotickeÂho rozkladu = ÐÐÐÐÐ± . 100

Cs(o)

kde:

Cs(o) = koncentrace DOC ve sterilnõÂ kontrolnõÂ zkousÏce v den 0
Cs(t) = koncentrace DOC ve sterilnõÂ kontrolnõÂ zkousÏce v den t

I. 8 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Protokol o zkousÏce maÂ obsahovat, je-li to mozÏneÂ , tyto uÂdaje:
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- zkousÏenaÂ a referencÏnõÂ chemickaÂ laÂtka, jejich cÏistota;
- podmõÂnky prÏi zkousÏce;
- inokulum: charakter a mõÂsto (mõÂsta) odbeÏ ru, koncentrace a prÏedbeÏ zÏnaÂ

kondicionace;
- podõÂl a charakter pruÊ mysloveÂho odpadu obsazÏeneÂho v odpadnõÂ vodeÏ ,

jsou-li znaÂmy;
- doba trvaÂnõÂ zkousÏky a teplota;
- v prÏõÂpadeÏ maÂlo rozpustnyÂch zkousÏenyÂch laÂtek pouzÏityÂ zpuÊ sob zachaÂzenõÂ;
- pouzÏitaÂ metoda zkousÏenõÂ; je trÏeba uveÂst veÏ deckeÂ duÊ vody a vysveÏ tlenõÂ pro

kazÏdou zmeÏ nu postupu;
- prÏehled dat;
- vesÏkereÂ pozorovaneÂ projevy inhibice;
- jakyÂkoliv pozorovanyÂ abiotickyÂ rozklad;
- analytickeÂ uÂdaje o meziproduktech, pokud existujõÂ;
- graf procentnõÂho rozkladu v zaÂvislosti na cÏase pro zkousÏenou a referencÏnõÂ laÂtku;

je trÏeba zrÏetelneÏ oznacÏit faÂzi zdrzÏenõÂ, faÂzi rozkladu, 10-dennõÂ okeÂnko a
smeÏ rnici (prÏõÂloha 1). Byla-li prÏi zkousÏce splneÏ na kriteÂria kvality, je mozÏneÂ pro
graf pouzÏõÂt strÏednõÂ hodnotu procentnõÂho rozkladu v banÏ kaÂch obsahujõÂcõÂch
zkousÏenou laÂtku;

- procentnõÂ rozklad po 10-dennõÂm okeÂnku, na vodorovneÂ cÏaÂsti krÏivky a
na konci zkousÏky.
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IV. A ZKOUSÏ KA UÂ BYTKU DOC

II. 1 PRINCIP METODY

ZmeÏ rÏenyÂ objem naocÏkovaneÂho mineraÂlnõÂho meÂdia, obsahujõÂcõÂho znaÂmou
koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky (10 - 40 mg DOC.l-1 ) jako jmenovityÂ jedinyÂ zdroj
organickeÂho uhlõÂku, se provzdusÏnÏ uje v temnu nebo v difuÂznõÂm sveÏ tle prÏi
22 + 2 oC.

Rozklad se sleduje v cÏastyÂch intervalech beÏ hem 28-dennõÂho obdobõÂ analyÂzou DOC.
StupenÏ biologickeÂho rozkladu se vypocÏõÂtaÂ tak, zÏe se koncentrace rozlozÏeneÂho DOC
(opravenaÂ na koncentraci v kontrolnõÂ zkousÏce s inokulem) vyjaÂdrÏõÂ jako procento
koncentrace prÏõÂtomneÂ na zacÏaÂtku. StupenÏ primaÂrnõÂho biologickeÂho rozkladu je
rovneÏ zÏ mozÏneÂ vypocÏõÂtat z doplnÏ koveÂ chemickeÂ analyÂzy, provedeneÂ na zacÏaÂtku a na
konci inkubace.

II. 2 P O P I S M E T O D Y

II. 2. 1 Aparatura

(a) Erlenmeyerovy banÏ ky, naprÏ. od 250 ml do 2 l, podle objemu potrÏebneÂho pro
analyÂzu DOC.

(b) TrÏepacÏka pro umõÂsteÏ nõÂ ErlenmeyerovyÂch baneÏ k, bud' s automatickou
regulacõÂ teploty nebo pouzÏõÂvanaÂ v mõÂstnosti s konstantnõÂ teplotou, a s
dostatecÏnyÂm vyÂkonem pro udrzÏenõÂ aerobnõÂch podmõÂnek ve vsÏech
banÏ kaÂch.

(c) FiltracÏnõÂ aparatura s vhodnyÂmi membraÂnami.

(d) AnalyzaÂtor DOC.

(e) PrÏõÂstroj pro stanovenõÂ rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku.

(f) OdstrÏedivka.

II. 2. 2 PrÏõÂprava mineraÂ lnõÂho meÂdia

PrÏõÂprava zaÂsobnõÂch roztokuÊ viz I. 6. 2.

SmõÂsõÂ se 10 ml roztoku (a) s 800 ml zrÏed'ovacõÂ vody, prÏidaÂ se 1 ml roztokuÊ (b) azÏ
(d) a doplnõÂ se na 1 l zrÏed'ovacõÂ vodou.

II. 2. 3 PrÏõÂprava a prÏedbeÏ zÏnaÂ kondicionace inokula

Inokulum je mozÏneÂ zõÂskat z rÏady zdrojuÊ : aktivovanyÂ kal; splasÏkoveÂ odpadnõÂ vody;
povrchoveÂ vody; puÊ da nebo smeÏ s z uvedenyÂch typuÊ .

Viz I. 6. 4, I. 6. 4. 1, I. 6. 4. 2 a I. 6. 5.

II. 2. 4 PrÏõÂprava baneÏk

Je naprÏõÂklad mozÏneÂ naplnit podõÂly po 800 ml mineraÂlnõÂho meÂdia do 2 l
ErlenmeyerovyÂch baneÏ k a do jednotlivyÂch baneÏ k prÏidat dostatecÏnaÂ mnozÏstvõÂ
zaÂsobnõÂch roztokuÊ zkousÏneÂ a referencÏnõÂ laÂtky tak, aby se zõÂskaly koncentrace laÂtky
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odpovõÂdajõÂcõÂ 10 - 40 mg DOC.l-1. ZkontrolujõÂ se hodnoty pH a prÏõÂpadneÏ se upravõÂ
na 7,4. BanÏ ky se naocÏkujõÂ aktivovanyÂm kalem nebo jinyÂm zdrojem inokula (viz I. 6.
4), aby se zõÂskala vyÂslednaÂ koncentrace nejvyÂsÏe 30 mg suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtek
na litr. PrÏipravõÂ se rovneÏ zÏ kontrolnõÂ zkousÏky s inokulem v mineraÂlnõÂm meÂdiu, avsÏak
bez zkousÏeneÂ nebo referencÏnõÂ laÂtky.

V prÏõÂpadeÏ potrÏeby se pouzÏije jedna naÂdoba ke kontrole mozÏneÂho inhibicÏnõÂho efektu
zkousÏeneÂ laÂtky naocÏkovaÂnõÂm roztoku, kteryÂ v mineraÂlnõÂm meÂdiu obsahuje
srovnatelnaÂ mnozÏstvõÂ jak zkousÏeneÂ tak referencÏnõÂ laÂtky.

Je-li trÏeba, pouzÏije se rovneÏ zÏ dalsÏõÂ, sterilnõÂ, banÏ ka s roztokem daneÂ chemickeÂ laÂtky
bez inokula (viz I. 6. 6) ke kontrole zda je zkousÏenaÂ chemickaÂ laÂtka rozklaÂdaÂna
abioticky.

Existuje-li daÂle podezrÏenõÂ, zÏe se zkousÏenaÂ laÂtka vyÂznamneÏ adsorbuje na skle, kalu
apod., provede se prÏedbeÏ zÏnyÂ odhad pravdeÏpodobneÂho rozsahu adsorpce a tõÂm
vhodnosti zkousÏky pro danou laÂtku (viz tabulku 1). PouzÏije se banÏ ka obsahujõÂcõÂ
zkousÏenou laÂtku, inokulum a sterilizacÏnõÂ cÏinidlo.

Obsah vsÏech baneÏ k se doplnõÂ mineraÂlnõÂm meÂdiem na 1 l a po promõÂchaÂnõÂ se z kazÏdeÂ
banÏ ky odebere vzorek pro stanovenõÂ pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace DOC (viz prÏõÂloha 2,
odst.4). UÂ stõÂ baneÏ k se zakryjõÂ naprÏ. hlinõÂkovou foÂ liõÂ tak, aby byla mozÏnaÂ volnaÂ
vyÂmeÏ na vzduchu mezi banÏ kami a okolnõÂ atmosfeÂrou. Pak se naÂdoby umõÂstõÂ do
trÏepacÏky a zahaÂjõÂ se zkousÏka.

II. 2. 5 PocÏet baneÏ k v typickeÂ zkousÏce

BanÏ ka 1 a 2: ZkousÏenaÂ suspenze
BanÏ ka 3 a 4: SlepyÂ pokus s inokulem
BanÏ ka 5: Kontrola postupu

Pokud mozÏno a je-li trÏeba:
BanÏ ka 6: AbiotickaÂ sterilnõÂ kontrola
BanÏ ka 7: Kontrola adsorpce
BanÏ ka 8: Kontrola toxicity

Viz takeÂ bod I. 6. 7.

II. 2. 6 ProvedenõÂ zkousÏky

BeÏ hem zkousÏky se ve znaÂmyÂch cÏasovyÂch intervalech stanovõÂ dvojmo koncentrace
DOC v kazÏdeÂ banÏ ce, a to dostatecÏneÏ cÏasto, aby bylo mozÏneÂ urcÏit zacÏaÂtek 10-
dennõÂho okeÂnka a procentnõÂ uÂbytek na konci 10-dennõÂho okeÂnka. Pro kazÏdeÂ
stanovenõÂ je trÏeba odebõÂrat pouze minimaÂlnõÂ nutneÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ suspenze.

PrÏed odbeÏ rem vzorkuÊ se prÏõÂpadneÏ nahradõÂ ztraÂty odparÏovaÂnõÂm z baneÏ k prÏidaÂnõÂm po-
trÏebneÂho mnozÏstvõÂ zrÏed'ovacõÂ vody (I. 6. 1). PrÏed odbeÏ rem vzorkuÊ je trÏeba kulti-
vacÏnõÂ meÂdium dobrÏe promõÂchat a zajistit, aby laÂtky ulpeÏ leÂ na steÏ naÂch naÂdob prÏesÏly
do roztoku nebo suspenze. Ihned po odbeÏ ru je trÏeba vzorky zfiltrovat prÏes
membraÂnu nebo zcentrifugovat (viz prÏõÂlohu 2. 4). ZfiltrovaneÂ resp. zcentrifugovaneÂ
vzorky je trÏeba analyzovat tyÂzÏ den, jinak je mozÏneÂ je prÏechovaÂvat nejdeÂle 48 hodin
prÏi 2 - 4 oC nebo po delsÏõÂ dobu prÏi teploteÏ nizÏsÏõÂ nezÏ - 18 oC.



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998CÏ aÂstka 103 Strana 8587

II. 3 VYÂ SLEDKY A ZPRAÂ VA

II. 3. 1 ZpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ

ProcentnõÂ rozklad v cÏase t se vypocÏte, jak je uvedeno v bodeÏ I. 7. 1. (stanovenõÂ
DOC) nebo prÏõÂpadneÏ v bodeÏ I. 7. 2. (specifickaÂ analyÂza).

VsÏechny vyÂsledky se uvedou na prÏilozÏenyÂch prÏehledech dat.

II. 3. 2 Platnost vyÂsledkuÊ

Viz bod I. 5. 2.

II. 3. 3 Protokol o zkousÏce

Viz bod I. 8.

II. 4 PRÏ EHLED DAT

PrÏõÂklad prÏehledu vyÂsledkuÊ muÊ zÏe byÂt naÂsledujõÂcõÂ:

ZKOUSÏ KA UÂ BYTKU DOC

1. LABORATORÏ

2. DATUM POCÏ AÂ TKU ZKOUSÏ KY

3. ZKOUSÏ ENAÂ LAÂ TKA

NaÂzev:
Koncentrace zaÂsobnõÂho roztoku: mg.l-1 jako chemickaÂ laÂtka
PocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace v meÂdiu, to : mg.l-1 jako chemickaÂ laÂtka

4. INOKULUM

Zdroj:
ProvedenaÂ uÂprava:
PrÏedbeÏ zÏnaÂ kondicionace, pokud byla provedena:
Koncentrace suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtek v reakcÏnõÂ smeÏ si: mg.l-1
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ZkousÏenaÂ

laÂtka a

inokulum

1

2

a2

a, pruÊ meÏ r
Ca(t)

b1

b2

b, pruÊ meÏ r
Cb(t)

CÏ isteÂ

inokulum

bez

zkousÏeneÂ

laÂtky

3

4

c1

c2

c, pruÊ meÏ r
Cc(t)

d1

d2

d, pruÊ meÏ r
Cd(t)

BanÏ ka cÏ. DOC po n dnech (mg.l-1)

0 n1 n2 n3 nx

a1

Cc(t) + Cd(t)
Cbl(t) = ÐÐÐÐÐÐ

2

BanÏ ka cÏ. % rozkladu po n dnech

0 n1 n2 n3 nx

1

0

2

0

PruÊ meÏ r * 0

Ca(t) ± Cbl(t)
D1 = 1 ± ÐÐÐÐÐÐ . 100

Ca(0) ± Cbl(0)

æ
ç
è

ö
÷
ø

Cb(t) ± Cbl(t)
D2 = 1 ± ÐÐÐÐÐÐ . 100

Cb(0) ± Cbl(0)

æ
ç
è

ö
÷
ø

D1 ± D2
D = ÐÐÐÐ

2

5. STANOVENIÂ UHLIÂKU

6. VYHODNOCENIÂ NAMEÏ RÏ ENYÂ CH UÂ DAJUÊ

* D1 a D2 nesmõÂ byÂt pruÊ meÏ rovaÂny,pokud je mezi nimi vyÂznamnyÂ rozdõÂl.
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Doba (dny)

0 t

DOC (mg/l) ve sterilnõÂ
kontrole

Cs(o) Cs(t)

ZbyÂvajõÂcõÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ
chemikaÂlie na konci zkousÏky

(mg.l-1)
% primaÂrnõÂho rozkladu

SterilnõÂ kontrola Sb

NeocÏkovaneÂ zkusÏebnõÂ medium
Sa

Sb ± Sa
ÐÐÐ± . 100

Sb

7. ABIOTICKAÂ KONTROLA (NEPOVINNAÂ )

8. SPECIFICKAÂ CHEMICKAÂ ANALYÂ ZA (NEPOVINNAÂ )
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IV. B MODIFIKOVANAÂ VYHLEDAÂ VACIÂ ZKOUSÏ KA OECD

III. 1 P R I N C I P M E T O D Y

ZmeÏ rÏenyÂ objem mineraÂlnõÂho meÂdia, obsahujõÂcõÂho znaÂmou koncentraci zkousÏeneÂ
laÂtky (10 - 40 mg DOC.l-1) jako vyÂhradneÏ jedineÂho zdroje organickeÂho uhlõÂku, se
naocÏkuje 0,5 ml prÏecÏisÏteÏ neÂ odpadnõÂ vody na 1 litr meÂdia. SmeÏ s se provzdusÏnÏ uje
v temnu nebo v difuÊ znõÂm sveÏ tle prÏi 22 + 2 oC.

Rozklad se sleduje analyÂzou DOC v cÏastyÂch intervalech beÏ hem 28-dennõÂho obdobõÂ.
StupenÏ biologickeÂho rozkladu se vypocÏõÂtaÂ tak, zÏe se koncentrace odstraneÏ neÂho
DOC (korigovanaÂ na koncentraci ve slepeÂm pokusu s inokulem) vyjaÂdrÏõÂ jako
procento koncentrace prÏõÂtomneÂ na zacÏaÂtku. StupenÏ primaÂrnõÂho biologickeÂho
rozkladu je rovneÏ zÏ mozÏneÂ vypocÏõÂtat z doplnÏ koveÂ chemickeÂ analyÂzy, provedeneÂ na
zacÏaÂtku a na konci inkubace.

III. 2 POPIS METODY

III. 2. 1 Aparatura

(a) Erlenmeyerovy banÏ ky, naprÏ. od 250 ml do 2 l, podle objemu potrÏebneÂho pro
analyÂzu DOC;

(b) TrÏepacÏka - pro umõÂsteÏ nõÂ ErlenmeyerovyÂch baneÏ k, bud' s automatickou
regulacõÂ teploty nebo pouzÏõÂvanaÂ v mõÂstnosti s konstantnõÂ teplotou, a s
dostatecÏnyÂm vyÂkonem pro udrzÏenõÂ aerobnõÂch podmõÂnek ve vsÏech
banÏ kaÂch;

(c) FiltracÏnõÂ aparatura s vhodnyÂmi membraÂnami;

(d) AnalyzaÂtor DOC;

(e) PrÏõÂstroj pro stanovenõÂ rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku;

(f) OdstrÏedivka.

III. 2. 2 PrÏõÂprava mineraÂ lnõÂho meÂdia

PrÏõÂprava zaÂsobnõÂch roztokuÊ viz I. 6. 2.

SmõÂsõÂ se 10 ml roztoku (a) s 80 ml zrÏed'ovacõÂ vody, prÏidaÂ se 1 ml roztokuÊ (b) azÏ (d)
a doplnõÂ na 1 l zrÏed'ovacõÂ vodou.

Tato metoda pouzÏõÂvaÂ jako inokulum pouze 0,5 ml prÏecÏisÏteÏ neÂ odpadnõÂ vody a proto
je nutneÂ meÂdiu dodat stopoveÂ prvky a ruÊ stoveÂ faktory. Toho se dosaÂhne prÏidaÂnõÂm
1 ml kazÏdeÂho z daÂle uvedenyÂch roztokuÊ na 1 litr vyÂsledneÂho meÂdia:

Roztok stopovyÂch prvkuÊ :
TetrahydraÂt sõÂranu manganateÂho, MnSO4.4H2O 39,9 mg
Kyselina boritaÂ , H3BO3 57,2 mg
HeptahydraÂt sõÂranu zinecÏnateÂho, ZnSO4.7H2O 42,8 mg
Heptamolybdenan amonnyÂ, (NH4)6Mo7O24 34,7 mg
ChelaÂt Fe (FeCl3 s ethylendiamintetraoctovou
kyselinou) 100,0 mg

RozpustõÂ se ve zrÏed'ovacõÂ vodeÏ a doplnõÂ se na 1000 ml.
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VitaminovyÂ roztok:
KvasnicÏnyÂ extrakt 15,7 mg

KvasnicÏnyÂ extrakt se rozpustõÂ ve 100 ml vody. Sterilizuje se pruÊ chodem membraÂnou
0,2 mm, nebo se prÏipravõÂ cÏerstveÏ .

III. 2. 3 PrÏõÂprava a prÏedbeÏ zÏnaÂ kondicionace inokula
Inokulum se zõÂskaÂ z vyÂstupu druheÂho stupneÏ cÏistõÂrny nebo laboratornõÂ jednotky
zpracovaÂvajõÂcõÂ prÏevaÂzÏneÏ domovnõÂ odpadnõÂ vody.

Viz I. 6. 4. 2 a I. 6. 5.

III. 2. 4 PrÏõÂprava baneÏ k

Je naprÏõÂklad mozÏneÂ naplnit podõÂly po 800 ml mineraÂlnõÂho meÂdia do 2 l
ErlenmeyerovyÂch baneÏ k a do jednotlivyÂch baneÏ k prÏidat dostatecÏnaÂ mnozÏstvõÂ
zaÂsobnõÂch roztokuÊ zkousÏeneÂ a referencÏnõÂ laÂtky tak, aby se zõÂskaly koncentrace laÂtky
odpovõÂdajõÂcõÂ 10 - 40 mg DOC.l-1. ZkontrolujõÂ se hodnoty pH a prÏõÂpadneÏ se upravõÂ na
7,4. BanÏ ky se naocÏkujõÂ vyÂtokem z druheÂho stupneÏ cÏisÏteÏ nõÂ odpadnõÂch vod (viz I. 6.
4. 2). PrÏipravõÂ se rovneÏ zÏ kontrolnõÂ pokusy s inokulem v mineraÂlnõÂm meÂdiu, avsÏak
bez zkousÏeneÂ nebo referencÏnõÂ laÂtky.

V prÏõÂpadeÏ potrÏeby se pouzÏije jedna banÏ ka ke kontrole mozÏneÂho inhibicÏnõÂho efektu
zkousÏeneÂ laÂtky naocÏkovaÂnõÂm roztoku, kteryÂ v mineraÂlnõÂm meÂdiu obsahuje
srovnatelneÂ koncentrace jak zkousÏeneÂ , tak referencÏnõÂ laÂtky.

Je-li trÏeba, pouzÏije se rovneÏ zÏ dalsÏõÂ, sterilnõÂ, banÏ ka ke kontrole, zda je zkousÏenaÂ
chemickaÂ laÂtka rozklaÂdaÂna abioticky, pomocõÂ roztoku daneÂ chemickeÂ laÂtky bez
inokula (viz I. 6. 6).

Existuje-li duÊ vodneÂ podezrÏenõÂ, zÏe se zkousÏenaÂ laÂtka vyÂznamneÏ adsorbuje na skle,
kalu apod., provede se prÏedbeÏ zÏnyÂ odhad pravdeÏ podobneÂho rozsahu adsorpce a tõÂm
vhodnosti zkousÏky pro danou laÂtku (viz tabulka 1). PouzÏije se banÏ ka obsahujõÂcõÂ
zkousÏenou laÂtku, inokulum a sterilizacÏnõÂ cÏinidlo.

Obsah vsÏech baneÏ k se doplnõÂ mineraÂlnõÂm meÂdiem na 1 l a po promõÂchaÂnõÂ se z kazÏdeÂ
banÏ ky odebere vzorek pro stanovenõÂ pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace DOC (viz prÏõÂloha 2. 4).
UÂ stõÂ baneÏ k se zakryjõÂ naprÏ. hlinõÂkovou foÂ liõÂ tak, aby byla mozÏnaÂ volnaÂ vyÂmeÏ na
vzduchu mezi banÏ kami a okolnõÂ atmosfeÂrou. Pak se naÂdoby umõÂstõÂ do trÏepacÏky cÏõÂmzÏ
se zahaÂjõÂ zkousÏka.

III. 2. 5 PocÏet baneÏ k v typickeÂ zkousÏce

BanÏ ka 1 a 2: ZkousÏenaÂ suspenze
BanÏ ka 3 a 4: SlepyÂ pokus s inokulem
BanÏ ka 5: Kontrola postupu

Pokud mozÏno a je-li trÏeba:
BanÏ ka 6: AbiotickaÂ sterilnõÂ kontrola
BanÏ ka 7: Kontrola adsorpce
BanÏ ka 8: Kontrola toxicity

Viz takeÂ bod I. 6. 7.
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III. 2. 6 ProvedenõÂ zkousÏky

BeÏ hem zkousÏky se ve znaÂmyÂch cÏasovyÂch intervalech stanovõÂ dvojmo koncentrace
DOC v kazÏdeÂ banÏ ce, a to dostatecÏneÏ cÏasto, aby bylo mozÏno urcÏit zacÏaÂtek 10-
dennõÂho okeÂnka a procentnõÂ uÂbytek na konci 10-dennõÂho okeÂnka. Pro kazÏdeÂ
stanovenõÂ je trÏeba odebõÂrat pouze minimaÂlnõÂ nutneÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ suspenze.

PrÏed odbeÏ rem vzorkuÊ se prÏõÂpadneÏ nahradõÂ ztraÂty odparÏovaÂnõÂm z baneÏ k prÏidaÂnõÂm po-
trÏebneÂho mnozÏstvõÂ zrÏed'ovacõÂ vody (I. 6. 1). PrÏed odbeÏ rem vzorkuÊ je trÏeba
kultivacÏnõÂ meÂdium dobrÏe promõÂchat a zajistit, aby laÂtky ulpeÏ leÂ na steÏ naÂch naÂdob
prÏesÏly do roztoku nebo suspenze. Ihned po odbeÏ ru je trÏeba vzorky zfiltrovat prÏes
membraÂnu nebo zcentrifugovat (viz prÏõÂlohu 2. 4). ZfiltrovaneÂ resp. zcentrifugovaneÂ
vzorky je trÏeba analyzovat tyÂzÏ den, jinak je mozÏneÂ je prÏechovaÂvat nejdeÂle 48 hodin
prÏi 2 - 4 oC nebo po delsÏõÂ dobu prÏi teploteÏ nizÏsÏõÂ nezÏ - 18 oC.

III. 3 DATA A PROTOKOL

III. 3. 1 ZpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ

ProcentnõÂ rozklad v cÏase t se vypocÏte, jak je uvedeno v bodeÏ I. 7. 1. (stanovenõÂ
DOC) nebo prÏõÂpadneÏ v bodeÏ I. 7. 2. (specifickaÂ analyÂza).

VsÏechny vyÂsledky se uvedou na prÏilozÏenyÂch prÏehledech dat.

III. 3. 2 Platnost vyÂsledkuÊ

Viz bod I. 5. 2.

III. 3. 3 Protokol

Viz bod 1. 8.

III. 4 PRÏ EHLED ZIÂSKANYÂ CH VYÂ SLEDKUÊ

PrÏõÂklad prÏehledu vyÂsledkuÊ :

MODIFIKOVANAÂ VYHLEDAÂ VACIÂ ZKOUSÏ KA OECD

1. LABORATORÏ

2. DATUM POCÏ AÂ TKU ZKOUSÏ KY

3. ZKOUSÏ ENAÂ LAÂ TKA

NaÂzev:

Koncentrace zaÂsobnõÂho roztoku: mg.l-1 jako chemickaÂ laÂtka

PocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace v meÂdiu, to : mg.l-1 jako chemickaÂ laÂtka

4. INOKULUM

Zdroj:

ProvedenaÂ uÂprava:

PrÏedbeÏ zÏnaÂ kondicionace, pokud byla provedena:

Koncentrace suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtek v reakcÏnõÂ smeÏ si: mg.l-1
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ZkousÏenaÂ

laÂtka a

inokulum

1

2

a2

a, pruÊ meÏ r
Ca(t)

b1

b2

b, pruÊ meÏ r
Cb(t)

CÏ isteÂ

inokulum

bez

zkousÏeneÂ

laÂtky

3

4

c1

c2

c, pruÊ meÏ r
Cc(t)

d1

d2

d, pruÊ meÏ r
Cd(t)

BanÏ ka cÏ. DOC po n dnech (mg.l-1)

0 n1 n2 n3 nx

a1

Cc(t) + Cd(t)
Cbl(t) = ÐÐÐÐÐÐ

2

BanÏ ka cÏ. % rozkladu po n dnech

0 n1 n2 n3 nx

1

0

2

0

PruÊ meÏ r * 0

Ca(t) ± Cbl(t)
D1 = 1 ± ÐÐÐÐÐÐ . 100

Ca(0) ± Cbl(0)

æ
ç
è

ö
÷
ø

Cb(t) ± Cbl(t)
D2 = 1 ± ÐÐÐÐÐÐ . 100

Cb(0) ± Cbl(0)

æ
ç
è

ö
÷
ø

D1 ± D2
D = ÐÐÐÐ

2

5. STANOVENIÂ UHLIÂKU

6. VYHODNOCENIÂ NAMEÏ RÏ ENYÂ CH UÂ DAJUÊ

* D1 a D2 nesmõÂ byÂt pruÊ meÏ rovaÂny,pokud je mezi nimi vyÂznamnyÂ rozdõÂl.
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Doba (dny)

0 t

DOC (mg.l-1) ve sterilnõÂ
kontrole

Cs(o) Cs(t)

ZbyÂvajõÂcõÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ
chemikaÂlie na konci zkousÏky

(mg.l-1)

% primaÂrnõÂho rozkladu

SterilnõÂ kontrola Sb

NeocÏkovaneÂ zkusÏebnõÂ medium Sa

Sb ± Sa
ÐÐÐ± . 100

Sb

PoznaÂmka: obdobnyÂ vzor muÊ zÏe byÂt pouzÏit i pro referencÏnõÂ laÂtku a pro kontrolu
toxicity.

7. ABIOTICKAÂ KONTROLA (nepovinnaÂ )

8. SPECIFICKAÂ CHEMICKAÂ ANALYÂ ZA (nepovinnaÂ )
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IV. C ZKOUSÏ KA UVOLNÏ OVAÂ NIÂ OXIDU UHLICÏ ITEÂ HO

IV. 1 PRINCIP METODY

OdmeÏ rÏenyÂ objem inokulovaneÂho mineraÂlnõÂho meÂdia se znaÂmou koncentracõÂ
zkousÏeneÂ laÂtky (10 - 20 mg.l-1), kteraÂ je jedinyÂm zdrojem uhlõÂku je provzdusÏnÏ ovan
ve tmeÏ nebo v difusnõÂm sveÏ tle rÏõÂzenyÂm proudem vzduchu prosteÂho CO2. Rozklad je
sledovaÂn po dobu 28 dnuÊ podle mnozÏstvõÂ prokukovaneÂho CO2 jõÂmaneÂho v roztoku
hydroxidu sodneÂho nebo barnateÂho, kde je titracÏneÏ stanoven jako anorganickyÂ
uhlõÂk. MnozÏstvõÂ uvolneÏ neÂho CO2, po korekci na slepyÂ pokus, je vyjadrÏovaÂno jako
% TCO2. StupenÏ biologickeÂho rozkladu muÊ zÏe byÂt takeÂ stanoven podle DOC
stanoveneÂho na zacÏaÂtku a na konci pokusu.

IV. 2 POPIS METODY

IV. 2. 1 Aparatura

a) banÏ ky 2 - 5 l vybaveneÂ vzduchovacõÂ trubicõÂ, kteraÂ dosahuje azÏ ke dnu
naÂdoby, a vyÂpustõÂ;

b) magnetickaÂ mõÂchacÏka pro zkousÏenõÂ sÏpatneÏ rozpustnyÂch laÂtek;

c) absorpcÏnõÂ naÂdobky;

d) zarÏõÂzenõÂ pro rÏõÂzenõÂ a meÏ rÏenõÂ mnozÏstvõÂ vzduchu;

e) zarÏõÂzenõÂ pro pranõÂ vzduchu, pro prÏõÂpravu CO2 prosteÂho vzduchu, prÏõÂpadneÏ
akternativneÏ smeÏ sÏovacõÂ zarÏõÂzenõÂ na smeÏ s CO2 prosteÂho kyslõÂku a CO2

prosteÂho dusõÂku z lahvõÂ. MaÂ se pouzÏõÂvat spraÂvnyÂ pomeÏ r 20 % kyslõÂku a
80 % dusõÂku;

f) zarÏõÂzenõÂ na stanovenõÂ CO2 bud' titracÏneÏ nebo pomocõÂ analyzaÂtoruÊ
anorganickeÂho uhlõÂku;

g) zarÏõÂzenõÂ pro membraÂnovou filtraci (nepovinneÏ );

h) analyzaÂtor DOC (nepovinneÏ ).

IV. 2. 2 PrÏõÂprava mineraÂ lnõÂho meÂdia

PrÏõÂprava zaÂsobnõÂch roztokuÊ je popsaÂna v cÏaÂsti I. 6. 2.

Roztok (a) v mnozÏstvõÂ 10 ml se smõÂchaÂ s 800 ml zrÏed'ovacõÂ vody, prÏidaÂ se
1 ml roztokuÊ (b) azÏ (d) a doplnõÂ do 1 l zrÏed'ovacõÂ vodou.

IV. 2. 3 PrÏõÂprava a prÏeduÂ prava inokula

Inokulum maÂ pochaÂzet z ruÊ znyÂch zdrojuÊ : aktivovanyÂ kal, odtok z meÏ stskeÂ cÏistõÂrny,
povrchovaÂ voda, puÊ dy cÏi smeÏ s z uvedenyÂch.

Viz. cÏaÂst I. 6. 4, I. 6. 4. 1, I. 6. 4. 2 a I. 6. 5.

IV. 2. 4 PrÏõÂprava baneÏ k

Jako prÏõÂklad je uvaÂdeÏ no usporÏaÂdaÂnõÂ pro 5 l banÏ ky s obsahem 3 l suspenze.
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V prÏõÂpadeÏ pouzÏitõÂ jinyÂch objemuÊ se hodnoty uÂmeÏ rneÏ upravõÂ tak, aby se zajistilo
prÏesneÂ meÏ rÏenõÂ vytvorÏeneÂho CO2.

Do kazÏdeÂ 5 l banÏ ky se vnese 2400 ml mineraÂlnõÂho meÂdia. PrÏidaÂ se vhodneÂ
mnozÏstvõÂ prÏipraveneÂho inokula (viz I. 6. 4. 1 a I. 6. 5) tak, aby koncentrace
aktivovaneÂho kalu byla 30 mg.l-1 v konecÏneÂm objemu 3 l inokulovaneÂ smeÏ si.
AlternativneÏ lze zrÏedit kal tak, aby se zõÂskala suspenze 500 - 1000 mg.l-1

v mineraÂlnõÂm meÂdiu a to jesÏteÏ prÏed prÏõÂdavkem alikvotnõÂ cÏaÂsti do 5 l banÏ ky k
dosazÏenõÂ koncentrace 30 mg.l-1. Tento postup zajisÏt'uje veÏ tsÏõÂ prÏesnost. Mohou byÂt
pouzÏita i jinaÂ inokula (viz I. 6. 4. 2).

InokulovanaÂ smeÏ s se prÏes noc probublaÂvaÂ vzduchem prostyÂm CO2 k odstraneÏ nõÂ
absorbovaneÂho CO2.

PrÏidaÂ se znaÂmyÂ objem zaÂsobnõÂho roztoku zkousÏeneÂ laÂtky a referencÏnõÂ laÂtky, cÏõÂmzÏ
se vytvorÏõÂ dvojice baneÏ k se zÏivnou koncentracõÂ ze zkousÏeneÂ a referencÏnõÂ laÂtky
v rozmezõÂ 10 azÏ 20 mg.l-1 DOC nebo TOC. NeÏktereÂ lahve se nasazujõÂ jako
kontrola a to bez chemikaÂliõÂ. SÏ patneÏ rozpustneÂ laÂtky se prÏidaÂvajõÂ prÏõÂmo do baneÏ k na
hmotnostnõÂ nebo objemoveÂ baÂzi nebo se postupuje podle prÏõÂlohy 3.

JestlizÏe je to pozÏadovaÂno, pouzÏije se 1 sterilnõÂ banÏ ka bez inokula ke zjisÏteÏ nõÂ
abiotickeÂho rozkladu (viz I. 6. 6). Sterilizace se provaÂdõÂ pomocõÂ vhodneÂ
koncentrace toxickeÂ laÂtky.

Ve vsÏech banÏ kaÂch se upravõÂ objem na 3 l prÏõÂdavkem mineraÂlnõÂho meÂdia prosteÂho
CO2. Mohou se odebrat vzorky pro stanovenõÂ DOC (viz prÏõÂloha 2) a/nebo
specifickou analyÂzu. Pak se prÏipojõÂ absorpcÏnõÂ naÂdobky.

V prÏõÂpadeÏ pouzÏitõÂ hydroxidu barnateÂho se spojujõÂ 3 naÂdobky, kazÏdaÂ
s obsahem 100 ml 0,0125 mol.l-1 Ba(OH)2 v seÂrii pro kazÏdou 5 l banÏ ku. Roztok
musõÂ byÂt prostyÂ srazÏeniny sõÂranu a uhlicÏitanu barnateÂho a bezprostrÏedneÏ prÏed
pouzÏitõÂm musõÂ byÂt stanovena jeho koncentrace. V prÏõÂpadeÏ pouzÏitõÂ hydroxidu
sodneÂho spojujõÂ se 2 jednotky, z nichzÏ druhaÂ slouzÏõÂ jako kontrola, zÏe vsÏechen CO2

byl absorbovaÂn v prvnõÂ naÂdobce. Jako uzaÂveÏ ry absorpcÏnõÂch naÂdobek jsou vhodneÂ
seÂroveÂ uzaÂveÏ ry. Do kazÏdeÂ naÂdobky se prÏidaÂ po 200 ml 0,05 mol NaOH, cozÏ je
dostatecÏneÂ k absorpci vesÏkereÂho CO2, kteryÂ se uvolnõÂ prÏi uÂplneÂm rozkladu laÂtky.
Roztok hydroxidu sodneÂho i kdyzÏ je cÏerstveÏ prÏipraven, obsahuje stopy uhlicÏitanuÊ ,
cozÏ se koriguje odecÏtenõÂm slepeÂho pokusu.

IV. 2. 5 PocÏet baneÏ k v typickeÂm pokusu

BanÏ ka cÏ. 1 a 2: ZkousÏenaÂ suspenze
BanÏ ka cÏ. 3 a 4: SlepyÂ pokus inokula
BanÏ ka cÏ. 5: Kontrola postupu

a daÂle s vyÂhodou a kdyzÏ je to potrÏebneÂ:

BanÏ ka cÏ. 6 : AbiotickaÂ sterilnõÂ kontrola
BanÏ ka cÏ. 7: Kontrola toxicity

Viz. takeÂ cÏaÂst I. 6. 7.

IV. 2. 6 ProvedenõÂ zkousÏky

ZkousÏka se zahajuje probublaÂvaÂnõÂm suspenze vzduchem prostyÂm CO2 rychlostõÂ
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30 - 100 ml.min-1. PravidelneÏ se odebõÂrajõÂ a analyzujõÂ vzorky absorbaÂtu CO2.
DoporucÏuje se, aby v pruÊ beÏ hu prvnõÂch 10 dnuÊ byly analyÂzy provaÂdeÏ ny kazÏdyÂ druhyÂ
azÏ trÏetõÂ den a daÂle kazÏdyÂ paÂtyÂ den azÏ do 28. dne, cozÏ umozÏnÏ uje urcÏenõÂ periody.10
dennõÂho okna.

Na konci pokusu, 28. den, muÊ zÏe byÂt odebraÂn vzorek na stanovenõÂ DOC a/nebo na
specifickou analyÂzu, zmeÏ rÏõÂ se pH suspenze a pak se do kazÏdeÂ banÏ ky prÏidaÂ 1 ml
koncentrovaneÂ HCl. ProvzdusÏnÏ uje se prÏes noc k odstraneÏ nõÂ v suspenzi prÏõÂtomneÂho
CO2. PoslednõÂ analyÂza CO2 se provede 29. den.

Ve dnech, kdy se meÏ rÏõÂ CO2 se odpojuje ten absorbeÂr, kteryÂ je nejblõÂzÏe banÏ ce a
roztok hydroxidu se titruje 0,05 mol HCl na fenolftalein. ZbyÂvajõÂcõÂ absorbeÂr se
posune o jedno mõÂsto blõÂzÏe k lahvi a novyÂ absorbeÂr se 100 ml cÏerstveÏ prÏipraveneÂho
0,0125 mol.l-1 hydroxidu barnateÂho se zapojõÂ na mõÂsteÏ posunuteÂho, na konec seÂrie.
PotrÏebneÂ titrace se provaÂdõÂ tehdy, je-li pozorovaÂna srazÏenina v prvnõÂm absorbeÂru a
prÏed tõÂm nezÏ je pozorovatelnaÂ ve druheÂm, nebo nejmeÂneÏ jednou tyÂdneÏ .
AlternativneÏ , v prÏõÂpadeÏ pouzÏitõÂ NaOH jako absorbentu, se pomocõÂ injekcÏnõÂ
strÏõÂkacÏky odebere z absorbeÂru, kteryÂ je nejblõÂzÏe banÏ ce malyÂ vzorek, kteryÂ se
nastrÏõÂkne prÏõÂmo do analyzaÂtoru uhlõÂku.

DruhyÂ absorbeÂr se analyzuje pouze na konci zkousÏky, aby se tak mohl korigovat
uÂnik CO2.

IV. 3 VYÂ SLEDKY A ZPRAÂ VA

IV. 3. 1 ZpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ

MnozÏstvõÂ CO2 zachyceneÂho v absorbeÂru je prÏi titraci daÂno:

mg CO2 = (100 . CB ± 0,5 . V . CA) . 44
kde

V = spotrÏeba HCl pro titraci 100 ml v absorbeÂru

CB = koncentrace roztoku Ba(OH)2 v mol.l-1

CA = koncentrace HCl v mol.l-1

V prÏõÂpadeÏ , zÏe CB je 0,0125 mol a CA 0,05 mol je spotrÏeba pro titraci 100 ml
roztoku Ba(OH)2 50 ml a hmotnost CO2 je daÂna:

0,05
ÐÐ . 44 . mlHCl = 1,1 . mlHCl

2

Tedy, v tomto prÏõÂpadeÏ se hmotnost produkovaneÂho CO2 zõÂskaÂ naÂsobenõÂm spotrÏeby
HCl faktorem 1,1.

VypocÏõÂtaÂ se hmotnost CO2 vyprodukovaneÂho samotnyÂm inokulem, inokulem se
zkousÏenou laÂtkou s pouzÏitõÂm prÏõÂslusÏnyÂch vyÂsledkuÊ titrace. Jejich rozdõÂl je hmotnost
CO2, kteryÂ byl vyprodukovaÂn samotnou zkousÏenou laÂtkou.

NaprÏ. kdyzÏ samotneÂ inokulum poskytuje titracõÂ 48 ml a inokulum se zkousÏenou
laÂtkou 45 ml,

CO2 z inokula = 1,1. (50 ± 48) = 2,2 mg
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CO2 z inokula a zkousÏeneÂ laÂtky = 1,1 . (50 - 45) = 5,5 mg

a z toho hmotnost CO2 vyprodukovanaÂ zkousÏenou laÂtkou je 3,3 mg.

ProcentnõÂ biologickaÂ rozlozÏitelnost se vypocÏõÂtaÂ z:

% rozkladu = (mg CO2. 100)/(TCO2. mg zkousÏeneÂ laÂtky)
nebo

% rozkladu = (mg CO2. 100)/(mg TOC . 3,67)

kde 3,67 je prÏepocÏõÂtacõÂ koeficient 44/12 pro uhlõÂk na CO2.

Takto se postupuje pro kazÏdeÂ meÏ rÏenõÂ jezÏ se provaÂdeÏ lo po celou dobu zkousÏky vzÏdy
s dosazenõÂm TCO2 spocÏõÂtaneÂ pro kazÏdyÂ den..

PrÏi absorpci do NaOH se vypocÏõÂtaÂ hmotnost produkovaneÂho CO2, vyjaÂdrÏeneÂho
jako anorganickyÂ uhlõÂk, vynaÂsobenõÂm teÂto koncentrace objemem absorpcÏnõÂho
roztoku.

Procento rozkladu se vypocÏõÂtaÂ ze vztahu:

% TCO2 = [( mg IC ze zk. b. ± mg IC ze sl. p.) / mg TOC ve zk. 1]. 100
kde
IC = anorganickyÂ uhlõÂk,
sl.p. = slepyÂ pokus,
zk. b. = zkusÏebnõÂ banÏ ka
zk. l. = zkousÏenaÂ laÂtka.

UÂ bytek DOC se muÊ zÏe spocÏõÂtat podle cÏaÂsti I. VsÏechny vyÂsledky se zapisujõÂ do
sestavy dat.

IV. 3. 2 Platnost vyÂsledkuÊ

PocÏaÂtecÏnõÂ hmotnost anorganickeÂho uhlõÂku ve zkusÏebnõÂ suspenzi v mineraÂlnõÂm
meÂdiu nesmõÂ byÂt na pocÏaÂtku pokusu veÏ tsÏõÂ nezÏ 5 % celkoveÂho uhlõÂku. CelkoveÂ
mnozÏstvõÂ CO2 vyvinuteÂho v inokulovaneÂm slepeÂm pokusu nesmõÂ prÏekrocÏit na
konci pokusu 40 mg na litr meÂdia. V prÏõÂpadeÏ , zÏe se zõÂskajõÂ hodnoty veÏ tsÏõÂ nezÏ 70 mg
CO2. l-1, meÏ ly by se experimentaÂlnõÂ postup i vyÂsledky kriticky posoudit.

Viz takeÂ I. 5. 2.

IV. 3. 3 ZpraÂva o vyÂsledcõÂch

Viz cÏaÂst I. 8.

IV. 4 PrÏehled zõÂskanyÂch vyÂsledkuÊ

PrÏõÂklad prÏehledu vyÂsledkuÊ :.

ZKOUSÏ KA VYÂ VINU OXIDU UHLICÏ ITEÂ HO

1. LABORATORÏ

2. DATUM ZAHAÂ JENIÂ ZKOUSÏ KY

3. ZKOUSÏ ENAÂ LAÂ TKA
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CÏ as
(dny)

mg CO2 vyvinuteÂho

ve zkousÏce

mg CO2 vyvinuteÂho

ve slepeÂm pokuse

kumulativnõÂ
mnozÏstvõÂ
vyvinuteÂho CO2

(pruÊ meÏ r ve
zkousÏce mõÂnus
pruÊ meÏ r ve slepeÂm
pokuse)

TCO2

kumulativnõÂ CO2 . 100
TCO2

0

n1

n2

n3

28

1 2 pruÊ meÏ r 3 4 pruÊ meÏ r 1 2 1 2 pruÊ meÏ r

CÏ as (den) SlepyÂ pokus. mg.l-1 ZkousÏenaÂ laÂtka, mg.l-1

0 Cb(o) Co

20 (*) Cb(t) C(t)

(*) nebo na konci inkubace

NaÂzev:
Koncentrace zaÂsobnõÂho roztoku: mg laÂtky na litr
PocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace v meÂdiu: mg laÂtky v mediu
MnozÏstvõÂ celkoveÂho uhlõÂku nasazeneÂho do banÏ ky: mg C
TCO2: mg CO2

4. INOKULUM

Zdroj:
ZpuÊ sob uÂpravy:
PrÏeduÂprava: pokud byla
Koncentrace suspendovanyÂch laÂtek v reakcÏnõÂ smeÏ si: mg CO2

5. TVORBA OXIDU UHLICÏ ITEÂ HO A ROZLOZÏ ITELNOST

Metoda: Ba(OH)2 / NaOH/ jinaÂ

PoznaÂmka: podobneÂ usporÏaÂdaÂnõÂ lze pouzÏõÂt i pro referencÏnõÂ laÂtku a pro kontrolu
toxicity.

6. ANALYÂ ZA UHLIÂKU (nepovinneÏ )

AnalyzaÂtor uhlõÂku
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æ
ç
è æ

ç
è

Ct ± Cb(t)
%odstr. DOC = 1 ± ÐÐÐÐÐ . 100

Co ± Cb(o)

7. ABIOTICKYÂ ROZKLAD (nepovinneÏ )

% abiot. rozkladu = (produkce mg CO2 ve steril. podm. po 28 dnech / TCO2) . 100
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IV. D MANOMETRICKAÂ RESPIROMETRICKAÂ ZKOUSÏ KA

V. 1 P R I N C I P M E T O D Y

ZmeÏ rÏenyÂ objem inokulovaneÂho mineraÂlnõÂho meÂdia, jezÏ obsahuje znaÂmou
koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky (100 mg.l-1 laÂtky, jezÏ poskytujõÂ nejmeÂneÏ 50-100 mg.l-1

TSK) jako jedinyÂ zdroj uhlõÂku je mõÂchaÂn v uzavrÏeneÂ naÂdobeÏ prÏi konstantnõÂ teploteÏ
(+ 1 oC nebo lepsÏõÂ) po dobu 28 dnuÊ . SpotrÏeba kyslõÂku se stanovuje jednak
meÏ rÏenõÂm mnozÏstvõÂ elektrolyticky produkovaneÂho kyslõÂku, kteryÂ je potrÏebnyÂ k
udrzÏenõÂ konstantnõÂho objemu plynu v respiracÏnõÂ naÂdobce nebo ze zmeÏ n objemu
nebo tlaku nebo obou v aparaturÏe. VyvinutyÂ CO2 je absorbovaÂn v roztoku KOH
nebo v jineÂm vhodneÂm absorbentu. MnozÏstvõÂ kyslõÂku, jenzÏ je zkousÏenou laÂtkou
spotrÏebovaÂn, korigovaneÂ o spotrÏebu slepeÂho pokusu jenzÏ beÏ zÏõÂ paralelneÏ se
vyjadrÏuje jako procento TSK nebo CHSK. PrÏõÂpadneÏ muÊ zÏe byÂt z doprovodneÂ
specifickeÂ chemickeÂ analyÂzy provedeneÂ na zacÏaÂtku a na konci inkubace pocÏõÂtaÂna
primaÂrnõÂ biologickaÂ rozlozÏitelnost a z analyÂzy DOC uÂplnyÂ rozklad.

V. 2 POPIS METODY

V. 2. 1 ZarÏõÂzenõÂ

a) vhodnyÂ respirometr,

b) regulaÂtor teploty s prÏesnostõÂ + 1 oC nebo lepsÏõÂ,

c) aparatura pro membraÂnovou filtraci,

d) analyzaÂtor DOC (nepovinneÏ ),

V. 2. 2 PrÏõÂprava mineraÂ lnõÂho meÂdia

PrÏõÂprava zaÂsobnõÂch roztokuÊ je popsaÂna v cÏaÂsti I. 6. 2

SmõÂchaÂ se 10 ml roztoku (a) s 800 ml zrÏed'ovacõÂ vody a prÏidaÂ se po 1 ml roztokuÊ
(b) azÏ (d) a doplnõÂ se do 1 l zrÏed'ovacõÂ vodou.

V. 2. 3 PrÏõÂprava a prÏeduÂ prava inokula

Inokulum maÂ byÂt zõÂskaÂno z ruÊ znyÂch zdrojuÊ : aktivovanyÂ kal, vycÏisÏteÏ naÂ meÏ stskaÂ
odpadnõÂ voda, povrchovaÂ voda a puÊ da nebo jejich smeÏ s.

Viz cÏaÂst I. 6. 4, I. 6. 4. 2 a I. 6. 5.

V. 2. 4 PrÏõÂprava naÂdobek

S pouzÏitõÂm zaÂsobnõÂch roztokuÊ se prÏipravõÂ roztoky zkousÏeneÂ a referencÏnõÂ laÂtky
v mineraÂlnõÂm meÂdiu, koncentracÏneÏ ekvivalentnõÂ 50 - 100 mg.l-1 TSK.

V prÏõÂpadech, kdy lze vyloucÏit nitrifikaci vypocÏõÂtaÂ se TSK za prÏedpokladu tvorby
amoniovyÂch solõÂ, v opacÏneÂm prÏõÂpadeÏ na baÂzi tvorby dusicÏnanuÊ (viz prÏõÂloha 2.2)

ZmeÏ rÏõÂ se pH a v prÏõÂpadeÏ potrÏeby se upravõÂ na 7,4 + 0,2.

SÏ patneÏ rozpustneÂ laÂtky se prÏidaÂvajõÂ v pozdeÏ jsÏõÂm staÂdiu (viz daÂle).
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MaÂ-li se stanovit toxicita zkousÏeneÂ laÂtky prÏipravõÂ se dalsÏõÂ roztok v mineraÂlnõÂm
meÂdiu, jenzÏ obsahuje referencÏnõÂ a zkousÏenou laÂtku dohromady a to ve stejnyÂch
koncentracõÂch jako v individuaÂlnõÂch roztocõÂch.

Je-li pozÏadovaÂno stanovenõÂ fyzikaÂlneÏ -chemickeÂ spotrÏeby kyslõÂku, prÏipravõÂ se roztok
zkousÏeneÂ laÂtky prÏi obvykleÂ koncentraci 100 mg TSK.l-1 sterilizovanyÂ prÏõÂdavkem
vhodneÂ toxickeÂ laÂtky (viz I. 6. 6)

PrÏipraveneÂ roztoky zkousÏeneÂ a referencÏnõÂ laÂtky se vnesou, nejmeÂneÏ v duplikaÂtech,
do naÂdobek. Do dalsÏõÂch naÂdobek se vnese pro kontrolu inokula pouze mineraÂlnõÂ
meÂdium a v prÏõÂpadeÏ , zÏe je to pozÏadovaÂno, smeÏ s zkousÏeneÂ laÂtky a referencÏnõÂ laÂtky a
sterilnõÂ roztok.

V prÏõÂpadeÏ , zÏe je zkousÏenaÂ laÂtka sÏpatneÏ rozpustnaÂ , prÏidaÂvaÂ se v teÂto faÂzi prÏõÂmo
navaÂzÏenõÂm nebo odmeÏ rÏenõÂm objemu nebo se postupuje podle prÏõÂlohy 3. Do
absorbeÂru CO2 se prÏidaÂ KOH, pelety NaOH nebo jinyÂ absorbent.

V. 2. 5 PocÏet naÂdobek v typickeÂ zkousÏce

NaÂdobka cÏ. 1 a 2: zkousÏenaÂ suspenze
NaÂdobka cÏ. 3 a 4: slepyÂ pokus
NaÂdobka cÏ. 5: kontrola postupu

kdyzÏ je to potrÏebneÂ:

NaÂdobka cÏ. 6: sterilnõÂ kontrola
NaÂdobka cÏ. 7: kontrola toxicity

Viz cÏaÂst I. 6. 7.

V. 2. 6 ProvedenõÂ zkousÏky

Po vytemperovaÂnõÂ naÂdobek na zvolenou teplotu se do vybranyÂch naÂdobek prÏidaÂ
inokulum tak, aby se ustavila koncentrace suspendovanyÂch laÂtek ne veÏ tsÏõÂ nezÏ 30
mg.l-1. NaÂdobka se zkompletuje, prÏezkousÏõÂ na teÏ snost, pustõÂ se mõÂchaÂnõÂ a zahaÂjõÂ se
meÏ rÏenõÂ spotrÏeby kyslõÂku. Obvykle nenõÂ potrÏebneÂ veÏ novat pokusu zÏaÂdnou jinou
pozornost vyjma dennõÂch odecÏtuÊ a kontroly teploty a mõÂchaÂnõÂ.

VypocÏõÂtaÂ se spotrÏeba kyslõÂku z pravidelnyÂch a obcÏasnyÂch odecÏtuÊ postupem, jenzÏ
doporucÏuje vyÂrobce prÏõÂstroje. Na konci inkubace, obvykle po 28 dnech, se zmeÏ rÏõÂ pH
v naÂdobkaÂch a to zvlaÂsÏteÏ tehdy, je-li spotrÏeba kyslõÂku malaÂ nebo veÏ tsÏõÂ nezÏ TSK
pocÏõÂtanaÂ na vznik amoniaku (platõÂ pro laÂtky s obsahem dusõÂku).

Je-li to pozÏadovaÂno, odebõÂraÂ se vzorek z naÂdobek ke stanovenõÂ DOC nebo
specifickou analyÂzu - viz prÏõÂloha 2. PrÏi prvnõÂm odbeÏ ru z naÂdobky je nutneÂ znaÂt
zbyÂvajõÂcõÂ objem v naÂdobce. V prÏõÂpadeÏ zkousÏky s dusõÂkatyÂmi laÂtkami stanovuje se
prÏõÂruÊ stek koncentracõÂ dusicÏnanuÊ a dusitanuÊ v pruÊ beÏ hu 28 dnuÊ a z nich se pocÏõÂtaÂ
korekce spotrÏeby kyslõÂku podle prÏõÂohy 5.

V. 3. VYÂ SLEDKY A ZPRAÂ VA

V. 3. 1. ZpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ

SpotrÏeba kyslõÂku zkousÏenou laÂtkou po zvoleneÂm cÏasu a po korekci na slepyÂ pokus
se deÏ lõÂ hmotnostõÂ zkousÏeneÂ laÂtky v naÂdobce. To poskytuje BSK vyjaÂdrÏenou jako
mg.mg-1:
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SKZL ± SK0
BSK = ÐÐÐÐÐÐ (mg.mg-1)

m

kde

SKZL = spotrÏeba kyslõÂku zkousÏenou laÂtkou (mg),

SK0 = spotrÏeba kyslõÂku ve slepeÂm pokusu (mg),

m = hmotnost zkousÏeneÂ laÂtky v naÂdobce.

ProcentnõÂ biologickyÂ rozklad se vypocÏte z rovnice

BSK
% biologickeÂho rozkladu = % TSK = ÐÐ± . 100

TSK
nebo ze vztahu

BSK
% CHSK = ÐÐÐ± . 100

CHSK

Je nutneÂ poznamenat, zÏe obeÏ metody nemusõÂ poskytovat stejneÂ hodnoty;
uprÏednostnÏ uje se pouzÏitõÂ prvnõÂ metody.

Pro laÂtky, jezÏ obsahujõÂ dusõÂk se pouzÏõÂvaÂ vhodneÂ TSK (pro NH4 nebo NO3) podle
toho co je znaÂmo nebo odhadovaÂno o vyÂskytu nitrifikace (prÏõÂloha 2). JestlizÏe se
nitrifikace vyskytuje, ale nenõÂ uÂplnaÂ , koriguje se spotrÏeba kyslõÂku podle zmeÏ n
koncentrace dusitanuÊ a dusicÏnanuÊ (prÏõÂloha 5).

V prÏõÂpadeÏ , zÏe se stanovuje organickyÂ uhlõÂk a /nebo se provedla specifickaÂ analyÂza,
pocÏõÂtaÂ se stupenÏ rozkladu podle odstavce I.7.

VsÏechny vyÂsledky se zapisujõÂ do tabulkovyÂch sestav.

V. 3. 2 Platnost zkousÏky

NormaÂlnõÂ spotrÏeba kyslõÂku inokulem je 20 - 30 mg.l-1 a nemaÂ byÂt veÏ tsÏõÂ nezÏ 60 mg.l-1

v pruÊ beÏ hu 28 dnuÊ . Hodnoty veÏ tsÏõÂ nezÏ 60 mg.l-1 vyzÏadujõÂ kritickeÂ hodnocenõÂ vyÂsledkuÊ
a experimentaÂlnõÂ techniky.

V prÏõÂpadeÏ , zÏe pH je mimo rozsah 6 - 8,5 a spotrÏeba kyslõÂku zkousÏenou laÂtkou je
mensÏõÂ nezÏ 60 % je nutno zkousÏku opakovat s nizÏsÏõÂ koncentracõÂ zkousÏeneÂ laÂtky.

Viz odst. I.

V. 3. 3 Protokol o zkousÏce

DaÂle je uveden prÏõÂklad protokolu.

MANOMETRICKAÂ RESPIROMETRICKAÂ ZKOUSÏ KA

1. LABORATORÏ

2. DATUM ZAHAÂ JENIÂ ZKOUSÏ KY

3. ZKOUSÏ ENAÂ LAÂ TKA

NaÂzev:
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CÏ as (dny)

0 7 14 21 28

spotrÏeba kyslõÂku (mg)

zkousÏenou laÂtkou

1

2

a, pruÊ meÏ r

spotrÏeba kyslõÂku (mg) ve

slepeÂm pokusu

3

4

b, pruÊ meÏ r

opravenaÂ BSK (mg) (a1 - bm)

BSK na mg zkousÏeneÂ
laÂtky

(a2 - bm)

(a1 - bm)
C0V

(a2 - bm)
C0V

% rozkladu

(BSK/TSK) . 100

D1 (a1)

D2 (a2)

pruÊ meÏ r*

V = objem media ve zkusÏebnõÂ naÂdobeÏ

Koncentrace zaÂsobnõÂho roztoku:
PocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace v meÂdiu:
Objem v naÂdobce:
TSK nebo CHSK v mg.mg-1 zkousÏeneÂ laÂtky (NH4, NO3):

4. INOKULUM

Zdroj:
ProvedenaÂ uÂprava:
PrÏeduÂprava, pokud byla provedena:
Koncentrace suspendovanyÂch laÂtek v reakcÏnõÂ smeÏ si:

5. TABULKA SPOTRÏ EB KYSLIÂKU

* pokud je mezi D1 a D2 vyÂraznyÂ rozdõÂl nemuÊ zÏe byÂt pocÏõÂtaÂn jejich pruÊ meÏ r

PoznaÂmka: ObdobnyÂ formulaÂrÏ muÊ zÏe byÂt pouzÏit pro referencÏnõÂ laÂtku a pro kontrolu
toxicity.
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CÏ as (dny) SlepyÂ pokus (mg.l-1) ZkousÏenaÂ laÂtka ( mg.l-1)

0 (CSPO) (C0)

28* (CSPt) (Ct)

* nebo na konci inkubace

æ
ç
è æ

ç
è

6. OPRAVA NA NITRIFIKACI (Viz prÏõÂloha 5)

Den 0 28 RozdõÂl

(i) Koncentrace dusicÏnanuÊ (mg N. l-1)

(ii) KyslõÂkovyÂ ekvivalent (4,57 . N . V) (mg)

(iii) Koncentrace dusitanuÊ (mg N.l-1)

(iv) KyslõÂkovyÂ ekvivalent (3,43 . N . V) (mg)

(ii + iv) CelkovyÂ kyslõÂkovyÂ ekvivalent

-

-

-

-

-

-

(N)

(N)

7. ANALYÂ ZA UHLIÂKU (nepovinnaÂ)

AnalyzaÂtor uhlõÂku:

Ct ± CSPt
%odstr. DOC = 1 ± ÐÐÐÐÐ . 100

C0 ± CSP0

8. ROZKLAD VYÂ CHOZIÂ LAÂ TKY (nepovinneÏ )

Sb = koncentrace ve fyzikaÂlneÏ - chemickeÂ kontrole (sterilnõÂ) po 28 dnech
Sa = koncentrace v inokulovaneÂ naÂdobeÏ po 28 dnech

Sb ± Sa
% BR = ÐÐÐÐ . 100

Sb

kde

% BR = biologickyÂ rozklad vyÂchozõÂ laÂtky vyjaÂdrÏenyÂ v %.

9. ABIOTICKYÂ ROZKLAD

a = spotrÏeba kyslõÂku ve sterilnõÂ kontrole po 28 dnech, (mg)

a
spotrÏeba kyslõÂku na mg chemickeÂ laÂtky = ÐÐÐ

C0V

(viz cÏaÂst 1 a 3)
a . 100

% abiotickeÂho rozkladu = ÐÐÐÐÐ
C0V .TSK
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IV. E ZKOUSÏ KA V UZAVRÏ ENYÂ CH LAHVICÏ KAÂ CH

VI. 1. PRINCIP ZKUSÏ EBNIÂ METODY

Roztok zkousÏeneÂ laÂtky, obvykle 2 - 5 mg.l-1 v mineraÂlnõÂm meÂdiu, se inokuluje
malyÂm mnozÏstvõÂm smeÏ sneÂ kultury a udrzÏuje se ve zcela naplneÏ nyÂch uzavrÏenyÂch
lahvõÂch, bez prÏõÂstupu sveÏ tla, prÏi konstantnõÂ teploteÏ .

Rozklad se sleduje analyÂzou rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku v pruÊ beÏ hu 28 dnuÊ . MnozÏstvõÂ
spotrÏebovaneÂho kyslõÂku po korekci na slepyÂ pokus, kteryÂ se provaÂdõÂ paralelneÏ , se
vyjadrÏuje jako procento TSK nebo CHSK.

VI. 2 POPIS METODY

VI. 2. 1 PrÏõÂstroje

a) BSK lahvicÏky se sponkami, 250 - 300 ml.

b) VodnõÂ laÂzenÏ nebo inkubaÂtor, ve kteryÂch se lahvicÏky udrzÏujõÂ prÏi konstantnõÂ
teploteÏ (+ 1 oC nebo lepsÏõÂ) za neprÏõÂstupu sveÏ tla.

c) VelkeÂ skleneÏ neÂ lahve 2 - 5 l pro prÏõÂpravu meÂdia a pro naplneÏ nõÂ lahvicÏek.

d) KyslõÂkovaÂ elektroda a oximetr nebo vybavenõÂ a chemikaÂlie pro Winklerovu
metodu.

VI. 2. 2 PrÏõÂprava mineraÂ lnõÂho meÂdia

ZaÂsobnõÂ roztoky se prÏipravujõÂ podle I. 6. 2.

SmõÂchaÂ se 1 ml roztokuÊ (a) azÏ (d) a doplnõÂ se do 1 l zrÏed'ovacõÂ vodou.

VI. 2. 3 PrÏõÂprava inokula

Inokulum se beÏ zÏneÏ zõÂskaÂvaÂ z odtoku z biologickeÂ cÏistõÂrny nebo z laboratornõÂ
jednotky, ktereÂ cÏistõÂ prÏevaÂzÏneÏ komunaÂlnõÂ odpadnõÂ vody. AlternativnõÂm zdrojem
inokula muÊ zÏe byÂt povrchovaÂ voda. BeÏ zÏneÏ se uzÏõÂvaÂ jedna kapka azÏ 5 ml filtraÂtu na 1 l
meÂdia. VhodneÂ mnozÏstvõÂ inokula se musõÂ vyzkousÏet (viz. I. 6. 4. 2 a I. 6. 5)

VI. 2. 4 PrÏõÂprava lahvõÂ

MineraÂlnõÂ meÂdium se silneÏ provzdusÏnÏ uje po dobu 20 minut. V jedneÂ zkousÏce je
nutneÂ pouzÏõÂt jedno mineraÂlnõÂ meÂdium. ObecneÏ je meÂdium prÏipraveno pro praÂci po
20 h staÂnõÂ prÏi pracovnõÂ teploteÏ . Pro kontrolu se stanovõÂ obsah kyslõÂku
v meÂdiu. Jeho obsah by meÏ l byÂt okolo 9 mg.l-1 prÏi 20 oC. VsÏechny operace
s meÂdiem nasycenyÂm vzduchem se provaÂdõÂ tak, aby nevznikly bublinky, naprÏ. se
pouzÏije sifon.

PrÏipravujõÂ se paralelnõÂ skupiny BSK lahvicÏek pro simultaÂnnõÂ meÏ rÏenõÂ zkousÏeneÂ laÂtky a
referencÏnõÂ laÂtky. PrÏipravõÂ se dostatecÏnyÂ pocÏet lahvicÏek, vcÏetneÏ slepyÂch pokusuÊ tak,
aby v kazÏdeÂm zvoleneÂm cÏasoveÂm intervalu naprÏ. 0, 7, 14, 21 a 28 dnuÊ byly k
dispozici vzÏdy alesponÏ 2 lahvicÏky. K tomu, aby bylo mozÏneÂ urcÏit 10 dennõÂ okno je
potrÏeba võÂce lahvicÏek.
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Do velkyÂch lahvõÂ se do 1/3 naplnõÂ provzdusÏneÏ neÂ meÂdium, pak se prÏidaÂ zaÂsobnõÂ
roztok zkousÏeneÂ laÂtky a referencÏnõÂ laÂtky do zvlaÂsÏtnõÂ lahve tak, aby konecÏnaÂ
koncentrace laÂtek byla max. 10 mg.l-1. SlepyÂ pokus se nasazuje bez zkousÏeneÂ a
referencÏnõÂ laÂtky.

Ke zjisÏteÏnõÂ, zda aktivita inokula nenõÂ limitujõÂcõÂ, nesmõÂ koncentrace kyslõÂku
v lahvicÏkaÂch klesnout pod 0,5 mg.l-1. Toto omezuje koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky na 2
mg.l-1. OvsÏem pro laÂtky teÏ zÏce rozpustneÂ ve vodeÏ a s nõÂzkou TSK lze pouzÏõÂt
koncentraci 5 - 10 mg.l-1. V neÏ kteryÂch prÏõÂpadech lze doporucÏit provaÂdeÏ t paralelneÏ
meÏ rÏenõÂ prÏi 2 koncentracõÂch studovaneÂ laÂtky naprÏ 2 a 5 mg.l-1. BeÏ zÏneÏ se TSK pocÏõÂtaÂ
pro tvorbu amonnyÂch solõÂ, ale v prÏõÂpadech, kdy se prÏedpoklaÂdaÂ nitrifikace, pocÏõÂtaÂ se
TSK pro tvorbu dusicÏnanuÊ (viz prÏõÂloha 2). V prÏõÂpadech, kdy nitrifikace nenõÂ uÂplnaÂ ,
pocÏõÂtaÂ se korekce z analytickyÂch koncentracõÂ dusicÏnanuÊ .

V prÏõÂpadeÏ , zÏe zkousÏenaÂ laÂtka je toxickaÂ (naprÏ. v prÏõÂpadeÏ drÏõÂve zjisÏteÏ neÂ nõÂzkeÂ
biologickeÂ rozlozÏitelnosti), musõÂ se nasadit noveÂ seÂrie lahvicÏek.

Nasazuje se za stejnyÂch podmõÂnek jako v prÏedchozõÂm prÏõÂpadeÏ .

Roztok ve velkyÂch lahvõÂch se inokuluje odtokem z biologickeÂ cÏistõÂrny (1 kapka azÏ 5
ml) nebo jinyÂm inokulem jako naprÏ. rÏõÂcÏnõÂ vodou (viz I. 6. 4. 2). Nakonec se lahve
doplnõÂ na objem provzdusÏneÏ nyÂm meÂdiem a s pomocõÂ hadicÏky, kteraÂ sahaÂ na dno, se
prÏipravõÂ homogennõÂ roztok.

VI. 2. 5 PocÏet lahvicÏek beÏ zÏneÂho pokusu

V beÏ zÏneÂm pokusu se pouzÏõÂvajõÂ naÂsledujõÂcõÂ lahvicÏky:

nejmeÂneÏ 10 se zkousÏenou laÂtkou a inokulem,

nejmeÂneÏ 10 jen s inokulem,

nejmeÂneÏ 10 s obsahem referencÏnõÂ laÂtky a inokulem

a daÂle, je-li to zapotrÏebõÂ 6 lahvicÏek obsahujõÂcõÂch zkousÏenou laÂtku, referencÏnõÂ laÂtku a
inokulum (kontrola toxicity). Pro zjisÏteÏ nõÂ 10 dennõÂho okna je zapotrÏebõÂ dvojnaÂsobnyÂ
pocÏet lahvicÏek.

VI. 2. 6 ProvedenõÂ zkousÏky

PrÏipravenyÂ roztok se ihned po prÏõÂpraveÏ plnõÂ do prÏõÂslusÏneÂ skupiny lahvicÏek
a to ze spodnõÂ cÏtvrtiny lahve (nikoliv ze dna), tak, aby se vsÏechny lahvicÏky uÂplneÏ
naplnily. JemneÏ se poklepe, aby se odstranily bublinky. LahvicÏky urcÏeneÂ pro pocÏaÂtek
pokusu se ihned analyzujõÂ na obsah kyslõÂku Winklerovou metodou nebo pomocõÂ
oximetru. Obsah lahvicÏek lze konzervovat pro pozdeÏ jsÏõÂ analyÂzu prÏõÂdavkem sõÂranu
manganateÂho a hydroxidu sodneÂho. Takto fixovaneÂ lahvicÏky, ktereÂ obsahujõÂ hneÏ deÏ
zbarveneÂ hydratovaneÂ oxidy Mn3+ se skladujõÂ na temneÂm mõÂsteÏ prÏi teploteÏ 10 - 20 oC
nejdeÂle po dobu 24 h. ZbyÂvajõÂcõÂ lahvicÏky se uzavrÏou (bez bublinek) a inkubujõÂ se prÏi
20 oC ve tmeÏ . KazÏdaÂ seÂrie musõÂ byÂt doprovaÂzena slepyÂm pokusem, kteryÂ kontroluje
inokulum.

V duplicitnõÂch lahvicÏkaÂch se nejmeÂneÏ 1x tyÂdneÏ stanovuje kyslõÂk a to po celou dobu
28 dnuÊ .

TyÂdennõÂ vzorky umozÏnÏ ujõÂ stanovenõÂ 14 dennõÂho okna, kdezÏto vzorky kazÏdeÂ 3 - 4
dny dovolujõÂ stanovit 10 dennõÂ okno, cozÏ vyzÏaduje dvojnaÂsobnyÂ pocÏet lahvicÏek.



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998Strana 8608 CÏ aÂstka 103

Pro laÂtky, ktereÂ obsahujõÂ dusõÂk se musõÂ proveÂst korekce na nitrifikaci. To se provaÂdõÂ
tak, zÏe se zmeÏ rÏõÂ kyslõÂk pomocõÂ oximetru a pak se stanovõÂ dusicÏnany a dusitany.
SpotrÏeba kyslõÂku na tuto oxidaci se pocÏõÂtaÂ podle prÏõÂlohy 5.

VI. 3 VYÂ SLEDKY A ZPRAÂ VA

VI. 3. 1 ZpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ

Nejprve se vypocÏte BSK po kazÏdeÂ cÏasoveÂ periodeÏ tak, zÏe se odecÏte spotrÏeba kyslõÂku
v mg.l-1 slepeÂho pokusu od spotrÏeby se zkousÏenou laÂtkou. Takto zõÂskanyÂ vyÂsledek se
deÏ lõÂ koncentracõÂ zkousÏeneÂ laÂtky a tõÂm se zõÂskaÂ specifickaÂ BSK v mg kyslõÂku na mg
laÂtky. Pak se vypocÏõÂtaÂ procentnõÂ biologickaÂ rozlozÏitelnost jako podõÂl specifickeÂ BSK
a specifickeÂ TSK (pocÏõÂtaneÂ podle prÏõÂlohy 2. 2) nebo CHSK (stanoveneÂ analyticky
podle prÏõÂlohy 2. 3).

mg O2 (zk.l.) ± mg O2 (sl. p.)
BSK = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ = mg kyslõÂku na mg latky

mg zk.l. v lahvi

BSK (mg kyslõÂku na mg zk.l.)
% rozkladu = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ± . 100

TSK (mg kyslõÂku na mg zk.l.)

nebo
BSK (mg kyslõÂku na mg zk.l.)

% rozkladu = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ . 100
CHSK (mg kyslõÂku na mg zk.l.)

kde

zk. l. = zkousÏenaÂ laÂtka,
sl. p. = slepyÂ pokus.

Je potrÏeba podotknout, zÏe tyto dveÏ metody neposkytujõÂ nezbytneÏ stejneÂ vyÂsledky.
UprÏednostnit by se meÏ la metoda s pouzÏitõÂm TSK.

Pro zkousÏenou laÂtku obsahujõÂcõÂ dusõÂk se pouzÏõÂvaÂ vhodnaÂ TSK (NH4 nebo NO3)
podle toho, co se võÂ nebo ocÏekaÂvaÂ o vyÂskytu nitrifikace (viz prÏõÂloha 5). V prÏõÂpadeÏ ,
zÏe se nitrifikace vyskytuje, ale nenõÂ uÂplnaÂ , koriguje se spotrÏeba kyslõÂku podle
analytickyÂch koncentracõÂ dusitanuÊ a dusicÏnanuÊ .

VI. 3. 2 Platnost vyÂsledkuÊ

SpotrÏeba kyslõÂku ve slepyÂch pokusech nesmõÂ byÂt vysÏsÏõÂ nezÏ 1,5 mg.l-1 po 28 dnech.
VysÏsÏõÂ hodnoty vyzÏadujõÂ prozkoumaÂnõÂ pouzÏiteÂ experimentaÂlnõÂ techniky. ZbytkovaÂ
koncentrace kyslõÂku v lahvicÏkaÂch nesmõÂ byÂt nizÏsÏõÂ nezÏ 0,5 mg.l-1 v jakeÂmkoliv
cÏasoveÂm uÂseku zkousÏky. Tyto kyslõÂkoveÂ hladiny jsou platneÂ jen v prÏõÂpadeÏ , zÏe
metoda, jõÂzÏ se stanovuje kyslõÂk, je schopnaÂ tyto koncentrace prÏesneÏ meÏ rÏit.

Viz takeÂ cÏaÂst I.5.2.

VI. 3. 3 ZaÂveÏ recÏnaÂ zpraÂva

Viz I.8.
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Stanoveno (mg.l-1)

0 n1 n2

SlepyÂ pokus
1

2

C1

C2

PruÊ meÏ r
C1 + C2

mb = ÐÐÐÐ
2

ZkousÏenaÂ laÂtka
1 a1

2 a2

PruÊ meÏ r
a1 + a2

mt = ÐÐÐÐ
2

VI. 4 PRÏ EHLED VYÂ SLEDKUÊ

PrÏõÂklad usporÏaÂdaÂnõÂ vyÂsledkuÊ muÊ zÏe byÂt naÂsledujõÂcõÂ:

ZKOUSÏ KA V UZAVRÏ ENYÂ CH LAHVICÏ KAÂ CH

1. LABORATORÏ

2. DATUM ZACÏ AÂ TKU ZKOUSÏ KY

3. ZKOUSÏ ENAÂ LAÂ TKA

NaÂzev:
Koncentrace zaÂsobnõÂho roztoku: mg.l-1

PocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace v lahvicÏce: mg.l-1

TSK nebo CHSK: mg O2 . mg zkousÏeneÂ laÂtky-1

4. INOKULUM

Zdroj:
UÂ prava:
PrÏeduÂprava v prÏõÂpadeÏ , zÏe byla pouzÏita:
Koncentrace v reakcÏnõÂ smeÏ si: mg/l

5. PROVEDENAÂ STANOVENIÂ

Metoda: Winkler / oximetr

PoznaÂmka: PodobnyÂ vzor muÊ zÏe byÂt pouzÏit i pro referencÏnõÂ laÂtku a pro kontrolu
toxicity.
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OdstraneÏ nõÂ po n dnech (mg.l-1)

n1 n2 n3

Lahev 1: (mto - mtx) - (mbo - mbx)

Lahev 2: (mto - mtx) - (mbo - mbx)

Lahev 1:

[(mto - mtx) ± (mbo - mbx)] . 100
%D1 = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ±

konc. ve zk. . TSK

Lahev 2:

[(mto - mtx) ± (mbo - mbx)] . 100
%D2 = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ±

konc. ve zk. . TSK

D1 + D2
% D pruÁ m. = ÐÐÐÐÐ

2

6. OPRAVA NA NITRIFIKACI

Doba inkubace (dny) 0 n1 n2 n3

(i) Koncentrace dusicÏnanuÊ (mg N.l-1)

(ii) ZmeÏ na koncentrace dusicÏnanuÊ (mg N.l-1)

(iii) KyslõÂkovyÂ ekvivalent (mg.l-1)

(iv) Koncentrace dusitanuÊ (mg N.l-1)

(v) ZmeÏ na v koncentraci dusitanuÊ (mg N.l-1)

(vi) KyslõÂkovyÂ ekvivalent (mg.l-1)

(iii + vi) CelkovyÂ kyslõÂkovyÂ ekvivalent (mg.l-1)

7. DOSAZÏ ENEÂ ODSTRANEÏ NIÂ: % ROZKLADU

PruÊ meÏ r nelze pocÏõÂtat v prÏõÂpadeÏ velkyÂch diferencõÂ replikaÂtuÊ .

mto = hodnota ve zkusÏebnõÂ lahvicÏce v cÏase 0
mx = hodnota ve zkusÏebnõÂ lahvicÏce v cÏase x
mbo = hodnota slepeÂho pokusu v cÏase 0
mbx = hodnota slepeÂho pokusu v cÏase x

UplatnõÂ se vsÏechny korekce na nitrifikaci iii + vi z cÏaÂsti 6.
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8. SPOTRÏ EBA KYSLIÂKU VE SLEPEÂ M POKUSU

SpotrÏeba kyslõÂku ve slepeÂm pokusu je (mbo - mb28) v mg.l-1. Tato spotrÏeba je
duÊ lezÏitaÂ pro platnost zkousÏky. MeÏ la by byÂt mensÏõÂ nezÏ 1,5 mg.l-1.
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IV. F ZKOUSÏ KA MITI

VII. 1 PRINCIP METODY

MeÏ rÏenõÂ spotrÏeby kyslõÂku mõÂchaneÂho roztoku nebo suspenze zkousÏeneÂ laÂtky
v mineraÂlnõÂm meÂdiu, ktereÂ je inokulovaÂno speciaÂ lnõÂ kulturou neadaptovanyÂch

mikroorganismuÊ je provaÂdeÏ no automaticky po dobu 28 dnuÊ ve stõÂneÏ neÂm
uzavrÏeneÂm respirometru prÏi 25 + 1 oC. UvolneÏ nyÂ CO2 je absorbovaÂn v hydroxidu
sodneÂm. BiologickaÂ rozlozÏitelnost je vyjaÂdrÏena jako procentickyÂ uÂbytek kyslõÂku
(korigovanyÂ slepyÂm pokusem) teoretickeÂ spotrÏeby kyslõÂku (TSK). Procento
primaÂrnõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti lze takeÂ pocÏõÂtat z doprovodneÂ chemickeÂ analyÂzy
provedeneÂ na zacÏaÂtku a na konci inkubace, prÏõÂpadneÏ podle analyÂzy DOC.

VII. 2. POPIS METODY

VII. 2. 1 PrÏõÂstroje

a) automatickyÂ elektrolytickyÂ meÏ rÏicÏ BSK nebo respirometr vybavenyÂ 6
banÏ kami, kazÏdaÂ objemu 300 ml s uzaÂveÏ ry, ktereÂ umozÏnÏ ujõÂ absorbci CO2,

b) mõÂstnost s konstatnõÂ teplotou nebo vodnõÂ laÂzenÏ s teplotou 25 + 1 o C,

c) zarÏõÂzenõÂ pro filtraci s membraÂnovyÂmi filtry (nepovinneÏ ),

d) analyzaÂtor CO2 (nepovinneÏ ).

VII. 2. 2 PrÏõÂprava mineraÂ lnõÂho meÂdia

VzÏdy 3 ml daÂle uvedenyÂch roztokuÊ a, b , c, a d se doplnõÂ deionizovanou vodou na
objem 1000 ml.

a) HydrogenfosforecÏnan draselnyÂ K2HPO4 21,75 g,
dihydrogenfosforecÏnan draselnyÂ KH2PO4 8,50 g,
dodekahydraÂt hydrogenfosforecÏnanu sodneÂho
Na2HPO4. 12 H2O 44,60 g,
chlorid amonnyÂ NH4Cl 1,70 g
se rozpustõÂ v 1000 ml vody. Hodnota pH by meÏ la byÂt 7,2.

b) HeptahydraÂt sõÂranu horÏecÏnateÂho MgSO4. 7 H2O 22,50 g
se rozpustõÂ v 1000 ml vody.

c) Chlorid vaÂpenatyÂ CaCl2 27,50 g
se rozpustõÂ v 1000 ml vody.

d) hexahydraÂt chloridu zÏeleziteÂho FeCl3 . 6H2O 0,25 g
se rozpustõÂ v 1000 ml vody.

VII. 2. 3 PrÏõÂprava inokula

Odeberou se vzorky z nejmeÂneÏ deseti lokalit, kde se pouzÏõÂvajõÂ a vypousÏteÏ jõÂ
ruÊ zneÂ chemikaÂlie. Z mõÂst jako jsou cÏistõÂrny meÏ stskyÂch a pruÊ myslovyÂch odpadnõÂch
vod, rÏek, jezer a morÏõÂ se odebõÂraÂ l litr kalu, povrchovyÂch puÊ d, vody a j., ktereÂ se
pecÏliveÏ smõÂchajõÂ. Po odstraneÏ nõÂ vyflotovanyÂch laÂtek a odstaÂtõÂ se pH supernatantu
upravõÂ na 7 + 1 hydroxidem sodnyÂm nebo kyselinou fosforecÏnou. Do praÂce se bere
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vhodnyÂ objem tohoto filtrovaneÂho supernatantu a naplnõÂ se jõÂm naÂdoba, kteraÂ se
23,5 h provzdusÏnÏ uje. TrÏicet minut po ukoncÏenõÂ provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ se odlije 1/3
objemu a doplnõÂ stejnyÂm objemem rozoku , kteryÂ obsahuje vzÏdy po 0,1 % glukosy,
peptonu a hydrogenfosforecÏnanu draselneÂho a obnovõÂ se provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ. Tento
postup se opakuje jednou denneÏ . KalovaÂ jednotka musõÂ byÂt provozovanaÂ podle
zaÂsad dobreÂ laboratornõÂ praxe: odtok musõÂ byÂt cÏiryÂ, teplota musõÂ byÂt udrzÏovanaÂ prÏi
25 + 2 oC, pH maÂ byÂt 7 + 1, kal maÂ dobrÏe sedimentovat, provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ musõÂ byÂt
dostatecÏneÂ za vsÏech okolnostõÂ, majõÂ byÂt prÏõÂtomni provoci a aktivita kalu se maÂ
kontrolovat pomocõÂ referencÏnõÂ laÂtky nejmeÂneÏ kazÏdeÂ 3 meÏ sõÂce. Takto zõÂskaneÂ
inokulum se nepouzÏõÂvaÂ drÏõÂve nezÏ po l meÏ sõÂci kultivace a deÂle nezÏ po cÏtyrÏech
meÏ sõÂcõÂch. Proto je nutneÂ odebõÂrat vzorky ze zvolenyÂch 10 mõÂst kazÏdeÂ 3 meÏ sõÂce.

K udrzÏenõÂ stejneÂ aktivity cÏerstveÂho a stareÂho kalu se filtrovanyÂ supernatant stareÂho
kalu smõÂchaÂvaÂ se stejnyÂm objemem noveÂho kalu a smeÏ s se kultivuje podle
popsaneÂho postupu. Do praÂce se kal bere 18 - 24 h po prÏõÂdavku zÏivin.

VII. 2. 4 P rÏ õÂ p r a v a b a n eÏ k

PrÏipravuje se 6 baneÏ k podle schematu:

cÏ. 1 zkousÏenaÂ laÂtka ve zrÏed'ovacõÂ vodeÏ 100 mg.l-1

cÏ. 2, 3, 4 zkousÏenaÂ laÂtka v mineraÂlnõÂm meÂdiu 100 mg.l-1

cÏ. 5 referencÏnõÂ laÂtka (naprÏ. anilin) v mineraÂlnõÂm meÂdiu 100 mg.l-1

cÏ. 6 mineraÂlnõÂ meÂdium

MaÂlo rozpustneÂ laÂtky se prÏidaÂvajõÂ prÏõÂmo odvaÂzÏenõÂm nebo odmeÏ rÏenõÂm objemu nebo
se zpracujõÂ jak je uvedeno v prÏõÂloze cÏ. 3, s vyÂjimkou teÏ ch, u kteryÂch nemohou byÂt
pouzÏita rozpousÏteÏ dla nebo emulgaÂtory. Do speciaÂlnõÂch uzaÂveÏ ruÊ lahvõÂ se prÏidaÂ
absorbent oxidu uhlicÏiteÂho. pH v banÏ kaÂch cÏ. 2, 3 a 4 se upravõÂ na 7,0.

VII. 2. 5 ProvedenõÂ zkousÏky

BanÏ ky cÏ. 2, 3, 4 (zkusÏebnõÂ suspenze), cÏ. 5 (kontrola aktivity), cÏ. 6
(slepyÂ pokus) se inokulujõÂ malyÂm mnozÏstvõÂm inokula tak, aby vyÂslednaÂ
koncentrace kalu byla 30 mg.l-1. LaÂhev cÏ. 1 je bez inokula, cÏõÂmzÏ se zõÂskaÂvaÂ
abiotickaÂ kontrola.NasadõÂ se zaÂtka, zkontroluje se teÏ snost, zapnou se mõÂchadla a
zapocÏne se s meÏ rÏenõÂm uÂbytku kyslõÂku za stõÂneÏ nyÂch podmõÂnek. DenneÏ se kontroluje
teplota, mõÂchaÂnõÂ, zapisovacÏ spotrÏeby kyslõÂku a zaznamenaÂvajõÂ se vsÏechny
zmeÏ ny barvy obsahu laÂhve. PrÏi vyuzÏitõÂ 6 krÏivkoveÂho zapisovacÏe se zõÂskaÂvaÂ
prÏõÂmo krÏivka BSK. Na konci inkubace, kteraÂ je obvykle 28 dnõÂ, meÏ rÏõÂ se pH
v laÂhvi a stanovuje zbytkovaÂ koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky a jejich metabolituÊ
a v prÏõÂpadeÏ zkousÏenõÂ laÂtek rozpustnyÂch ve vodeÏ takeÂ DOC (postup podle
prÏõÂlohy 2). V prÏõÂpadeÏ teÏ kavyÂch laÂtek se pouzÏõÂvaÂ speciaÂ lnõÂ postup. V prÏõÂpadeÏ
vyÂskytu nitrifikace se stanovujõÂ, jestlizÏe je to mozÏneÂ , dusicÏnany a dusitany.

VII. 3. DATA A ZPRAÂ VA

VII. 3. 1 ZpracovaÂnõÂ vyÂsledkuÊ

SpotrÏeba kyslõÂku zkousÏenou laÂtkou za danyÂ cÏas v mg , korigovanaÂ slepyÂm
pokusem za stejnou dobu, se deÏ lõÂ hmotnostõÂ zkousÏeneÂ laÂtky v pokusu. Tento
postup poskytuje vyÂsledek vyjaÂdrÏenyÂ jako spotrÏeba kyslõÂku v mg.mg-1

zkousÏeneÂ laÂtky, cozÏ je:
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mg02(zk.l.) ± mgO2 (sl. p.)
BSK = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ± = mgO2 / mg zk. l.

mg zk. l.

kde

zk. l. = zkousÏenaÂ laÂtka,
sl. p. = slepyÂ pokus,
m = hmotnost zkousÏeneÂ laÂtky.

ProcentickyÂ biologickyÂ rozklad se zõÂskaÂ ze vztahu:

BSK
% biol. rozkladu = % TSK = ÐÐÐ . 100

TSK

Pro smeÏ si se TSK vypocÏõÂtaÂvaÂ z elementaÂrnõÂ analyÂzy, tak jako pro
jednoducheÂ laÂtky. Dosazuje se odpovõÂdajõÂcõÂ TSK pro NH4 a NO3

podle toho, zda se uÂplnaÂ nitrifikace vyskytuje cÏi ne. V prÏõÂpadeÏ neuÂplneÂ nitrifikace
se vychaÂzõÂ ze zmeÏ n koncentrace NO3 a NO2 podle prÏõÂlohy 5.

SpocÏõÂtaÂ se procento primaÂrnõÂho biologickeÂho rozkladu z uÂbytku puÊ vodnõÂ chemickeÂ
laÂtky (viz I.7.2)

Sb ± Sa
Dt = ÐÐÐ± . 100 %

Sb

V prÏõÂpadeÏ , zÏe se v lahvi cÏ. 1 zjistõÂ fyzikaÂlneÏ -chemickyÂ uÂbytek puÊ vodnõÂ laÂtky
zaznamenaÂ se tento jev a za koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky (Sb) po 28 dnech se
dosadõÂ tato koncentrace.

V prÏõÂpadeÏ stanovenõÂ DOC (nepovinneÂ) se uÂplnaÂ procentickaÂ biologickaÂ
rozlozÏitelnost pocÏõÂtaÂ ze vztahu:

Ct ± Cbt
Dt = 1 ± ÐÐÐÐ± . 100

C0 ± Cbo

JestlizÏe byl zjisÏteÏ n uÂbytek DOC v laÂhvi cÏ. 1, kteraÂ meÏ rÏõÂ abiotickyÂ rozklad, pak se do
vyÂpocÏtu dosazuje koncentrace DOC zjisÏteÏ naÂ v teÂto laÂhvi.

VsÏechny vyÂsledky se zaznamenajõÂ do souhrnu, jehozÏ vzor je prÏilozÏen.

VII. 3. 2 Platnost vyÂsledkuÊ

SlepyÂ pokus mõÂvaÂ spotrÏebu kyslõÂku inokulem 20 - 30 mg.l-1 a nemeÏ l by byÂt veÏ tsÏõÂ
nezÏ 60 mg.l-1 v pruÊ beÏhu 28 dnuÊ . Hodnoty veÏ tsÏõÂ nezÏ 60 mg.l-1 vyzÏadujõÂ kritickeÂ
vyhodnocenõÂ zõÂskanyÂch dat a experimentaÂlnõÂ techniky. V prÏõÂpadeÏ , zÏe pH je mimo
rozsah 6 - 8,5 a spotrÏeba kyslõÂku zkousÏenou laÂtkou je mensÏõÂ nezÏ 60 %, zkousÏka by
meÏ la byÂt opakovaÂna s nizÏsÏõÂ koncentracõÂ laÂtky.

Viz takeÂ I.5.2.

V prÏõÂpadeÏ , zÏe rozklad anilinu, vypocÏõÂtanyÂ ze spotrÏeby kyslõÂku, nedosaÂhne 40 % po
7 dnech a 65 % po 14 dnech, je nutneÂ zkousÏku povazÏovat za neplatnou.
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VII. 3. 3 ZpraÂva

Viz I.8.

VII. 4 PRÏ EHLED VYÂ SLEDKUÊ

PrÏõÂklad usporÏaÂdaÂnõÂ je uveden daÂle:

MITI (I) ZKOUSÏ KA

1. LABORATORÏ

2. DATUM ZAHAÂ JENIÂ POKUSU

3. ZKOUSÏ ENAÂ LAÂ TKA

NaÂzev:
Koncentrace zaÂsobnõÂho roztoku: mg.l-1 jako laÂtka
PocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace v meÂdiu, Co: mg.l-1jako laÂtka
Objem reakcÏnõÂ smeÏ si, V: ml
TSK: mg O2.l

-1

4. I N O K U L U M

Lokality odkud byly zõÂskaÂny vzorky:

1) . . . 6) . . .
2) . . . 7) . . .
3) . . . 8) . . .
4 . . . 9) . . .
5 . . . 10) . . .

Koncentrace suspendovanyÂch laÂtek v aktivovaneÂm kalu po aklimatizaci na
syntetickeÂ splasÏky = ... mg.l-1.

Objem aktivovaneÂho kalu v konecÏneÂm meÂdiu = . . . ml

Koncentrace kalu v konecÏneÂm meÂdiu = . . . mg.l-1
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CÏ as (dny)

0 7 14 21 28

spotrÏeba kyslõÂku (mg)
zkousÏenou laÂtkou

a1

a2

a3

spotrÏeba kyslõÂku (mg)
ve slepeÂm pokuse

b

opravenaÂ spotrÏeba
kyslõÂku (mg)

(a1 - b)
(a2 - b)
(a3 - b)

BSK na mg zkousÏeneÂ
laÂtky

(a - b)
Co V

Lahev 1

Lahev 2

Lahev 3

% rozkladu

BSK
ÐÐÐ . 100
TSK

pruÊ meÏ r*

1

2

3

BanÏ ka DOC

ZmeÏ rÏeno Opraveno

% odstraneÏ -

neÂho DOC

PruÊ meÏ r

Voda + zkousÏenaÂ laÂtka

Kal + zkousÏenaÂ laÂtka

Kal + zkousÏenaÂ laÂtka

Kal + zkousÏenaÂ laÂtka

SlepyÂ pokud

a

b1

b2

b3

c

b1 - c

b2 - c

b3 - c

-

-

-

-

5. SPOTRÏ EBA KYSLIÂKU: BIOLOGICKAÂ ROZLOZÏ ITELNOST

Typ pouzÏiteÂho respirometru:

PoznaÂmka: PodobnyÂ vzor muÊ zÏe byÂt pouzÏit pro referencÏnõÂ laÂtku
* nepruÊ meÏ rovat, jestlizÏe jsou mezi jednotlivyÂmi meÏ rÏenõÂmi velkeÂ rozdõÂly

6. ANALYÂ ZA UHLIÂKU (nepovinneÏ )
AnalyzaÂtor uhlõÂku:
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Zbytek zkousÏeneÂ chemikaÂlie
na konci zkousÏky

% rozkladu

slepyÂ pokus s vodou

inokulovaneÂ medium

Sb

Sa1

Sa1

Sa3

7. SPECIFICKAÂ CHEMICKAÂ ANALYÂ ZA

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

PocÏõÂtaÂ se pro lahve cÏ. a1, a2, a3.

8. POZNAÂ MKY

Je-li k dispozici, muÊ zÏe byÂt prÏipojena krÏivka BSK v zaÂvislosti na cÏase.
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PRÏ IÂLOHA 1

Zkratky a definice

DO : RozpusÏteÏ nyÂ kyslõÂk, dissolved oxygen, (mg.l-1), je koncentrace kyslõÂku,
kteryÂ je rozpusÏteÏn ve vodneÂm vzorku.

BSK : BiochemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku, biochemical oxygen demand, BOD, (g),
je mnozÏstvõÂ kyslõÂku, jezÏ je v pruÊ beÏ hu oxidace zkousÏeneÂ laÂtky
spotrÏebovaÂno mikroorganismy. Je takeÂ vyjaÂdrÏena jako spotrÏeba kyslõÂku
v g na g laÂtky. (Viz metoda V).

CHSK : ChemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku, chemical oxygen demand, COD, (g), je
mnozÏstvõÂ kyslõÂku, jezÏ je spotrÏebovaÂno v pruÊ beÏ hu oxidace zkousÏeneÂ laÂtky
horkyÂm kyselyÂm dichromanem. Poskytuje meÏ rÏõÂtko o mnozÏstvõÂ
oxidovatelnyÂch laÂtek , jezÏ jsou prÏõÂtomny ve vzorku. VyjadrÏuje se takeÂ
v g kyslõÂku na g laÂtky. (Viz metoda VI).

DOC : RozpusÏteÏ nyÂ organickyÂ uhlõÂk, dissolved organic carbon, je organickyÂ
uhlõÂk prÏõÂtomnyÂ v roztoku nebo ve filtraÂtu zõÂskaneÂm filtracõÂ prÏes filtr o
velikosti poÂ ruÊ 0,45 mm nebo jako centrifugaÂt zõÂskanyÂ prÏi odstrÏed'ovaÂnõÂ
po dobu 15 minut prÏi 40 000 m.s-2 (+ 4 000 g).

TSK : TeoretickaÂ spotrÏeba kyslõÂku, theoretical oxygen demand, ThOD, (mg), je
celkoveÂ mnozÏstvõÂ kyslõÂku, ktereÂ je potrÏebneÂ pro uÂplnou oxidaci laÂtky.
VypocÏõÂtaÂvaÂ se z molekuloveÂho vzorce laÂtky (viz prÏõÂloha 2. 2) a vyjadrÏuje
se v mg kyslõÂku na mg laÂtky.

TCO2 : TeoretickyÂ oxid uhlicÏityÂ, theoretical carbon dioxide, ThCO2, je mnozÏstvõÂ
oxidu uhlicÏiteÂho, ktereÂ by meÏ lo vzniknout ze znaÂmeÂho nebo zmeÏ rÏeneÂho
obsahu uhlõÂku v laÂtce za prÏedpokladu jejõÂ plneÂ mineralizace; vyjadrÏuje se
jako mg oxidu uhlicÏiteÂho vyvinuteÂho l mg zkousÏeneÂ laÂtky.

TOC : CelkovyÂ organickyÂ uhlõÂk, total organic carbon, ve vzorku je soucÏet
organickeÂho uhlõÂku v roztoku a v suspenzi.

IC : AnorganickyÂ uhlõÂk, inorganic carbon.

TC : CelkovyÂ uhlõÂk, total carbon, je soucÏet organickeÂho a anorganickeÂho
uhlõÂku ve vzorku.

PrimaÂrnõÂ (zaÂkladnõÂ) biologickyÂ rozklad:
jsou zmeÏ ny chemickeÂ struktury laÂtky podrobeneÂ biologickeÂmu puÊ sobenõÂ, vedoucõÂ ke
ztraÂteÏ specifickyÂch vlastnostõÂ laÂtky.

UÂplnyÂ (konecÏnyÂ) biologickyÂ rozklad (aerobnõÂ):
je stupenÏ rozkladu laÂtky dosazÏenyÂ v podmõÂnkaÂch jejõÂho uÂplneÂho zuzÏitkovaÂnõÂ
mikroorganismy, vedoucõÂ k produkci oxidu uhlicÏiteÂho, vody, mineraÂlnõÂch solõÂ a noveÂ
buneÏ cÏneÂ hmoty (biomasy).

SnadnaÂ biologickaÂ rozlozÏ itelnost:
je arbitraÂzÏnõÂ klasifikacõÂ laÂtek, ktereÂ byly podrobeny vyhledaÂvacõÂm zkousÏkaÂm uÂplneÂ
biologickeÂ rozlozÏitelnosti; vyÂsledky teÏ chto zkousÏek jsou natolik prÏesveÏ dcÏiveÂ, zÏe lze
prÏijmout prÏedpoklad, zÏe se laÂtky budou ve vodneÂm prostrÏedõÂ a za aerobnõÂch
podmõÂnek rychle a uÂplneÏ biologicky rozklaÂdat.
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InherentnõÂ biologickaÂ rozlozÏ itelnost:
klasifikace chemickyÂch laÂtek, pro ktereÂ jsou nepochybneÂ duÊ kazy o jejich biologickeÂ
rozlozÏitelnosti (primaÂrnõÂ nebo konecÏneÂ) prÏi pouzÏitõÂ ktereÂkoliv metody zkousÏenõÂ.

Odstranitelnost:
je prÏõÂstupnost laÂtek mozÏnosti byÂt odstraneÏ ny prÏi biologickeÂm cÏisÏteÏ nõÂ odpadnõÂch vod
bez neprÏõÂzniveÂho ovlivnÏ ovaÂnõÂ normaÂlnõÂho pruÊ beÏ hu cÏisticõÂch pochoduÊ . VsÏeobecneÏ ,
laÂtky snadno biologicky rozlozÏitelneÂ jsou odstranitelneÂ , neplatõÂ to ale pro vsÏechny
inherentneÏ rozlozÏitelneÂ laÂtky. SpolupuÊ sobit mohou takeÂ abiotickeÂ procesy.

Lag(ovaÂ) faÂze:
je, ve zkousÏce uÂbytku (die-away, odstraneÏ nõÂ, vymizenõÂ), doba od inokulace do
dosazÏenõÂ alesponÏ 10 % biologickeÂho rozkladu. Lag faÂze je obvykle velmi variabilnõÂ a
sÏpatneÏ reprodukovatelnaÂ .

Doba rozkladu:
je doba od konce lag faÂze do dosazÏenõÂ 90 % maximaÂlneÏ dosazÏitelneÂho rozkladu.

10 dennõÂ okno
je 10 dnuÊ , ktereÂ bezprostrÏedneÏ naÂsledujõÂ po dosazÏenõÂ 10 % rozkladu.

PRÏ IÂLOHA 2

VyÂpocÏet a stanovenõÂ vhodnyÂch skupinovyÂch parametruÊ

V zaÂvislosti na zvoleneÂ zkusÏebnõÂ metodeÏ je pozÏadovaÂna znalost neÏ kteryÂch uÂhrnnyÂch
parametruÊ . V dalsÏõÂ cÏaÂsti prÏõÂlohy jsou popsaÂny neÏ ktereÂ postupy jak takoveÂto
parametry odvodit. VyuzÏitõÂ teÏ chto parametruÊ je popsaÂno u jednotlivyÂch metod.

1. Obsah uhlõÂku

Obsah uhlõÂku se pocÏõÂtaÂ ze znaÂmeÂho elementaÂrnõÂho slozÏenõÂ nebo se stanovõÂ
elementaÂrnõÂ analyÂzou zkousÏeneÂ laÂtky.

2. TeoretickaÂ spotrÏeba kyslõÂku (TSK)

TeoretickaÂ spotrÏeba kyslõÂku (TSK) muÊ zÏe byÂt spocÏõÂtaÂna ze znalosti
elementaÂrnõÂho slozÏenõÂ nebo z vyÂsledkuÊ elementaÂrnõÂ analyÂzy. Pro laÂtku obecneÂho
slozÏenõÂ

CcHhClclNnNanaOoPpSs

o molekuloveÂ hmotnosti MH, bez nitrifikace,

1 5 1
16 2c + Ð (h ± cl ± 3n) + 3s + Ð p + Ð na ± o

2 2 2
TSK NH4 = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ (mg.mg-1)

MH

nebo s nitrifikacõÂ
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1 5 5 1
16 2c + Ð (h ± cl) + Ð n + 3s + Ð p + Ð na ± o

2 2 2 2
TSK NO3 = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ (mg.mg-1)

MH

3. ChemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku (CHSK)

ChemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku (CHSK) se stanovõÂ postupem VI.

4. RozpusÏteÏnyÂ organickyÂ uhlõÂk (DOC)

RozpusÏteÏ nyÂ organickyÂ uhlõÂk je definovaÂn jako organickyÂ uhlõÂk jakeÂkoliv
chemickeÂ laÂtky nebo smeÏ si ve vodeÏ , kteryÂ projde filtrem s velikostõÂ poÂ ruÊ 0,45
mm.

Vzorky ze zkusÏebnõÂch naÂdob se filtrujõÂ bezprostrÏedneÏ po odbeÏ ru ve filtracÏnõÂ
aparaturÏe prÏes vhodnyÂ filtr. PrvnõÂch 20 ml (toto mnozÏstvõÂ muÊ zÏe byÂt zmensÏeno
prÏi pouzÏitõÂ malyÂch filtruÊ ) se vylije. Objemy 10 - 20 ml nebo mensÏõÂ, v prÏõÂpadeÏ
naÂstrÏiku (objem zaÂvisõÂ na potrÏebneÂm objemu pro analyÂzu), se uschovaÂvajõÂ pro
analyÂzu. Koncentrace DOC se stanovuje pomocõÂ analyzaÂtoru organickeÂho
uhlõÂku, kteryÂ umozÏnÏ uje prÏesneÂ stanovenõÂ koncentrace uhlõÂku, jezÏ je ekvivalentnõÂ
nebo mensÏõÂ nezÏ 10 procent pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace pouzÏiteÂ ve zkousÏce.

FiltrovaneÂ vzorky, ktereÂ nenõÂ mozÏneÂ analyzovat ve stejnyÂ pracovnõÂ den mohou
byÂt konzervovaÂny ulozÏenõÂm v chladu prÏi teploteÏ 2 - 4 oC po dobu 48 h nebo prÏi
teplotaÂch nizÏsÏõÂch nezÏ - 18 oC po dobu delsÏõÂ.

PoznaÂmky:

MembraÂnoveÂ filtry jsou cÏasto impregnovaÂny povrchoveÏ aktivnõÂmi laÂtkami za
uÂcÏelem jejich hydrofilizace. Filtr tudõÂzÏ muÊ zÏe obsahovat neÏ kolik mg rozpustneÂho
uhlõÂku, jenzÏ muÊ zÏe interferovat prÏi stanovenõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti.
PovrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky a jineÂ rozpustneÂ organickeÂ laÂtky se z filtruÊ odstranÏ ujõÂ
vyvarÏenõÂm v deionizovaneÂ vodeÏ 3 kraÂt jednu hodinu. Filtry se pak skladujõÂ ve
vodeÏ po dobu 1 tyÂdne. KazÏdeÂ balenõÂ filtruÊ musõÂ byÂt zkousÏeno, zda neobsahuje
rozpustnyÂ organickyÂ uhlõÂk.

V zaÂvislosti na typu membraÂnoveÂho filtru muÊ zÏe dochaÂzet k adsorpci zkousÏeneÂ
laÂtky na filtru. Proto je potrÏebneÂ tuto mozÏnost oveÏ rÏit.

MõÂsto filtrace muÊ zÏe byÂt pouzÏito pro rozlisÏenõÂ mezi TOC a DOC odstrÏed'ovaÂnõÂ
prÏi 40 000 m.s-1 (4000 g) po dobu 15 min. Tato metoda vsÏak nenõÂ vhodnaÂ prÏi
pocÏaÂtecÏnõÂ koncentraci DOC 5 10 mg.l-1, protozÏe nelze odstranit vsÏechny
bakterie nebo se muÊ zÏe zpeÏ tneÏ rozpousÏteÏ t uhlõÂk, kteryÂ je soucÏaÂstõÂ bakteriaÂlnõÂ
plasmy.
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PRÏ IÂLOHA 3

VyhodnocenõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti teÏzÏce rozpustnyÂch laÂtek

PrÏi stanovenõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti laÂtek teÏ zÏce rozpustnyÂch ve vodeÏ si zaslouzÏõÂ
zvlaÂsÏtnõÂ pozornost naÂsledujõÂcõÂ aspekty.

ProtozÏe homogennõÂ kapaliny zpuÊ sobujõÂ zrÏõÂdka probleÂmy prÏi odebõÂraÂnõÂ vzorkuÊ
doporucÏuje se tuheÂ laÂtky nejprve vhodnyÂm zpuÊ sobem homogenizovat a tõÂm zabraÂnit
chybaÂm zpuÊ sobenyÂm nehomogenitou. ZvlaÂsÏtnõÂ pozornost musõÂ byÂt veÏ novaÂna
odbeÏ ruÊ m vzorkuÊ obsahujõÂcõÂch jen neÏ kolik mg ze smeÏ sõÂ laÂtek, ktereÂ obsahujõÂ velkaÂ
mnozÏstvõÂ necÏistot.

V pruÊ beÏ hu zkousÏek se majõÂ pouzÏõÂvat ruÊ zneÂ zpuÊ soby mõÂchaÂnõÂ. Pozornost musõÂ byÂt
veÏ novaÂna tomu, aby mõÂchaÂnõÂ bylo prÏimeÏ rÏeneÂ pro udrzÏenõÂ laÂtky v disperzi ale
zaÂrovenÏ , aby nedochaÂzelo k prÏehrÏõÂvaÂnõÂ, nadmeÏ rneÂmu peÏ neÏ nõÂ a nadmeÏ rnyÂch strÏizÏnyÂm
silaÂm.

K vytvorÏenõÂ stabilnõÂ emulze se muÊ zÏe pouzÏõÂt emulgaÂtor, kteryÂ nenõÂ toxickyÂ pro
bakterie, nenõÂ biologicky rozlozÏitelnyÂ a nesmõÂ v pruÊ beÏ hu zkousÏky peÏ nit.

StejnaÂ kriteÂria jako na emulgaÂtory se aplikujõÂ na rozpousÏteÏ dla.

Pro tuheÂ zkousÏeneÂ laÂtky se nedoporucÏujõÂ tuheÂ nosicÏe. TakoveÂto nosicÏe vsÏak mohou
byÂt vhodneÂ pro zkousÏenõÂ olejovityÂch laÂtek.

V prÏõÂpadeÏ , zÏe se pouzÏijõÂ pomocneÂ laÂtky jako jsou emulgaÂtory, rozpousÏteÏ dla a nosicÏe
musõÂ se proveÂst odpovõÂdajõÂ slepyÂ pokus.

Pro studium biologickeÂ rozlozÏitelnosti teÏ zÏce rozpustnyÂch laÂtek lze pouzÏõÂt
kteroukoliv ze trÏõÂ respirometrickyÂch zkousÏek (CO2, BSK, MITI).

LITERATURA

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

Gerike, P., The biodegradability testing of poorly water soluble compounds.
Chemosphere, 1984, Vol. 13, 169.
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PRÏ IÂLOHA 4

VyhodnocenõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti laÂtek potenciaÂ lneÏ toxickyÂch pro
inokulum

V prÏõÂpadech, kdy se laÂtka po zkousÏkaÂch snadneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti jevõÂ jako
obtõÂzÏneÏ rozlozÏitelnaÂ, doporucÏuje se rozlisÏit, zda jde o inhibicÏnõÂ puÊ sobenõÂ nebo o
odolnost laÂtky vuÊ cÏi rozkladu (Reynolds et al., 1987).

Ve zkousÏce toxicity a biologickeÂ rozlozÏitelnosti se pouzÏijõÂ stejnaÂ nebo podobnaÂ
inokula.

Ke zjisÏteÏnõÂ toxicity laÂtky, kteraÂ se zkousÏõÂ na snadnou biologickou rozlozÏitelnost
(zkousÏky podle metod IV. A - F) se doporucÏuje pouzÏõÂt zkousÏku inhibice dyÂchaÂnõÂ
aktivovaneÂho kalu nebo stanovenõÂ BSK nebo metodu inhibice ruÊ stu nebo kombinaci
teÏ chto metod.

Chceme.li se vyhnout inhibici z duÊ vodu toxicity meÏ la by byÂt koncentrace zkousÏeneÂ
laÂtky pouzÏitaÂ v pokusech podle metod IV mensÏõÂ nezÏ l/10 EC50 (nebo mensÏõÂ nezÏ
EC20) zjisÏteÏ neÂ zkousÏkou toxicity. LaÂtky s EC50 4 300 mg.l-1 nemajõÂ pravdeÏpodobneÏ
toxickeÂ uÂcÏinky prÏi zkousÏkaÂch snadneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti podle metod IV.
Hodnoty EC505 20 mg.l-1 mohou prÏi naÂsledneÂm zkousÏenõÂ pravdeÏ podobneÏ
zpuÊ sobovat potõÂzÏe. Lze doporucÏit praÂci s nõÂzkyÂmi koncentracemi, cozÏ vyzÏaduje
pouzÏitõÂ prÏesneÂ a citliveÂ zkousÏky v uzavrÏenyÂch lahvõÂch IV. E nebo pouzÏitõÂ 14C
znacÏenyÂch laÂtek. VysÏsÏõÂ koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky muÊ zÏe prÏõÂpadneÏ umozÏnit pouzÏitõÂ
adaptovaneÂho inokula. V tomto prÏõÂpadeÏ se ale prÏichaÂzõÂ o specificÏnost zkousÏky
snadneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti, jako zaÂkladnõÂho klasifikacÏnõÂho kriteria metod
zkousÏenõÂ podle IV.

LITERATURA

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

PRÏ IÂLOHA 5

Oprava na spotrÏebu kyslõÂku prÏi nitrifikaci

Chyby prÏi stanovenõÂ spotrÏeby kyslõÂku ve zkousÏkaÂch laÂtek, ktereÂ neobsahujõÂ dusõÂk,
jsou maÂlo vyÂznamneÂ (ne veÏ tsÏõÂ nezÏ 5 procent) i kdyzÏ dochaÂzõÂ k nepravidelneÂ oxidaci
amoniakaÂlnõÂho dusõÂku ve slepeÂm pokusu a v rÏaÂdneÂ zkousÏce. OvsÏem zkousÏenõÂ laÂtek,
obsahujõÂcõÂch dusõÂk muÊ zÏe byÂt provaÂzeno vaÂzÏnyÂmi chybami.

V prÏõÂpadeÏ , zÏe je pozorovaÂna neuÂplnaÂ nitrifikace, musõÂ byÂt spotrÏeba kyslõÂku meÏ rÏenou
smeÏ sõÂ opravena o spotrÏebu na oxidaci amoniaku a amonnyÂch iontuÊ na dusitany a
dusicÏnany, vychaÂzejõÂc z prÏedpokladu platnosti naÂsledujõÂcõÂch rovnic:

2 NH4Cl + 3 O2 = 2 HNO2 + 2 HCl + 2 H2O (1)

2 HNO2 + O2 = 2 HNO3 (2)

CelkoveÏ :
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2 NH4Cl + 4 O2 = 2 HNO3 + 2 HCl + 2 H2O (3)

Z rovnice (l) vychaÂzõÂ spotrÏeba kyslõÂku prÏi oxidaci 28 g dusõÂku obsazÏeneÂho v NH4Cl
na dusitan 96 g, cozÏ je faktor 3,43 (96:28). StejnyÂm zpuÊ sobem lze z rovnice (3)
vypocÏõÂtat spotrÏebu kyslõÂku na oxidaci amoniakaÂlnõÂho dusõÂku na dusicÏnan 128 g, cozÏ
daÂvaÂ faktor 4,57 (128:28).
ProtozÏe popsaneÂ reakce jsou naÂsledneÂ, puÊ sobeneÂ urcÏityÂmi ruÊ znyÂmi druhy bakteriõÂ,
muÊ zÏe koncentrace dusitanuÊ stoupat i klesat; prÏi jejõÂm poklesu dochaÂzõÂ ke vzniku
urcÏiteÂ koncentrace dusicÏnanuÊ . SpotrÏeba kyslõÂku na tvorbu dusicÏnanuÊ se zõÂskaÂ
naÂsobenõÂm prÏõÂruÊ stku koncentrace dusicÏnanuÊ faktorem 4,57, spotrÏeba kyslõÂku na
zvyÂsÏenõÂ obsahu dusitanuÊ se zõÂskaÂ naÂsobenõÂm tohoto prÏõÂruÊ stku faktorem 3,43 nebo prÏi
poklesu obsahu dusitanuÊ jsou ztraÂty kyslõÂku prÏepocÏitatelneÂ faktorem -3,43.

To znamenaÂ:

KyslõÂk spotrÏebovanyÂ pro tvorbu dusicÏnanuÊ = 4,57 . prÏõÂruÊ stek koncentrace dusicÏnanuÊ

KyslõÂk spotrÏebovanyÂ pro tvorbu dusitanuÊ = 3,43 . prÏõÂruÊ stek koncentrace dusitanuÊ

KyslõÂk ztracenyÂ prÏi uÂbytku NO2 = - 3,43 . prÏõÂruÊ stek koncentrace dusicÏnanuÊ

TakzÏe

spotrÏeba kyslõÂku na nitrifikaci = +3,43 . zmeÏ na koncentrace dusitanuÊ + 4,57 . zmeÏ na
koncentrace dusicÏnanuÊ

a z toho

spotrÏeba kyslõÂku pro oxidaci uhlõÂku = celkovaÂ spotrÏeba - spotrÏeba na nitrifikaci.

AlternativneÏ v prÏõÂpadech, kdy se stanovõÂ pouze celkovyÂ oxidovanyÂ dusõÂk muÊ zÏe se
spotrÏeba kyslõÂku na nitrifikaci v prvnõÂm prÏiblõÂzÏenõÂ zõÂskat naÂsobenõÂm prÏõÂruÊ stku
koncentrace oxidovaneÂho dusõÂku faktorem 4,57.

OpravenaÂ spotrÏeba kyslõÂku prÏõÂslusÏnaÂ oxidaci uhlõÂku se pak srovnaÂvaÂ s TSK NH3, jak
je uvedeno v prÏõÂloze 2.
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V ROZLOZÏ ITELNOST - BIOLOGICKAÂ SPOTRÏ EBA
KYSLIÂKU

1 METODA

1. 1 UÂ VOD

CõÂlem teÂto metody je meÏ rÏenõÂ biochemickeÂ spotrÏeby kyslõÂku (BSK) tuhyÂch nebo
kapalnyÂch organickyÂch laÂtek. VyÂsledky dosazÏitelneÂ touto metodou platõÂ v prvnõÂ rÏadeÏ
pro laÂtky rozpustneÂ ve vodeÏ ; v zaÂsadeÏ lze touto metodou zkousÏet i teÏ kaveÂ a ve vodeÏ
obtõÂzÏneÏ rozpustneÂ laÂtky.

Metodu lze pouzÏõÂt jen pro organickeÂ laÂtky, ktereÂ v koncentracõÂch pouzÏõÂvanyÂch prÏi
zkousÏce nemajõÂ zÏaÂdnyÂ inhibicÏnõÂ uÂcÏinek na inokulum. NenõÂ-li danaÂ laÂtka prÏi
koncentracõÂch pouzÏõÂvanyÂch ve zkousÏce rozpustnaÂ , je pro zajisÏteÏ nõÂ jejõÂ dostatecÏneÂ
dispergace prÏõÂpadneÏ trÏeba pouzÏõÂt zvlaÂsÏtnõÂ postupy, naprÏ. dispergaci ultrazvukem.

PrÏi interpretaci nizÏsÏõÂch hodnot zõÂskanyÂch jako vyÂsledek zkousÏky a prÏi volbeÏ
vhodnyÂch koncentracõÂ prÏi zkousÏenõÂ muÊ zÏe byÂt uzÏitecÏnaÂ znalost uÂdajuÊ o toxiciteÏ
zkousÏeneÂ laÂtky.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

BiochemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku (BSK) je definovaÂna jako mnozÏstvõÂ rozpusÏteÏ neÂho
kyslõÂku, ktereÂ je nutneÂ k biochemickeÂ oxidaci urcÏiteÂho mnozÏstvõÂ rozpusÏteÏ neÂ laÂtky za
prÏedepsanyÂch podmõÂnek.

VyÂsledky se udaÂvajõÂ jako g spotrÏeby kyslõÂku (BSK) na 1 g zkousÏeneÂ laÂtky.

1. 3. REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

DoporucÏuje se pouzÏõÂt vhodnou referencÏnõÂ laÂtku pro prÏezkousÏenõÂ aktivity inokula.

1. 4. PRINCIP METODY

UrcÏiteÂ mnozÏstvõÂ zkousÏeneÂ laÂtky se rozpustõÂ nebo disperguje ve vhodneÂm zÏivneÂm
meÂdiu bohateÂm na kyslõÂk, poteÂ se naocÏkuje inokulem a za staÂ leÂ prÏedepsaneÂ teploty
se ve tmeÏ inkubuje. BSK se stanovõÂ na zaÂkladeÏ rozdõÂlu mezi obsahem rozpusÏteÏ neÂho
kyslõÂku prÏed zacÏaÂtkem a na konci zkousÏky. ZkousÏka musõÂ trvat nejmeÂneÏ 5 dnõÂ, avsÏak
ne võÂce nezÏ 28 dnõÂ.

SoubeÏ zÏneÏ s touto zkousÏkou je trÏeba proveÂst slepyÂ pokus bez zkousÏeneÂ laÂtky.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

StanovenõÂ BSK nenõÂ mozÏneÂ povazÏovat za bezpecÏneÂ stanovenõÂ biologickeÂ
rozlozÏitelnosti daneÂ laÂtky. Tuto zkousÏku lze povazÏovat pouze za prvnõÂ posouzenõÂ
(vyhledaÂvacõÂ, skrõÂningovou).
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1. 6 POPIS METODY

PrÏipravõÂ se roztok nebo disperze zkousÏeneÂ laÂtky o vhodneÂ koncentraci. PoteÂ se
stanovõÂ BSK pomocõÂ neÏ ktereÂ vhodneÂ naÂrodnõÂ nebo mezinaÂrodnõÂ standardizovaneÂ
metody.

2 UÂ DAJE A VYHODNOCENIÂ

BSK zkousÏeneÂ laÂtky se vypocÏõÂtaÂ podle zvoleneÂ metody a vyjaÂdrÏõÂ se v g spotrÏeby
kyslõÂku na l g zkousÏeneÂ laÂtky.

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

Uvede se pouzÏitaÂ metoda. Jako biochemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku se uvede pruÊ meÏ rnaÂ
hodnota nejmeÂna trÏõÂ platnyÂch vyÂsledkuÊ meÏ rÏenõÂ. Je trÏeba uveÂst vsÏechny informace a
poznaÂmky duÊ lezÏiteÂ pro interpretaci vyÂsledkuÊ , zejmeÂna co se tyÂkaÂ necÏistot,
skupenstvõÂ, toxickyÂch uÂcÏinkuÊ a slozÏenõÂ zkousÏeneÂ laÂtky, ktereÂ by mohly ovlivnit
vyÂsledek.

Pokud bylo pouzÏito aditivum pro inhibici biologickeÂ nitrifikace, je trÏeba to uveÂst.

4 LITERATURA

Seznam normovanyÂch metod, naprÏ.:

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

NBN 4O7: Biochemical Oxygen Demand

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

The Determination of Biochemical Oxygen Demand, Methods for the examination
of Water and Associated Materials, HMSO, London.

ISO 5815: Determination of biochemical oxygen demand after n days.
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VI ROZLOZÏ ITELNOST - CHEMICKAÂ SPOTRÏ EBA
KYSLIÂKU

1 METODA

1. 1 UÂ V O D

UÂ cÏelem metody je stanovenõÂ chemickeÂ spotrÏeby kyslõÂku (CHSK) tuhyÂch nebo
kapalnyÂch organickyÂch laÂtek za urcÏenyÂch standardizovanyÂch laboratornõÂch
podmõÂnek.

Pro provedenõÂ teÂto zkousÏky a pro interpretaci vyÂsledkuÊ je uzÏitecÏneÂ znaÂt uÂdaje o
chemickeÂm vzorci zkousÏeneÂ laÂtky (naprÏ. obsah haliduÊ , organickeÂ sole zÏeleza nebo
chlorovaneÂ uhlovodõÂky).

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

ChemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku (CHSK) je mõÂrou oxidovatelnosti laÂtky. VyjadrÏuje se
jako mnozÏstvõÂ kyslõÂku oxidacÏnõÂho cÏinidla, ktereÂ spotrÏebuje oxidovanaÂ laÂtka za
urcÏenyÂch laboratornõÂch podmõÂnek.

VyÂsledek zkousÏky se udaÂvaÂ v g spotrÏeby kyslõÂku na l g zkousÏeneÂ laÂtky.

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Pokud se studuje novaÂ laÂtka, nenõÂ nutneÂ vzÏdy pouzÏõÂvat referencÏnõÂ laÂtky. ReferencÏnõÂ
laÂtky by meÏ ly slouzÏit prÏedevsÏõÂm k obcÏasneÂ kontrole meÏ rÏicõÂ metody a k vzaÂjemneÂmu
porovnaÂvaÂnõÂ vyÂsledkuÊ zõÂskanyÂch ruÊ znyÂmi metodami.

1. 4. PRINCIP METODY

UrcÏiteÂ mnozÏstvõÂ laÂtky, rozpusÏteÏ neÂ nebo rozptyÂleneÂ ve vodeÏ , se oxiduje zahrÏõÂvaÂnõÂm s
dichromanem draselnyÂm v prostrÏedõÂ silneÂ kyseliny sõÂroveÂ pod zpeÏ tnyÂm chladicÏem za
prÏõÂtomnosti sõÂranu strÏõÂbrneÂho jako katalyzaÂtoru. PrÏebytecÏnyÂ dichroman se stanovõÂ
titracõÂ standardnõÂm roztokem sõÂranu zÏeleznato-amonneÂho.

U laÂtek obsahujõÂcõÂch chloÂ r se pro omezenõÂ rusÏenõÂ chloridy prÏidaÂvaÂ sõÂran rtut'natyÂ.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

CHSK je ¹indikaÂtorem oxidovatelnostiª a jako takovaÂ je vyuzÏõÂvaÂna jako praktickyÂ
naÂstroj ke stanovenõÂ obsahu organickyÂch laÂtek

VyÂsledek zkousÏky mohou zkreslit chloridy. RovneÏ zÏ anorganickeÂ redukujõÂcõÂ nebo
oxidujõÂcõÂ laÂtky mohou stanovenõÂ chemickeÂ spotrÏeby kyslõÂku zkreslit.

NeÏ ktereÂ cyklickeÂ sloucÏeniny a mnoho sloucÏenin teÏ kavyÂch (naprÏ. nizÏsÏõÂ mastneÂ
kyseliny) se v teÂto zkousÏce neoxidujõÂ uÂplneÏ .

1. 6 POPIS METODY

Nejprve se prÏipravõÂ roztok nebo disperze zkousÏeneÂ laÂtky tak, aby se dosaÂhlo CHSK
mezi 250 a 600 mg. l-1.
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PoznaÂmka:
V prÏõÂpadeÏ sÏpatneÏ rozpustnyÂch nebo nedispergovatelnyÂch laÂtek je mozÏneÂ odvaÂzÏit a
vneÂst prÏõÂmo do zkusÏebnõÂ banÏ ky s vodou mnozÏstvõÂ praÂsÏkoviteÂ nebo kapalneÂ laÂtky
odpovõÂdajõÂcõÂ prÏiblizÏneÏ 5 mg CHSK.

CHSK je cÏasto mozÏneÂ s vyÂhodou, zejmeÂna v prÏõÂpadeÏ sÏpatneÏ rozpustnyÂch laÂtek,
stanovit variantnõÂ metodou, tj. v uzavrÏeneÂm systeÂmu s vyrovnavacÏem tlaku (H.
Kelkenberg, 1975). Touto modifikacõÂ se obvykle uÂ speÏ sÏneÏ stanovõÂ i laÂtky obtõÂzÏneÏ
stanovitelneÂ konvencÏnõÂ metodou - naprÏ. kyselina octovaÂ . Metoda vyhovuje i
v prÏõÂpadeÏ pyridinu. JestlizÏe se koncentrace dichromanu draselneÂho zvyÂsÏõÂ na 0,0416
mol.l-1 (0,25 N), muÊ zÏe se zvyÂsÏit prÏõÂmo navazÏovaneÂ mnozÏstvõÂ laÂtek na 5 - 10 mg, cozÏ
usnadnÏ uje stanovenõÂ laÂtek obtõÂzÏneÏ rozpustnyÂch ve vodeÏ .

V ostatnõÂch prÏõÂpadech se CHSK stanovõÂ vhodnou naÂrodnõÂ nebo mezinaÂrodnõÂ
metodou.

2 UÂ DAJE A VYHODNOCENIÂ

ExperimentaÂlneÏ zjisÏteÏ naÂ hodnota CHSK se vypocÏõÂtaÂ pomocõÂ prÏõÂslusÏneÂ
standardizovaneÂ metody a vyjaÂdrÏõÂ se v g chemickeÂ spotrÏeby kyslõÂku na g zkousÏeneÂ
laÂtky.

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

MeÏ lo by se uveÂst, kteraÂ referencÏnõÂ metoda byla pouzÏita.

Chemickou spotrÏebu kyslõÂku je trÏeba urcÏit nejmeÂneÏ ze trÏõÂ vyÂsledkuÊ meÏ rÏenõÂ. ZpraÂva
maÂ obsahovat vsÏechny informace a poznaÂmky duÊ lezÏiteÂ pro interpretaci vyÂsledkuÊ ,
naprÏ. o necÏistotaÂch zkousÏeneÂ laÂtky nebo o fyzikaÂlnõÂm stavu a slozÏenõÂ laÂtky, pokud
tyto faktory ovlivnÏ ujõÂ vyÂsledky.

Je trÏeba uveÂst pouzÏitõÂ sõÂranu rtut'nateÂho za uÂcÏelem omezenõÂ rusÏenõÂ chloridy.

4 LITERATURA

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

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

Seznam normovanyÂch metod, naprÏ.:

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

ISBN O 11 7512494 Chemical Oxygen Demand (dichromat value)
of polluted and waste waters.

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

DS 217 = water analysis Determination of the Chemical Oxygen Demand

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

NEN 3235 5. 3 Bepaling van het chemisch zuurstofverbruik

ISO DP 6060 Water Quality: Chemical oxygen Demand
Dichromate Methods
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VII ROZLOZÏ ITELNOST - ABIOTICKAÂ HYDROLYÂ ZA
JAKO FUNKCE pH

1 METODA

Metoda je zalozÏena na doporucÏenõÂch OECD (1).

1. 1 UÂ VOD

HydrolyÂza je duÊ lezÏitaÂ reakce ovlivnÏ ujõÂcõÂ abiotickyÂ rozklad. U laÂtek, ktereÂ jsou jen
maÂlo biologicky rozlozÏitelneÂ maÂ obvzlaÂsÏtnõÂ vyÂznam a muÊ zÏe ovlivnit persistenci daneÂ
laÂtky v zÏivotnõÂm prostrÏedõÂ.

VeÏ tsÏina hydrolyÂznõÂch reakcõÂ probõÂhaÂ jako reakce pseudoprvnõÂho rÏaÂdu, takzÏe
polocÏasy jsou nezaÂvisleÂ na koncentraci. To zpravidla dovoluje extrapolaci vyÂsledkuÊ
z koncentracõÂ pouzÏityÂch v laboratorÏi na podmõÂnky zÏivotnõÂho prostrÏedõÂ.

Mimo to byly u rÏady chemickyÂch sloucÏenin uvedeny prÏõÂklady uspokojiveÂ shody dat
nameÏ rÏenyÂch v cÏisteÂ a v prÏõÂrodnõÂ vodeÏ ( 2).

Pro pouzÏõÂvaÂnõÂ teÂto zkusÏebnõÂ metody je uzÏitecÏneÂ znaÂt jizÏ prÏedem uÂdaj o tenzi par
daneÂ laÂtky.

Metoda je vhodnaÂ jen pro laÂtky rozpustneÂ ve vodeÏ . NecÏistoty zpravidla ovlivnÏ ujõÂ
vyÂsledky.

ChovaÂnõÂ laÂtek prÏi hydrolyÂze je nutno zkoumat prÏi hodnotaÂch pH obvykle se
vyskytujõÂcõÂch v zÏivotnõÂm prostrÏedõÂ (pH 4 - 9).

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

HydrolyÂzou se rozumõÂ reakce laÂtky RX s vodou, kteraÂ se daÂ znaÂzornit vyÂmeÏ nou
skupiny X za skupinu OH:

RX + HOH = ROH + HX (1)

Rychlost, kterou ubyÂvaÂ koncentrace RX, je daÂna vztahem:

rychlost = k . [ H2O ] . [ RX ] (2)

ProtozÏe je voda prÏõÂtomna vuÊ cÏi zkousÏeneÂ laÂtce v prÏebytku, popisuje se tento typ
reakce obvykle jako reakce pseudoprvnõÂho rÏaÂdu, ve ktereÂ je zjisÏteÏ naÂ rychlostnõÂ
konstanta daÂna vyÂrazem:

kobs = k . [ H2O ] (3)

a lze ji urcÏit pro daneÂ pH a teplotu T z vyÂrazu:

2,303 C0kobs = ÐÐ± . log Ð± (4)
t Ct

kde

t = cÏas,
Co = koncentrace laÂtky v cÏase nula,
Ct = koncentrace laÂtky v cÏase t,
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2,303 = prÏepocÏõÂtacõÂ faktor mezi prÏirozenyÂm logaritmem a logaritmem
prÏi zaÂkladu 10.

Koncentrace je mozÏneÂ udaÂvat v g . l-1 nebo v mol . l-1.

Jednotkou konstanty kobs je (cÏas)-1.

¹PolocÏasª, t1/2, je definovaÂn jako doba, po jejõÂmzÏ uplynutõÂ je pocÏaÂtecÏnõÂ mnozÏstvõÂ
laÂtky snõÂzÏeno o 50 %:

Ct = 1/2 . Co (5)

Z rovnic (4) a (5) plyne, zÏe

t1/2 = 0,693/kobs (6)

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Pokud se studuje novaÂ laÂtka, nenõÂ nutneÂ vzÏdy pouzÏõÂvat referencÏnõÂ laÂtky. ReferencÏnõÂ
laÂtky by meÏ ly slouzÏit prÏedevsÏõÂm k obcÏasneÂ kontrole meÏ rÏicõÂ metody a k vzaÂjemneÂmu
porovnaÂvaÂnõÂ vyÂsledkuÊ zõÂskanyÂch ruÊ znyÂmi metodami.

Jako standardnõÂ laÂtky byly pouzÏity (1):

Kyselina acetylsalicylovaÂ (aspirin),

0, 0 - diethyl - 0 - (6 - methyl-2-(1methylethyl)- 4 - pyrimidinyl) - ester kyseliny
thiofosforecÏneÂ (Dimpylat, Diazinon).

1. 4 PRINCIP METODY

LaÂtka se rozpustõÂ v maleÂ koncentraci ve vodeÏ ; kontrolujõÂ se pH a teplota.

Vhodnou analytickou metodou se sleduje pokles koncentrace laÂtky v zaÂvislosti na
cÏase.

Logaritmy koncentrace se vynesou proti cÏasu. Je-li zõÂskanaÂ zaÂvislost lineaÂrnõÂ, je
mozÏneÂ zõÂskat rychlostnõÂ konstantu 1. rÏaÂdu ze smeÏ rnice prÏõÂmky (viz odst.2).

NenõÂ -li mozÏneÂ rychlostnõÂ konstantu zjistit prÏi zadaneÂ teploteÏ prÏõÂmo, je obvykle
mozÏneÂ ji odhadnout podle Arrheniova vztahu, kteryÂ udaÂvaÂ teplotnõÂ zaÂvislost
rychlostnõÂch konstant. Za tõÂm uÂcÏelem se vynesou logaritmy rychlostnõÂch konstant
zõÂskanyÂch prÏi jinyÂch teplotaÂch proti reciprokeÂ hodnoteÏ absolutnõÂ teploty (K).
Z lineaÂrnõÂho pruÊ beÏ hu je mozÏneÂ extrapolovat nebo interpolovat hodnoty teÏ ch
rychlostnõÂch konstant, ktereÂ nebyly urcÏeny prÏõÂmo.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

V literaturÏe (2) se uvaÂdõÂ, zÏe meÏ rÏenõÂ rychlostnõÂch konstant hydrolyÂzy lze u 13 trÏõÂd
organickyÂch sloucÏenin provaÂdeÏ t s vysokou prÏesnostõÂ.

Reprodukovatelnost zaÂvisõÂ zejmeÂna na kontrole pH a teploty a muÊ zÏe byÂt ovlivneÏ na
prÏõÂtomnostõÂ mikroorganismuÊ a ve zvlaÂsÏtnõÂch prÏõÂpadech koncentracõÂ rozpusÏteÏ neÂho
kyslõÂku.
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1. 6 POPIS METODY

1. 6. 1 CÏ inidla

1. 6. 1. 1 TlumiveÂ roztoky

ZkousÏka se provaÂdõÂ prÏi trÏech hodnotaÂch pH: 4,0; 7,0 a 9,0.

Pro tento uÂcÏel je trÏeba prÏipravit tlumiveÂ roztoky za pouzÏitõÂ chemikaÂliõÂ cÏistoty pro
analyÂzu a destilovaneÂ nebo deionizovaneÂ vody. V prÏõÂloze jsou uvedeny neÏ ktereÂ
prÏõÂklady teÏ chto systeÂmuÊ .

PouzÏityÂ tlumivyÂ roztok muÊ zÏe ovlivnit rychlost hydrolyÂzy. PrÏi tomto zjisÏteÏ nõÂ je trÏeba
zvolit jinyÂ tlumivyÂ roztok. V literaturÏe (2) se doporucÏuje pouzÏõÂt mõÂsto
fosforecÏnanovyÂch boritanoveÂ a acetaÂtoveÂ tlumiveÂ roztoky.

NenõÂ -li znaÂmo pH tlumivyÂch roztokuÊ pro prÏõÂslusÏnou teplotu zkousÏky, je nutneÂ ho
stanovit cejchovanyÂm pH - metrem prÏi zvoleneÂ teploteÏ s prÏesnostõÂ na 0,1 jednotek
pH.

1. 6. 1. 2 ZkousÏeneÂ roztoky

ZkousÏenaÂ laÂtka se rozpustõÂ ve zvoleneÂm tlumiveÂm roztoku. Koncentrace by nemeÏ la
prÏekrocÏit 0,01 mol . l-1 nebo polovinu nasyceneÂ koncentrace, podle toho, kteraÂ z
teÏ chto hodnot je nizÏsÏõÂ.

PouzÏõÂvaÂnõÂ organickyÂch rozpousÏteÏ del mõÂsitelnyÂch s vodou se doporucÏuje jen pro
laÂtky s nizÏsÏõÂ rozpustnostõÂ ve vodeÏ . MnozÏstvõÂ laÂtky zprostrÏedkujõÂcõÂ rozpousÏteÏ nõÂ maÂ byÂt
mensÏõÂ nezÏ 1 % a nemaÂ ovlivnit pruÊ beÏ h hydrolyÂzy.

1. 6. 2 Aparatura

PouzÏõÂvajõÂ se skleneÏ neÂ banÏ ky se zaÂtkami (bez tuku).

Pokud jsou laÂtka nebo slozÏky tlumiveÂho roztoku teÏ kaveÂ , nebo pracuje-li se prÏi
vysÏsÏõÂch teplotaÂch, meÏ ly by se prÏednostneÏ pouzÏõÂvat zkusÏebnõÂ naÂdoby uteÏ sneÏ neÂ nebo
uzavrÏeneÂ septem, s co nejmensÏõÂm objemem plynu nad kapalinou v naÂdobeÏ .

1. 6. 3 AnalytickaÂ metoda

PouzÏitaÂ analytickaÂ metoda je daÂna druhem zkousÏeneÂ laÂtky. MusõÂ byÂt dostatecÏneÏ
prÏesnaÂ a citlivaÂ , aby dokaÂzala zjistit uÂbytek pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace o 10 %. MusõÂ byÂt
dostatecÏneÏ specifickaÂ , aby umozÏnila stanovenõÂ zkousÏeneÂ laÂtky v koncentraci
zkusÏebnõÂho roztoku a muÊ zÏe byÂt tvorÏena kombinacõÂ vhodnyÂch analytickyÂch technik.

1. 6. 4 ZkusÏebnõÂ podmõÂnky
ZkousÏky se provaÂdeÏ jõÂ za pouzÏitõÂ zarÏõÂzenõÂ s kontrolou teploty nebo s pouzÏitõÂm
termostatovaneÂ laÂzneÏ , nastaveneÂ na 0,5 oC prÏesneÏ . VhodnyÂmi opatrÏenõÂmi je nutneÂ
zabraÂnit fotolytickyÂm vlivuÊ m.

DaÂle je nutneÂ ucÏinit vesÏkeraÂ vhodnaÂ opatrÏenõÂ, aby se odstranil rozpusÏteÏ nyÂ kyslõÂk
(naprÏ. se po 5 minut prÏed prÏõÂpravou roztoku nechaÂ prochaÂzet dusõÂk nebo argon).
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1. 6. 5 Metoda meÏrÏenõÂ

1. 6. 5. 1 PrÏedbeÏzÏnaÂ zkousÏka

Pro vsÏechny laÂtky se musõÂ proveÂst prÏedbeÏ zÏnaÂ zkousÏka prÏi 50 + 0,5 oC a prÏi kazÏdeÂ ze
trÏõÂ hodnot pH 4,0; 7,0 a 9,0. Je trÏeba proveÂst dostatecÏnyÂ pocÏet meÏ rÏenõÂ, aby bylo
mozÏneÂ pro kazÏdeÂ pH rozhodnout, zda prÏi 50 oC je polocÏas (t1/2) mensÏõÂ nezÏ 2,4
hodiny nebo zda po 5 dnech zhydrolyzuje meÂneÏ nezÏ 10 %. (Je mozÏneÂ odvodit, zÏe
tyto hodnoty odpovõÂdajõÂ za podmõÂnek, ktereÂ se nejcÏasteÏ ji vyskytujõÂ v zÏivotnõÂm
prostrÏedõÂ (25 oC), polocÏasu kratsÏõÂmu nezÏ jeden den nebo delsÏõÂmu nezÏ 1 rok).
JestlizÏe se v prÏedbeÏ zÏneÂm experimentu prokaÂzÏe, zÏe prÏi 50 oC se za 2,4 hodiny
zhydrolyzuje 50 % nebo võÂce zkousÏeneÂ laÂtky nebo po 5 dnech meÂneÏ nezÏ 10 % prÏi
vsÏech trÏech hodnotaÂch pH (4,0; 7,0; 9,0), nejsou dalsÏõÂ experimenty nutneÂ.
V ostatnõÂch prÏõÂpadech a v prÏõÂpadech jednotlivyÂch hodnot pH, pro kteraÂ tomu tak
nenõÂ, se provede zkousÏka cÏ. 1.

1. 6. 5. 2 ZkousÏka cÏ. 1

PrÏi hodnotaÂch pH, pro ktereÂ se v prÏedbeÏ zÏneÂ zkousÏce ukaÂzala nutnost dalsÏõÂch
zkousÏek, provede se zkousÏka cÏ. 1. Pracuje se prÏi jedneÂ teploteÏ , nejleÂpe prÏi 50 oC +
0,5 oC a pokud mozÏno ve sterilnõÂch podmõÂnkaÂch.

Za uÂcÏelem proveÏ rÏenõÂ pruÊ beÏ hu reakce podle pseudo prvnõÂho rÏaÂdu se pro kazÏdou
zvolenou hodnotu pH bere pro pokrytõÂ oblasti mezi 20 % a 70 % hydrolyÂzy
dostatecÏnyÂ pocÏet vzorkuÊ (ne meÂneÏ nezÏ 4).

Pro kazÏdeÂ pH, prÏi ktereÂm se provaÂdõÂ zkousÏka cÏ. 1, se stanovõÂ rÏaÂd reakce.

Odhad rychlostnõÂch konstant prÏi 25 oC:

RozhodnutõÂ o dalsÏõÂm experimentaÂlnõÂm postupu zaÂvisõÂ na tom, zda ze zkousÏky cÏ. 1
lze usuzovat na reakci pseudoprvnõÂho rÏaÂdu nebo ne.

Pokud ze zkousÏky cÏ. 1 nelze s jistotou usuzovat na reakci pseudoprvnõÂho rÏaÂdu, je
trÏeba proveÂst dalsÏõÂ experimenty podle zkousÏky cÏ. 2.

VyplyÂvaÂ-li ze zkousÏky cÏ. 1 s jistotou reakce pseudoprvnõÂho rÏaÂdu, provedou se dalsÏõÂ
experimenty podle zkousÏky cÏ. 3 (alternativneÏ je mozÏneÂ za zvlaÂsÏtnõÂch okolnostõÂ
vypocÏõÂtat rychlostnõÂ konstanty prÏi 25 oC z konstant prÏi 50 oC vypocÏtenyÂch s pouzÏitõÂm
uÂdajuÊ ze zkousÏky cÏ. 1, viz odstavec 3. 2).

1. 6. 5. 3 ZkousÏka cÏ. 2

Tato zkousÏka se provaÂdõÂ prÏi kazÏdeÂm pH, pro ktereÂ se to na zaÂkladeÏ vyÂsledkuÊ
zkousÏky cÏ. 1 ukaÂzalo potrÏebnyÂm:

- bud' prÏi teploteÏ nizÏsÏõÂ nezÏ 40 oC,
- nebo prÏi dvou teplotaÂch nad 50 oC, ktereÂ se od sebe lisÏõÂ nejmeÂneÏ o 10 oC.

PrÏi kazÏdeÂm pH a kazÏdeÂ teploteÏ , prÏi kteryÂch se provaÂdõÂ zkousÏka cÏ. 2, je trÏeba proveÂst
v nejmeÂneÏ 6 prÏimeÏ rÏenyÂch cÏasovyÂch intervalech meÏ rÏenõÂ v oblasti stupneÏ hydrolyÂzy 20
azÏ 70 %

PrÏi kazÏdeÂm pH se provede opakovaneÂ meÏ rÏenõÂ prÏi jedneÂ teploteÏ . Pokud se zkousÏka cÏ.
2 provaÂdõÂ prÏi dvou teplotaÂch nad 50 oC, je vhodneÂ opakovat meÏ rÏenõÂ nejleÂpe prÏi nizÏsÏõÂ
z teÏ chto dvou teplot.
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Pro kazÏdeÂ pH a kazÏdou teplotu, pro ktereÂ se provaÂdõÂ zkousÏka cÏ. 2, je trÏeba, pokud je
to mozÏneÂ , proveÂst grafickyÂ odhad polocÏasu (t1/2).

1. 6. 5. 4 ZkousÏka cÏ. 3

ZkousÏka se provede prÏi kazÏdeÂm pH, pro ktereÂ se to ukaÂzalo potrÏebnyÂm na zaÂkladeÏ
vyÂsledkuÊ zkousÏky cÏ. 1:

- bud' prÏi teploteÏ nizÏsÏõÂ nezÏ 40 oC,
- nebo prÏi dvou teplotaÂch nad 50 oC, ktereÂ se od sebe lisÏõÂ nejmeÂneÏ o 10 oC.

PrÏi kazÏdeÂm pH a prÏi kazÏdeÂ teploteÏ , prÏi kteryÂch se provaÂdõÂ zkousÏka cÏ. 3 se zvolõÂ trÏi
meÏ rÏicõÂ body, prvnõÂ v cÏase 0, druhyÂ a trÏetõÂ prÏi stupni hydrolyÂzy vysÏsÏõÂm nezÏ 30 %;
spocÏõÂtaÂ se konstanta kobs a t1/2.

2 UÂ DAJE

PrÏi reakcÏnõÂm chovaÂnõÂ podle pseudoprvnõÂho rÏaÂdu je mozÏneÂ konstanty reakcÏnõÂ
rychlosti kobs vypocÏõÂtat pro kazÏdeÂ pH a kazÏdou teplotu regresnõÂ analyÂzou nebo je
zjistit graficky vynesenõÂm logaritmuÊ koncentracõÂ proti cÏasu, prÏicÏemzÏ se pouzÏije
vyÂrazu:

kobs = - smeÏ rnice . 2,303

DaÂle je mozÏneÂ vypocÏõÂtat t1/2 z rovnice (6).

Je-li to mozÏneÂ , stanovit k25 (pro 25 oC) pouzÏitõÂm Arrheniovy rovnice.

Pokud chovaÂnõÂ neodpovõÂdaÂ pseudoprvnõÂmu rÏaÂdu, viz 3. 1.

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3. 1 ZPRAÂ VA O PRUÊ BEÏ HU POKUSU

ZpraÂva o pruÊ beÏ hu pokusu by meÏ la pokud mozÏno obsahovat tyto uÂdaje:

- popis laÂtky,
- vyÂsledky zõÂskaneÂ s referencÏnõÂmi laÂtkami,
- princip a detaily pouzÏiteÂ analytickeÂ metody,
- pro kazÏdyÂ experiment: teplotu, pH, slozÏenõÂ tlumiveÂho roztoku, tabulku se

vsÏemi uÂdaji koncentrace - cÏas,
- u reakcõÂ pseudoprvnõÂho rÏaÂdu hodnoty kobs a t1/2 vcÏetneÏ metody vyÂpocÏtu,
- u reakce, kteraÂ neodpovõÂdaÂ pseudoprvnõÂmu rÏaÂdu, grafickeÂ znaÂzorneÏ nõÂ

vztahu logaritmu koncentrace proti cÏasu,
- vsÏechny uÂdaje a pozorovaÂnõÂ potrÏebneÂ pro interpretaci vyÂsledkuÊ .

3. 2 I N T E R P R E T A C E V YÂ S L E D K UÊ

MuÊ zÏe existovat mozÏnost vypocÏõÂtat prÏijatelneÂ hodnoty rychlostnõÂch konstant (prÏi 25
oC) zkousÏenyÂch laÂtek za prÏedpokladu, zÏe pro podobneÂ trÏõÂdy laÂtek jizÏ existujõÂ
experimentaÂlnõÂ uÂdaje pro aktivacÏnõÂ energii a za prÏedpokladu, zÏe je mozÏneÂ ocÏekaÂvat,
zÏe aktivacÏnõÂ energie zkousÏeneÂ laÂtky je stejneÂ velikosti.
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PRÏ IÂLOHA

TLUMIVEÂ ROZTOKY

A. CLARK A LUBS

Hodnoty pH, uvedeneÂ v tabulkaÂch, byly vypocÏteny na zaÂkladeÏ meÏ rÏenõÂ potenciaÂ lu za
pouzÏitõÂ SoÈ rensenovyÂch standardnõÂch rovnic. SkutecÏneÂ hodnoty pH lezÏõÂ o 0,04
jednotky nad hodnotami v tabulce.

SlozÏenõÂ pH

hydrogenftalaÂt draselnyÂ (0,1 mol . l -1) a HCl (0,1 mol . l -1) prÏi 20 oC

2,63 ml HCl + 50 ml ftalaÂtu doplnit do 100 ml 3,8

hydrogenftalaÂt draselnyÂ (0,1 mol . l -1) a NaOH (0,1 mol . l -1) prÏi 20 oC

0,40 ml NaOH + 50 ml ftalaÂtu doplnit do 100 ml 4,0
3,70 ml NaOH + 50 ml ftalaÂtu doplnit do 100 ml 4,2

dihydrogenfosforecÏnan draselnyÂ(0,1 mol . l-1) a NaOH (0,1 mol . l-1)
prÏi 20 oC

23,45 ml NaOH + 50 ml fosforecÏnanu doplnit do 100 ml 6,8
29,63 ml NaOH + 50 ml fosforecÏnanu doplnit do 100 ml 7,0
35,00 ml NaOH + 50 ml fosforecÏnanu doplnit do 100 ml 7,2

H3BO3 (0,1 mol . l-1) v KCl (0,1 mol . l-1) a NaOH (0,1 mol . l-1)
prÏi 20 oC

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

B. KOLTHOFF A VLEESCHOUWER

SlozÏenõÂ:

MonokaliumcitraÂt ((0,1 mol . l-1) a NaOH (0,1 mol . l-1) prÏi 18 oC (je trÏeba prÏidat
malyÂ krystalek thymolu, aby se prÏedesÏlo tvorbeÏ plõÂsnõÂ):

2,0 ml NaOH + 50 ml citraÂtu doplnit do 100 ml 3,8
9,0 ml NaOH + 50 ml citraÂtu doplnit do 100 ml 4,0

16,3 ml NaOH + 50 ml citraÂtu doplnit do 100 ml 4,2
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SlozÏenõÂ pH

ml boraxu ml HCl SoÈ rensen
18 oC

Walbum

10 oC 40 oC 70 oC

SlozÏenõÂ pH

ml boraxu ml HCl SoÈ rensen
18 oC

Walbum

10 oC 40 oC 70 oC
10,00
9,00
8,00
7,00

0,00
1,00
2,00
3,00

9,24
9,36
9,50
9,68

9,30 9,08 8,86
9,42 9,18 8,94
9,57 9,30 9,02
9,76 9,44 9,12

10,00 0,00 9,24 9,30 9,08 8,86

8,00

8,50

9,00

9,50

2,00

1,50

1,00

0,50

8,91

9,01

9,09

9,17

8,96 8,77 8,59

9,06 8,86 8,67

9,14 8,94 8,74

9,22 9,01 8,80

C. SOÈ RENSEN

Borax (0,05 mol . l -1) a HCl (0,1 mol . l -1)

Borax (0,05 mol . l-1) a NaOH (0,1 mol . l-1)
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VIII TOXICITA PRO ZÏ IÂZÏ ALY - ZKOUSÏ KA NA UMEÏ LEÂ PUDEÏ

1 METODA

1. 1 UÂ VOD

V teÂto laboratornõÂ zkousÏce se zkousÏenaÂ laÂtka prÏidaÂ do umeÏ leÂ puÊ dy, do ktereÂ se na
14 dnõÂ umõÂstõÂ zÏõÂzÏaly. Po teÂto dobeÏ (a nepovinneÏ i po sedmi dnech) se vysÏetrÏõÂ letaÂ lnõÂ
uÂcÏinek laÂtky na zÏõÂzÏaly. ZkousÏka je metodou relativneÏ kraÂtkodobeÂho orientacÏnõÂho
zjisÏteÏnõÂ uÂcÏinku chemickyÂch laÂtek na zÏõÂzÏaly prÏi dermaÂlnõÂm a potravnõÂm prÏõÂjmu.

1. 2 JEDNOTKY A DEFINICE

LC50: Koncentrace laÂtky, vyhodnocenaÂ jako hodnota, prÏi ktereÂ v pruÊ beÏ hu zkousÏky
dojde k uhynutõÂ 50 % pokusnyÂch zvõÂrÏat.

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKA

ReferencÏnõÂ laÂtka se pouzÏõÂvaÂ periodicky jako prostrÏedek pro duÊ kaz, zÏe se citlivost
zkusÏebnõÂho systeÂmu podstatneÏ nezmeÏ nila.

Jako referencÏnõÂ laÂtka se doporucÏuje chloracetamid analytickeÂ cÏistoty.

1. 4 PRINCIP ZKOUSÏ KY

PuÊ da prÏedstavuje promeÏ nliveÂ prostrÏedõÂ, takzÏe se pro zkousÏku pouzÏõÂvaÂ pecÏliveÏ
definovanaÂ umeÏ laÂ hlinitaÂ puÊ da. V definovaneÂ umeÏ leÂ puÊ deÏ se chovajõÂ dospeÏ leÂ zÏõÂzÏaly
druhu Eisenia foetida (viz poznaÂmku v prÏõÂloze) a exponujõÂ se ruÊ znyÂm koncentracõÂm
zkousÏeneÂ laÂtky. Obsah naÂdob se 14 dnõÂ (a nepovinneÏ i 7 dnõÂ) po zacÏaÂtku zkusÏky
rozprostrÏe na podlozÏku a spocÏõÂtajõÂ se zÏõÂzÏaly, ktereÂ prÏi jednotlivyÂch koncentracõÂch
prÏezÏijõÂ.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

ZkousÏka je navrzÏena tak, aby byla z hlediska zkusÏebnõÂho substraÂtu a organismuÊ co
nejreprodukovatelneÏ jsÏõÂ. UÂ hyn v kontrolnõÂch skupinaÂch nesmõÂ na konci zkousÏky
prÏekrocÏit 10 %, jinak je zkousÏka neplatnaÂ .

1. 6 POPIS ZKUSÏ EBNIÂ METODY

1. 6. 1 LaÂ tky

1. 6. 1. 1 SubstraÂt pro zkousÏku

Jako zaÂkladnõÂ substraÂt pro zkousÏku se pouzÏõÂvaÂ definovanaÂ umeÏ laÂ puÊ da.

(a) ZaÂkladnõÂ substraÂt (procenta se rozumõÂ na baÂzi sucheÂ hmotnosti):

- 10 % sfagnoveÂ rasÏeliny (s pH co nejblõÂzÏe 5,5 azÏ 6,0, bez viditelnyÂch
zbytkuÊ rostlin a jemneÏ mleteÂ),

- 20 % kaolinitickeÂho jõÂlu, pokud mozÏno s võÂce nezÏ 50 % kaolinitu,
- asi 69 % pruÊ mysloveÂho krÏemenneÂho põÂsku (dominantnõÂ jemnyÂ põÂsek s

võÂce nezÏ 50 % cÏaÂstic velikosti 0,05 azÏ 0,2 mm). Pokud zkousÏenaÂ laÂtka nenõÂ
dostatecÏneÏ dispergovatelnaÂ ve vodeÏ , je trÏeba ponechat k dispozici pro
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pozdeÏ jsÏõÂ mõÂsÏenõÂ se zkousÏenou laÂtkou 10 g na kazÏdou zkusÏebnõÂ naÂdobu,
- asi 1 % uhlicÏitanu vaÂpenateÂho (CaCO3), praÂsÏkoveÂho, chemicky

cÏisteÂho, prÏidaneÂho pro uÂpravu pH na 6,0 + 0,5.

(b) SubstraÂt pro zkousÏku:

SubstraÂt pro zkousÏku obsahuje zaÂkladnõÂ substraÂt, zkousÏenou laÂtku
a deionizovanou vodu.

Obsah vody cÏinõÂ asi 25 azÏ 42 % susÏiny zaÂkladnõÂho substraÂtu. Obsah
vody v substraÂtu se stanovõÂ vysusÏenõÂm vzorku na konstantnõÂ hmotnost
prÏi 105 oC. KlõÂcÏovyÂm kriteÂriem je, zÏe umeÏ laÂ puÊ da musõÂ byÂt zvlhcÏena
tak, aby neobsahovala stojõÂcõÂ vodu. Je trÏeba veÏ novat peÂcÏi mõÂsenõÂ, aby se
dosaÂhlo rovnomeÏ rneÂho rozdeÏ lenõÂ zkousÏeneÂ laÂtky a substraÂtu. ZpuÊ sob
uvedenõÂ zkousÏeneÂ laÂtky do substraÂtu je trÏeba uveÂst ve zpraÂveÏ .

(c) KontrolnõÂ substraÂt:

KontrolnõÂ substraÂt obsahuje zaÂkladnõÂ substraÂt a vodu. PrÏidaÂvaÂ-li se
aditivnõÂ cÏinidlo, musõÂ dalsÏõÂ kontrola obsahovat stejneÂ mnozÏstvõÂ
aditivnõÂho cÏinidla.

1. 6. 1. 2 NaÂdoby pro zkousÏku

SkleneÏ neÂ naÂdoby o obsahu asi jednoho litru (rÏaÂdneÏ prÏikryteÂ plastovyÂmi võÂky,
miskami nebo plastovou foÂ liõÂ s otvory pro veÏ traÂnõÂ), naplneÏ neÂ mnozÏstvõÂm vlhkeÂho
substraÂtu pro zkousÏku nebo kontrolnõÂho substraÂtu, ekvivalentnõÂm 500 g sucheÂho
substraÂtu.

1. 6. 2 ExperimentaÂ lnõÂ podmõÂnky

NaÂdoby je trÏeba uchovaÂvat v klimatizovanyÂch komoraÂch prÏi 20 + 2 oC se staÂlyÂm
sveÏ tlem. Intenzita sveÏ tla by meÏ la byÂt 400 azÏ 800 lux.

Doba trvaÂnõÂ zkousÏky je 14 dnõÂ, ale je mozÏneÂ nepovinneÏ vyhodnotit uÂhyn sedm dnõÂ
po zacÏaÂtku zkousÏky.

1. 6. 3 PracovnõÂ postup

ZkousÏeneÂ koncentrace

Koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky se vyjadrÏujõÂ jako hmotnost laÂtky na hmotnost susÏiny
zaÂkladnõÂho substraÂtu (mg.kg-1).

ZkousÏka pro zjisÏteÏnõÂ rozsahu koncentracõÂ

Aby se zõÂskaly informace o vhodneÂm rozmezõÂ koncentracõÂ pro definitivnõÂ zkousÏku
provede se prÏedbeÏ zÏnaÂ zkousÏka, kterou se zjistõÂ rozsah koncentracõÂ, ktereÂ praÂveÏ
zpuÊ sobujõÂ uÂhyn od 0 do 100 %.

LaÂtku je trÏeba zkousÏet prÏi teÏ chto koncentracõÂch: 1000; 100; 10; 1; 0,1 mg laÂtky.kg-1

substraÂtu pro zkousÏku (jako susÏina).

Je-li trÏeba proveÂst uÂplnou definitivnõÂ zkousÏku, stacÏõÂ pro zkousÏku pro zjisÏteÏ nõÂ
rozsahu koncentracõÂ jedna zkusÏebnõÂ skupina na kazÏdou koncentraci a jedna pro
neexponovanou kontrolu, kazÏdaÂ o 10 zÏõÂzÏalaÂch.
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DefinitivnõÂ zkousÏka

VyÂsledky zkousÏky pro zjisÏteÏ nõÂ rozsahu koncentracõÂ se pouzÏijõÂ pro volbu nejmeÂneÏ
peÏ ti koncentracõÂ, odstupnÏ ovanyÂch v geometrickeÂ posloupnosti, praÂveÏ pokryÂvajõÂcõÂch
rozsah 0 azÏ 100 % mortality, lisÏõÂcõÂch se o konstantnõÂ cÏinitel neprÏevysÏujõÂcõÂ 1,8.

ZkousÏky pouzÏõÂvajõÂcõÂ tyto rÏady koncentracõÂ musõÂ umozÏnit co nejprÏesneÏ jsÏõÂ stanovenõÂ
hodnoty LC50 a jejõÂch mezõÂ spolehlivosti.

V definitivnõÂ zkousÏce se pouzÏõÂvajõÂ nejmeÂneÏ cÏtyrÏi zkusÏebnõÂ skupiny na kazÏdou
koncentraci a cÏtyrÏi neexponovaneÂ kontrolnõÂ skupiny, kazÏdaÂ o 10 zÏõÂzÏalaÂch. VyÂsledky
za tyto replikovaneÂ skupiny se uvedou pruÊ meÏ rem a standardnõÂ odchylkou.

Tam, kde uÂhyn 0 % a 100 % vyvolajõÂ dveÏ po sobeÏ naÂsledujõÂcõÂ koncentrace, jezÏ jsou
vuÊ cÏi sobeÏ v pomeÏ ru 1,8 , jsou tyto dveÏ hodnoty dostatecÏneÂ pro identifikaci oblasti,
do ktereÂ spadaÂ LC50 .

MõÂsenõÂ zaÂkladnõÂho substraÂtu a zkousÏeneÂ laÂtky

SubstraÂt pro zkousÏenõÂ musõÂ byÂt vsÏude tam kde je to mozÏneÂ prÏipraven bez jakyÂchkoli
prÏõÂdavnyÂch cÏinidel jinyÂch nezÏ voda. TeÏ sneÏ prÏed zacÏaÂtkem zkousÏky se smõÂsõÂ emulze
nebo disperze zkousÏeneÂ laÂtky v deionizovaneÂ vodeÏ nebo v jineÂm rozpousÏteÏ dle se
zaÂkladnõÂm substraÂtem pro zkousÏenõÂ, nebo se na neÏ j rovnomeÏ rneÏ rozstrÏõÂkaÂ
rozprasÏovacÏem pro chromatografii nebo podobnyÂm rozprasÏovacÏem.

Je-li zkousÏenaÂ laÂtka nerozpustnaÂ ve vodeÏ , muÊ zÏe se rozpustit v co nejmensÏõÂm
objemu vhodneÂho organickeÂho rozpousÏteÏdla (naprÏ. hexanu, acetonu nebo
chloroformu).

K rozpusÏteÏ nõÂ, dispergaci nebo emulgaci zkousÏeneÂ laÂtky lze pouzÏõÂt pouze cÏinidla,
kteraÂ snadno teÏ kajõÂ. SubstraÂt pro zkousÏenõÂ je nutneÂ prÏed pouzÏitõÂm odveÏ trat.
MnozÏstvõÂ odparÏeneÂ vody je nutneÂ nahradit. KontrolnõÂ zkousÏka musõÂ obsahovat
stejneÂ mnozÏstvõÂ vsÏech aditivnõÂch cÏinidel.

NenõÂ-li zkousÏenaÂ laÂtka rozpustnaÂ , dispergovatelnaÂ ani emulgovatelnaÂ
v organickyÂch rozpousÏteÏ dlech, prÏipravõÂ se smeÏ s 10 g krÏemenneÂho põÂsku a mnozÏstvõÂ
zkousÏeneÂ laÂtky potrÏebneÂ pro prÏõÂpravu 500 g zkusÏebnõÂho substraÂtu a ta se smõÂchaÂ se
490 g zvlhcÏeneÂho zaÂkladnõÂho substraÂtu (hmotnost se rozumõÂ v susÏineÏ ).
Pro kazÏdou jednotlivou vsaÂzku pouzÏitou ve zkousÏce se do skleneÏ neÂ naÂdoby vpravõÂ
mnozÏstvõÂ vlhkeÂho substraÂtu pro zkousÏku, ekvivalentnõÂ 500 g susÏiny, a na povrch
substraÂtu se umõÂstõÂ 10 zÏõÂzÏal, ktereÂ byly prÏed pouzÏitõÂm kondicionovaÂny po 24 hodiny
v podobneÂm vlhkeÂm zaÂkladnõÂm substraÂtu, poteÂ rychle omyty a zbaveny prÏebytecÏneÂ
vody absorpcõÂ filtracÏnõÂm papõÂrem.

NaÂdoby se prÏikryjõÂ plastovyÂmi võÂky s otvory, miskami nebo foÂ liõÂ, aby se zabraÂnilo
vysychaÂnõÂ substraÂtu, a udrzÏujõÂ se v podmõÂnkaÂch zkousÏky po 14 dnõÂ.

VyhodnocenõÂ je trÏeba proveÂst 14 dnõÂ (a nepovinneÏ i sedm dnõÂ) po zahaÂjenõÂ zkousÏky.
SubstraÂt se rozprostrÏe na podnos ze skla nebo nerezoveÂ oceli. ZÏ õÂzÏaly se vysÏetrÏõÂ a
stanovõÂ se pocÏet prÏezÏõÂvajõÂcõÂch jedincuÊ . ZÏ õÂzÏaly se povazÏujõÂ za mrtveÂ , jestlizÏe nereagujõÂ
na jemneÂ mechanickeÂ podraÂzÏdeÏ nõÂ na prÏednõÂm konci.

ProvaÂdõÂ-li se vysÏetrÏenõÂ po sedmi dnech, naÂdoba se znovu naplnõÂ substraÂtem a zÏõÂzÏaly
se znovu vlozÏõÂ na povrch teÂhozÏ substraÂtu.
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1. 6. 4 Organizmy pouzÏiteÂ ve zkousÏce

Ke zkousÏce musõÂ byÂt pouzÏity dospeÏ leÂ zÏõÂzÏaly Eisenia foetida (viz poznaÂmku v
prÏõÂloze) (alesponÏ dva meÏ sõÂce stareÂ s klitellem) o hmotnosti (ve vlhkeÂm stavu) 300
azÏ 600 mg. (Pokud se tyÂkaÂ metody chovu, viz prÏõÂloha.)

2 VYÂ SLEDKY

2. 1 ZPRACOVAÂ NIÂ A VYHODNOCENIÂ VYÂ SLEDKUÊ

Uvedou se koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky s odpovõÂdajõÂcõÂm procentem mrtvyÂch zÏõÂzÏal.

Jsou-li uÂdaje vyhovujõÂcõÂ, stanovõÂ se hodnota LC50 a meze spolehlivosti (p = 0,05) s
pouzÏitõÂm standardnõÂch metod (Litchfield a Wilcoxon, 1949, nebo ekvivalentnõÂ
metoda). LC50 se udaÂvaÂ v mg zkousÏeneÂ laÂtky na 1 kg substraÂtu pro zkousÏku
(v susÏineÏ ).

V prÏõÂpadech, kdy sklon krÏivky koncentracõÂ je pro vyÂpocÏet LC50 prÏõÂlisÏ strmyÂ, stacÏõÂ
grafickyÂ odhad teÂto hodnoty.

Tam, kde uÂhyn 0 % a 100 % vyvolajõÂ dveÏ po sobeÏ naÂsledujõÂcõÂ koncentrace, jezÏ jsou
vuÊ cÏi sobeÏ v pomeÏ ru 1,8 jsou tyto dveÏ hodnoty dostatecÏneÂ pro identifikaci rozsahu,
do ktereÂho spadaÂ LC50 .

3 ZPRAÂ VA

3. 1 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Je-li to mozÏneÂ , maÂ protokol obsahovat tyto informace:

- prohlaÂsÏenõÂ, zÏe zkousÏka byla provedena v souladu s vyÂsÏe uvedenyÂmi kriteÂrii
kvality,

- o druhu provedeneÂ zkousÏky (zkousÏka pro zjisÏteÏ nõÂ rozsahu koncentracõÂ a (nebo)
definitivnõÂ zkousÏka),

- prÏesnyÂ popis experimentaÂlnõÂch podmõÂnek nebo konstatovaÂnõÂ, zÏe zkousÏka byla
provedena v souladu s metodou; je nutno uveÂst vesÏkereÂ odchylky,

- prÏesnyÂ popis, jak byla zkousÏenaÂ laÂtka smõÂsena se zaÂkladnõÂm substraÂtem,

- informace o organismech pouzÏityÂch ve zkousÏce (druh, staÂrÏõÂ, strÏednõÂ hmotnost
a rozsah jednotlivyÂch hodnot, podmõÂnky chovu, dodavatel),

- metoda pouzÏitaÂ ke stanovenõÂ LC50,

- vyÂsledky zkousÏky vcÏetneÏ vsÏech pouzÏityÂch uÂdajuÊ ,

- popis pozorovanyÂch symptomuÊ nebo zmeÏn v chovaÂnõÂ organizmuÊ pouzÏityÂch ve
zkousÏce,

- uÂhyn v kontrolnõÂch zkousÏkaÂch,

- LC50 nebo nejvysÏsÏõÂ zkousÏenaÂ koncentrace nevyvolaÂvajõÂcõÂ uÂhyn a nejnizÏsÏõÂ zkousÏenaÂ
koncentrace vyvolaÂvajõÂcõÂ 100 % uÂhyn 14 dnõÂ (a nepovinneÏ sedm dnõÂ) od zacÏaÂtku
zkousÏky,

- grafickeÂ znaÂzorneÏ nõÂ krÏivky koncentrace/odezva,

- vyÂsledky zõÂskaneÂ s referencÏnõÂ laÂtkou, at' v souvislosti s touto zkousÏkou nebo
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z drÏõÂveÏ jsÏõÂch zkousÏek kontroly jakosti.
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PRÏ IÂLOHA

Chov zÏõÂzÏal prÏed zkousÏkou

Pro uÂcÏely chovu se 30 azÏ 50 dospeÏ lyÂch zÏõÂzÏal umõÂstõÂ do chovneÂ schraÂnky s cÏerstvyÂm
substraÂtem a vyjmou se po 14 dnech. Tyto jedince je mozÏneÂ pouzÏõÂt pro dalsÏõÂ chovneÂ
vsaÂzky. ZÏ õÂzÏaly vylõÂhleÂ ze zaÂmotkuÊ se pouzÏijõÂ ke zkousÏenõÂ kdyzÏ jsou dospeÏ leÂ
(v uvedenyÂch podmõÂnkaÂch po dvou azÏ trÏech meÏ sõÂcõÂch).

PodmõÂnky chovu

KlimatizovanaÂ komora: teplota 20 + 2 oC, nejleÂpe s neustaÂ lyÂm sveÏ tlem (intenzita
400 - 800 lux).

ChovneÂ naÂdoby: vhodneÂ meÏ lkeÂ naÂdoby o objemu 10 azÏ 20 l.

SubstraÂt: Eisenia foetida je mozÏneÂ chovat v ruÊ znyÂch zvõÂrÏecõÂch
exkrementech. Jako chovneÂ meÂdium se doporucÏuje
pouzÏõÂvat smeÏ s 50 % obj. rasÏeliny a 50 % obj.hoveÏ zõÂho
nebo konÏ skeÂho hnoje. MeÂdium musõÂ mõÂt pH asi 6 azÏ 7
(upravõÂ se uhlicÏitanem vaÂpenatyÂm) a nõÂzkou iontovou
vodivost (meÂneÏ nezÏ 6 mmhos nebo 0,5 % koncentraci
solõÂ).

SubstraÂt musõÂ byÂt vlhkyÂ, ale ne prÏõÂlisÏ mokryÂ.

Vedle vyÂsÏe uvedeneÂ metody je mozÏneÂ pouzÏõÂvat i jineÂ
uÂ speÏ sÏneÂ postupy.

PoznaÂmka:
Eisenia foetida existuje ve dvou odruÊ daÂch, ktereÂ neÏ kterÏõÂ taxonomoveÂ rozlisÏili na
druhy (Bouche, 1972). Jsou si morfologicky podobneÂ, avsÏak jedna, Eisenia foetida
foetida, maÂ na cÏlaÂncõÂch typickeÂ prÏõÂcÏneÂ pruhovaÂnõÂ nebo paÂskovaÂnõÂ a druhaÂ, Eisenia
foetida andrei, toto postraÂdaÂ a maÂ pestrÏe cÏerveneÂ zbarvenõÂ. Pokud je to mozÏneÂ , je
trÏeba pouzÏõÂvat Eisenia foetida andrei. JineÂ druhy je mozÏneÂ pouzÏõÂt, pokud existuje
potrÏebnaÂ metodika.
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IX BIOLOGICKAÂ ROZLOZÏ ITELNOST ± ZAHN ±
WELLENSOVA METODA

1 METODA

1. 1 UÂ VOD

CõÂlem metody je stanovenõÂ uÂplneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti ve vodeÏ rozpustnyÂch
neteÏ kavyÂch organickyÂch laÂtek statickou zkousÏkou, prÏi ktereÂ jsou tyto laÂtky
vystaveny uÂcÏinku vysokyÂch koncentracõÂ mikroorganismuÊ .

PrÏi interpretaci vyÂsledkuÊ musõÂ byÂt zohledneÏ na fyzikaÂlneÏ -chemickaÂ adsorbce na
suspendovaneÂ pevneÂ cÏaÂstice.

ZkousÏeneÂ laÂtky jsou zrÏed'ovaÂny v koncentracõÂch odpovõÂdajõÂcõÂch hodnotaÂm DOC
nebo TOC od 50 do 400 mg.l-1 nebo hodnotaÂm CHSK 100 - 1000 mg.l-1. Tyto
pomeÏ rneÏ vysokeÂ koncentrace umozÏnÏ ujõÂ dostatecÏneÏ spolehlivou analyÂzu.

SloucÏeniny s toxickyÂmi vlastnostmi mohou vsÏak proces rozkladu zpomalit.

MõÂrou biologickeÂ rozlozÏitelnosti zkousÏeneÂ laÂtky v teÂto medodeÏ je uÂbytek
rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku nebo chemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku. SpecifickyÂmi
analytickyÂmi metodami muÊ zÏe byÂt stanovena i primaÂrnõÂ biologickaÂ rozlozÏitelnost
laÂtek.

Touto metodou mohou byÂt zkousÏeny pouze organickeÂ laÂtky, ktereÂ prÏi koncentracõÂch
pouzÏityÂch ve zkousÏce:

- jsou za podmõÂnek zkousÏky rozpustneÂ ve vodeÏ ,
- majõÂ za podmõÂnek zkousÏky nevyÂznamnou tenzi par,
- neinhibujõÂ bakterie,
- jsou ve zkusÏebnõÂm systeÂmu jen omezeneÏ adsorbovaÂny,
- peÏ neÏ nõÂm nesnizÏujõÂ svou koncentraci ve zkousÏeneÂm roztoku.

Pokud jsou stanoveny nõÂzkeÂ nebo marginaÂlnõÂ hodnoty biologickeÂ rozlozÏitelnosti, je
nutneÂ pro interpretaci vyÂsledkuÊ znaÂt obsah nejduÊ lezÏiteÏ jsÏõÂch komponent zkousÏeneÂ
laÂtky.

Pro interpretaci nizÏsÏõÂch hodnot biologickeÂ rozlozÏitelnosti a volbu vhodnyÂch
koncentracõÂ zkousÏeneÂ laÂtky jsou duÊ lezÏiteÂ rovneÏ zÏ informace o toxiciteÏ zkousÏeneÂ
laÂtky.

1. 2 D E F I N I C E A J E D N O T K Y

ProcentuaÂlnõÂ hodnota biologickeÂho rozkladu v cÏase se vypocÏõÂtaÂ podle vztahu:

CT ± CB
DT (%) = 1 ± ÐÐÐÐ . 100

CA ± CBA

kde:

DT = rozklad ( %) v cÏase T,
Ca = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkousÏeneÂ laÂtky 3 h od zahaÂjenõÂ zkousÏky (mg.l-1),
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CT = hodnoty DOC (nebo CHSK) zkousÏeneÂ laÂtky v dobeÏ odbeÏ ru vzorku (mg.l-1),
CB = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly v dobeÏ odbeÏ ru vzorku (mg.l-1),
CBA = hodnoty DOC (nebo CHSK) kontroly 3 h od zahaÂjenõÂ zkousÏky (mg.l-1).

StupenÏ rozlozÏitelnosti se zaokrouhluje na celaÂ procenta.

Jako procentuaÂlnõÂ rozlozÏitelnost je udaÂvaÂn procentuaÂlnõÂ uÂbytek hodnot DOC
(nebo CHSK) zkousÏeneÂ laÂtky.

RozdõÂl mezi hodnotami nameÏ rÏenyÂmi po 3 h po zahaÂjenõÂ zkousÏky a mezi
vypocÏõÂtanyÂmi a zejmeÂna vsÏak nameÏ rÏenyÂmi pocÏaÂtecÏnõÂmi hodnotami, poskytuje
uzÏitecÏnou informaci o rozlozÏitelnosti zkousÏeneÂ laÂtky (viz 3.2).

1. 3 STANDARDNIÂ LAÂ TKY

PrÏi posuzovaÂnõÂ rozlozÏitelnosti novyÂch laÂtek mohou byÂt v jednotlivyÂch prÏõÂpadech
vyuzÏity referencÏnõÂ materiaÂ ly, v teÂto metodice vsÏak nejsou doporucÏeny zÏaÂdneÂ.

1. 4 PRINCIP METODY

AktivovanyÂ kal, mineraÂlnõÂ zÏivneÂ meÂdium a zkousÏenaÂ laÂtka ve vodneÂm roztoku jako
zdroj uhlõÂku se smõÂchajõÂ v 1 - 4 l skleneÏ neÂ naÂdobeÏ s mõÂchadlem a aeracÏnõÂm
zarÏõÂzenõÂm. Suspenze je mõÂchaÂna a aerovaÂna azÏ 28 dnõÂ prÏi teploteÏ 20-25 oC
v difuznõÂm sveÏ tle nebo temnu. Rozklad je sledovaÂn denneÏ nebo v jinak vhodneÏ
stanovenyÂch cÏasovyÂch intervalech prostrÏednictvõÂm meÏ rÏenõÂ hodnot DOC (nebo
CHSK) v odebraneÂm vzorku po jeho prÏefiltrovaÂnõÂ. ProcentuaÂlnõÂ hodnota
biologickeÂho rozkladu v cÏase je definovaÂna jako pomeÏ r mezi hodnotami DOC (nebo
CHSK) v dobeÏ odbeÏ ru vzorku a po 3 h od zahaÂjenõÂ zkousÏky. VyÂsledek je vyjaÂdrÏen
graficky jako funkce cÏasu.

V prÏõÂpadeÏ , zÏe se analyticky stanovujõÂ zmeÏ ny koncentracõÂ puÊ vodnõÂ molekuly laÂtky,
jsou tyto zmeÏ ny meÏrÏõÂtkem primaÂrnõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

DostatecÏnaÂ reprodukovatelnost byla oveÏ rÏena mezilaboratornõÂmi zkousÏkami.

Citlivost metody je znacÏneÏ zaÂvislaÂ na variabiliteÏ kontrolnõÂho vzorku, na pomeÏ rneÏ
maleÂ prÏesnosti stanovenõÂ mnozÏstvõÂ organickeÂho uhlõÂku a na koncentraci zkousÏeneÂ
laÂtky v suspenzi.

1. 6 POSTUP ZKOUSÏ ENIÂ

1. 6. 1 PrÏõÂprava

1. 6. 1. 1 Reagencie

Voda: PitnaÂ voda s obsahem organickeÂho uhlõÂku mensÏõÂm nezÏ 5 mg.l-1.
Koncentrace vaÂpenatyÂch a horÏecÏnatyÂch iontuÊ nesmõÂ prÏekrocÏit 2,7
mmol.l-1, jinak je nutneÂ jako rozpousÏteÏ dlo pouzÏõÂt deionizovanou nebo
destilovanou vodu.

Kyselina sõÂrovaÂ p. a. 50 g.l-1

Hydroxid sodnyÂ p.a. 40 g.l-1

MineraÂlnõÂ zÏivneÂ meÂdium: v jednom litru deionizovaneÂ vody se rozpustõÂ:
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Chlorid amonnyÂ NH4Cl p.a. 38,5 g
NaH2PO4 . 2H2O p.a. 33,4 g
KH2PO4 p.a. 8,5 g
K2HPO4 p.a. 21,75 g

Tento roztok slouzÏõÂ zaÂrovenÏ jako tlumicÏ pH.

1. 6. 1. 2 PrÏõÂstroje

SkleneÏ neÂ naÂdoby o objemu 1 - 4 l.

SkleneÏ neÂ nebo kovoveÂ mõÂchadlo, ktereÂ by meÏ lo byÂt umõÂsteÏ no 5 - 10 cm nad dnem
naÂdoby. PouzÏito muÊ zÏe byÂt rovneÏ zÏ magnetickeÂ mõÂchadlo se 7 - 10 cm dlouhyÂm
ramenem.

SkleneÏ naÂ aeracÏnõÂ trubice o vnitrÏnõÂm pruÊ meÏ ru 2 - 4 mm. VyuÂsteÏ nõÂ trubice by meÏ lo byÂt
umõÂsteÏ no cca 1 - 10 cm nad dnem naÂdoby.

OdstrÏedivka (cca 3 550 g).

pH - metr.

Oximetr.

PapõÂrovyÂ filtr.

MembraÂnovyÂ filtracÏnõÂ prÏõÂstroj.

MembraÂnovyÂ filtr o velikosti poÂ ruÊ 0,45 mm, kteryÂ beÏ hem filtrace neuvolnÏ uje a
neabsorbuje uhlõÂk.

AnalyzaÂtor ke stanovenõÂ obsahu organickeÂho uhlõÂku a vybavenõÂ ke stanovenõÂ CHSK.

1. 6. 1. 3 PrÏõÂprava inokula

AktivovanyÂ kal z biologickeÂ cÏistõÂrny se promyÂvaÂ opakovaneÏ vodou prÏedepsaneÂ
kvality a bud' se opakovaneÏ centrifuguje nebo sedimentuje.

AktivovanyÂ kal musõÂ mõÂt vhodneÂ slozÏenõÂ, tzn., zÏe musõÂ obsahovat co nejvõÂce druhuÊ
bakteriaÂ lnõÂch kultur. Inokulum muÊ zÏe byÂt namõÂchaÂno z ruÊ znyÂch zdrojuÊ (naprÏ. z
cÏistõÂrny, z puÊ dnõÂho extraktu, z rÏõÂcÏnõÂ vody, atd.).

StanovenõÂ aktivity aktivovaneÂho kalu je popsaÂno v kap. 1. 6. 2 nazvaneÂ FunkcÏnõÂ
kontrola.

1. 6. 1. 4 PrÏõÂprava pracovnõÂch roztokuÊ zkousÏeneÂ laÂtky

Do zkusÏebnõÂ naÂdoby odmeÏ rÏõÂme 500 ml vody, 2,5 ml.l-1 mineraÂlnõÂho zÏivneÂho
roztoku a prÏidaÂme aktivovanyÂ kal v mnozÏstvõÂ 0,2 azÏ 1,0 g.l-1 susÏiny v konecÏneÂ
smeÏ si a odpipetujeme takovyÂ objem zaÂkladnõÂho roztoku zkousÏeneÂ laÂtky, aby bylo
dosazÏeno koncentrace rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku od 50 do 400 mg.l-1

suspenze. OdpovõÂdajõÂcõÂ hodnoty CHSK jsou 100 azÏ 1000 mg.l-1. DoplnõÂme vodou
na celkovyÂ objem 1 - 4 l. ZvolenyÂ objem je zaÂvislyÂ na pocÏtu odebõÂranyÂch vzorkuÊ
nutnyÂch ke stanovenõÂ hodnot DOC nebo CHSK a na tom, kolik odbeÏ ruÊ bude
vyzÏadovat zvolenyÂ analytickyÂ postup.

Zpravidla postacÏuje objem 2 l. SoucÏasneÏ je s kazÏdou zkusÏebnõÂ seÂriõÂ nasazena alesponÏ
jedna kontrola, do ktereÂ je odmeÏ rÏen aktivovanyÂ kal a mineraÂlnõÂ zÏivneÂ meÂdium
doplneÏneÂ na stejnyÂ objem jako maÂ zkousÏenaÂ smeÏ s.
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1. 6. 2 PracovnõÂ postup

KultivacÏnõÂ naÂdoby se inkubujõÂ prÏi difuznõÂm sveÏ tle nebo v tmaveÂ komorÏe prÏi teploteÏ
20 - 25 oC, za staÂ leÂho mõÂchaÂnõÂ pomocõÂ magnetickeÂho mõÂchadla nebo sÏrouboviteÂho
mõÂchadla. NaÂdoba see provzdusÏnÏ uje tlakovyÂm vzduchem, kteryÂ je cÏisÏteÏ n, pokud je
to potrÏebneÂ, vatovyÂm filtrem nebo prÏes promyÂvacÏku. MusõÂ byÂt zajisÏteÏ no, aby
nedosÏlo k usazovaÂnõÂ kalu a koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku neklesla pod 2 mg.l-1.

V pravidelnyÂch cÏasovyÂch intervalech se meÏ rÏõÂ pH (naprÏ. denneÏ ) a pokud je to
potrÏebneÂ upravuje se na hodnotu pH 7 - 8.

ZtraÂty vyparÏovaÂnõÂm se vyrovnaÂvajõÂ destilovou nebo deionizovanou vodou vzÏdy prÏed
odebraÂnõÂm vzorku. Je uÂcÏelneÂ oznacÏit hladinu kapaliny prÏed zacÏaÂtkem zkousÏky a
znovu zaznamenat vyÂsÏku hladiny po odebraÂnõÂ vzorku prÏi vypnuteÂ aeraci a mõÂchanõÂ.
PrvnõÂ vzorky se odebõÂrajõÂ 3 h po zahaÂjenõÂ zkousÏky, aby aktivovanyÂ kal dostatecÏneÏ
adsorboval zkousÏenou laÂtku.

Rozklad zkousÏeneÂ laÂtky se sleduje stanovenõÂm hodnoty DOC a CHSK
v pravidelnyÂch cÏasovyÂch intervalech. Vzorky z naÂdoby se zkousÏenou laÂtkou a z
kontroly se prÏed analyÂzou filtrujõÂ na promyteÂm papõÂroveÂm filtru. PrvnõÂch 5 ml
filtraÂtu se vyleÂvaÂ . Kaly, ktereÂ se sÏpatneÏ filtrujõÂ mohou byÂt oddeÏ leny 10 min
odstrÏedeÏ nõÂm. StanovenõÂ DOC a CHSK se provede nejmeÂneÏ dvakraÂt. VsÏechny banÏ ky
se nechajõÂ inkubovat 28 dnõÂ.
PoznaÂmka: Vzorky, ktereÂ jsou po uvedeneÂm postupu jesÏteÏ zakaleneÂ, se filtrujõÂ na
membraÂnoveÂm filtru, kteryÂ nesmõÂ uvolnÏ ovat nebo adsorbovat organickeÂ laÂtky.

F u n k cÏ n õÂ k o n t r o l a a k t i v o v a n eÂ h o k a l u

ParalelneÏ se ke kazÏdeÂ seÂrii pokusuÊ nasazuje referencÏnõÂ naÂdoba s kalem, meÂdiem,
vodou a referencÏnõÂ laÂtkou, kteraÂ slouzÏõÂ ke kontrole citlivosti aktivovaneÂho kalu.
DoporucÏovaÂn je diethylenglykol.

A d a p t a c e

V relativneÏ kraÂtkyÂch cÏasovyÂch intervalech (naprÏ. denneÏ ) jsou provaÂdeÏ ny analyÂzy a
nameÏ rÏeneÂ hodnoty jsou vynaÂsÏeny do grafu. Na inhibicÏnõÂ krÏivce lze zpocÏaÂtku rozlisÏit
tzv. adaptacÏnõÂ faÂzi (viz obr. 2), proto by zkousÏka nemeÏ la byÂt nasazovaÂna ke konci
tyÂdne. JestlizÏe na konci normaÂlnõÂ deÂlky zkousÏky dochaÂzõÂ znovu k adaptaci, muÊ zÏe byÂt
zkousÏka prodlouzÏen azÏ do konecÏneÂho rozlozÏenõÂ zkousÏeneÂ laÂtky.

UpozorneÏ nõÂ: Pokud chcete duÊ kladneÏ poznat chovaÂnõÂ aktivovaneÂho kalu, upravte ho
naÂsledujõÂcõÂm postupem:

MõÂchadlo a aeracÏnõÂ zarÏõÂzenõÂ se vypne, aby se mohl aktivovanyÂ kal usadit. KapalnaÂ
faÂze se vypustõÂ, dekantovanyÂ kal v naÂdobeÏ se doplnõÂ vodou na objem 2 l, 15 min se
mõÂchaÂ a znovu se nechaÂ sedimentovat. KapalnaÂ faÂze se znovu vypustõÂ a zkousÏka se
opakuje se sedimentovanyÂm kalem a stejnou zkousÏenou laÂtkou podle kap. 1. 6. 1. 4
a 1. 6. 2. AktivovanyÂ kal muÊ zÏe byÂt upraven takeÂ centrifugacõÂ.

AdaptovanyÂ kal muÊ zÏe byÂt smõÂchaÂn s cÏerstvyÂm aktivovanyÂm kalem tak, aby bylo
dosazÏeno koncentrace 0,2 - 1 g susÏiny na litr suspenze.
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P rÏ õÂ p r a v a p r o a n a l yÂ z u

Vzorky se filtrujõÂ prÏes promyteÂ papõÂroveÂ filtry (k promyÂvaÂnõÂ se pouzÏõÂvaÂ deionizovanaÂ
voda).

ZakaleneÂ vzorky se filtrujõÂ prÏes membraÂnoveÂ filtry (0,45 mm).

Ve filtraÂtech vzorku (prvnõÂch 5 ml filtraÂtu se nepouzÏõÂvaÂ) se prÏõÂstrojem na meÏ rÏenõÂ
TOC stanovõÂ dvakraÂt koncentrace rozpusÏteÏ neÂho uhlõÂku DOC . JestlizÏe nemuÊ zÏe byÂt
filtraÂt analyzovaÂn v den odbeÏ ru vzorku, musõÂ byÂt do prÏõÂsÏtõÂho dne uchovaÂn
v lednicÏce. DelsÏõÂ skladovaÂnõÂ se vsÏak nedoporucÏuje.

CHSK se ve filtraÂtu vzorku stanovõÂ standardnõÂm postupem podle teÂto vyhlaÂsÏky.

2 VYHODNOCENIÂ ZKOUSÏ KY

Koncentrace DOC a nebo CHSK se ve vzorcõÂch stanovõÂ dle kap. 1. 6. 2 nejmeÂneÏ
dvakraÂt. BiologickaÂ rozlozÏitelnost v cÏase t se vypocÏõÂtaÂ podle vzorce 1. 2 a jejõÂ
hodnota se zaokrouhluje na celaÂ procenta. Takt stanovenaÂ rozlozÏitelnost se oznacÏuje
jako ¹BiologickaÂ rozlozÏitelnost stanovenaÂ Zahn-Wellensovou zkusÏkouª.

PoznaÂmka: JestlizÏe je dosazÏeno uÂplneÂho rozlozÏenõÂ zkousÏeneÂ laÂtky prÏed rÏaÂdnyÂm
probeÏ hnutõÂm zkousÏky a vyÂsledek je potvrzen dalsÏõÂ analyÂzou provedenou naÂsledujõÂcõÂ
den, muÊ zÏe byÂt zkousÏka ukoncÏena.

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3. 1 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

V protokolu o zkousÏce by meÏ ly byÂt uvedeny naÂsledujõÂcõÂ uÂdaje:

- pocÏaÂtecÏnõÂ koncentrace laÂtky,
- vsÏechny informace a experimentaÂlnõÂ vyÂsledky (naÂzev zkousÏeneÂ laÂtky,

referencÏnõÂ laÂtka, kontrolnõÂ vzorek),
- koncentrace laÂtky po 3 h,
- inhibicÏnõÂ krÏivka s popisem,
- datum a zdroj odbeÏ ru kalu, stav adaptace, pouzÏitaÂ koncentrace atd.,
- veÏ deckeÂ oduÊ vodneÏ nõÂ prÏõÂpadnyÂch zmeÏ n v provedenõÂ zkousÏky.

3. 2 INTERPRETACE VYÂ SLEDKUÊ

PostupneÂ ubyÂvaÂnõÂ DOC nebo CHSK beÏ hem dnuÊ azÏ tyÂdnuÊ naznacÏuje, zÏe zkousÏenaÂ
laÂtka je biologicky rozklaÂdaÂna.

V mnoha prÏõÂpadech muÊ zÏe ovlivnÏ ovat vyÂsledky zkousÏky fyzikaÂlneÏ -chemickaÂ
adsorbce. To lze prokaÂzat tõÂm, zÏe se zjistõÂ uÂplneÂ nebo cÏaÂstecÏneÂ odstraneÏ nõÂ DOC nebo
CHSK beÏ hem prvnõÂch trÏõÂ hodin zkousÏky a rozdõÂl mezi supernatantem z kontroly a
ze zkousÏeneÂho vzorku je necÏekaneÏ malyÂ.

MaÂ-li se rozlisÏit uÂplnaÂ nebo cÏaÂstecÏnaÂ biologickaÂ rozlozÏitelnost od adsorbce, musõÂ se
proveÂst dalsÏõÂ zkousÏky.

Ty mohou byÂt provedeny võÂce postupy, nejspraÂvneÏ jsÏõÂ je ale pouzÏõÂt supernatant nebo
inokulum v neÏ ktereÂ zkousÏce snadneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti (nejleÂpe v
respirometrickeÂ zkousÏce.
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ZkousÏeneÂ laÂtky, ktereÂ vykazujõÂ velkyÂ uÂbytek DOC nebo CHSK a nejsou ovlivneÏ ny
adsorbcõÂ lze poklaÂdat za biologicky rozlozÏitelneÂ . CÏ aÂstecÏnyÂ, neadsorbcÏnõÂ uÂbytek
znamenaÂ, zÏe laÂtka je prÏinejmensÏõÂm alesponÏ cÏaÂstecÏneÏ biologicky rozlozÏitelnaÂ.
JestlizÏe je uÂbytek DOC nebo CHSK minimaÂlnõÂ nebo zÏaÂdnyÂ, mohla nastat inhibice
mikroorganismuÊ puÊ sobenõÂm zkousÏeneÂ laÂtky. Tato inhibice se muÊ zÏe projevovat
rozpusÏteÏ nõÂm nebo uÂbytkem kalu nebo zakalem zkousÏeneÂ suspenze. V takovyÂch
prÏõÂpadech se zkousÏka opakuje s nizÏsÏõÂmi koncentracemi zkousÏeneÂ laÂtky.

VysÏsÏõÂ citlivosti muÊ zÏe byÂt dosazÏeno specifickyÂmi analytickyÂmi metodami nebo
pouzÏitõÂm laÂtek znacÏenyÂch 14C. JestlizÏe je pouzÏita zkousÏenaÂ laÂtka s 14C, je mozÏneÂ
stanovenõÂm 14CO2 prokaÂzat, zÏe nastal rozklad zkousÏeneÂ laÂtky.

Pokud je udaÂvaÂn vyÂsledek jako primaÂrnõÂ biologickaÂ rozlozÏitelnost, meÏ ly by byÂt
uvedeny, pokud je to mozÏneÂ , zmeÏ ny v chemickeÂ strukturÏe, ktereÂ zpuÊ sobily snõÂzÏenõÂ
obsahu vyÂchozõÂ , rodicÏovskeÂ , zkousÏeneÂ laÂtky.

MusõÂ se takeÂ dokladovat oveÏ rÏenõÂ analytickeÂ metody a vyÂsledky stanovenõÂ v zÏivneÂm
meÂdiu bez prÏõÂdavku zkousÏeneÂ laÂtky.
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Doba
zkousÏky

ReferencÏnõÂ laÂtka

sl. p.
mg.l-1

DOC
mg.l-1

DOCn
mg.l-1

Rozklad
%

ZkousÏenaÂ laÂtka

DOC
mg-l-1

DOCn
mg.l-1

Rozklad
%

0

3 h

1 den

2 dny

5 dnuÊ

6 dnuÊ

7 dnuÊ

8 dnuÊ

9 dnuÊ

10 dnuÊ

-

4,0

6,1

5,0

6,3

7,4

11,3

7,8

7,0

18,0

-

298,0

288,3

281,2

270,5

253,3

212,5

142,5

35,0

37,0

300

294,0

282,3

276,2

264,2

245,9

201,2

134,7

28,0

19,0

-

2

6

8

12

18

33

55

91

94

-

371,6

373,3

360,0

193,8

143,9

104,5

58,9

18,1

20,0

390

367,6

367,2

355,0

187,5

136,5

93,2

51,1

11,1

2,0

-

6

6

9

52

65

76

87

97

99

PRÏ IÂLOHA

PRÏ IÂKLAD VYHODNOCENIÂ

OrganickaÂ laÂtka: 4 - ethoxybenzoovaÂ kyselina

TeoretickaÂ koncentrace ve zkousÏce: 600 mg.l-1

TeoretickaÂ DOC : 390 mg.l-1

Inokulum: meÏ stskaÂ cÏistõÂrna v .....

Koncentrace: 1 g susÏiny . l-1

Adaptace: bez adaptace

Analytika: stanovenõÂ DOC

MnozÏstvõÂ vzorku: 3 ml

ReferencÏnõÂ laÂtka: diethylenglykol

Toxicita zkousÏeneÂ laÂtky: zÏaÂdneÂ toxickeÂ uÂcÏinky prÏi
koncentraci mensÏõÂ nezÏ 1000 mg.l-1

PoznaÂmka: DOC stanovena v triplikaÂtech.
sl. p. = slepyÂ pokus
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ObraÂzek 1

PrÏõÂklad krÏivek biologickeÂho rozkladu

ObraÂzek 2

PrÏõÂklad adaptace kalu

Rozklad
(%)

LaÂtky
Pepton

AlifatickyÂ amin

Glykolether

Doba (dny)

Rozklad
(%)

LaÂtka
Polyvinylalkohol

adaptovanyÂ

neadaptovanyÂ

faÂze adaptace faÂze rozkladu konec

Doba (dny)
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X BIOLOGICKAÂ ROZLOZÏ ITELNOST - SIMULACÏ NIÂ

ZKOUSÏ KA S AKTIVOVANYÂ M KALEM

1 METODA

1. 1 UÂ VOD

1. 1. 1 ObecneÂ poznaÂmky

Metoda je vhodnaÂ pouze pro ty organickeÂ laÂtky, ktereÂ v pouzÏõÂvanyÂch koncentracõÂch:

- jsou natolik rozpustneÂ ve vodeÏ , aby bylo mozÏneÂ prÏipravit zaÂsobnõÂ roztok,
- majõÂ za podmõÂnek zkousÏky zanedbatelnou tenzi par,
- neinhibujõÂ bakterie.

Je uzÏitecÏneÂ mõÂt informace o relativnõÂm podõÂlu nejduÊ lezÏiteÏ jsÏõÂch komponent
obsazÏenyÂch ve zkousÏeneÂm materiaÂ lu, zvlaÂsÏteÏ tehdy, kdyzÏ biologickaÂ rozlozÏitelnost
dosahuje nõÂzkyÂch nebo marginaÂlnõÂch hodnot. PrÏi interpretaci nõÂzkyÂch hodnot
biologickeÂ rozlozÏitelnosti a volbeÏ vhodneÂ zkusÏebnõÂ koncentrace je potrÏebneÂ znaÂt
uÂdaje o toxiciteÏ laÂtky vuÊ cÏi mikroorganismuÊ m.

1. 1. 2 StanovenõÂ uÂ plneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti (analyÂza DOC/CHSK)

CõÂlem metody je stanovenõÂ uÂplneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti organickeÂ laÂtky na
zaÂkladeÏ meÏ rÏenõÂ uÂbytku zkousÏeneÂ laÂtky a vzniklyÂch metabolituÊ
v koncentracõÂch DOC võÂce nezÏ 12 mg.1-1 (nebo CHSK cca 40 mg.1-1) ve zkusÏebnõÂm
zarÏõÂzenõÂ s naÂplnõÂ aktivovaneÂho kalu. ProkaÂzalo se, zÏe optimaÂlnõÂ je koncentrace DOC
20 mg /1.

Je nutneÂ znaÂt obsah organickeÂho uhlõÂku nebo CHSK zkousÏeneÂ laÂtky.

1. 1. 3 StanovenõÂ primaÂ rnõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti (specifickaÂ analyÂza)

CõÂlem metody je stanovenõÂ primaÂrnõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti zkousÏeneÂ laÂtky prÏi
koncentraci cca 20 mg/l v modeloveÂm zarÏõÂzenõÂ s aktivovanyÂm kalem (pokud to
umozÏnÏ uje analytickaÂ metoda nebo toxicita zkousÏeneÂ laÂtky, muÊ zÏe byÂt pouzÏita
koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky vysÏsÏõÂ nebo nizÏsÏõÂ). To dovolõÂ odhadnout primaÂrnõÂ
biologickou rozlozÏitelnost zkousÏeneÂ laÂtky (vymizenõÂ puÊ vodnõÂ ¹rodicÏovskeÂª
chemickeÂ struktury).

CõÂlem metody nenõÂ stanovenõÂ stupneÏ mineralizace zkousÏeneÂ laÂtky.

Ke kvantitativnõÂ analyÂze musõÂ byÂt k dispozici vhodnaÂ metoda.

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

1. 2. 1 AnalyÂza DOC/CHSK

UÂ bytek laÂtky je vyjaÂdrÏen vztahem:

T ± (E ± Eo)
DR = ÐÐÐÐÐÐ± . 100% ( 1 a )

T
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DR = DOC nebo CHSK uÂbytek v % vztazÏenyÂ na zkousÏenou laÂtku prÏi daneÂ
strÏednõÂ dobeÏ prodlenõÂ,

T = koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky na prÏõÂtoku do zkusÏebnõÂ jednotky v mg.l-1

DOC nebo CHSK,
E = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku ze zkusÏebnõÂ jednotky v mg.l-1,
Eo = koncentrace DOC nebo CHSK na odtoku z kontrolnõÂ jednotky v mg.l-1.

Rozklad je definovaÂn jako procentuaÂlnõÂ uÂbytek DOC nebo CHSK prÏi udaneÂ dobeÏ
zdrzÏenõÂ, vztazÏenyÂ na zkousÏenou laÂtku.

1. 2. 2 SpecifickaÂ analyÂza

ProcentuaÂlnõÂ odstraneÏ nõÂ zkousÏeneÂ laÂtky z vodneÂ faÂze (Rw) beÏ hem udaneÂho cÏasu
prodlenõÂ:

C1 ± C0
Rw = ÐÐÐ± . 100% ( 1 b )

C1

C1 = koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky v prÏõÂtoku do zkusÏebnõÂho zarÏõÂzenõÂ (v mg.l-1)
stanovenaÂ specifickou analyÂzou,

C0 = koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky na odtoku ze zkusÏebnõÂho zarÏõÂzenõÂ
(v mg.l-1) stanovenaÂ specifickou analyÂzou.

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

PrÏi zkousÏenõÂ novyÂch laÂtek je neÏkdy vhodneÂ pouzÏõÂt referencÏnõÂ laÂtku. SpecifickeÂ
referencÏnõÂ laÂtky doposud nejsou doporucÏeny.

1. 4 PRINCIP ZKUSÏ EBNIÂCH METOD

Ke stanovenõÂ uÂplneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti se pouzÏõÂvajõÂ dveÏ paralelneÏ pracujõÂcõÂ
modelovaÂ zarÏõÂzenõÂ s aktivovanyÂm kalem (potvrzujõÂcõÂ zkousÏka OECD nebo zarÏõÂzenõÂ s
poreÂznõÂ naÂdobkou). ZkousÏenaÂ laÂtka se prÏidaÂvaÂ na prÏõÂtoku do jedneÂ z jednotek (se
syntetickou nebo s komunaÂlnõÂ odpadnõÂ vodou), zatõÂmco ve druheÂ je obsazÏena pouze
odpadnõÂ voda. Ke stanovenõÂ primaÂrnõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti pomocõÂ specifickeÂ
analyÂzy zkousÏeneÂ laÂtky na prÏõÂtoku a odtoku je zapotrÏebõÂ jedna jednotka.

Na odtoku se meÏ rÏõÂ koncentrace DOC nebo CHSK nebo se stanovõÂ koncentrace
zkousÏeneÂ laÂtky specifickou analyÂzou.

DOC zkousÏeneÂ laÂtky se nestanovuje, pouze se konstatuje.

PrÏi meÏ rÏenõÂ DOC nebo CHSK se vychaÂzõÂ z toho, zÏe rozdõÂl mezi pruÊ meÏ rnyÂmi
koncentracemi na odtoku ze zkusÏebnõÂ a z kontrolnõÂ jednotky je zpuÊ soben
nerozlozÏenou cÏaÂstõÂ zkousÏenyÂch laÂtek.

JestlizÏe jsou provaÂdeÏ ny specifickeÂ analyÂzy, lze stanovovat zmeÏ ny koncentrace
puÊ vodnõÂ chemickeÂ laÂtky (primaÂrnõÂ biologickaÂ rozlozÏitelnost).

ObeÏ zarÏõÂzenõÂ mohou byÂt provozovaÂna jako ¹sprÏazÏenaÂª pomocõÂ postupu vzaÂjemneÂ
inokulace.
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1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

Koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky se volõÂ s ohledem na druh analytickeÂ metody a jejõÂ mez
stanovitelnosti.

1. 6 POPIS ZKUSÏ EBNIÂ METODY

1. 6. 1 PrÏõÂprava

1. 6. 1. 1 PrÏõÂstroje

Pokud se neprovaÂdõÂ specifickaÂ analyÂza, pouzÏõÂvajõÂ se dveÏ modeloveÂ zkusÏebnõÂ
jednotky stejneÂho typu. Mohou byÂt pouzÏõÂvaÂny dva typy zarÏõÂzenõÂ:

P o t v r z u j õÂ c õÂ z k o u sÏ k a O E C D

ZarÏõÂzenõÂ se sklaÂdaÂ ze zaÂsobnõÂ naÂdoby (A) na syntetickou odpadnõÂ vodu, daÂvkovacõÂho
cÏerpadla (B), aeracÏnõÂ naÂdoby (C), sedimentacÏnõÂ naÂdoby (D), mamutky (E) k
recirkulaci aktivovaneÂho kalu a sbeÏ rneÂ naÂdoby vycÏisÏteÏ neÂ vody (F).

NaÂdoby (A a F) musõÂ byÂt ze skla nebo z vhodneÂ umeÏ leÂ hmoty objemu nejmeÂneÏ 24 l.
CÏ erpadlo (B) musõÂ zajisÏt'ovat konstantnõÂ prÏõÂtok syntetickyÂch splasÏkuÊ do aeracÏnõÂ
naÂdoby. PouzÏit muÊ zÏe byÂt jakyÂkoliv vhodnyÂ systeÂm zajisÏt'ujõÂcõÂ stanovenyÂ prÏõÂtok a
koncentraci. Za normaÂlnõÂch podmõÂnek je vyÂsÏka separaÂtoru (D) nastavena tak, aby
objem kultivacÏnõÂ suspenze v aeracÏnõÂ naÂdobeÏ byl 3 l. V dolnõÂ cÏaÂsti konickeÂ cÏaÂsti
aeracÏnõÂ naÂdoby je ponorÏena poreÂznõÂ aeracÏnõÂ krychlicÏka. MnozÏstvõÂ dodaÂvaneÂho
vzduchu muÊ zÏe byÂt kontrolovaÂno pruÊ tokomeÏ rem. Mamutka (E) je osazena tak, aby
byl aktivovanyÂ kal ze separaÂtoru do aktivacÏnõÂ naÂdoby dopravovaÂn rovnomeÏ rneÏ .

Z a rÏ õÂ z e n õÂ s p o r eÂ z n õÂ n aÂ d o b k o u

PoreÂznõÂ naÂdobka je vyrobena z poreÂznõÂ polyethylenoveÂ foÂ lie (tlousÏt'ka 2 mm,
maximaÂlnõÂ velikost poÂruÊ 95 mikronuÊ ) stocÏeneÂ do vaÂlce o pruÊ meÏ ru 14 cm s konickyÂm
dnem 45 o, obraÂzky 1 a 2 v prÏõÂloze 2. PoreÂznõÂ naÂdobka je umõÂsteÏ na v nepropustneÂ
naÂdobeÏ o pruÊ meÏ ru l5 cm zhotoveneÂ z vhodneÂ umeÏ leÂ hmoty, kteraÂ maÂ nad konickou
cÏaÂstõÂ odtok ve vyÂsÏce 17,2 cm, cÏõÂmzÏ je
v zarÏõÂzenõÂ vymezen objem 3 l. Na hornõÂm konci vnitrÏnõÂ naÂdoby je upevneÏ n kruhovyÂ
drzÏaÂk tak, zÏe mezi vneÏ jsÏõÂ a vnitrÏõÂ naÂdobou je 0,5 cm odtokovaÂ mezera.

CeleÂ zarÏõÂzenõÂ je umõÂsteÏ no do vodnõÂ laÂzneÏ regulovaneÂ termostatem. Vzduch je
prÏivaÂdeÏ n na dno vnitrÏnõÂ naÂdoby pomocõÂ vhodneÂho rozvadeÏ cÏe.

NaÂdoby (A) a (E) musõÂ byÂt vyrobeny ze skla nebo vhodneÂ umeÏ leÂ hmoty a majõÂ mõÂt
objem nejmeÂneÏ 24 l. CÏ erpadlo (B) umozÏnÏ uje konstantnõÂ prÏõÂtok odpadnõÂch vod do
aeracÏnõÂ naÂdoby. MuÊ zÏe byÂt pouzÏit jakyÂkoliv vhodnyÂ systeÂm za prÏedpokladu, zÏe
zarucÏuje stanovenyÂ prÏõÂtok a koncentraci.

K dispozici musõÂ byÂt zaÂsoba dalsÏõÂch poreÂznõÂch naÂdobek jako naÂhrada za zaneseneÂ;
zaneseneÂ naÂdobky se cÏistõÂ namocÏenõÂm na 24 hodin do roztoku chlornanu sodneÂho a
promytõÂm pitnou vodou.
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1. 6. 1. 2 Filtrace

PouzÏõÂvajõÂ se membraÂnoveÂ filtracÏnõÂ prÏõÂstroje a membraÂnoveÂ filtry (velikost poÂruÊ 0,45
mm). MembraÂnovyÂ filtr nesmõÂ uvolnÏ ovat uhlõÂk ani nesmõÂ adsorbovat zkousÏenou
laÂtku prÏi filtraci.

1. 6. 1. 3 OdpadnõÂ voda

MuÊ zÏe byÂt pouzÏito bud' vhodneÂ syntetickeÂ meÂdium nebo komunaÂlnõÂ odpadnõÂ voda.

PrÏõÂklad syntetickeÂho meÂdia:

V 1 l pitneÂ vody se rozpustõÂ:

pepton 160 mg,
masovyÂ extrakt 110 mg,
mocÏovina 30 mg,
NaCl 7 mg,
CaCl2 . 2 H2O 4 mg,
MgSO4 . 7 H2O 2 mg,
K2HPO4 28 mg.

KomunaÂlnõÂ odpadnõÂ vody:

OdebõÂrajõÂ se cÏerstveÂ kazÏdyÂ den z prÏepadu mechanickeÂho stupneÏ cÏistõÂrny,
kteraÂ cÏistõÂ prÏevaÂzÏneÏ meÏ stskeÂ odpadnõÂ vody.

1. 6. 1. 4 ZaÂsobnõÂ roztok zkousÏeneÂ laÂtky

PrÏipravõÂ se naprÏ. l% roztok zkousÏeneÂ laÂtky, kteryÂ se bude prÏidaÂvat do zkusÏebnõÂ
jednotky. StanovõÂ se koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky a urcÏõÂ se prÏõÂslusÏnyÂ objem
zaÂsobnõÂho roztoku, kteryÂ je potrÏebneÂ prÏidat k odpadnõÂ vodeÏ nebo dalsÏõÂm cÏerpadlem
prÏõÂmo do zkusÏebnõÂ jednotky, aby byla dosazÏena pozÏadovanaÂ zkusÏebnõÂ koncentrace.

1. 6. 1. 5 Inokulum

PoznaÂmka: Je-li pouzÏõÂvaÂna komunaÂlnõÂ odpadnõÂ voda nenõÂ vhodneÂ pouzÏõÂvaÂnõÂ inokula
s malou koncentracõÂ bakteriõÂ, ale maÂ se pouzÏõÂvat aktivovanyÂ kal.

Mohou se pouzÏõÂvat inokula z ruÊ znyÂch zdrojuÊ .

PrÏõÂklady vhodneÂho inokula:

a) Inokulum z odtoku biologickeÂ cÏistõÂrny odpadnõÂch vod

Inokulum muÊ zÏe byÂt zõÂskaÂno z odtoku dobrÏe fungujõÂcõÂ cÏistõÂrny zpracovaÂvajõÂcõÂ
prÏevaÂzÏneÏ komunaÂlnõÂ odpadnõÂ vody. Vzorek odtoku musõÂ byÂt v dobeÏ mezi odbeÏ rem a
pouzÏitõÂm uchovaÂn v aerobnõÂch podmõÂnkaÂch. Inokulum se prÏipravõÂ filtracõÂ vzorku
vody prÏes hrubyÂ filtr, prvnõÂch 200 ml filtraÂtu se vyleje. AzÏ do okamzÏiku pouzÏitõÂ se
filtraÂt uchovaÂvaÂ v aerobnõÂch podmõÂnkaÂch. Inokulum musõÂ byÂt pouzÏito ve stejnyÂ den
kdy bylo prÏipraveno. K inokulaci se uzÏõÂvaÂ nejmeÂneÏ 3 ml.

b) SmeÏ sneÂ inokulum

Inokulum odebraneÂ z odtoku cÏistõÂrny:
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Viz prÏedchozõÂ popis.

Inokulum z puÊ dy:

100 g zahradnõÂ zeminy (uÂ rodnaÂ, nesterilnõÂ zemina) se suspenduje v 1 l nechloÂ rovaneÂ
pitneÂ vody (nevhodneÂ jsou zeminy s vysokyÂm obsahem jõÂlu, põÂsku a humusu). Po
zamõÂchaÂnõÂ se nechaÂ suspenze 30 minu dekantovat. KapalnaÂ faÂze se prÏefiltruje,
prvnõÂch 200 ml se vyleje. FiltraÂt se ihned provzdusÏnÏ uje azÏ do okamzÏiku pouzÏitõÂ.
Inokulum je mozÏneÂ pouzÏõÂt pouze ten den, kdy bylo prÏipraveno.

Inokulum z povrchoveÂ vody:

DalsÏõÂ dõÂl smeÏ sneÂho inokula se zõÂskaÂvaÂ z mesosaprobnõÂch povrchovyÂm vod.
OdebranyÂ vzorek se filtruje, prvnõÂch 200 ml se vyleje. AzÏ do okamzÏiku pouzÏitõÂ se
filtraÂt udrzÏuje v aerobnõÂch pdomõÂnkaÂch. Inokulum musõÂ byÂt pouzÏito pouze ten den,
kdy bylo prÏipraveno.

SmeÏ sneÂ inokulum se zõÂskaÂ smõÂsenõÂm a dobryÂm promõÂchaÂnõÂm stejnyÂch objemovyÂch
dõÂluÊ vsÏech trÏõÂ dõÂlcÏõÂch inokulõÂ. K ocÏkovaÂnõÂ se pouzÏõÂvajõÂ nejmeÂneÏ 3 ml smeÏ sneÂho
roztoku.

c) Inokulum z aktivovaneÂho kalu

PouzÏõÂvaÂ se aktivovanyÂ kal (s obsahem suspendovanyÂch pevnyÂch cÏaÂstic do 2,5 g/l)
odebranyÂ z aeracÏnõÂ naÂdrzÏe cÏistõÂrny komunaÂlnõÂch odpadnõÂch vod.

1. 6. 2 Postup

ZkousÏka se provaÂdõÂ prÏi laboratornõÂ teploteÏ , kteraÂ se maÂ udrzÏovat mezi 18 - 25 oC.

ZkousÏka muÊ zÏe byÂt event. provaÂdeÏ na prÏi nizÏsÏõÂch teplotaÂch (do 10 oC). Pokud se
zkousÏenaÂ laÂtka za teÏ chto podmõÂnek rozklaÂdaÂ , nejsou zapotrÏebõÂ zÏaÂdnaÂ dalsÏõÂ meÏ rÏenõÂ.
JestlizÏe vsÏak prÏi nizÏsÏõÂ teploteÏ rozklaÂdaÂna nenõÂ, musõÂ byÂt zkousÏka opakovaÂna prÏi
teploteÏ 18 - 25 oC.

1. 6. 2. 1 FaÂze zapracovaÂnõÂ: tvorba kalu/stabilizace kalu

FaÂzõÂ ruÊ stu/stabilizace kalu je obdobõÂ, beÏ hem ktereÂho dochaÂzõÂ za provoznõÂch
podmõÂnek k ustaÂ lenõÂ koncentrace aktivovaneÂho kalu a funkce zkusÏebnõÂ jednotky

RozbeÏ hovaÂ faÂze zacÏõÂnaÂ prvnõÂ vsaÂdkou zkousÏeneÂ laÂtky a koncÏõÂ dobou, kdy nameÏ rÏenyÂ
uÂbytek zkousÏeneÂ laÂtky dosaÂhne relativneÏ konstantnõÂ hodnoty. Tato faÂze by nemeÏ l
trvat deÂle nezÏ 6 tyÂdnuÊ .

HodnotõÂcõÂ faÂze je doba trvajõÂcõÂ 3 tyÂdny od okamzÏiku kdy uÂbytek zkousÏeneÂ laÂtky
dosaÂhl relativneÏ konstantnõÂ, zpravidla vysokeÂ, hodnoty. Pro laÂtky, ktereÂ se beÏ hem
sÏest tyÂdnuÊ trvajõÂcõÂ rozbeÏ hoveÂ faÂze nerozklaÂdajõÂ nebo jejich uÂbytek dosahuje nõÂzkyÂch
hodnot se za vyhodnocovacõÂ faÂzi povazÏuje obdobõÂ dalsÏõÂch trÏõÂ naÂsledujõÂcõÂch tyÂdnuÊ .

Na zacÏaÂtku zkusÏky se zkusÏebnõÂ jednotka(y) naplnõÂ zkusÏebnõÂ kapalinou s inokulem.

Zapne se provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ a mamutka (prÏi pouzÏitõÂ zkusÏebnõÂho zarÏõÂzenõÂ podle OECD)
a zapne se daÂvkovacõÂ zarÏõÂzenõÂ.

PrÏõÂtok odpadnõÂch vod bez zkousÏeneÂ laÂtky do aeracÏnõÂ naÂdoby se udrzÏuje na rychlosti 1
l.h-1 nebo 1/2 l.h-1; doba zdrzÏenõÂ tak dosaÂhne 3 h nebo 6 h.
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Intenzita provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ musõÂ byÂt regulovaÂna tak, aby se udrzÏoval obsah aeracÏnõÂ
naÂdoby ve vznosu a obsah rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku neklesl pod hodnotu 2 mg.l-1.

PeÏ neÏ nõÂ smeÏ si se zabranÏ uje vhodnyÂmi prostrÏedky, ktereÂ neinhibujõÂ kal.

Kal, kteryÂ se shromazÏd'uje v hornõÂ cÏaÂsti aeracÏnõÂ naÂdoby a u pruÊ kazneÂ zkousÏky
OECD na dneÏ sedimentacÏnõÂ naÂdoby a v cirkulacÏnõÂm okruhu musõÂ byÂt alesponÏ jednou
za den vracen do matecÏneÂ suspenze setrÏenõÂm nebo jinyÂm vhodnyÂm zpuÊ sobem.

JestlizÏe kal sÏpatneÏ sedimentuje lze zvyÂsÏit jeho hustotu prÏõÂdavkem 2 ml 5%
roztoku chloridu zÏeleziteÂho. PrÏõÂdavek je mozÏneÂ opakovat podle potrÏeby.

Odtok ze sedimentacÏnõÂ naÂdrzÏe se shromazÏd'uje v naÂdobaÂch E nebo F po dobu 20 -
24 hod. PrÏed odebraÂnõÂm vzorku se smeÏ s duÊ kladneÏ promõÂchaÂ . NaÂdoby E a F se musõÂ
pecÏliveÏ cÏistit.

Pro potrÏeby sledovaÂnõÂ uÂcÏinnosti procesu a pro potrÏeby jeho rÏõÂzenõÂ sestanovõÂ nejmeÂneÏ
dvakraÂt tyÂdneÏ CHSK nebo DOC zfiltrovaneÂho pruÊ meÏ rneÂho vzorku vyÂtoku ze
zarÏõÂzenõÂ a filtrovaneÂ smeÏ si daÂvkovaneÂ do zarÏõÂzenõÂ. K filtraci se pouzÏõÂvaÂ membraÂnovyÂ
filtr s velikostõÂ poÂ ruÊ 0,45 mm. PrvnõÂch 20 ml filtraÂtu se vyleje.

Pokud se rozkladneÂ procesy ustaÂ lõÂ, vyrovnajõÂ se i poklesy CHSK nebo DOC.

SusÏina kalu v aeracÏnõÂ naÂdobeÏ se stanovuje dvakraÂt tyÂdneÏ (g.l-1).

ZarÏõÂzenõÂ mohou byÂt provozovaÂna dveÏ ma zpuÊ soby: pokud je susÏina kalu vysÏsÏõÂ nezÏ 2,5
g.l-1 prÏebytecÏnyÂ kal se vypustõÂ nebo se denneÏ odebere z kazÏdeÂ naÂdoby 500 ml
suspenze, takzÏe strÏednõÂ doba zdrzÏenõÂ kalu v zarÏõÂzenõÂ je 6 dnõÂ.

JestlizÏe jsou nameÏ rÏeneÂ a hodnoceneÂ parametry (uÂcÏinnost metody stanovenaÂ na
zaÂkladeÏ uÂbytku CHSK nebo DOC, koncentrace kalu, schopnost sedimentace kalu,
zaÂkal kapalneÂ faÂze v sedimentacÏnõÂ naÂdobeÏ atd.) dvou jednotek dostatecÏneÏ stabilnõÂ,
muÊ zÏe byÂt zahaÂjeno prÏidaÂvaÂnõÂ zkousÏeneÂ laÂtky dle kap. 1. 6. 2. 2 do naÂtoku do jedneÂ z
jednotek.

AlternativneÏ muÊ zÏe byÂt zkousÏenaÂ laÂtka prÏidaÂvaÂna na zacÏaÂtku faÂze ruÊ stu kalu (1. 6. 2.
1), zvlaÂsÏt' tehdy, kdyzÏ je jako inokulum pouzÏõÂvaÂn aktivovanyÂ kal.

1. 6. 2. 2 PracovnõÂ postup

Za dodrzÏovaÂnõÂ podmõÂnek pro rozbeÏ hovou faÂzi se do prÏõÂtoku do zkusÏebnõÂho zarÏõÂzenõÂ
prÏidaÂvaÂ zaÂsobnõÂ roztok zkousÏeneÂ laÂtky (cca 1 %), aby obsah DOC
v suspenzi byl v rozmezõÂ 10 - 20 mg.l-1 nebo CHSK 40 mg.l-1.

ZaÂsobnõÂ roztok se bud' denneÏ prÏimõÂchaÂvaÂ do odpadnõÂ vody nebo se prÏivaÂdõÂ pomocõÂ
cÏerpadla prÏõÂmo do suspenze. Koncentrace se postupneÏ zvysÏuje azÏ na pozÏadovanou
hodnotu. VyzkousÏeny mohou byÂt i vysÏsÏõÂ koncentrace nezÏ udaÂvaÂ prÏedchozõÂ odstavec,
pokud nemaÂ zkousÏenaÂ laÂtka na aktivovanyÂ kal toxickeÂ uÂcÏinky.

Do kontrolnõÂ jednotky se daÂvkuje pouze odpadnõÂ voda bez zkousÏeneÂ laÂtky. Z odtoku
se odebõÂrajõÂ vzorky pro analyÂzu a filtrujõÂ se na membraÂnoveÂm filtru s velikostõÂ poÂ ruÊ
0,45 mm. PrvnõÂch 20 ml filtraÂtu se vyleÂvaÂ .

FiltraÂty vzorkuÊ musõÂ byÂt analyzovaÂny v den odbeÏ ru nebo musõÂ byÂt konzerovaÂny
(naprÏ. prÏõÂdavkem 0,05 ml 1% chloridu rtut'nateÂho na 10 ml filtraÂtu, ulozÏenõÂm na 24
h prÏi teploteÏ 2 - 4 oC nebo prÏi -18 o C na delsÏõÂ dobu).
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Doba trvaÂnõÂ rozbeÏ hoveÂ faÂze od okamzÏiku prÏõÂdavku zkousÏeneÂ laÂtky by nemeÏ la
prÏekrocÏit 6 tyÂdnuÊ . VyhodnocovacõÂ faÂze by nemeÏ la byÂt kratsÏõÂ nezÏ 3 tyÂdny, aby bylo
mozÏneÂ proveÂst 14 - 20 stanovenõÂ nutnyÂch k vyhodnocenõÂ zkousÏky.

SprÏazÏenaÂ zarÏõÂzenõÂ

ZarÏõÂzenõÂ jsou sprÏazÏena tak, zÏe je mezi nimi 1x denneÏ vymeÏ nÏ ovaÂno 1,5 l suspenze
(vcÏetneÏ kalu) z aeracÏnõÂch naÂdob. DochaÂzõÂ-li k silneÂ adsorbci zkousÏeneÂ laÂtky, odebere
se 1,5 l kapalneÂ faÂze ze sedimentacÏnõÂ naÂdoby a prÏidaÂvaÂ se do aeracÏnõÂ naÂdoby
druheÂho zarÏõÂzenõÂ.

1. 6. 2. 3 Analytika

Ke sledovaÂnõÂ chovaÂnõÂ zkousÏeneÂ laÂtky se pouzÏõÂvajõÂ dveÏ metody stanovenõÂ:

DOC a CHSK.

Hodnoty DOC se stanovõÂ dvakraÂt pomocõÂ analyzaÂtoru uhlõÂku a CHSK se stanovõÂ
podle literatury (2).

SpecifickaÂ analyÂza

Koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky se stanovõÂ vhodnou analytickou metodou. Je-li to
mozÏneÂ , stanovõÂ se zvlaÂsÏt' mnozÏstvõÂ laÂtky adsorbovaneÂ na aktivovanyÂ kal.

2 DATA A VYHODNOCENIÂ

2.1 SPRÏ AZÏ ENAÂ ZARÏ IÂZENIÂ

Pokud je pouzÏõÂvaÂno sprÏazÏeneÂ zarÏõÂzenõÂ, pocÏõÂtaÂ se denneÏ stupenÏ odstraneÏ nõÂ, DR,
postupem podle 1. 2. 1.

Tyto dennõÂ hodnoty se opravõÂ na hodnotu Drc , zohledneÏ nõÂm prÏenosu materiaÂ lu prÏi
ocÏkovaÂnõÂ. Tento vyÂpocÏet se provaÂdõÂ dle rovnice (2) pro strÏednõÂ dobu prodlenõÂ 3
hodiny a podle rovnice (3) pro strÏednõÂ dobu prodlenõÂ 6 hodin.

8 100
DRc = Ð DR ± Ð± (2)

7 7

4 100
DRc = Ð DR ± Ð± (3)

3 3

Ze zõÂskanyÂch hodnot se vypocÏõÂtaÂ jejich pruÊ meÏ r a daÂle standardnõÂ odchylka podle
rovnice (4)

n

S (DRc ± DRci)
2

i=1
sDRc = ÐÐÐÐÐÐÐÐ (4)

n ± 1

kde:
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sDRc = standardnõÂ odchylka,

DRc = pruÊ meÏ r hodnot DRc ,
n = pocÏet stanovenõÂ.

OdlehleÂ hodnoty DRc se eliminujõÂ vhodnou statistickou metodou, naprÏ. Nalimovou
metodou (6) pro 95% hladinu vyÂznamnosti, pruÊ meÏ r a standardnõÂ odchylka se potom
vypocÏtou s vyloucÏenõÂm odlehyÂch hodnot Drc:

VyÂsledek se vjaÂdrÏõÂ dle (5) :

tn±1 ; a
DRc = DRc + ÐÐÐ sDRc (5)

Ön
kde

tn - 1; a = tabulkovaÂ hodnota t pro n dvojic hodnot e a Eo a statistickou
mez spolehlivosti P (P=1-a), kde P = 95% (l).

VyÂsledkem je pruÊ meÏ r s udanyÂmi mezemi tolerance pro 95% hladinou vyÂznamnosti
prÏõÂpadneÏ s udanou standardnõÂ odchylkou, pocÏtem dat hodnot DRc bez odlehlyÂch
hodnot a pocÏtem odlehlyÂch hodnot.

NaprÏ.

DRc = 98,6 + 2,3% uÂbytku DOC,
s = 4,65% uÂbytku DOC,
n = 18,
x = pocÏet odlehlyÂch hodnot.

2. 2 NESPRÏ AZÏ ENAÂ ZARÏ IÂZENIÂ

ProvoznõÂ vyÂkon zarÏõÂzenõÂ muÊ zÏe byÂt oveÏ rÏen naÂsledovneÏ :

% odstraneÏ nõÂ CHSK nebo DOC =

CHSK nebo DOC odp.vody ± CHSK nebo DOC vyÂtoku
= ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ . 100

CHSK nebo DOC odp. vody

VynaÂsÏenõÂm denneÏ nameÏ rÏenyÂch uÂbytkuÊ do grafu se zduÊ raznõÂ vsÏechny trendy, naprÏ.
adaptace.

2. 2. 1 VyuzÏitõÂ stanovenõÂ CHSK/DOC

Z denneÏ nameÏ rÏenyÂch hodnot se podle kap. 1. 2. 1 vypocÏõÂtaÂ procentuaÂlnõÂ uÂbytek
DR.

Z rÏady hodnot DR se spocÏõÂtaÂ jejich pruÊ meÏ r a podle rovnice (6) standardnõÂ odchylka:

n

S (DR ± DRi)
2

i=1
sDR = ÐÐÐÐÐÐÐÐ (6)

n ± 1

kde
sDR = standardnõÂ odchylka hodnot Dri ,

DR = pruÊ meÏ r hodnot Dri ,
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n = pocÏet stanovenõÂ.

OdlehleÂ hodnoty DR se eliminujõÂ vhodnou statistickou metodou naprÏ. podle
Nalimova (6) prÏi 95% hladineÏ vyÂznamnosti, strÏednõÂ hodnota a standardnõÂ odchylka
jsou potom znovu vypocÏõÂtaÂny s vyloucÏenõÂm odlehlyÂch hodnot DR.

VyÂslednaÂ hodnota se pocÏõÂtaÂ dle rovnice (7)

tn±1 ; a
DR = DR + ÐÐÐ sDR (7)

Ön

kde

tn - 1; a - tabulkovaÂ hodnota t pro n dvojic hodnot e a Eo a statistickou n
mez spolehlivosti P (P=1-a), kde P = 95 % (l).

VyÂsledkem je pruÊ meÏ r s mezemi tolerance prÏi 95% hladineÏ vyÂznamnosti s udanou
standardnõÂ odchylkou, pocÏtem dat hodnot DR bez odlehlyÂch hodnot a pocÏtem
odlehlyÂch hodnot.

NaprÏ.:

Dr = (98,6 + 2,3%) uÂbytku DOC,
s = 4,65% uÂbytku DOC,
n = 18,
x = pocÏet odlehlyÂch hodnot.

2. 2. 2 PouzÏitõÂ vyÂsledkuÊ specifickeÂ analyÂzy

OdstraneÏ nõÂ zkousÏeneÂ laÂtky z vodneÂ faÂze (Rw) v % se pocÏõÂtaÂ podle 1. 2. 2.

3 ZAÂ VEÏ RECÏ NAÂ ZPRAÂ VA

3. 1 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

V protokolu o zkousÏce by meÏ ly byÂt uvedeny pokud je to mozÏneÂ naÂsledujõÂcõÂ uÂdaje:

- provoznõÂ podmõÂnky, ktereÂ jsou zaznamenaÂny do formulaÂrÏe uvedeneÂho
v prÏõÂloze cÏ. 3 teÂto metody;

- druh pouzÏiteÂho zkusÏebnõÂho zarÏõÂzenõÂ (zarÏõÂzenõÂ pro pruÊ kaznou zkousÏku OECD nebo
zarÏõÂzenõÂ s poreÂznõÂ naÂdobkou);

- zpuÊ sob provozovaÂnõÂ zarÏõÂzenõÂ: sprÏazÏenaÂ nebo nesprÏazÏenaÂ zarÏõÂzenõÂ;

- druh odpadnõÂch vod: syntetickeÂ nebo komunaÂlnõÂ odpadnõÂ vody, u
komunaÂlnõÂch odpadnõÂch vod datum a mõÂsto odbeÏ ru;

- druh inokula, datum a mõÂsto odbeÏ ru;

- popis pouzÏityÂch analytickyÂch metod, pokud byly provaÂdeÏ ny specifickeÂ analyÂzy;

- grafickeÂ vyjaÂdrÏenõÂ zaÂvislosti uÂbytku CHSK nebo DOC na cÏase ve faÂzi
rozbeÏ hoveÂ a vyhodnocovacõÂ;

- vyÂsledek stanovenõÂ obsahu zkousÏeneÂ laÂtky prostrÏednictvõÂm CHSK
nebo DOC v zaÂsobnõÂm roztoku;
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- prÏi provaÂdeÏ nõÂ specifickeÂ analyÂzy: grafickeÂ vyjaÂdrÏenõÂ procentuaÂlnõÂho
uÂbytku zkousÏeneÂ laÂtky z kapalneÂ faÂze beÏ hem rozbeÏ hoveÂ a vyhodnocovacõÂ
faÂze v zaÂvislosti na cÏase;

- strÏednõÂ uÂbytek DOC nebo CHSK zkousÏeneÂ laÂtky a standardnõÂ odchylka
vyÂsledkuÊ zõÂskanyÂch beÏ hem vyhodnocovacõÂ faÂze, kdy uÂbytek zkousÏeneÂ laÂtky
je konstantnõÂ;

- grafickeÂ vyjaÂdrÏenõÂ koncentrace aktivovaneÂho kalu v zaÂvislosti na cÏase;

- poznaÂmky tyÂkajõÂcõÂ se aktivovaneÂho kalu (odstranÏ ovaÂnõÂ prÏebytecÏneÂho kalu ze
zarÏõÂzenõÂ, tvorba shlukuÊ , pouzÏitõÂ chloridu zÏeleziteÂho atd.);

- promeÏ rÏovaneÂ koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky;

- vyÂsledky analyÂz kalu;

- vsÏechny informace o zkousÏeneÂ laÂtce a o referencÏnõÂ laÂtce, pokud byla pouzÏita;

- veÏ deckeÂ zduÊ vodneÏ nõÂ vsÏech odchylek a zmeÏ n metody.

3. 2 INTERPRETACE VYÂ SLEDKUÊ

PrÏõÂcÏinou nõÂzkeÂ hodnoty uÂbytku zkousÏeneÂ laÂtky z vodneÂ faÂze muÊ zÏe byÂt
inhibice mikroorganismuÊ zpuÊ sobenaÂ touto laÂtkou. Projevuje se to prÏedevsÏõÂm
rozpousÏteÏ nõÂm a ztraÂtou kalu, zakalovaÂnõÂm kapalneÂ faÂze a snõÂzÏenõÂm uÂcÏinnosti
odstranÏ ovaÂnõÂ CHSK nebo DOC v zarÏõÂzenõÂ.

NeÏ kdy hraje roli fyzikaÂlneÏ -chemickaÂ adsorbce. Vztah mezi biologickyÂm puÊ sobenõÂm
na laÂtku a jejõÂ fyzikaÂlneÏ -chemickou adsorpcõÂ je mozÏneÂ rozlisÏit po odpovõÂdajõÂcõÂ
desorpci.

K rozlisÏenõÂ uÂplneÂho nebo cÏaÂstecÏneÂho biologickeÂho rozkladu od adsorbce je nutno
proveÂst dalsÏõÂ zkousÏky.

NabõÂzõÂ se zde võÂce mozÏnostõÂ. NejlepsÏõÂm postupem je pouzÏitõÂ kapalneÂ faÂze ze
sedimentacÏnõÂ naÂdoby jako inokula v neÏ ktereÂ ze zkousÏek snadneÂ biologickeÂ
rozlozÏitelnosti (nejleÂpe v respirometrickeÂ zkousÏce).

VysokeÂ hodnoty uÂbytku DOC nebo CHSK jsou zpravidla zpuÊ sobovaÂny biologickyÂm
rozkladem, nõÂzkeÂ hodnoty uÂbytku naproti tomu nelze odlisÏit od jinyÂch mechanizmuÊ
odstraneÏ nõÂ laÂtky. Pokud naprÏ. rozpustnaÂ sloucÏenina vykazuje stupenÏ adsorbce 98 %
a denneÏ je odstranÏ ovaÂno 10 % kalu, dochaÂzõÂ azÏ ke 40 % odstraneÏ nõÂ laÂtky v tomto
kalu. Je-li denneÏ odstranÏ ovaÂno 30 % kalu, muÊ zÏe eliminace na zaÂkladeÏ adsorbce a
odstraneÏ nõÂ kalu stoupnout na 65 % (4):

PrÏi pouzÏõÂvaÂnõÂ specifickyÂch analyÂz je trÏeba braÂt na zrÏetel vliv struktury laÂtky na
specifickou analyÂzu. UÂ bytek laÂtky stanovenyÂ specifickou analyÂzou nemuÊ zÏe byÂt
interpretovaÂn jako mineralizace laÂtky.
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PRÏ IÂLOHA 1

ObraÂzek 1

vzduch

vzduch

A = zaÂsobnõÂk E = mamutka
B = daÂvkovacõÂ zarÏõÂzenõÂ F = zaÂsobnõÂk na vyÂtok
C = aeracÏnõÂ komora (objem 3 litry) G = aeraÂtor
D = sedimentacÏnõÂ naÂdoba H = pruÊ tokomeÏ r (nepovinneÏ )
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PRÏ IÂLOHA 2

ObraÂzek 1

ZarÏõÂzenõÂ pouzÏõÂvaneÂ pro stanovenõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti

A = zaÂsobnõÂk E = zaÂsobnõÂk na vyÂtok
B = daÂvkovacõÂ cÏerpadlo F = vzduchovacõÂ kaÂmen
C = poreÂznõÂ aeracÏnõÂ naÂdobka G = rotametr
D = vneÏ jsÏõÂ nepropustnaÂ naÂdoba

ObraÂzek 2

Detaily trÏõÂlitroveÂ vzduchovacõÂ poreÂznõÂ naÂdobky

vnitrÏnõÂ pruÊ meÏ r poreÂznõÂ
naÂdobky

prÏõÂruba

teÏ sneÏ nõÂ

vnitrÏnõÂ pruÊ meÏ r
vneÏ jsÏõÂ naÂdoby

deÂlka strany konusu,
deÂlka strany konusu, vnitrÏnõÂ
vneÏ jsÏõÂ
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PRÏ IÂLOHA 3

ProvoznõÂ podmõÂnky simulacÏnõÂ zkousÏky s aktivovanyÂm kalem
OznacÏ v kazÏdeÂ skupineÏ

ZarÏõÂzenõÂ:

pruÊ kaznaÂ zkousÏka OECD
zarÏõÂzenõÂ s poreÂznõÂ naÂdobkou

ZpuÊ sob provozu:

samostatnaÂ jednotka
sprÏazÏenaÂ zarÏõÂzenõÂ
nesprÏazÏenaÂ zarÏõÂzenõÂ

PrÏeocÏkovaÂnõÂ:

zÏaÂdneÂ
aktivovanyÂm kalem
kapalnou faÂzõÂ vzniklou odsedimentovaÂnõÂm

StrÏednõÂ doba zdrzÏenõÂ:

3 hodiny

6 hodin

ZÏ ivneÂ meÂdium:

komunaÂlnõÂ odpadnõÂ voda

syntetickaÂ odpadnõÂ voda

Inokulum:

z cÏistõÂrny odpadnõÂch vod

smeÏ sneÂ inokulum

aktivovanyÂ kal

PrÏidaÂvaÂnõÂ zkousÏeneÂ laÂtky:

na zacÏaÂtku

postupneÏ

po vytvorÏenõÂ kalu

AnalyÂzy:

specifickaÂ
CHSK
DOC
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XI BIOLOGICKYÂ ROZKLAD - ZKOUSÏ KA INHIBICE
DYÂ CHAÂ NIÂ AKTIVOVANEÂ HO KALU

1 METODA

1. 1 UÂ VOD

PopsanaÂ metoda hodnotõÂ vliv zkousÏeneÂ laÂtky na mikroorganizmy meÏ rÏenõÂm intenzity
jejich dyÂchaÂnõÂ za definovanyÂch podmõÂnek v prÏõÂtomnosti ruÊ znyÂch koncentracõÂ
zkousÏeneÂ laÂtky.

UÂ cÏelem teÂto metody je poskytnout rychlou vyhledaÂvacõÂ metodu, kterou je mozÏneÂ
urcÏit laÂtky, ktereÂ mohou neprÏõÂzniveÏ ovlivnit aerobnõÂ mikrobiaÂlnõÂ cÏistõÂrny vod, a
naznacÏit vhodneÂ koncentrace zkousÏenyÂch laÂtek, ktereÂ nejsou inhibujõÂcõÂ a ktereÂ je
mozÏno pouzÏõÂt ve zkousÏkaÂch biologickeÂ rozlozÏitelnosti.

DefinitivnõÂ zkousÏce muÊ zÏe prÏedchaÂzet zkousÏka pro nalezenõÂ pracovnõÂ oblasti. MuÊ zÏe
poskytnout informace o oboru koncentracõÂ, ktereÂ je mozÏneÂ pouzÏõÂt v hlavnõÂ zkousÏce.

Do scheÂmatu zkousÏky jsou zarÏazeny dveÏ kontroly, jedna na zacÏaÂtku a druhaÂ na
konci rÏady pokusuÊ . KazÏdou daÂvku aktivovaneÂho kalu je takeÂ nutno kontrolovat s
pouzÏitõÂm referencÏnõÂ laÂtky.

Tato metoda se nejsnaÂze aplikuje na laÂtky, ktereÂ dõÂky sveÂ rozpustnosti a nõÂzkeÂ
teÏ kavosti zuÊ staÂvajõÂ ve vodeÏ .

U laÂtek s nõÂzkou rozpustnostõÂ v meÂdiõÂch pouzÏõÂvanyÂch ve zkousÏce muÊ zÏe byÂt
nemozÏneÂ stanovit EC50.

Pokud maÂ zkousÏenaÂ laÂtka sklon k rozkladu oxidacÏnõÂ fosforylacõÂ mohou vyÂsledky
zalozÏeneÂ na absorpci kyslõÂku veÂst k nespraÂvnyÂm zaÂveÏ ruÊ m,

Pro provedenõÂ zkousÏky je uzÏitecÏneÂ znaÂt naÂsledujõÂcõÂ informace:

- rozpustnost ve vodeÏ ,
- tenze par,
- strukturnõÂ vzorec,
- cÏistota zkousÏeneÂ laÂtky.

DoporucÏenõÂ:

AktivovanyÂ kal muÊ zÏe obsahovat potenciaÂlneÏ patogennõÂ organizmy a je trÏeba s nõÂm
zachaÂzet opatrneÏ .

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

RespiracÏnõÂ rychlost je spotrÏeba kyslõÂku mikroorganizmy odpadnõÂch vod v aerobnõÂm
kalu, obecneÏ vyjaÂdrÏenaÂ jako mg O2 na 1 mg kalu za hodinu.

Pro vyÂpocÏet inhibicÏnõÂho uÂcÏinku zkousÏeneÂ laÂtky prÏi urcÏiteÂ koncentraci se respiracÏnõÂ
rychlost vyjadrÏuje jako procento pruÊ meÏ rneÂ hodnoty dvou kontrolnõÂch respiracÏnõÂch
rychlostõÂ:



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998Strana 8666 CÏ aÂstka 103

æ
ç
è

ö
÷
ø

2RS1 ± ÐÐÐÐÐ . 100 = %inhibice
Rc1 + Rc2

kde:

Rs = rychlost spotrÏeby kyslõÂku prÏi pouzÏiteÂ koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky,
Rc1 = rychlost spotrÏeby kyslõÂku v kontrolnõÂ zkusÏce 1,
Rc2 = rychlost spotrÏeby kyslõÂku v kontrolnõÂ zkousÏce 2.

EC50 v teÂto zkousÏce je koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky, prÏi ktereÂ respiracÏnõÂ rychlost cÏinõÂ
50 % hodnoty vychaÂzejõÂcõÂ z kontrolnõÂ zkousÏky za podmõÂnek popsanyÂch v teÂto
metodeÏ .

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

Jako referencÏnõÂ laÂtku se doporucÏuje pouzÏõÂvat znaÂmyÂ inhibitor dyÂchaÂnõÂ 3,5-
dichlorfenol. OveÏ rÏenõÂm EC50 u kazÏdeÂ daÂvky aktivovaneÂho kalu by meÏ lo byÂt
zkontrolovaÂno, zÏe kal nenõÂ abnormaÂlneÏ citlivyÂ.

1. 4 PRINCIP ZKUSÏ EBNIÂ METODY

Rychlost dyÂchaÂnõÂ aktivovaneÂho kalu vyzÏivovaneÂho standardnõÂm mnozÏstvõÂm
syntetickeÂ odpadnõÂ vody se meÏ rÏõÂ po dobeÏ kontaktu 30 minut, 3 hodin nebo v obou
cÏasech. MeÏ rÏõÂ se takeÂ rychlost dyÂchaÂnõÂ teÂhozÏ aktivovaneÂho kalu v prÏõÂtomnosti
ruÊ znyÂch koncentracõÂ zkousÏeneÂ laÂtky za jinak stejnyÂch podmõÂnek. InhibicÏnõÂ efekt
zkousÏeneÂ laÂtky prÏi urcÏiteÂ koncentraci se vyjadrÏuje jako procento pruÊ meÏ rneÂ rychlosti
dyÂchaÂnõÂ ze dvou kontrolnõÂch pokusuÊ . Hodnota EC50 se vypocÏõÂtaÂ ze stanovenõÂ prÏi
ruÊ znyÂch koncentracõÂch.

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

VyÂsledky zkousÏky jsou platneÂ , jestlizÏe:

- respiracÏnõÂ rychlosti dvou kontrolnõÂch pokusuÊ se od sebe lisÏõÂ nejvyÂsÏe o 15 %,

- EC50 (pro 30 minut nebo pro 3 hodiny) 3,5-dichlorfenolu lezÏõÂ v prÏijateÂm
rozmezõÂ 5 - 30 mg.l-1.

1. 6 POPIS ZKUSÏ EBNIÂ METODY

1. 6. 1 CÏ i n i d l a

1. 6. 1. 1 Roztoky zkousÏeneÂ laÂtky

Roztoky zkousÏeneÂ laÂtky se prÏipravujõÂ cÏerstveÂ na zacÏaÂtku studie s pouzÏitõÂm
zaÂsobnõÂho roztoku. PouzÏije-li se nõÂzÏe popsanyÂ postup, je vhodnaÂ koncentrace
zaÂsobnõÂho roztoku 0,5 g.l-1.

1. 6. 1. 2 Roztok kontrolnõÂ laÂtky

Roztok 3,5-dichlorfenolu lze prÏipravit naprÏõÂklad rozpusÏteÏnõÂm 0,5 g
3,5-dichlorfenolu v 10 ml 1 M NaOH, zrÏedeÏ nõÂm destilovanou vodou prÏiblizÏneÏ na
30 ml, prÏidaÂnõÂm 0,5 M H2SO4 do bodu zacÏõÂnajõÂcõÂho sraÂzÏenõÂ ( je trÏeba asi 8 ml 0,5 M
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H2SO4) a konecÏnyÂm doplneÏ nõÂm smeÏ si destilovanou vodou na 1 litr. pH musõÂ potom
lezÏet mezi 7 a 8.

1. 6. 1. 3 SyntetickaÂ odpadnõÂ voda

PouzÏõÂvanaÂ syntetickaÂ odpadnõÂ voda se prÏipravõÂ rozpusÏteÏ nõÂm naÂsledujõÂcõÂho mnozÏstvõÂ
laÂtek v 1 litru vody:

- 16 g peptonu,
- 11 g masoveÂho extraktu,
- 3 g mocÏoviny,
- 0,7 g NaCl,
- 0,4 g CaCl2.2H2O,
- 0,2 g MgSO4.7H2O,
- 2,8 g K2HPO4.

PoznaÂmka 1: Tato syntetickaÂ odpadnõÂ voda maÂ stonaÂsobnou koncentraci oproti
vodeÏ popsaneÂ v technickeÂ zpraÂveÏ OECD ªNaÂvrh metody stanovenõÂ biologickeÂ
rozlozÏitelnosti povrchoveÏ aktivnõÂch laÂtek pouzÏõÂvanyÂch v syntetickyÂch detergentechª
(11.6.1976), s prÏõÂdavkem monohydrogenfosforecÏnanu draselneÂho.

PoznaÂmka 2: NepouzÏije-li se prÏipraveneÂ meÂdium ihned, je nutneÂ je prÏechovaÂvat
v temnu prÏi 0 - 4 oC ne deÂle nezÏ jeden tyÂden za podmõÂnek, ktereÂ nezpuÊ sobujõÂ zÏaÂdneÂ
zmeÏ ny v jeho slozÏenõÂ. MeÂdium je takeÂ mozÏneÂ prÏed uschovaÂnõÂm sterilizovat, nebo je
mozÏneÂ pepton a masovyÂ extrakt prÏidat kraÂtce prÏed provedenõÂm zkousÏky. PrÏed
pouzÏitõÂm je nutneÂ meÂdium duÊ kladneÏ promõÂchat a upravit pH.

1. 6. 2 Aparatura

MeÏ rÏicõÂ aparatura: PrÏesnaÂ konstrukce nenõÂ podstatnaÂ . MusõÂ vsÏak mõÂt volnyÂ prostor
nad kapalinou a sonda musõÂ prÏesneÏ zapadat do hrdla odmeÏ rneÂ banÏ ky.

Z beÏ zÏneÂho laboratornõÂho vybavenõÂ je trÏeba zejmeÂna toto:

- meÏ rÏicõÂ prÏõÂstroje,
- provzdusÏnÏ ovacõÂ zarÏõÂzenõÂ,
- meÏ rÏicÏ pH a monitorovacõÂ zarÏõÂzenõÂ,
- kyslõÂkovaÂ elektroda.

1. 6. 3 PrÏõÂprava inokula

Jako mikrobiaÂ lnõÂ inokulum pro zkousÏku se pouzÏõÂvaÂ aktivovanyÂ kal z cÏistõÂrny
odpadnõÂch vod cÏistõÂcõÂ prÏevaÂzÏneÏ domovnõÂ odpadnõÂ vody.

Je-li to nutneÂ , je mozÏneÂ prÏi dodaÂnõÂ kalu do laboratorÏe odstranit hrubeÂ cÏaÂstice
kraÂtkodobyÂm usazenõÂm (naprÏ. 15 minut) a dekantovat hornõÂ vrstvu jemneÏ jsÏõÂch
tuhyÂch cÏaÂstic pro pouzÏitõÂ. AlternativneÏ je mozÏneÂ kal po neÏ kolik sekund.promõÂchat.

Lze-li mimoto prÏedpoklaÂdat, zÏe je prÏõÂtomna laÂtka majõÂcõÂ inhibicÏnõÂ uÂcÏinek, je nutneÂ
kal promyÂt vodovodnõÂ vodou nebo izotonickyÂm roztokem. Po zcentrifugovaÂnõÂ se
roztok nad usazeninou dekantuje (tento postup se opakuje trÏikraÂt).

MaleÂ mnozÏstvõÂ kalu se zvaÂzÏõÂ a vysusÏõÂ. Z vyÂsledku je mozÏneÂ vypocÏõÂtat mnozÏstvõÂ
vlhkeÂho kalu, ktereÂ je nutneÂ suspendovat ve vodeÏ , aby se zõÂskal aktivovanyÂ kal
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v oblasti koncentracõÂ suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtek ve smeÏ sneÂ kapalineÏ mezi 2 a
4 g.l-1. DodrzÏõÂ-li se nõÂzÏe doporucÏenyÂ postup zõÂskaÂ se zkusÏebnõÂ meÂdium s koncentracõÂ
kalu 0,8 a 1,6 g.l-1.

NenõÂ-li mozÏneÂ kal pouzÏõÂt v den kdy byl shromaÂzÏdeÏ n prÏidaÂ se ke kazÏdeÂmu litru
aktivovaneÂho kalu, prÏipraveneÂho tak, jak je popsaÂno vyÂsÏe, 50 ml syntetickeÂ odpadnõÂ
vody, potom se provzdusÏnÏ uje prÏes noc prÏi 20 + 2 oC. PoteÂ se udrzÏuje za
provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ pro pouzÏitõÂ beÏ hem dne. PrÏed pouzÏitõÂm se zkontroluje pH a je-li
trÏeba, upravõÂ se na 6 - 8. Obsah suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtek ve smeÏ sneÂ kapalineÏ je
trÏeba stanovit, jak je popsaÂno v prÏedchozõÂm odstavci.

PozÏaduje-li se pouzÏitõÂ stejneÂ daÂvky kalu v naÂsledujõÂcõÂ dny (nejvyÂsÏe po cÏtyrÏi dny),
prÏidaÂvaÂ se na konci kazÏdeÂho pracovnõÂho dne dalsÏõÂch 50 ml syntetickeÂ odpadnõÂ vody
na litr kalu.

1. 6. 4 ProvedenõÂ zkousÏky

TrvaÂnõÂ/doba kontaktu: 30 minut a (nebo) 3 hodiny, beÏ hem kteryÂch probõÂhaÂ
provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ

Voda: PitnaÂ voda (v prÏõÂpadeÏ potrÏeby zbavenaÂ chloÂ ru)

PrÏõÂvod vzduchu: CÏ istyÂ vzduch, prostyÂ oleje. PruÊ tok 0,1 - 1 l.min-1.

MeÏ rÏicõÂ aparatura: BanÏ ka s plochyÂm dnem, jakaÂ se pouzÏõÂvaÂ pro
stanovenõÂ BSK.

MeÏ rÏicÏ obsahu kyslõÂku: VhodnaÂ kyslõÂkovaÂ elektroda, se zapisovacÏem.

ZÏ ivnyÂ roztok: SyntetickaÂ odpadnõÂ voda (viz vyÂsÏe).

ZkousÏenaÂ laÂtka: Roztok zkousÏeneÂ laÂtky se prÏipravõÂ cÏerstvyÂ na zacÏaÂtku
zkousÏky.

ReferencÏnõÂ laÂtka: naprÏ. 3,5-dichlorfenol (nejmeÂneÏ trÏi koncentrace)

KontrolnõÂ zkousÏka: NaocÏkovanyÂ vzorek bez zkousÏeneÂ laÂtky

Teplota: 20 + 2 oC

DaÂle je uveden navrzÏenyÂ experimentaÂlnõÂ postup, ktereÂho je mozÏneÂ pouzÏõÂt jak pro
zkousÏenou, tak pro referencÏnõÂ laÂtku, pro dobu kontaktu trÏi hodiny:

PouzÏõÂvaÂ se neÏ kolika naÂdob (naprÏ. jednolitrovyÂch kaÂdinek).

Je trÏeba pouzÏõÂt alesponÏ peÏ t koncentracõÂ, odstupnÏ ovanyÂch o konstantnõÂ faktor
neprÏevysÏujõÂcõÂ pokud mozÏno 3,2.

V okamzÏiku ª0ª se 16 ml syntetickeÂ odpadnõÂ vody doplnõÂ vodou na 300 ml. PrÏidaÂ se
200 ml mikrobiaÂ lnõÂho inokula a vyÂslednaÂ smeÏ s (500 ml) se prÏevede do prvnõÂ naÂdoby
(prvnõÂ kontrola C1).

NaÂdoby, pouzÏõÂvaneÂ v pokusu, je nutneÂ neprÏetrzÏiteÏ provzdusÏnÏ ovat, aby bylo
zarucÏeno, zÏe koncentrace rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku nepoklesne pod 2,5 mg.l-1 a aby
teÏ sneÏ prÏed meÏ rÏenõÂm rychlosti dyÂchaÂnõÂ cÏinila koncentrace kyslõÂku prÏiblizÏneÏ
6,5 mg.l-1.

V okamzÏiku ª15 minutª (15 minut je libovolneÏ zvolenyÂ, avsÏak vhodnyÂ interval) se
opakuje toteÂzÏ azÏ na to, zÏe se k 16 ml syntetickeÂ odpadnõÂ vody prÏed doplneÏ nõÂm
vodou na 300 ml a prÏidaÂnõÂm mikrobiaÂ lnõÂho inokula na celkovyÂ objem 500 ml prÏidaÂ
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100 ml zaÂsobnõÂho roztoku zkousÏeneÂ laÂtky. Tato smeÏ s se pak prÏevede do druheÂ
naÂdoby a provzdusÏnÏ uje se jako vyÂsÏe. Tento postup se opakuje v 15-minutovyÂch
intervalech s ruÊ znyÂmi objemy zaÂsobnõÂho roztoku zkousÏeneÂ laÂtky, cÏõÂmzÏ se zõÂskaÂ
rÏada naÂdob obsahujõÂcõÂch ruÊ zneÂ koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky. Nakonec se prÏipravõÂ
druhaÂ kontrolnõÂ naÂdoba.

Po trÏech hodinaÂch se zaznamenaÂ pH, dobrÏe promõÂchanyÂ vzorek obsahu prvnõÂ
naÂdoby se prÏevede do meÏ rÏicõÂ aparatury a v dobeÏ do 10 minut se zmeÏ rÏõÂ rychlost
dyÂchaÂnõÂ.

StanovenõÂ se opakuje u obsahu kazÏdeÂ z naÂdob v 15minutovyÂch intervalech tak, zÏe
doba kontaktu v kazÏdeÂ naÂdobeÏ je trÏi hodiny.

ReferencÏnõÂ laÂtka se zkousÏõÂ na kazÏdeÂ daÂvce mikrobiaÂ lnõÂho inokula tyÂmzÏ zpuÊ sobem.

MajõÂ-li se meÏ rÏenõÂ provaÂdeÏ t po 30 minutaÂch kontaktu, je trÏeba pouzÏõÂt jineÂho rezÏimu
(naprÏ. pouzÏitõÂ võÂce nezÏ jednoho meÏ rÏicÏe kyslõÂku).

VyzÏaduje-li se meÏ rÏenõÂ chemickeÂ spotrÏeby kyslõÂku, prÏipravõÂ se dalsÏõÂ naÂdoby,
obsahujõÂcõÂ zkousÏenou laÂtku, syntetickou odpadnõÂ vodu a cÏistou vodu, ale ne
aktivovanyÂ kal. SpotrÏeba kyslõÂku se meÏ rÏõÂ a zaznamenaÂ po dobeÏ provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ
30 minut a (nebo) trÏi hodiny (doba kontaktu).

2 VYÂ SLEDKY A VYHODNOCENIÂ

Rychlost dyÂchaÂnõÂ se vypocÏõÂtaÂ ze zaÂznamu zapisovacÏe mezi prÏiblizÏneÏ 6,5 mg.l-1 a
2,5 mg.l-1, nebo za desetiminutovou periodu, je-li rychlost dyÂchaÂnõÂ nõÂzkaÂ . CÏ aÂst
respiracÏnõÂ krÏivky, ze ktereÂ se vyhodnocuje rychlost dyÂchaÂnõÂ, musõÂ byÂt lineaÂrnõÂ.

JestlizÏe rychlosti dyÂchaÂnõÂ v obou kontrolnõÂch pokusech nelezÏõÂ v rozmezõÂ 15 % od
sebe navzaÂjem, nebo EC50 (za 30 minut nebo trÏi hodiny) referencÏnõÂ laÂtky nelezÏõÂ v
akceptovaneÂm rozmezõÂ (5 - 30 mg.l-1 pro 3,5-dichlorfenol), je zkousÏka neplatnaÂ a
musõÂ se opakovat.

Pro kazÏdou zkusÏenou koncentraci (viz bod 1. 2) se vypocÏte inhibice v %. Inhibice
v % se vynese proti koncentraci na logaritmicko-normaÂlnõÂm (nebo logaritmicko-
pravdeÏpodobnostnõÂm) papõÂru a odecÏte se hodnota EC50.

StandardnõÂmi postupy je mozÏneÂ stanovit pro hodnoty EC50 95% meze spolehlivosti.

3 ZPRAÂ VA

3. 1 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Je-li to mozÏneÂ , maÂ protokol o zkousÏce obsahovat tyto informace:

- zkousÏenaÂ laÂtka: chemickeÂ identifikacÏnõÂ uÂdaje,

- systeÂm pouzÏityÂ prÏi zkousÏce: zdroj, koncentrace a vesÏkeraÂ prÏedbeÏ zÏnaÂ uÂprava
aktivovaneÂho kalu,

- experimentaÂlnõÂ podmõÂnky:

- pH reakcÏnõÂ smeÏ si prÏed meÏ rÏenõÂm respirace,
- teplota prÏi zkousÏce,
- doba trvaÂnõÂ zkousÏky,
- referencÏnõÂ laÂtka a jejõÂ zmeÏ rÏenaÂ EC50,
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- abiotickaÂ spotrÏeba kyslõÂku (pokud k nõÂ dochaÂzõÂ).

- vyÂsledky:

- vesÏkereÂ nameÏ rÏeneÂ hodnoty,
- krÏivka inhibice a metoda vyÂpocÏtu EC50,
- EC50 a je-li mozÏneÂ 95% meze spolehlivosti, EC20 a EC80,
- vesÏkeraÂ pozorovaÂnõÂ a vesÏkereÂ odchylky od teÂto zkusÏebnõÂ metody, ktereÂ

mohly ovlivnit vyÂsledek.

3. 2 INTERPRETACE VYÂ SLEDKUÊ

Hodnotu EC50 je trÏeba povazÏovat pouze za orientacÏnõÂ hodnotu pravdeÏ podobneÂ
toxicity zkousÏeneÂ laÂtky bud' prÏi zpracovaÂnõÂ odpadnõÂch vod aktivovanyÂm kalem,
nebo pro mikroorganizmy v odpadnõÂch vodaÂch, protozÏe slozÏiteÂ interakce, ke
kteryÂm dochaÂzõÂ v zÏivotnõÂm prostrÏedõÂ, nelze prÏesneÏ simulovat laboratornõÂ zkousÏkou.
Mimoto, zkousÏeneÂ laÂtky, ktereÂ mohou mõÂt inhibicÏnõÂ uÂcÏinky na oxidaci amoniaku,
mohou takeÂ zpuÊ sobovat atypickeÂ inhibicÏnõÂ krÏivky. Proto je nutneÂ interpretovat tyto
krÏivky opatrneÏ .
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XII MODIFIKOVANAÂ ZKOUSÏ KA SCAS

1 METODA

1.1 UÂ VOD

CõÂlem teÂto metody je hodnocenõÂ potenciaÂlnõÂ uÂplneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti
neteÏ kavyÂch organickyÂch laÂtek rozpustnyÂch ve vodeÏ , jsou-li vystaveny pomeÏ rneÏ
vysokyÂm koncentracõÂm mikroorganizmuÊ po dlouheÂ cÏasoveÂ obdobõÂ.
ZÏ ivotaschopnost mikroorganizmuÊ se udrzÏuje po tuto dobu dennõÂmi prÏõÂdavky zÏivin z
usazeneÂ odpadnõÂ vody. (Pro potrÏebu beÏ hem võÂkenduÊ lze odpadnõÂ vodu prÏechovaÂvat
prÏi 4 oC. AlternativneÏ je mozÏneÂ pouzÏõÂt syntetickou odpadnõÂ vodu podle potvrzujõÂcõÂ
zkousÏky OECD.)

PrÏi interpretaci vyÂsledkuÊ (viz 3. 2) je nutneÂ braÂt v uÂvahu, zÏe muÊ zÏe dochaÂzet k
fyzikaÂlneÏ -chemickeÂ adsorpci na suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtkaÂch.

V duÊ sledku dlouheÂ doby zdrzÏenõÂ kapalneÂ faÂze (36 hodin) a pruÊ beÏ zÏneÂho prÏidaÂvaÂnõÂ
zÏivin nesimuluje zkousÏka podmõÂnky existujõÂcõÂ v cÏistõÂrneÏ odpadnõÂch vod. VyÂsledky
zõÂskaneÂ prÏi pokusech s ruÊ znyÂmi laÂtkami ukazujõÂ, zÏe zkousÏka maÂ vysokyÂ potenciaÂ l
biologickeÂho rozkladu.

PodmõÂnky poskytovaneÂ zkousÏkou jsou vysoce prÏõÂzniveÂ pro vyÂbeÏ r a adaptaci
mikroorganizmuÊ schopnyÂch rozklaÂdat zkousÏenou laÂtku. (Postup je mozÏneÂ pouzÏõÂt
takeÂ k zõÂskaÂvaÂnõÂ aklimatizovanyÂch inokulõÂ pro pouzÏitõÂ v jinyÂch zkousÏkaÂch.)

V teÂto metodeÏ se pouzÏõÂvaÂ k hodnocenõÂ vyÂsledneÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti zkousÏeneÂ
laÂtky hodnota koncentrace rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku (DOC). DOC se
doporucÏuje radeÏ ji stanovit po okyselenõÂ a prÏecÏisÏteÏ nõÂ nezÏ jako rozdõÂl Ccelk.- Canorg. .

SoucÏasneÂ pouzÏitõÂ specifickeÂ analytickeÂ metody muÊ zÏe umozÏnit urcÏenõÂ primaÂrnõÂho
rozkladu laÂtky (uÂbytek vyÂchozõÂ chemickeÂ struktury).

Metoda je pouzÏitelnaÂ pouze pro ty organickeÂ laÂtky, ktereÂ v koncentracõÂch
pouzÏõÂvanyÂch ve zkousÏce:

- jsou rozpustneÂ ve vodeÏ (alesponÏ 20 mg rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku
na litr),

- majõÂ zanedbatelnou tenzi par,
- nepuÊ sobõÂ inhibicÏneÏ na bakterie,
- vyÂznamneÏ se neadsorbujõÂ ve zkusÏebnõÂm systeÂmu,
- neztraÂcejõÂ se ze zkousÏeneÂho roztoku peÏ neÏ nõÂm.

Je nutneÂ stanovit obsah organickeÂho uhlõÂku ve zkousÏeneÂ laÂtce.

PrÏi interpretaci zõÂskanyÂch vyÂsledkuÊ , zejmeÂna v prÏõÂpadech, kdy vyÂsledky jsou nõÂzkeÂ
nebo marginaÂlnõÂ, jsou cenneÂ informace o relativnõÂch podõÂlech hlavnõÂch slozÏek ve
zkousÏeneÂm vzorku

Pro interpretaci nõÂzkyÂch vyÂsledkuÊ a prÏi volbeÏ vhodneÂ koncentrace prÏi zkousÏce
mohou byÂt uzÏitecÏneÂ informace o toxiciteÏ laÂtky pro mikroorganizmy.



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998Strana 8672 CÏ aÂstka 103

1. 2 DEFINICE A JEDNOTKY

CT = koncentrace zkousÏeneÂ laÂtky na zacÏaÂtku provzdusÏnÏ ovacõÂ periody, vyjaÂdrÏenaÂ
jako mnozÏstvõÂ organickeÂho uhlõÂku prÏõÂtomneÂho nebo prÏidaneÂho k usazeneÂ
odpadnõÂ vodeÏ (mg.l-1),

Ct = koncentrace rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku v kapalineÏ
nad usazeninou, ve zkousÏce, na konci provzdusÏnÏ ovacõÂ periody (mg.l-1),

Cc = koncentrace rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku v kapalineÏ
nad sedimentem, v kontrolnõÂ zkousÏce, na konci provzdusÏnÏ ovacõÂ periody
(mg.l-1).

BiologickyÂ rozklad je v teÂto metodeÏ definovaÂn jako uÂbytek organickeÂho uhlõÂku.

BiologickyÂ rozklad je mozÏneÂ vyjaÂdrÏit jako:

1. ProcentickyÂ uÂbytek Dda mnozÏstvõÂ denneÏ prÏidaÂvaneÂ laÂtky:

CT ± (Ct ± Cc)
Dda = ÐÐÐÐÐÐÐ . 100 (1)

CT

kde Dds = rozklad/dennõÂ prÏõÂdavek

2. ProcentickyÂ uÂbytek Dssd mnozÏstvõÂ laÂtky prÏõÂtomneÂho na zacÏaÂtku kazÏdeÂho
dne:

2CT + Cti ± Cci ± 3Ct(i + 1) + 3Cc(i + 1)
Dssd = ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ . 100 (2(a))

CT + Cti ± Cci

2CT ± 2(Ct ± Cc)
= ÐÐÐÐÐÐÐ± . 100 (2(b))

2CT + (Ct ± Cc)

kde Dred = rozklad/dennõÂ prÏõÂdavek;

indexy i a (i + 1) se vztahujõÂ ke dni meÏ rÏenõÂ.

Rovnice 2(a) se doporucÏuje, meÏ nõÂ-li se DOC v odchaÂzejõÂcõÂ vodeÏ den ode dne,
zatõÂmco rovnici 2(b) lze pouzÏõÂvat, zuÊ staÂvaÂ-li DOC v odchaÂzejõÂcõÂ vodeÏ den ode dne
relativneÏ konstantnõÂ.

1. 3 REFERENCÏ NIÂ LAÂ TKY

V neÏ kteryÂch prÏõÂpadech mohou byÂt prÏi studiu noveÂ laÂtky uzÏitecÏneÂ referencÏnõÂ laÂtky.
Pro tuto zkousÏku nenõÂ dosud zÏaÂdnaÂ referencÏnõÂ laÂtka stanovena.

Jsou uvedeny hodnoty pro neÏ kolik sloucÏenin vyhodnocenyÂch v okruzÏnõÂch
zkousÏkaÂch (viz prÏõÂloha 1), takzÏe je mozÏneÂ proveÂst obcÏasnou kalibraci metody a
porovnat vyÂsledky zõÂskaneÂ jinyÂmi metodami.

1. 4 PRINCIP ZKUSÏ EBNIÂ METODY

AktivovanyÂ kal z cÏistõÂrny odpadnõÂch vod se vpravõÂ do semikontinuaÂlnõÂ jednotky pro
aktivovanyÂ kal (SCAS, semi-continuous activated sludge unit). PrÏidajõÂ se zkousÏenaÂ
laÂtka a usazenaÂ domovnõÂ odpadnõÂ voda a smeÏ s se provzdusÏnÏ uje 23 hodin.
ProvzdusÏnÏ ovaÂnõÂ se pak ukoncÏõÂ, kal se nechaÂ usadit a kapalina nad usazeninou se
odstranõÂ.

Kal zbylyÂ v provzdusÏnÏ ovacõÂ komorÏe se pak smõÂsõÂ s dalsÏõÂ alikvotnõÂ cÏaÂstõÂ zkousÏeneÂ
laÂtky a odpadnõÂ vody a cyklus se opakuje.
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BiologickyÂ rozklad se urcÏõÂ stanovenõÂm obsahu rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku
v kapalineÏ nad sedimentem. Tato hodnota se porovnaÂ s hodnotou, zjisÏteÏ nou pro
kapalinu zõÂskanou z kontrolnõÂ naÂdoby, do ktereÂ byla daÂvkovaÂna pouze usazenaÂ
odpadnõÂ voda.

PouzÏije-li se specifickaÂ analytickaÂ metoda, je mozÏneÂ meÏ rÏit zmeÏ ny koncentrace
vyÂchozõÂ chemickeÂ laÂtky v duÊ sledku biologickeÂho rozkladu (primaÂrnõÂ biologickyÂ
rozklad).

1. 5 KRITEÂ RIA KVALITY

Reprodukovatelnost teÂto metody, zalozÏeneÂ na uÂbytku rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho
uhlõÂku, nebyla jesÏteÏ stanovena. (Pokud se uvazÏuje primaÂrnõÂ biologickyÂ rozklad,
dosahuje se velmi prÏesnyÂch hodnot pro laÂtky, ktereÂ se rozklaÂdajõÂ ve vysokeÂm
stupni.)

Citlivost metody je ve velkeÂ mõÂrÏe urcÏena variabilitou slepeÂ zkousÏky a v mensÏõÂ mõÂrÏe
prÏesnostõÂ stanovenõÂ rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku a obsahem zkousÏeneÂ laÂtky
v kapalineÏ na zacÏaÂtku kazÏdeÂho cyklu.

1. 6 POPIS PRACOVNIÂHO POSTUPU

1. 6. 1 PrÏõÂprava

SestavõÂ se dostatecÏnyÂ pocÏet cÏistyÂch provzdusÏnÏ ovacõÂch jednotek, alternativneÏ je
mozÏneÂ pouzÏõÂt originaÂlnõÂ zkusÏebnõÂ jednotku SCAS o obsahu 1,5 l, a trubic pro
prÏõÂvod vzduchu (obraÂzek 1) pro kazÏdou zkousÏenou laÂtku a pro kontrolnõÂ zkousÏky.
StlacÏenyÂ vzduch prÏivaÂdeÏ nyÂ do zkusÏebnõÂch jednotek, prÏecÏisÏteÏ nyÂ vatovyÂm filtrem,
musõÂ byÂt prostyÂ organickeÂho uhlõÂku a musõÂ byÂt prÏedem nasycen vodou, aby se
snõÂzÏily ztraÂty vyparÏovaÂnõÂm.

Vzorek smeÏ sneÂ kapaliny, obsahujõÂcõÂ 1 - 4 g suspendovanyÂch tuhyÂch laÂtek
v 1 litru, se zõÂskaÂ z cÏistõÂrny pracujõÂcõÂ s aktivovanyÂm kalem, cÏistõÂcõÂ prÏevaÂzÏneÏ domovnõÂ
odpadnõÂ vody. Pro kazÏdou provzdusÏnÏ ovacõÂ jednotku je trÏeba prÏiblizÏneÏ 150 ml
smeÏ sneÂ kapaliny.

ZaÂsobnõÂ roztoky zkousÏeneÂ laÂtky se prÏipravujõÂ s pouzÏitõÂm destilovaneÂ vody;
normaÂlneÏ pozÏadovanaÂ koncentrace je 400 mg.l-1 jako organickyÂ uhlõÂk, cozÏ
prÏedstavuje koncentraci zkousÏeneÂ laÂtky 20 mg.l-1 uhlõÂku na zacÏaÂtku kazÏdeÂho cyklu
provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ, nedochaÂzõÂ-li k biologickeÂmu rozkladu.

Dovoluje-li to toxicita pro mikroorganizmy jsou prÏõÂpustneÂ vysÏsÏõÂ koncentrace.

MeÏ rÏõÂ se obsah organickeÂho uhlõÂku zaÂsobnõÂch roztokuÊ .

1. 6. 2 ExperimentaÂ lnõÂ podmõÂnky

ZkousÏku je trÏeba provaÂdeÏ t prÏi 20 - 25 oC.

PouzÏõÂvaÂ se vysokaÂ koncentrace aerobnõÂch mikroorganizmuÊ (1 - 4 g.l-1

suspendovanyÂch laÂtek), a efektivnõÂ doba zdrzÏenõÂ je 36 hodin. UhlõÂkateÂ laÂtky
v prÏivaÂdeÏ neÂ odpadnõÂ vodeÏ se v sÏirokeÂ mõÂrÏe oxidujõÂ, normaÂlneÏ beÏhem osmi hodin po
zacÏaÂtku kazÏdeÂho cyklu provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ. Potom kal endogenneÏ dyÂchaÂ po zbytek
provzdusÏnÏ ovacõÂ periody, a v teÂto dobeÏ je jedinyÂm dostupnyÂm substraÂtem zkousÏenaÂ
sloucÏenina, pokud se takeÂ rychle nemetabolizuje. Tyto skutecÏnosti spolu s denneÏ
opakovanyÂm ocÏkovaÂnõÂm, pouzÏõÂvaÂ-li se jako meÂdium domovnõÂ odpadnõÂ voda,
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vytvaÂrÏejõÂ vysoce prÏõÂzniveÂ podmõÂnky jak pro aklimatizaci, tak pro vysokyÂ stupenÏ
rozkladu.

1. 6. 3 ProvedenõÂ zkousÏky

ZõÂskaÂ se vzorek smeÏ sneÂ kapaliny z vhodneÂ cÏistõÂrny cÏistõÂcõÂ aktivovanyÂm kalem
prÏevaÂzÏneÏ domovnõÂ odpadnõÂ vody nebo vzorek kapaliny z laboratornõÂ jednotky a
udrzÏuje se v aerobnõÂch podmõÂnkaÂch azÏ do pouzÏitõÂ v laboratorÏi. Do kazÏdeÂ aeracÏnõÂ i
kontrolnõÂ jednotky se naplnõÂ 150 ml smeÏ sneÂ kapaliny (pouzÏõÂvaÂ-li se originaÂlnõÂ
jednotka pro zkousÏku SCAS, je trÏeba uvedeneÂ objemy naÂsobit 10) a zahaÂjõÂ se
provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ. Po 23 hodinaÂch se provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ ukoncÏõÂ a kal se nechaÂ 45 minut
usadit. PostupneÏ se otevrÏou kohouty vsÏech naÂdob a odeberou se 100 ml podõÂly
kapaliny nad usazeninou. Ke kalu zbyleÂmu v kazÏdeÂ aeracÏnõÂ jednotce se prÏidaÂ
100 ml usazeneÂ domovnõÂ odpadnõÂ vody zõÂskaneÂ bezprostrÏedneÏ prÏed pouzÏitõÂm. OpeÏ t
se zahaÂjõÂ provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ. V teÂto etapeÏ se neprÏidaÂvajõÂ zÏaÂdneÂ zkousÏeneÂ laÂtky, a do
jednotek se denneÏ prÏidaÂvaÂ domovnõÂ odpadnõÂ voda pouze do teÂ doby, nezÏ se po
usazenõÂ zõÂskaÂ cÏiraÂ kapalina nad usazeninou. To trvaÂ obvykle azÏ dva tyÂdny, beÏ hem
kteryÂch se obsah rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku v kapalineÏ nad usazeninou na
konci kazÏdeÂho aeracÏnõÂho cyklu prÏiblõÂzÏõÂ konstantnõÂ hodnoteÏ .

Na konci teÂto faÂze se jednotliveÂ usazeneÂ kaly smõÂsõÂ a do kazÏdeÂ jednotky se prÏedlozÏõÂ
50 ml vyÂsledneÂho smeÏ sneÂho kalu.

Do kontrolnõÂch jednotek se prÏidaÂ 95 ml usazeneÂ odpadnõÂ vody a 5 ml vody, a do
zkusÏebnõÂch jednotek se prÏidaÂ 95 ml usazeneÂ odpadnõÂ vody plus 5 ml prÏõÂslusÏneÂho
zaÂsobnõÂho roztoku zkousÏeneÂ laÂtky (450 mg.l-1). Znovu se zahaÂjõÂ provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ a
pokracÏuje se v neÏ m 23 hodin. Kal se pak nechaÂ 45 minut usadit, kapalina nad
usazeninou se odebere a analyzuje na obsah rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku.

VyÂsÏe uvedenyÂ postup plneÏ nõÂ a odbeÏ ru se opakuje v pruÊ beÏ hu zkousÏky denneÏ .

MuÊ zÏe se ukaÂzat nutnyÂm ocÏistit prÏed usazovaÂnõÂm steÏ ny jednotek, aby se prÏedesÏlo
hromadeÏ nõÂ tuhyÂch laÂtek nad hladinou kapaliny. Pro kazÏdou jednotku se pouzÏõÂvaÂ
samostatnaÂ steÏ rka nebo kartaÂcÏ , aby se prÏedesÏlo vzaÂjemneÂ kontaminaci.

V ideaÂlnõÂm prÏõÂpadeÏ se rozpusÏteÏ nyÂ organickyÂ uhlõÂk stanovõÂ v kapalinaÂch nad
usazeninami denneÏ , i kdyzÏ jsou prÏõÂpustneÂ meÂneÏ cÏasteÂ analyÂzy. PrÏed analyÂzou se
kapaliny zfiltrujõÂ prÏes promyteÂ 0,45 mm membraÂnoveÂ filtry nebo se zcentrifugujõÂ.
MembraÂnoveÂ filtry jsou vhodneÂ, je-li zarucÏeno, zÏe ani neuvolnÏ ujõÂ uhlõÂk, ani ve
filtracÏnõÂm kroku neabsorbujõÂ prÏõÂslusÏnou laÂtku. Teplota vzorku po dobu, kdy je
v odstrÏedivce, nesmõÂ prÏesaÂhnout 40 oC.

Doba trvaÂnõÂ zkousÏky pro laÂtky, u kteryÂch dochaÂzõÂ k maleÂmu nebo zÏaÂdneÂmu
biologickeÂmu rozkladu nenõÂ urcÏena, ale na zaÂkladeÏ zkusÏenosti lze doporucÏit, aby
trvala obecneÏ nejmeÂneÏ 12 tyÂdnuÊ , avsÏak ne deÂle nezÏ 26 tyÂdnuÊ .

2 VYÂ SLEDKY A VYHODNOCENIÂ

Hodnoty koncentrace rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku v cÏireÂ kapalineÏ nad
usazeninami ve zkusÏebnõÂch jednotkaÂch a v kontrolnõÂch jednotkaÂch se vynesou proti
cÏasu.

Po skoncÏenõÂ biologickeÂho rozkladu se koncentrace zjisÏteÏ naÂ ve zkousÏce prÏiblõÂzÏõÂ
hodnoteÏ v kontrolnõÂ jednotce. Jakmile se ve trÏech po sobeÏ naÂsledujõÂcõÂch meÏ rÏenõÂch
zjistõÂ, zÏe rozdõÂl mezi obeÏ ma uÂrovneÏ mi je konstantnõÂ, provede se takovyÂ pocÏet dalsÏõÂch
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meÏ rÏenõÂ, kteryÂ je postacÏujõÂcõÂ pro statistickeÂ vyhodnocenõÂ vyÂsledkuÊ , a vypocÏte se
procentnõÂ hodnota biologickeÂho rozkladu zkousÏeneÂ laÂtky (Dda nebo Dred, viz 1. 2).

3 ZPRAÂ VA

3. 1 PROTOKOL O ZKOUSÏ CE

Je-li to mozÏneÂ , maÂ protokol o zkousÏce obsahovat tyto informace:

- vesÏkereÂ informace o druhu odpadnõÂ vody, typu pouzÏiteÂ jednotky a o
experimentaÂlnõÂch vyÂsledcõÂch tyÂkajõÂcõÂch se zkousÏeneÂ laÂtky, referencÏnõÂ
laÂtky ( pokud byla pouzÏita) a slepeÂ zkousÏky,

- teplotu,

- krÏivku uÂbytku s popisem, zpuÊ sob vyÂpocÏtu (viz 1. 2),

- datum a lokalitu, kde byly odebraÂny aktivovanyÂ kal a odpadnõÂ voda, stav
adaptace, koncentrace atd.,

- veÏ deckeÂ duÊ vody pro vesÏkereÂ zmeÏ ny v postupu zkousÏky,

- podpis a datum.

3. 2 INTERPRETACE VYÂ SLEDKUÊ

ProtozÏe laÂtky zkousÏeneÂ touto metodou nejsou snadno biologicky rozlozÏitelneÂ, bude
normaÂlneÏ jakyÂkoli uÂbytek DOC, ke ktereÂmu dojde pouze v duÊ sledku biologickeÂho
rozkladu, beÏ hem dnuÊ nebo tyÂdnuÊ , postupnyÂ, s vyÂjimkou prÏõÂpaduÊ , kdy aklimatizace
je naÂhlaÂ , jak je to indikovaÂno naÂhlyÂm vymizenõÂm zkousÏeneÂ laÂtky po neÏ kolika
tyÂdnech.

NeÏ kdy muÊ zÏe hraÂt vyÂznamnou uÂ lohu fyzikaÂlneÏ -chemickaÂ adsorpce; to je indikovaÂno
uÂplnyÂm nebo cÏaÂstecÏnyÂm uÂbytkem prÏidaneÂho DOC na zacÏaÂtku. K cÏemu dojde
potom, zaÂvisõÂ na cÏinitelõÂch jako je mõÂra adsorpce a koncentrace suspendovanyÂch
laÂtek v nepouzÏiteÂ odchaÂzejõÂcõÂ vodeÏ . Obvykle rozdõÂl mezi koncentracõÂ DOC
v kapalinaÂch nad usazeninou u kontroly a ve zkousÏce postupneÏ vzruÊ staÂ z pocÏaÂtecÏnõÂ
nõÂzkeÂ hodnoty a tento rozdõÂl pak, pokud nedojde k aklimatizaci, zuÊ staÂvaÂ na noveÂ
hodnoteÏ po zbytek experimentu,.

Je-li trÏeba rozlisÏit mezi biologickyÂm rozkladem (nebo cÏaÂstecÏnyÂm biologickyÂm
rozkladem) a adsorpcõÂ, jsou nezbytneÂ dalsÏõÂ zkousÏky. Je mozÏneÂ je proveÂst rÏadou
zpuÊ sobuÊ , ale nejprÏesveÏ dcÏiveÏ jsÏõÂ je pouzÏitõÂ kapaliny nad usazeninou nebo kalu jako
inokula ve zkousÏce vybraneÂ ze zaÂkladnõÂho souboru (nejleÂpe v respirometrickeÂ
zkousÏce).

ZkousÏeneÂ laÂtky, u kteryÂch v teÂto zkousÏce dochaÂzõÂ k vysokeÂmu neadsorpcÏnõÂmu
uÂbytku DOC, je trÏeba povazÏovat za potenciaÂ lneÏ biologicky rozlozÏitelneÂ . CÏ aÂstecÏnyÂ
neadsorpcÏnõÂ uÂbytek ukazuje, zÏe u laÂtky dochaÂzõÂ alesponÏ k urcÏiteÂmu biologickeÂmu
rozkladu.

NõÂzkeÂ nebo nuloveÂ uÂbytky DOC mohou byÂt zpuÊ sobeny inhibicõÂ mikroorganizmuÊ
zkousÏenou laÂtkou, cozÏ se muÊ zÏe projevit takeÂ lyzõÂ a ztraÂtou kalu, takzÏe kapalina nad
usazeninou je zakalenaÂ. ZkousÏku je nutneÂ opakovat s nizÏsÏõÂ koncentracõÂ zkousÏeneÂ
laÂtky.
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VysÏsÏõÂ citlivosti je mozÏneÂ dosaÂhnout pouzÏitõÂm specifickeÂ analytickeÂ metody nebo
sloucÏeniny znacÏeneÂ 14C. V prÏõÂpadeÏ zkousÏeneÂ laÂtky znacÏeneÂ uhlõÂkem 14C se
zachycenõÂm 14CO2 potvrdõÂ, zÏe dosÏlo k biologickeÂmu rozkladu.

Tam, kde jsou vyÂsledky uvedeny takeÂ jako primaÂrnõÂ biologickyÂ rozklad, je trÏeba,
pokud je to mozÏneÂ , uveÂst takeÂ vysveÏ tlenõÂ zmeÏ ny chemickeÂ struktury, kteraÂ vede ke
ztraÂteÏ odezvy u materÏskeÂ zkousÏeneÂ laÂtky.

Je nutneÂ uveÂst potvrzenõÂ platnosti metody spolu s odezvou zjisÏteÏ nou u meÂdia ve
slepeÂ zkousÏce.

4 LITERATURA

(1) OECD, Paris, 1981. Test Guideline 302 A, Decision of the Council
C(81) 30 final.
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PRÏ IÂLOHA 1

ZkousÏka SCAS: prÏõÂklad vyÂsledkuÊ

LaÂtka CT

(mg.l-1)
Cl - Cc

(mg.l-1)
Procento biolog.

rozkladu Dda

Doba trvaÂnõÂ zkousÏky
(dny)

4 -acetylaminobenzen
sulfonan

17,2 2,0 85 40

tetrapropylenbenzen
sulfonan

17,3 8,4 51,4 40

4 - nitrofenol 16,9 0,8 95,3 40

diethylenglykol 16,5 0,2 98,8 40

anilin 16,9 1,7 95,9 40

cyklopentantetra-
karboxylaÂt

17,9 3,2 81,1 120

PRÏ IÂLOHA 2

PrÏõÂklad zkusÏebnõÂ aparatury

30 mm

Vzduch

320 mm

Objem 50 ml
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XIII STANOVENIÂ BIOLOGICKEÂ ROZLOZÏ ITELNOSTI
NEIONTOVYÂ CH POVRCHOVEÏ AKTIVNIÂCH

LAÂ TEK

1. 1 DEFINICE

NeiontoveÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky ve smyslu teÂto smeÏ rnice jsou ty povrchoveÏ
aktivnõÂ laÂtky, ktereÂ se po pruÊ chodu meÏ nicÏi kationtuÊ a aniontuÊ stanovõÂ jako laÂtky
s aktivnõÂ reakcõÂ s bismutem (bismuth - active substance, BiAS) v souladu s
analytickyÂm postupem popsanyÂm v kapitole 3.

1. 2 ZARÏ IÂZENIÂ POTRÏ EBNEÂ PRO MEÏ RÏ ENIÂ

MeÏ rÏicõÂ metoda pouzÏõÂvaÂ maleÂ zarÏõÂzenõÂ zpracovaÂvajõÂcõÂ aktivovanyÂ kal, znaÂzorneÏ neÂ na
obr. 1 a podrobneÏ ji na obr. 2. ZarÏõÂzenõÂ sestaÂvaÂ ze zaÂsobnõÂku syntetickeÂ odpadnõÂ vody
A, daÂvkovacõÂho cÏerpadla B, provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoby C, usazovacõÂ naÂdoby D,
mamutky E pro recyklaci aktivovaneÂho kalu a naÂdoby F pro shromazÏd'ovaÂnõÂ
upraveneÂ odtokoveÂ vody.

NaÂdoby A a F musõÂ byÂt ze skla nebo z vhodneÂho plastu o obsahu nejmeÂneÏ 24 litruÊ .
CÏ erpadlo B musõÂ zarucÏovat konstantnõÂ pruÊ tok syntetickeÂ odpadnõÂ vody do
provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoby; tato naÂdoba obsahuje za normaÂlnõÂho provozu trÏi litry
smeÏ sneÂ kapaliny. PoreÂznõÂ provzdusÏnÏ ovacõÂ kostka G je ponorÏena v naÂdobeÏ C u
vrcholu kuzÏele. MnozÏstvõÂ vzduchu prosÏleÂ provzdusÏnÏ ovacÏem se sleduje
pruÊ tokomeÏ rem H.

1. 3 SYNTETICKAÂ ODPADNIÂ VODA

Pro zkousÏku se pouzÏõÂvaÂ syntetickaÂ odpadnõÂ voda. V jednom litru vodovodnõÂ vody se
rozpustõÂ:

160 mg peptonu,
110 mg masoveÂho extraktu,
30 mg mocÏoviny (CO(NH2)2),

7 mg chloridu sodneÂho (NaCl),
4 mg chloridu vaÂpenateÂho (CaCl2.2H2O),
2 mg sõÂranu horÏecÏnateÂho (MgSO4.7H2O)

28 mg hydrogenfosforecÏnanu draselneÂho (K2HPO4) a
10 + 1 mg BiAS.

BiAS se extrahuje ze zkousÏeneÂho vyÂrobku metodou uvedenou v kapitole 2.
SyntetickaÂ odpadnõÂ voda se prÏipravuje denneÏ cÏerstvaÂ .

1. 4 PRÏ IÂPRAVA VZORKUÊ

1. 4. 1 NesmõÂchaneÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky je mozÏneÂ zkousÏet v puÊ vodnõÂm stavu. Za
uÂcÏelem prÏõÂpravy syntetickeÂ odpadnõÂ vody (1.3) musõÂ byÂt stanoven obsah BiAS.
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1. 4. 2 KombinovaneÂ vyÂrobky se analyzujõÂ na obsah BiAS, MBAS a myÂdla. MusõÂ se
extrahovat alkoholem a separovat BiAS (viz kapitolu 2). Obsah BiAS v extraktu je
nutneÂ znaÂt k prÏõÂpraveÏ syntetickeÂ odpadnõÂ vody.

1. 5 POPIS CÏ INNOSTI ZARÏ IZENIÂ

NejdrÏõÂve se naplnõÂ provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoba C a usazovacõÂ naÂdoba D syntetickou
odpadnõÂ vodou. VyÂsÏku naÂdoby D je trÏeba nastavit tak, aby objem, obsazÏenyÂ
v provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdobeÏ C, odpovõÂdal 3 litruÊ m. NaocÏkovaÂnõÂ se provede prÏidaÂnõÂm
3 ml sekundaÂrneÏ vycÏisÏteÏ neÂ opadnõÂ vody dobreÂ kvality, cÏerstveÏ odebraneÂ z cÏistõÂrny
pracujõÂcõÂ prÏevaÂzÏneÏ s domovnõÂ odpadnõÂ vodou. Upravenou odpadnõÂ vodu je nutno
v obdobõÂ mezi odbeÏ rem a pouzÏitõÂm prÏechovaÂvat v aerobnõÂch podmõÂnkaÂch. PoteÂ se
uvede do provozu provzdusÏnÏ ovacõÂ zarÏõÂzenõÂ G, mamutka E a daÂvkovacõÂ zarÏõÂzenõÂ B.
SyntetickaÂ odpadnõÂ voda musõÂ proteÂkat provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdobou C rychlostõÂ
jednoho litru za hodinu; z toho vyplyÂvaÂ strÏednõÂ doba zdrzÏenõÂ 3 hodiny.

Rychlost provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ je nutneÂ regulovat tak, aby obsah naÂdoby C byl neustaÂ le
udrzÏovaÂn v suspenzi a obsah rozpusÏteÏ neÂho kyslõÂku cÏinil nejmeÂneÏ 2 mg.l-1. PeÏ neÏ nõÂ je
nutneÂ prÏedchaÂzet vhodnyÂmi prostrÏedky. NesmeÏ jõÂ se pouzÏõÂvat cÏinidla proti peÏ neÏ nõÂ,
kteraÂ inhibujõÂ aktivovanyÂ kal nebo obsahujõÂ BiAS. Mamutku E je trÏeba nastavit tak,
aby se aktivovanyÂ kal z usazovacõÂ naÂdoby kontinuaÂlneÏ a rovnomeÏ rneÏ recykloval do
provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoby C, kal na dneÏ usazovacõÂ naÂdoby D nebo v cirkulacÏnõÂm
okruhu, musõÂ byÂt vraÂcen do cirkulace nejmeÂneÏ jednou denneÏ sesÏkrabaÂnõÂm kartaÂcÏem
nebo jinyÂm vhodnyÂm zpuÊ sobem. Pokud se kal neusazuje, je mozÏno zvyÂsÏit jeho
schopnost usazovaÂnõÂ prÏõÂdavky 2 ml 5% roztoku chloridu zÏeleziteÂho, opakovanyÂmi
podle potrÏeby.

UpravenaÂ voda, odteÂkajõÂcõÂ z usazovacõÂ naÂdoby D, se shromazÏd'uje v naÂdobeÏ F po
dobu 24 hodin, poteÂ se po duÊ kladneÂm promõÂsenõÂ odebere vzorek. NaÂdobu F je pak
nutneÂ pecÏliveÏ vycÏistit.

1. 6 KONTROLA MEÏ RÏ ICIÂHO ZARÏ IÂZENIÂ

Obsah BiAS (v mg.l-1) v syntetickeÂ odpadnõÂ vodeÏ se stanovõÂ bezprostrÏedneÏ prÏed
pouzÏitõÂm.

Obsah BiAS (v mg.l-1) ve vodeÏ , shromazÏd'ovaneÂ po dobu 24 hodin v naÂdobeÏ F, je
trÏeba stanovit analyticky stejnou metodou ihned po shromaÂzÏdeÏ nõÂ; jinak se musõÂ
vzorky uchovaÂvat, nejleÂpe zmrazeneÂ.

Koncentrace se musõÂ stanovit s prÏesnostõÂ na 0,1 mg.l-1 BiAS.

Pro kontrolu uÂcÏinnosti probõÂhajõÂcõÂho procesu se nejmeÂneÏ dvakraÂt tyÂdneÏ meÏ rÏõÂ
v odteÂkajõÂcõÂ vodeÏ , zfiltrovaneÂ prÏes skelnou vatu a shromazÏd'ovaneÂ v naÂdobeÏ F, a
daÂle i ve zfiltrovaneÂ syntetickeÂ odpadnõÂ vodeÏ v naÂdobeÏ A, chemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku
(CHSK) nebo obsah rozpusÏteÏ neÂho organickeÂho uhlõÂku (DOC).

UÂ bytek CHSK nebo DOC je ustaÂ len, kdyzÏ se dosaÂhne prÏiblizÏneÏ pravidelnyÂ dennõÂ
biologickyÂ rozklad BiAS na konci zaÂbeÏ hoveÂ doby, znaÂzorneÏ neÂ na obr. 3.

Obsah susÏiny v aktivovaneÂm kalu obsazÏeneÂm v provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdobeÏ , je nutneÂ
stanovovat dvakraÂt tyÂdneÏ v g.l-1. CÏ inõÂ-li võÂce nezÏ 2,5 g.l-1, musõÂ byÂ t nadbytecÏnyÂ
aktivovanyÂ kal odstraneÏ n.
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ZkousÏka rozkladu se provaÂdõÂ prÏi pokojoveÂ teploteÏ ; ta musõÂ byÂt staÂ laÂ a musõÂ se
udrzÏovat mezi 292 a 297 K (19 - 24 oC).

1. 7 VYÂ POCÏ ET BIOLOGICKEÂ ROZLOZÏ ITELNOSTI

VyÂpocÏet procenta biologickeÂho rozkladu BiAS se musõÂ provaÂdeÏ t denneÏ na zaÂkladeÏ
obsahu BiAS v mg.l-1 v syntetickeÂ odpadnõÂ vodeÏ a odpovõÂdajõÂcõÂ odtokoveÂ vodeÏ ,
shromazÏd'ovaneÂ v naÂdobeÏ F.

Takto zõÂskaneÂ hodnoty rozkladu se znaÂzornÏ ujõÂ graficky, jak je ukaÂzaneÂ na obr. 3.

Rozklad BiAS se vypocÏte jako aritmetickyÂ pruÊ meÏ r hodnot, zõÂsklanyÂch beÏ hem 21 dnõÂ
naÂsledujõÂcõÂch po zaÂbeÏ hoveÂ dobeÏ , beÏ hem nõÂzÏ byl rozklad pravidelnyÂ a provoz zarÏõÂzenõÂ
bezporuchovyÂ. V zÏaÂdneÂm prÏõÂpadeÏ nemaÂ trvaÂnõÂ zaÂbeÏ hoveÂ doby prÏesaÂhnout sÏest
tyÂdnuÊ .

DennõÂ hodnoty rozkladu se pocÏõÂtajõÂ s prÏesnostõÂ na 0,1 %, ale konecÏnyÂ vyÂsledek se
udaÂvaÂ zaokrouhleneÏ na nejblizÏsÏõÂ celeÂ cÏõÂslo.

V neÏ kteryÂch prÏõÂpadech je mozÏneÂ prÏipustit nizÏsÏõÂ frekvenci odbeÏ ru vzorkuÊ , avsÏak pro
vyÂpocÏet pruÊ meÏ rneÂ hodnoty je trÏeba pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 14 vyÂsledkuÊ , zõÂskanyÂch beÏ hem
21 dnõÂ, naÂsledujõÂcõÂch po zaÂbeÏ hoveÂ dobeÏ .
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PRÏ EDBEÏ ZÏ NAÂ UÂ PRAVA ZKOUSÏ ENYÂ CH VZORKUÊ

2. 1 UÂ VODNIÂ POZNAÂ MKY

2. 1. 1 ZpracovaÂnõÂ vzorkuÊ
ZpracovaÂnõÂ neiontovyÂch povrchoveÏ aktivnõÂch cÏinidel a kombinovanyÂch detergentuÊ
prÏed stanovenõÂm biologickeÂ rozlozÏitelnosti v potvrzujõÂcõÂm pokuse je naÂsledujõÂcõÂ:

VyÂrobky ZpracovaÂnõÂ
NeiontoveÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky

KombinovaneÂ detergenty

ZÏ aÂdneÂ

Extrakce alkoholem, naÂsledovanaÂ
separacõÂ neiontovyÂch povrchoveÏ
aktivnõÂch laÂtek na iontomeÏ nicÏi

UÂ cÏelem extrakce alkoholem je odstranit nerozpustneÂ a anorganickeÂ slozÏky
v komercÏnõÂm vyÂrobku, ktereÂ by za urcÏityÂch okolnostõÂ mohly narusÏõÂt zkousÏky
biologickeÂ rozlozÏitelnosti.

2. 1. 2 Separace na iontomeÏ nicÏi

Pro spraÂvneÂ provedenõÂ zkousÏek biologickeÂ rozlozÏitelnosti se vyzÏaduje izolace
a separace neiontovyÂch povrchoveÏ aktivnõÂch laÂtek od myÂdla a aniontovyÂch a
kationtovyÂch povrchoveÏ aktivnõÂch laÂtek.

Toho se dosaÂhne pomocõÂ iontomeÏ nicÏe typu makroporeÂznõÂ meÏ nicÏoveÂ pryskyrÏice a
vhodnyÂch elucÏnõÂch cÏinidel pro frakcÏnõÂ eluci. Lze tak jednõÂm postupem izolovat
myÂdlo a aniontoveÂ a neiontoveÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky.

2. 1. 3 AnalytickaÂ kontrola

Po homogenizaci se stanovõÂ koncentrace aniontovyÂch a neiontovyÂch povrchoveÏ
aktivnõÂch laÂtek v syntetickeÂm detergentu analytickyÂm postupem pomocõÂ MBAS
a BiAS. Obsah myÂdla se stanovõÂ vhodnou analytickou metodou.

Tato analyÂza vyÂrobkuÊ je nutnaÂ pro vyÂpocÏet mnozÏstvõÂ, potrÏebnyÂch k prÏõÂpraveÏ frakcõÂ
pro zkousÏky biologickeÂ rozlozÏitelnosti.

KvantitativnõÂ extrakce nenõÂ nutnaÂ ; je vsÏak trÏeba vyextrahovat nejmeÂneÏ 80 %
neiontovyÂch povrchoveÏ aktivnõÂch laÂtek. Obvykle se dosahuje 90 % a võÂce.

2. 2 PRINCIP

Z homogennõÂho vzorku (praÂsÏky, vysusÏeneÂ pasty a odparek) se zõÂskaÂ etanolovyÂ
extrakt, kteryÂ obsahuje povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky, myÂdlo a dalsÏõÂ slozÏky vzorku
detergentu, rozpustneÂ v alkoholu.

EtanolovyÂ extrakt se odparÏõÂ na suchyÂ zbytek, rozpustõÂ ve smeÏ si izopropanol/voda a
zõÂskanyÂ roztok se vede prÏes kombinaci silneÏ kyseleÂho katexu a makroporeÂznõÂho
anexu, zahrÏaÂteÂho na 323 K (50 oC). Tato vysokaÂ teplota je nutnaÂ , aby se zabraÂnilo
vysraÂzÏenõÂ prÏõÂpadnyÂch mastnyÂch kyselin, ktereÂ mohou byÂt prÏõÂtomny v kyseleÂm
prostrÏedõÂ.

NeiontoveÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky se zõÂskajõÂ z odtokoveÂ vody odparÏenõÂm.
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KationtoveÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky, ktereÂ by mohly rusÏit zkousÏku rozlozÏitelnosti a
analytickyÂ postup, se zachytõÂ katexem, zarÏazenyÂm prÏed anexem.

2. 3 CÏ INIDLA A VYBAVENIÂ

2. 3. 1 DeionizovanaÂ voda.

2. 3. 2 Etanol, 95% (obj.) C2H5OH
(povoleneÂ denaturacÏnõÂ prostrÏedky: methylethylketon nebo metanol).

2. 3. 3 SmeÏ s izopropanol/voda (50/50 obj.):
50 obj. dõÂluÊ izopropanolu (CH3CHOH.CH3) a
50 obj. dõÂluÊ vody (2. 3. 1).

2. 3. 4 Roztok hydrogenuhlicÏitanu amonneÂho (60/40 obj.):
0,3 mol NH4HCO3 v 1000 ml smeÏ si izopropanol/voda, tvorÏeneÂ 60 obj. dõÂly
izopropanolu a 40 obj. dõÂly vody (2. 3. 1).

2. 3. 5 Katex (KAT), silneÏ kyselyÂ, odolnyÂ vuÊ cÏi alkoholu (50 - 100 mesh).

2. 3. 6 Anex (AAT), makroporeÂznõÂ, Merck Lewatit MP 7080 (70 - 150 mesh) nebo
ekvivalentnõÂ.

2. 3. 7 Kyselina chlorovodõÂkovaÂ, 10 % HCl (hm.).

2. 3. 8 2000 ml banÏ ka s kulatyÂm dnem se zabrousÏenou zaÂtkou a zpeÏ tnyÂm chladicÏem.

2. 3. 9 VakuovyÂ filtr (ohrÏõÂvatelnyÂ) o pruÊ meÏ ru 90 mm na filtracÏnõÂ papõÂry.

2. 3. 10 2000 ml filtracÏnõÂ banÏ ka.

2. 3. 11 IonexoveÂ kolony s ohrÏõÂvacõÂm plaÂsÏteÏ m a kohoutkem; vnitrÏnõÂ trubice pruÊ meÏ ru 60 mm
a vyÂsÏky 450 mm (obr. 4).

2. 3. 12 VodnõÂ laÂzenÏ .

2. 3. 13 VakuovaÂ susÏaÂrna.

2. 3. 14 Termostat.

2. 3. 15 RotacÏnõÂ odparka.

2. 4 PRÏ IÂPRAVA EXTRAKTU A SEPARACE NEIONTOVYÂ CH AKTIVNIÂCH
LAÂ TEK

2. 4. 1 PrÏõÂprava extraktu

MnozÏstvõÂ povrchoveÏ aktivnõÂch laÂtek, potrÏebnyÂch pro zkousÏku rozlozÏitelnosti, je asi
25 g BiAS.



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998CÏ aÂstka 103 Strana 8683

PrÏi prÏõÂpraveÏ extraktuÊ pro zkousÏky rozlozÏitelnosti je trÏeba pouzÏiteÂ mnozÏstvõÂ vyÂrobku
omezit nejvyÂsÏe na 2000 g. Za uÂcÏelem zõÂskaÂnõÂ dostatecÏneÂho mnozÏstvõÂ vzorku pro
zkousÏky muÊ zÏe byÂt nezbytneÂ provaÂdeÏ t postup dvakraÂt nebo võÂcekraÂt. ZkusÏenost
ukaÂzala, zÏe je vyÂhodneÂ pouzÏõÂvat veÏ tsÏõÂ pocÏet malyÂch extrakcõÂ nezÏ jednu velkou.

2. 4. 2 Izolace slozÏek rozpustnyÂch v alkoholu

250 g analyzovaneÂho syntetickeÂho detergentu se prÏidaÂ k 1250 ml etanolu, smeÏ s se
zahrÏeje k bodu varu a za mõÂchaÂnõÂ se varÏõÂ pod zpeÏ tnyÂm chladicÏem po dobu 1 hodiny.
HorkyÂ alkoholickyÂ roztok se odsaje prÏes hrubyÂ poreÂznõÂ vakuovyÂ filtr zahrÏaÂtyÂ na
323 K (50 oC), a rychle se zfiltruje. BanÏ ka a vakuovyÂ filtr se promyjõÂ prÏiiblizÏneÏ
200 ml horkeÂho etanolu. FiltraÂt a etanol z promytõÂ filtru se ve filtracÏnõÂ banÏ ce spojõÂ.

V prÏõÂpadeÏ analyÂz past nebo kapalnyÂch vyÂrobkuÊ je trÏeba se prÏesveÏ dcÏit, zÏe ve vzorku
nenõÂ obsazÏeno võÂce nezÏ 25 g aniontoveÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky a 35 g myÂdla. Tento
odvaÂzÏenyÂ vzorek se odparÏõÂ do sucha. Odparek se rozpustõÂ v 500 ml etanolu
a postupuje se vyÂsÏe popsanyÂm zpuÊ sobem.

V prÏõÂpadeÏ praÂsÏkuÊ o nõÂzkeÂ sypneÂ hustoteÏ (5 300 g.l-1 ) se doporucÏuje zvyÂsÏit podõÂl
etanolu na pomeÏr 20:1.

EtanolovyÂ filtraÂt se odparÏõÂ do sucha, nejleÂpe v rotacÏnõÂ odparce. Je-li trÏeba veÏ tsÏõÂho
mnozÏstvõÂ extraktu, postup se opakuje. Odparek se rozpustõÂ v 5000 ml smeÏ si
izopropanol/voda.

2. 4. 3 PrÏõÂprava ionexovyÂch kolon

K a t e x o v aÂ k o l o n a

600 ml katexoveÂ pryskyrÏice (2. 3. 5) se nasype do 3000 ml kaÂdinky a prÏidaÂ se 2000
ml kyseliny chlorovodõÂkoveÂ (2. 3. 7). NechaÂ se staÂt nejmeÂneÏ dveÏ hodiny za
obcÏasneÂho promõÂchaÂnõÂ. Kyselina se sleje a pomocõÂ deionizovaneÂ vody se pryskyrÏice
prÏevede do kolony (2. 3.11). V koloneÏ musõÂ byÂt zaÂtka ze skelneÂ vaty. Kolona se
promyÂvaÂ deionizovanou vodou rychlostõÂ 10 - 30 ml.min-1, azÏ je eluaÂt prostyÂ
chloriduÊ . Voda se nahradõÂ 2000 ml smeÏ si izopropanol/voda (2. 3. 3) rychlostõÂ
10 - 30 ml.min-1. TõÂm je ionexovaÂ kolona prÏipravena k provozu.

A n e x o v aÂ k o l o n a

600 ml anexoveÂ pryskyrÏice (2. 3. 6) se nasype do kaÂdinky a prÏidaÂ se 2000 ml
deionizovaneÂ vody. PryskyrÏice se nechaÂ nejmeÂneÏ dveÏ hodiny botnat. PoteÂ se
prÏevede pomocõÂ deionizovaneÂ vody do kolony. V koloneÏ musõÂ byÂt zaÂtka ze skelneÂ
vaty.

Kolona se promyje 0,3 M roztokem hydrogenuhlicÏitanu amonneÂho (2. 3. 4), azÏ je
prostaÂ chloriduÊ . K tomu je trÏeba asi 5000 ml roztoku. Znovu se promyje 2000 ml
deionizovaneÂ vody. Voda se nahradõÂ 2000 ml smeÏ si izopropanol/voda (2. 3. 3)
rychlostõÂ 10 - 30 ml.min-1. TõÂm je ionexovaÂ kolona ve formeÏ OH prÏipravena
k provozu.

2. 4. 4 IonexovaÂ separace

IonexoveÂ kolony se spojõÂ tak, aby katexovaÂ kolona byla umõÂsteÏ na nad anexovou
kolonou. Kolony se zahrÏejõÂ na 323 K (50 oC) s pouzÏitõÂm termostatickeÂ kontroly.
5000 ml roztoku, zõÂskaneÂho v bodeÏ 2. 4. 2, se zahrÏeje na 333 K (60 oC) a vede se
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kombinacõÂ kolon rychlostõÂ 20 ml.min-1. Kolony se promyjõÂ 1000 ml horkeÂ smeÏ si
izopropanol/voda (2. 3. 3).

Pro zõÂskaÂnõÂ neiontovyÂch povrchoveÏ aktivnõÂch laÂtek se spojõÂ filtraÂt a roztoky
z promyÂvaÂnõÂ filtru a odparÏõÂ se do sucha, nejleÂpe v rotacÏnõÂ odparce. Odparek
obsahuje BiAS. PrÏidaÂ se deionizovanaÂ voda azÏ do zõÂskaÂnõÂ urcÏeneÂho objemu,
a v alikvotnõÂ cÏaÂsti se stanovõÂ obsah BiAS, jak je uvedeno v kapitole 3. 3. Roztok se
pouzÏije jako standardnõÂ roztok neiontovyÂch syntetickyÂch detergentuÊ pro zkousÏku
rozlozÏitelnosti. Roztok je nutno prÏechovaÂvat prÏi teploteÏ pod 278 K (5 oC).

2. 4. 5 Regenerace iontomeÏ nicÏovyÂch pryskyrÏic

Katex se po pouzÏitõÂ odstranõÂ.

Anex se regeneruje promytõÂm asi 5000 - 6000 ml roztoku hydrogenuhlicÏitanu
amonneÂho (2. 3. 4) pruÊ tokovou rychlostõÂ prÏiblizÏneÏ 10 ml.min-1, azÏ je eluaÂt prostyÂ
aniontovyÂch povrchoveÏ aktivnõÂch laÂtek (test s metylenovou modrÏõÂ). PoteÂ se anex
promyje 2000 ml smeÏ si izopropanol/voda (2. 3. 3). Anex je opeÏ t prÏipraven
k provozu.
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STANOVENIÂ NEIONTOVYÂ CH POVRCHOVEÏ AKTIVNIÂCH LAÂ TEK
V ROZTOCIÂCH PRÏ I ZKOUSÏ CE BIOLOGICKEÂ

ROZLOZÏ ITELNOSTI

3. 1 PRINCIP

PovrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky se zkoncentrujõÂ a izolujõÂ vypuzovaÂnõÂm plynem. MnozÏstvõÂ
neiontovyÂch povrchoveÏ aktivnõÂch laÂtek v pouzÏiteÂm vzorku by meÏ lo byÂt v rozmezõÂ
250 - 800 mg.

PovrchoveÏ aktivnõÂ laÂtka zõÂskanaÂ vypuzenõÂm plynem se rozpustõÂ v octanu etylnateÂm.

Po oddeÏ lenõÂ faÂzõÂ a odparÏenõÂ rozpousÏteÏ dla se neiontovaÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtka
vysraÂzÏõÂ z vodneÂho roztoku modifikovanyÂm DragendorffovyÂm cÏinidlem (KBiJ4 +
BaCl2+ ledovaÂ kyselina octovaÂ).

SrazÏenina se zfiltruje, promyje se ledovou kyselinou octovou a rozpustõÂ se v roztoku
võÂnanu amonneÂho. Vismut v roztoku se ztitruje potenciometricky roztokem
pyrrolidindithiokarbamaÂtu prÏi pH 4 - 5 s pouzÏitõÂm hladkeÂ platinoveÂ indikacÏnõÂ
elektrody a kalomeloveÂ nebo strÏõÂbro/chloridostrÏõÂbrneÂ referencÏnõÂ elektrody.

Metodu lze pouzÏõÂt pro neiontoveÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky obsahujõÂcõÂ 6 - 30
alkenoxidovyÂch skupin.

SpotrÏeba prÏi titraci se pro prÏepocÏet na referencÏnõÂ laÂtku, nonylfenol kondenzovanyÂ
s 10 moly etylenoxidu (NP 10), vynaÂsobõÂ empirickyÂm faktorem 54.

3. 2 CÏ INIDLA A VYBAVENIÂ

Pro prÏõÂpravu cÏinidel se pouzÏõÂvaÂ deionizovanaÂ voda.

3. 2. 1 CÏ istyÂ octan etylnatyÂ, cÏerstveÏ prÏedestilovanyÂ.

3. 2. 2 HydrogenuhlicÏitan sodnyÂ (NaHCO3) p.a.

3. 2. 3 ZrÏedeÏ naÂ kyselina chlorovodõÂkovaÂ (20 ml koncentrovaneÂ kyseliny (HCl) zrÏedeÏ neÂ
vodou na 1000 ml).

3. 2. 4 Methanol p.a., cÏerstveÏ prÏedestilovanyÂ, prÏechovaÂvanyÂ ve skleneÏ neÂ lahvi.

3. 2. 5 BromkrezolovaÂ cÏervenÏ , 0,1 g ve 100 ml ethanolu.

3. 2. 6 SraÂzÏecõÂ cÏinidlo: sraÂzÏecõÂ cÏinidlo je smeÏ s dvou objemuÊ roztoku A a jednoho objemu
roztoku B. SmeÏ s se prÏechovaÂvaÂ v hneÏ deÂ lahvi a lze ji pouzÏõÂt do jednoho tyÂdne po
smõÂsenõÂ.

3. 2. 6. 1 R o z t o k A

1,7 g oxid dusicÏnanu oxidu bismutu p.a. (BiONO3.H2O) se rozpustõÂ ve 20 ml ledoveÂ
kyseliny octoveÂ a doplnõÂ se vodou na 100 ml. DaÂle se rozpustõÂ 65 g jodidu
draselneÂho p.a. ve 200 ml vody. Tyto dva roztoky se smõÂsõÂ v 1000 ml odmeÏ rneÂ
banÏ ce, prÏidaÂ se 200 ml ledoveÂ kyseliny octoveÂ (3. 2. 7) a doplnõÂ se vodou na 1000
ml.
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3. 2. 6. 2 R o z t o k B

290 g chloridu barnateÂho (BaCl2.2H2O) p.a. se rozpustõÂ v 1000 ml vody.

3. 2. 7 LedovaÂ kyselina octovaÂ 99 - 100 % (nizÏsÏõÂ koncentrace nejsou vhodneÂ)

3. 2. 8 Roztok võÂnanu amonneÂho: 12,4 g kyseliny vinneÂ p.a. a 12,4 ml roztoku amoniaku
p.a. (d = 0,910 g.ml-1) se smõÂsõÂ a doplnõÂ vodou na 1000 ml (nebo se pouzÏije
ekvivalentnõÂ mnozÏstvõÂ võÂnanu amonneÂho p.a.).

3. 2. 9 ZrÏedeÏ nyÂ roztok amoniaku: 40 ml roztoku amoniaku p.a. (d = 0,910 g.ml-1) se zrÏedõÂ
vodou na 1000 ml.

3. 2. 10 StandardnõÂ tlumivyÂ octanovyÂ roztok: 40 g tuheÂho hydroxidu sodneÂho p.a. se
rozpustõÂ v kaÂdince v 500 ml vody nechaÂ zchladnout. PrÏidaÂ se 120 ml ledoveÂ
kyseliny octoveÂ (3. 2. 7). DuÊ kladneÏ se promõÂchaÂ , ochladõÂ a prÏevede do 1000 ml
odmeÏ rneÂ banÏ ky. DoplnõÂ se vodou po znacÏku.

3. 2. 11 Roztok pyrrolidindithiokarbamaÂtu (znaÂmyÂ jako ¹karbaÂtovyÂ roztokª): 103 mg
pyrrolidindithiokarbamaÂtu sodneÂho (C5H8NNaS2.2H2O) se rozpustõÂ v asi 500 ml
vody, prÏidaÂ se 100 ml n - amylalkoholu p.a. a 0,5 g NaHCO3 p.a. a doplnõÂ se vodou
na 1000 ml.

3. 2. 12 Roztok sõÂranu meÏ d'nateÂho (pro standardizaci roztoku 3. 2. 11)

Z aÂ s o b n õÂ r o z t o k

1,249 g sõÂranu meÏ d'nateÂho (CuSO4.5H2O) p.a. se smõÂsõÂ s 50 ml 0,5 M roztoku
kyseliny sõÂroveÂ a doplnõÂ vodou na 1000 ml.

S t a n d a r d n õÂ r o z t o k

50 ml zaÂsobnõÂho roztoku se smõÂsõÂ s 10 ml 0,5 M roztoku H2SO4 a doplnõÂ se vodou
na 1000 ml.

3. 2. 13 Chlorid sodnyÂ p.a.

3. 2. 14 PrÏõÂstroj pro stripovaÂnõÂ plynem (viz obr. 5)

PruÊ meÏ r poreÂznõÂho (fritoveÂho) kotoucÏe musõÂ byÂt stejnyÂ jako vnitrÏnõÂ pruÊ meÏ r vaÂlce.

3. 2. 15 DeÏ lõÂcõÂ naÂlevka 250 ml

3. 2. 16 MagnetickeÂ mõÂchadlo s magnetem 25 - 30 mm.

3. 2. 17 GoochuÊ v kelõÂmek, pruÊ meÏ r perforovaneÂho dna = 25 mm, typ G 4.

3. 2. 18 KruhoveÂ papõÂroveÂ filtry se skelnyÂm vlaÂknem o pruÊ meÏ ru 27 mm s pruÊ meÏ rem vlaÂkna
0,5 - 1,5 mm.

3. 2. 19 DveÏ filtracÏnõÂ banÏ ky s adapteÂry a pryzÏovyÂmi manzÏetami, 500 a 250 ml.
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3. 2. 20 RegistracÏnõÂ potenciometr, vybavenyÂ hladkou platinovou indikacÏnõÂ elektrodou a
kalomelovou nebo srÏõÂbro/chloridostrÏõÂbrnou referencÏnõÂ elektrodou o rozsahu
250 mV, s automatickou byretou o objemu 20 - 25 ml, nebo odpovõÂdajõÂcõÂm
zarÏõÂzenõÂm s rucÏnõÂ obsluhou.

3. 3 METODA

3. 3. 1 Koncentrace a separace povrchoveÏ aktivnõÂ laÂ tky

VodnyÂ roztok se zfiltruje prÏes jakostnõÂ filtracÏnõÂ papõÂr. PrvnõÂch 100 ml filtraÂtu se
vyleje.

OdmeÏ rÏeneÂ mnozÏstvõÂ vzorku, ktereÂ obsahuje 250 - 800 mg neiontoveÂ povrchoveÏ
aktivnõÂ laÂtky, se prÏevede do stripovacõÂho prÏõÂstroje, kteryÂ byl prÏedtõÂm promyt
octanem etylnatyÂm.

Pro zlepsÏenõÂ separace se prÏidaÂ 100 g chloridu sodneÂho a 5 g hydrogenuhlicÏitanu
sodneÂho.

Je-li objem vzorku veÏ tsÏõÂ nezÏ 500 ml, prÏidajõÂ se tyto soli do stripovacõÂho prÏõÂstroje
v tuheÂ formeÏ , a rozpustõÂ se probublaÂnõÂm dusõÂkem nebo vzduchem.

PouzÏije-li se vzorek o mensÏõÂm objemu, rozpustõÂ se tyto soli ve 400 ml vody a pak se
prÏidajõÂ do stripovacõÂho prÏõÂstroje.

PrÏidaÂ se voda tak, aby hladina dosaÂhla k hornõÂmu uzavõÂracõÂmu kohoutu.

Na vodnõÂ hladinu se opatrneÏ prÏidaÂ 100 ml octanu etylnateÂho.

PromyÂvacÏka v cÏaÂsti pro plyn (dusõÂk nebo vzduch) se naplnõÂ do dvou trÏetin octanem
etylnatyÂm.

PrÏõÂstrojem se nechaÂ prochaÂzet plyn pruÊ tokovou rychlostõÂ 30 - 60 l.h-1; doporucÏuje se
zapojenõÂ rotacÏnõÂho pruÊ tokomeÏ ru. Intenzita provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ se musõÂ na pocÏaÂtku
zvysÏovat postupneÏ . Rychlost pruÊ toku plynu je nutneÂ nastavit tak, aby faÂze zuÊ staly
znatelneÏ oddeÏ leny z duÊ vodu minimalizace mõÂsÏenõÂ faÂzõÂ a rozpousÏteÏ nõÂ octanu
etylnateÂho ve vodeÏ . Po peÏ ti minutaÂch se pruÊ tok plynu zastavõÂ.

Dojde-li k uÂbytku organickeÂ faÂze rozpusÏteÏ nõÂm ve vodeÏ veÏ tsÏõÂmu nezÏ 20%, je nutno
postup opakovat se zvlaÂsÏtnõÂ pozornostõÂ na rychlost probublaÂnõÂ plynu.

OrganickaÂ faÂze se slije do deÏ lõÂcõÂ naÂlevky. PrÏõÂpadnaÂ voda v deÏ lõÂcõÂ naÂlevce z vodneÂ
faÂze, ktereÂ by meÏ lo byÂt jen neÏ kolik ml, se vraÂtõÂ do stripovacõÂho prÏõÂstroje. FaÂze octanu
etylnateÂho se zfiltruje prÏes suchyÂ jakostnõÂ filtracÏnõÂ papõÂr do 250 ml kaÂdinky.

Do stripovacõÂho prÏõÂstroje se prÏidaÂ dalsÏõÂch 100 ml octanu etylnateÂho a znovu se
nechaÂ prochaÂzet dusõÂk nebo vzduch po dobu peÏ ti minut. PoteÂ se organickaÂ faÂze
prÏepravõÂ do deÏ lõÂcõÂ naÂlevky, pouzÏiteÂ prÏi prvnõÂm deÏ lenõÂ, vodnaÂ faÂze se odstranõÂ a
organickaÂ faÂze se zfiltruje prÏes tyÂzÏ filtr jako prvnõÂ podõÂl octanu etylnateÂho. DeÏ licõÂ
naÂlevka i filtr se proplaÂchnou asi 20 ml octanu etylnateÂho.

EtylacetaÂtovyÂ extrakt se na vodnõÂ laÂzni odparÏõÂ do sucha (v digestorÏi). Pro urychlenõÂ
odparÏovaÂnõÂ se na hladinu roztoku zavede jemnyÂ proud vzduchu.
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3. 3. 2 SraÂzÏenõÂ a filtrace

SuchyÂ odparek dle 3. 3. 1 se rozpustõÂ v 5 ml metanolu, prÏidaÂ se 40 ml vody a 0,5 ml
zrÏedeÏ neÂho roztoku HCl (3. 2. 3), a smeÏ s se promõÂchaÂ magnetickyÂm mõÂchadlem.

K tomuto roztoku se z odmeÏ rneÂho vaÂlce prÏidaÂ 30 ml sraÂzÏecõÂho cÏinidla (3. 2. 6).
SrazÏenina se vytvorÏõÂ po opakovaneÂm mõÂchaÂnõÂ. Po 10 minutaÂch mõÂchaÂnõÂ se smeÏ s
nechaÂ nejmeÂneÏ peÏ t minut staÂt.

SmeÏ s se zfiltruje prÏes GoochuÊ v kelõÂmek, na jehozÏ dno se polozÏõÂ filtracÏnõÂ papõÂr ze
skelnyÂch vlaÂken. NejdrÏõÂve se filtr promyje za odsaÂvaÂnõÂ asi 2 ml ledoveÂ kyseliny
octoveÂ . PoteÂ se pecÏliveÏ omyjõÂ kaÂdinka, magnet a kelõÂmek ledovou kyselinou
octovou, jõÂzÏ je trÏeba asi 40 - 50 ml. SrazÏeninu ulpeÏ lou na steÏ naÂch kaÂdinky nenõÂ nutneÂ
prÏeveÂst na filtr kvantitativneÏ , protozÏe roztok srazÏeniny se pro titraci vraÂtõÂ do sraÂzÏecõÂ
kaÂdinky a zbyÂvajõÂcõÂ srazÏenina se pak rozpustõÂ.

3. 3. 3 RozpusÏteÏ nõÂ srazÏeniny

SrazÏenina ve filtracÏnõÂm kelõÂmku se rozpustõÂ v horkeÂm roztoku vinanu amonneÂho (asi
80 oC, 353 K) (3. 2. 8), kteryÂ se prÏidaÂvaÂ ve trÏech daÂvkaÂch po 10 ml. KazÏdaÂ daÂvka se
prÏed odsaÂtõÂm filtrem do banÏ ky nechaÂ neÏ kolik minut staÂt v kelõÂmku.

Obsah filtracÏnõÂ banÏ ky se prÏevede do kaÂdinky pouzÏiteÂ ke sraÂzÏenõÂ. SteÏ ny kaÂdinky se
oplaÂchnou dalsÏõÂmi 20 ml roztoku vinanu, aby se rozpustil zbytek srazÏeniny.

KelõÂmek, adapteÂr a filtracÏnõÂ banÏ ka se pecÏliveÏ oplaÂchnou 150 - 200 ml vody a tato
voda se vraÂtõÂ do kaÂdinky pouzÏiteÂ pro sraÂzÏenõÂ.

3. 3. 4 Titrace

Roztok se promõÂchaÂ magnetickyÂm mõÂchadlem (3. 2. 16), prÏidaÂ se neÏ kolik kapek
bromkrezoloveÂ cÏerveni (3. 2. 5) a prÏidaÂvaÂ se zrÏedeÏ nyÂ roztok amoniaku (3. 2. 9), azÏ
se zbarvenõÂ zmeÏ nõÂ na fialoveÂ (roztok je mõÂrneÏ kyselyÂ prÏõÂtomnostõÂ zbytku kyseliny
octoveÂ pouzÏiteÂ k promytõÂ).

Pak se prÏidaÂ 10 ml standardnõÂho tlumiveÂho octanoveÂho roztoku (3. 2. 10), elektrody
se ponorÏõÂ do roztoku a potenciometricky se titruje standardnõÂm ¹karbaÂtovyÂm
roztokemª, prÏicÏemzÏ uÂ stõÂ byrety je ponorÏeno do roztoku.

Rychlost titrace nesmõÂ prÏesaÂhnout 2 ml.min-1.

Bod ekvivalence je pruÊ secÏõÂkem tecÏen obou veÏ tvõÂ krÏivky potenciaÂ lu. NeÏ kdy se
pozoruje plochyÂ pruÊ beÏ h inflexe krÏivky potenciaÂ lu; tomu je mozÏneÂ se vyhnout
pecÏlivyÂm ocÏisÏteÏ nõÂm platinoveÂ elektrody (vylesÏteÏ nõÂm smirkovyÂm papõÂrem).

3. 3. 5 SlepaÂ stanovenõÂ

SoubeÏ zÏneÏ s celyÂm postupem se provaÂdõÂ slepeÂ stanovenõÂ s 5 ml metanolu a 40 ml
vody podle naÂvodu uvedeneÂho v bodeÏ 3. 3. 2. SpotrÏeba prÏi slepeÂ titraci musõÂ byÂt
nizÏsÏõÂ nezÏ 1 ml, jinak je podezrÏenõÂ na nedostatecÏnou cÏistotu cÏinidel (3. 2. 3 - 3. 2. 7 -
3. 2. 8 - 3. 2. 9 - 3. 2. 10), zejmeÂna na jejich obsah teÏ zÏkyÂch kovuÊ , a je nutno je
vymeÏ nit. SlepeÂ stanovenõÂ je nutneÂ vzõÂt v uÂvahu prÏi vyÂpocÏtu vyÂsledkuÊ .

3. 3. 6 Kontrola faktoru ¹karbaÂ toveÂho roztokuª

Faktor karbaÂtoveÂho roztoku se stanovõÂ v den pouzÏitõÂ. Po prÏidaÂnõÂ 100 ml vody a
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10 ml standardnõÂho octanoveÂho tlumiveÂho roztoku (3. 2. 10) se ztitruje 10 ml
roztoku sõÂranu meÏ d'nateÂho (3. 2. 12) karbaÂtovyÂm roztokem. Je-li spotrÏeba ¹aª ml, je
faktor f:

10
f = Ð

a

a vsÏechny vyÂsledky titracõÂ se naÂsobõÂ tõÂmto cÏinitelem.

3. 4 VYÂ POCÏ ET VYÂ SLEDKUÊ

KazÏdaÂ neiontovaÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtka maÂ svuÊ j vlastnõÂ faktor, zaÂvislyÂ na jejõÂm
slozÏenõÂ, zejmeÂna na deÂlce alkenoxidoveÂho rÏeteÏ zce. Koncentrace neiontoveÂ
povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky se vyjadrÏuje ve vztahu ke standardnõÂ laÂtce - nonylfenolu s 10
etylenoxidovyÂmi jednotkami (NP 10) - pro kteryÂ je prÏepocÏõÂtavacõÂ faktor 0,054.

S pouzÏitõÂm tohoto faktoru se zjistõÂ mnozÏstvõÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky, prÏõÂtomneÂ ve
vzorku, vyjaÂdrÏeneÂ v mg ekvivalentu NP 10:

(b - c) . f . 0,054 = mg neiontoveÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtky jako NP 10

kde

b = objem ¹karbaÂtoveÂho roztokuª, spotrÏebovaneÂho u vzorku (ml),
c = objem ¹karbaÂtoveÂho roztokuª, spotrÏebovaneÂho prÏi slepeÂm stanovenõÂ (ml),
f = faktor ¹karbaÂtoveÂho roztokuª.

3. 5 V Y J AÂ D RÏ E N IÂ V YÂ S L E D K UÊ

VyÂsledky se vyjaÂdrÏõÂ v mg.l-1 jako NP 10 zaokrouhleneÏ na nejblizÏsÏõÂ 0,1.
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ObraÂzek 1

Vzduch

Vzduch

A. ZaÂsobnõÂ naÂdoba E. Mamutka
B. DaÂvkovacõÂ zarÏõÂzenõÂ F. SbeÏ rnaÂ naÂdoba
C. ProvzdusÏnÏ ovacõÂ komora G. ProvzdusÏnÏ ovacÏ
D. UsazovacõÂ naÂdoba H. PruÊ tokomeÏ r vzduchu
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ObraÂzek 2

TvrdyÂ PVC

MateriaÂ l: Sklo nebo vodovzdornyÂ plast (tvrdyÂ PVC)
(RozmeÏ ry v mm)

TvrdyÂ PVC

Hladina kapaliny
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Doba (dnuÊ )

PovrchoveÏ aktivnõÂ laÂtka

obtõÂzÏneÏ rozlozÏitelnaÂ

NaÂbeÏ hovaÂ doba Doba pouzÏitaÂ pro vyÂpocÏet (21 dnõÂ)

Snadno rozlozÏitelnaÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtka

BiologickyÂ rozklad (%)

VyÂpocÏet biologickeÂ rozlozÏitelnosti - PotvrzujõÂcõÂ zkousÏka

ObraÂzek 3
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ObraÂzek 4

VyhrÏõÂvanaÂ ionexovaÂ kolona

(RozmeÏ ry v milimetrech)
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KulovyÂ spoj

100 ml promyÂvacÏka

Octan etylnatyÂ

SintrovanyÂ skleneÏnyÂ filtr G1

Vzduch nebo N2

ZkousÏenyÂ vzorek

SintrovanyÂ skleneÏnyÂ filtr G1

Octan etylnatyÂ

ObraÂzek 5

ZarÏõÂzenõÂ pro stripovaÂnõÂ plynem

(RozmeÏ ry v milimetrech)
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XIV STANOVENIÂ BIOLOGICKEÂ ROZLOZÏ ITELNOSTI

ANIONTOVYÂ CH POVRCHOVEÏ AKTIVNIÂCH

LAÂ TEK

1. 1 ZARÏ IÂZENIÂ POTRÏ EBNEÂ PRO MEÏ RÏ ENIÂ

MeÏ rÏicõÂ metoda pouzÏõÂvaÂ maleÂ zarÏõÂzenõÂ zpracovaÂvajõÂcõÂ aktivovanyÂ kal, znaÂzorneÏ neÂ na
obraÂzku 1 a podrobneÏ ji na obraÂzku 2.

ZarÏõÂzenõÂ sestaÂvaÂ ze zaÂsobnõÂku syntetickeÂ odpadnõÂ vody A, daÂvkovacõÂho cÏerpadla B,
provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoby C, usazovacõÂ naÂdoby D, mamutky E pro recyklaci
aktivovaneÂho kalu a naÂdoby F pro shromazÏd'ovaÂnõÂ upraveneÂ odtokoveÂ vody.

NaÂdoby A a F musõÂ byÂt ze skla nebo z vhodneÂho plastu o obsahu nejmeÂneÏ 24 litruÊ .
CÏ erpadlo B musõÂ zarucÏovat konstantnõÂ pruÊ tok syntetickeÂ odpadnõÂ vody do
provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoby; tato n aÂdoba obsahuje za normaÂlnõÂho provozu trÏi litry
smeÏ sneÂ kapaliny. PoreÂznõÂ provzdusÏnÏ ovacõÂ kostka G je ponorÏena v naÂdobeÏ C u
vrcholu kuzÏele. MnozÏstvõÂ vzduchu prosÏleÂ provzdusÏnÏ ovacÏem se sleduje
pruÊ tokomeÏ rem H.

1. 2 SYNTETICKAÂ ODPADNIÂ VODA

Pro zkousÏku se pouzÏõÂvaÂ syntetickaÂ odpadnõÂ voda, prÏipravovanaÂ denneÏ v mnozÏstvõÂ
24 l roztoku, kteryÂ v kazÏdeÂm litru vodovodnõÂ vody obsahuje naÂsledujõÂcõÂ laÂtky:

160 mg peptonu,
110 mg masoveÂho extraktu,
30 mg mocÏoviny (CO(NH2)2),

7 mg chloridu sodneÂho (NaCl),
4 mg chloridu vaÂpenateÂho (CaCl2.2H2O),
2 mg sõÂranu horÏecÏnateÂho (MgSO4.7H2O)

20 + 2 mg laÂtky aktivnõÂ na methylenovou modrÏ (MBAS)

MBAS se extrahuje ze zkousÏeneÂho vyÂrobku postupem popsanyÂm v kapitole
(2. 1. 2). SyntetickaÂ odpadnõÂ voda se prÏipravuje denneÏ cÏerstvaÂ .

1. 3 PRÏ IÂPRAVA VZORKUÊ

1. 3. 1 ZaÂkladnõÂ vyÂrobek, obsahujõÂcõÂ pouze MBAS, muÊ zÏe byÂt zkousÏen v puÊ vodnõÂm stavu.
Pro prÏõÂpavu zkusÏebnõÂho roztoku (M) musõÂ byÂt stanoven obsah MBAS

1. 3. 2 KombinovaneÂ vyÂrobky se analyzujõÂ na obsah MBAS a myÂdla. MusõÂ se extrahovat
alkoholem v souladu s naÂsledujõÂcõÂmi podmõÂnkami:

1. 3. 2. 1 IsopropanolovaÂ extrakce, jestlizÏe vzorek obsahuje meÂneÏ myÂdla nezÏ MBAS (viz
kapitola 2).

1. 3. 2. 2 IsopropanolovaÂ extrakce a odstraneÏ nõÂ myÂdla, jestlizÏe vzorek obsahuje võÂce myÂdla
nezÏ MBAS (viz kapitola 2).

Pro prÏõÂpravu zkusÏebnõÂch roztokuÊ (M) musõÂ byÂt znaÂm obsah MBAS v obou
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extraktech.

1. 4 CÏ INNOST ZARÏ IÂZENIÂ

ProvzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoba C a usazovacõÂ naÂdoba D se na pocÏaÂtku naplnõÂ syntetickou
odpadnõÂ vodou. VyÂsÏku naÂdoby D je trÏeba nastavit tak, aby objem, obsazÏenyÂ
v provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdobeÏ C, byl 3 litry. PoteÂ se uvede do provozu provzdusÏnÏ ovacõÂ
zarÏõÂzenõÂ G, mamutka E a daÂvkovacõÂ zarÏõÂzenõÂ B. SyntetickaÂ odpadnõÂ voda musõÂ
proteÂkat provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdobou C rychlostõÂ jednoho litru za hodinu; z toho
vyplyÂvaÂ strÏednõÂ doba zdrzÏenõÂ 3 hodiny. Rychlost provzdusÏnÏ ovaÂnõÂ je nutneÂ regulovat
tak, aby obsah naÂdoby C byl neustaÂle udrzÏovaÂn v suspenzi a obsah rozpusÏteÏ neÂho
kyslõÂku cÏinil nejmeÂneÏ 2 mg.l-1. PeÏ neÏ nõÂ je nutneÂ prÏedchaÂzet vhodnyÂmi prostrÏedky.
NesmeÏ jõÂ se pouzÏõÂvat cÏinidla proti peÏ neÏ nõÂ, kteraÂ inhibujõÂ aktivovanyÂ kal nebo obsahujõÂ
MBAS. Mamutku E je trÏeba nastavit tak, aby se aktivovanyÂ kal z usazovacõÂ naÂdoby
kontinuaÂlneÏ a pravidelneÏ recykloval do provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoby C. Kal, kteryÂ se
nashromaÂzÏdõÂ kolem hornõÂ cÏaÂsti provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdoby C, na dneÏ usazovacõÂ naÂdoby
D nebo v cirkulacÏnõÂm okruhu, je nutneÂ vracet do cirkulace nejmeÂneÏ jednou denneÏ
sesÏkrabaÂnõÂm kartaÂcÏem nebo jinyÂm vhodnyÂm zpuÊ sobem. Pokud se kal neusazuje, je
mozÏneÂ zvyÂsÏit jeho hustotu prÏõÂdavky 2 ml daÂvek 5 % roztoku chloridu zÏeleziteÂho,
opakovanyÂch podle potrÏeby.

Voda odteÂkajõÂcõÂ z usazovacõÂ naÂdoby D se shromazÏd'uje v naÂdobeÏ F po dobu 24
hodin, po teÂto dobeÏ se po duÊ kladneÂm promõÂsenõÂ odebere vzorek.

NaÂdobu F je pak nutno pecÏliveÏ vycÏistit.

1. 5 KONTROLA MEÏ RÏ IÂCIÂHO ZARÏ IÂZENIÂ

Obsah MBAS (v mg.l-1) v syntetickeÂ odpadnõÂ vodeÏ se stanovuje bezprostrÏedneÏ prÏed
pouzÏitõÂm.

Obsah MBAS (v mg.l-1) v odtokoveÂ vodeÏ , shromazÏd'ovaneÂ po dobu 24 hodin
v naÂdobeÏ F, je trÏeba stanovovat analyticky stejnou metodou co nejdrÏõÂve po
shromaÂzÏdeÏ nõÂ. Koncentrace musõÂ byÂt stanovena s prÏesnostõÂ na 0,1 mg.l-1 MBAS.

Pro kontrolu uÂcÏinnosti probõÂhajõÂcõÂho procesu se nejmeÂneÏ dvakraÂt tyÂdneÏ ve filtrovaneÂ
syntetickeÂ odpadnõÂ vodeÏ , stejneÏ tak jako v odtokoveÂ vodeÏ , shromazÏd'ovaneÂ
v naÂdobeÏ F, zmeÏ rÏõÂ chemickaÂ spotrÏeba kyslõÂku (CHSK). UÂ bytek CHSK se vyjadrÏuje
v procentech.

UÂ bytek CHSK je ustaÂ len, kdyzÏ se dosaÂhne prÏiblizÏneÏ pravidelneÂho dennõÂho rozkladu
MBAS, tzn. na konci zaÂbeÏ hoveÂ doby, jak znaÂzornÏ uje obraÂzek 3.

ZtraÂta zÏõÂhaÂnõÂm susÏiny aktivovaneÂho kalu v provzdusÏnÏ ovacõÂ naÂdobeÏ by meÏ la byÂt
stanovena dvakraÂt tyÂdneÏ (v g.l-1). Je-li hodnota vysÏsÏõÂ nezÏ 2,5 mg.l-1, nadbytecÏnyÂ
aktivovanyÂ kal musõÂ byÂt odstraneÏ n.

ZkousÏka se provaÂdõÂ prÏi pokojoveÂ teploteÏ ; tato musõÂ byÂt staÂ laÂ a nesmõÂ klesnout pod
18 oC ani prÏesaÂhnout 30 oC.

1. 6 VYÂ POCÏ ET BIOLOGICKEÂ ROZLOZÏ ITELNOSTI

KazÏdyÂ den se pocÏõÂtajõÂ procenta rozkladu MBAS na zaÂkladeÏ stanoveneÂho obsahu
MBAS v mg.l-1 v syntetickeÂ odpadnõÂ vodeÏ a odpovõÂdajõÂcõÂ odtokoveÂ vodeÏ ,
shromazÏd'ovaneÂ v naÂdobeÏ F.
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Takto zõÂskaneÂ hodnoty rozkladu se znaÂzornÏ ujõÂ graficky jak je ukaÂzaÂno na obraÂzku 3
(poznaÂmka 1. 7. 2).

RozlozÏitelnost MBAS se vypocÏte jako aritmetickyÂ pruÊ meÏ r hodnot, zõÂskanyÂch beÏ hem
21 dnõÂ, ktereÂ naÂsledujõÂ po zaÂbeÏ hoveÂ dobeÏ , beÏ hem nichzÏ byl rozklad pravidelnyÂ a
provoz zarÏõÂzenõÂ bezporuchovyÂ . V zÏaÂdneÂm prÏõÂpadeÏ nemaÂ trvaÂnõÂ zaÂbeÏ hoveÂ doby
prÏesaÂhnout sÏest tyÂdnuÊ .

1. 7 POZNAÂ MKY

1. 7. 1 PrÏi stanovenõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti zohlednÏ ujõÂ neÏ ktereÂ prÏedpisy obsah myÂdla.

1. 7. 2 V neÏ kteryÂch prÏõÂpadech je mozÏneÂ prÏipustit nizÏsÏõÂ frekvenci odbeÏ ru vzorkuÊ , naprÏ.
1 vzorek za kazÏdeÂ dva azÏ trÏi dny, avsÏak pro vyÂpocÏet pruÊ meÏ rneÂ hodnoty je trÏeba
pouzÏõÂt nejmeÂneÏ 14 vyÂsledkuÊ , zõÂskanyÂch beÏ hem 21 dnõÂ naÂsledujõÂcõÂch po zaÂbeÏ hoveÂ
dobeÏ .
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PRÏ EDBEÏ ZÏ NAÂ UÂ PRAVA ZKOUSÏ ENYÂ CH VYÂ ROBKUÊ

2. 1 ALKOHOLICKYÂ EXTRAKT

UÂ cÏelem extrakce je oddeÏ lit z komercÏnõÂho vyÂrobku nerozpustneÂ a anorganickeÂ
slozÏky, ktereÂ by mohly za urcÏityÂch podmõÂnek narusÏit zkousÏky biologickeÂ
rozlozÏitelnosti.

KvantitativnõÂ oddeÏ lenõÂ teÏ chto slozÏek nenõÂ nutneÂ , nenõÂ nutnaÂ ani kvantitativnõÂ extrakce
aktivnõÂch slozÏek. Je vsÏak trÏeba, aby nejmeÂneÏ 90 % slozÏek aktivnõÂch k methylenoveÂ
modrÏi, z vyÂrobku, kteryÂ maÂ byÂt zkousÏen, bylo zkoncentrovaÂno v extraktu.

Pro prÏõÂpravu alkoholovyÂch extraktuÊ jsou vhodneÂ dveÏ metody, jedna pouzÏõÂvajõÂcõÂ
ethanol a druhaÂ pouzÏõÂvajõÂcõÂ izopropanol. IzopropanolovaÂ metoda je zvlaÂsÏteÏ vhodnaÂ,
jestlizÏe se jednaÂ o velkaÂ mnozÏstvõÂ materiaÂ lu, jak vyzÏaduje potvrzujõÂcõÂ zkousÏka.

2. 1. 1 EthanolovyÂ extrakt

2. 1. 1. 1 PrÏõÂprava vzorkuÊ

(i) PraÂsÏky

PrÏipravõÂ se prÏiblizÏneÏ 250 g vzorku bud' kvartovaÂnõÂm nebo podle DoporucÏenõÂ ISO
cÏ. 607.

Vzorek se rozdrtõÂ na domaÂcõÂm rotacÏnõÂm mlyÂnku tak, aby vyÂsledneÂ cÏaÂstice prachu
nebyly veÏ tsÏõÂ nezÏ 250 mikronuÊ .

PraÂsÏek se opatrneÏ promõÂsõÂ a ulozÏõÂ do vhodneÂho obalu.

(ii) Kapaliny

OdvaÂzÏõÂ se asi 40 g homogenizovaneÂ laÂtky s prÏesnostõÂ na 1 g a prÏenese se do
banÏ ky s kulatyÂm dnem, popsaneÂ v 2. 1. 1. 2 (iii) nõÂzÏe.

PrÏidaÂ se 50 ml ethanolu (2. 1. 1. 2) (ii) a odparÏuje se na vodnõÂ laÂzni do sucha za
soucÏasneÂho odsaÂvaÂnõÂ teÏ kavyÂch zplodin tak dlouho, azÏ dveÏ naÂslednaÂ vaÂzÏenõÂ se
nelisÏõÂ võÂce nezÏ o 0,1 g. K vaÂzÏenõÂ muÊ zÏe byÂt pouzÏita jakaÂkoliv vaÂha s prÏesnostõÂ 0,01 g.

2. 1. 1. 2 PrÏõÂprava roztoku v ethanolu

(i) Princip

EthanolovaÂ extrakce dostatecÏneÂho mnozÏstvõÂ laÂtky pro stanovenõÂ obsahu
myÂdla nebo jinyÂch aniontuÊ nebo pro biologickeÂ zkousÏky.

(ii ) CÏ inidlo

95 % - 96 % ethanol.

(iii) VybavenõÂ

BeÏ zÏneÂ laboratornõÂ vybavenõÂ, ktereÂ obsahuje prÏedevsÏõÂm:
banÏ ku objemu 1 l s kulatyÂm dnem, kraÂtkyÂm hrdlem a zaÂbrusem 29/32;
vertikaÂlnõÂ chladicÏ se zaÂbrusem 29/ 32 o deÂlce 400 mm;
fritovyÂ filtr 10 - 20 mikronuÊ ;
odmeÏ rnou banÏ ku o objemu 1 l .
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2. 1. 1. 3 Postup

ZnaÂmaÂ navaÂzÏka E (tj. 40 g + 1 g) laÂtky (2. 1. 1. 1 (i)) se nasype do 1 litroveÂ banÏ ky
nebo se pouzÏije suchyÂ extrakt, prÏipravenyÂ dle 2. 1. 1. 1 (ii).

PrÏidaÂ se 500 ml ethanolu (2. 1. 1. 2 (ii)), prÏipojõÂ se chladicÏ a varÏõÂ se po dobu 15
minut. PoteÂ se dekantuje kapalnaÂ vrstva a horkaÂ se odsaje prÏes fritovyÂ filtr. Tento
postup se aplikuje na zbytky v banÏ ce 2 x, k cÏemuzÏ se pouzÏije dvou daÂvek po 200 ml
ethanolu. Extrakty se spojõÂ kvantitativneÏ s oplachy filtru v odmeÏ rneÂ banÏ ce, doplnõÂ do
1 litru ethanolem a opatrneÏ se promõÂsõÂ.

2. 1. 2 IsopropanolovyÂ extrakt

PotrÏebneÂ mnozÏstvõÂ, ktereÂ odpovõÂdaÂ asi 50 g MBAS v extraktu, se vypocÏõÂtaÂ z obsahu
MBAS v komercÏnõÂm vyÂrobku. Toto mnozÏstvõÂ je dostacÏujõÂcõÂ pro dveÏ potvrzujõÂcõÂ
zkousÏky.

2. 1. 2. 1 VybavenõÂ

Podle rozsahu stanovenõÂ:

NaÂdoby: objem 3 - 25 litruÊ , naprÏ. dlouhohrdleÂ lahve nebo smaltovaneÂ naÂdoby.

MõÂchacÏky: rychlobeÏ zÏnaÂ mõÂchadla vrtuloveÂho nebo kulicÏkoveÂho typu.

OdsaÂvacõÂ naÂlevky (BuÈ chner): azÏ do pruÊ meÏ ru 30 cm.

OdsaÂvacõÂ banÏ ky: azÏ do objemu 20 litruÊ .

DeÏ lõÂcõÂ naÂlevky: azÏ do objemu 20 litruÊ .

DestilacÏnõÂ banÏ ky: azÏ do objemu 10 litruÊ .

JõÂmacõÂ banÏ ky: azÏ do objemu 10 litruÊ .

PorcelaÂnoveÂ misky: o pruÊ meÏ ru okolo 20 cm.

DestilacÏnõÂ kolony, chladicÏe, vodnõÂ laÂzneÏ .

2. 1. 2. 2 CÏinidla

DestilovanaÂ nebo demineralizovanaÂ voda.

Isopropanol, cÏistyÂ.

UhlicÏitan draselnyÂ (K2CO3), chemicky cÏistyÂ.

Hydroxid draselnyÂ (KOH), 10 %-nõÂ roztok.

SirÏicÏitan sodnyÂ (Na2SO3), cÏistyÂ, bezvodyÂ.

2. 1. 2. 3 Postup

(i) PrÏedbeÏ zÏnaÂ uÂprava

PevneÂ komercÏnõÂ vyÂrobky: smõÂsõÂ se s destilovanou vodou (2. 1. 2. 4 (i)) na
jemnou pastu za uÂcÏelem rozrusÏenõÂ jakyÂchkoliv struktur prÏõÂtomnyÂch v pasteÏ (mõÂchaÂ
se 10 minut). Na kazÏdyÂch 10 g pouzÏiteÂ vody se prÏidaÂ 60 g uhlicÏitanu draselneÂho
a staÂ le se mõÂchaÂ (10 minut) do rozpusÏteÏ nõÂ.

KapalneÂ nebo polokapalneÂ komercÏnõÂ vyÂrobky: UpravujõÂ se v podstateÏ stejnyÂm
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zpuÊ sobem jako pevneÂ vyÂrobky. KapalnyÂ podõÂl odparÏenyÂ na vodnõÂ laÂzni, kteryÂ se
stanovõÂ prÏedbeÏ zÏnou zkousÏkou na prÏiblizÏneÏ 10 g laÂtky, se povazÏuje za obsah
vody, i kdyzÏ jsou zde prÏõÂtomna teÏ kavaÂ organickaÂ rozpousÏteÏ dla. MnozÏstvõÂ
prÏidaneÂho uhlicÏitanu draselneÂho bude zaÂviset na obsahu vody, stanoveneÂm, jak je
uvedeno vyÂsÏe.

KyseleÂ suspenze nebo roztoky: neutralizujõÂ se prÏidaÂnõÂm 10%-nõÂho roztoku
hydroxidu draselneÂho jesÏteÏ prÏed prÏidaÂnõÂm uhlicÏitanu draselneÂho.

KomercÏnõÂ vyÂrobky obsahujõÂcõÂ volnyÂ chlor: odstranõÂ se prÏõÂdavkem sirÏicÏitanu sodneÂho
k vodneÂ suspenzi nebo roztoku prÏed neutralizacõÂ. Nadbytek sirÏicÏitanu sodneÂho
nenõÂ sÏkodlivyÂ.

(ii) Extrakce

PrÏidaÂ se isopropanol, smeÏ s se mõÂchaÂ po dobu 30 minut a zfiltruje se odsaÂtõÂm.
OpakovaneÏ se oplaÂchne zbytek na filtru malyÂm mnozÏstvõÂm isopropanolu. FiltraÂt,
kteryÂ se musõÂ v kazÏdeÂm prÏõÂpadeÏ rozdeÏ lit do 2 vrstev v odsaÂvacõÂ banÏ ce, se
splaÂchne pomocõÂ isopropanolu do deÏ lõÂcõÂ banÏ ky. SpodnõÂ vodnaÂ vrstva se odpustõÂ
a odstranõÂ: vrchnõÂ isopropanolovaÂ vrstva se zfiltruje prÏes sklaÂdanyÂ filtr do
destilacÏnõÂ banÏ ky a poteÂ pokud mozÏno kvantitativneÏ oddestiluje na vodnõÂ laÂzni (2.
1. 2. 4 (iii)). DestilacÏnõÂ zbytky se prÏevedou kvantitativneÏ oplaÂchnutõÂm
isopropanolem do porcelaÂnoveÂ misky a na vodnõÂ laÂzni se obsah za cÏasteÂho
mõÂchaÂnõÂ zahustõÂ. ZahusÏt'ovacõÂ proces pokracÏuje tak dlouho, azÏ naÂslednaÂ dveÏ
vaÂzÏenõÂ v rozmezõÂ 1 hodiny nevykazujõÂ rozdõÂl veÏ tsÏõÂ nezÏ 10 g. Extrakt se rozpustõÂ
ve vodeÏ na vodnõÂ laÂzni a v tomto roztoku se stanovõÂ obsah MBAS.
Potom

g MBAS v roztoku extraktu
ÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐÐ± . 100 = extrakcÏnõÂ vyÂteÏ zÏek v %
g MBAS v komercÏnõÂm vyÂrobku

2. 1. 2. 4 PoznaÂmky

PrÏi provaÂdeÏ nõÂ extrakce je trÏeba vzõÂt v uÂvahu:

(i) RozdõÂlnost komercÏnõÂch vyÂrobkuÊ je takovaÂ, zÏe nelze specifikovat optimaÂlnõÂ
relativnõÂ pomeÏ ry vody a isopropanolu, ktereÂ se majõÂ pouzÏõÂt prÏi zkousÏenõÂ daneÂho
vyÂrobku, protozÏe se meÏ nõÂ prÏõÂpad od prÏõÂpadu. NicmeÂneÏ zkusÏenosti ukaÂzaly, zÏe
potrÏebnaÂ mnozÏstvõÂ vody jsou v naÂsledujõÂcõÂch pomeÏ rech:

komercÏnõÂ vyÂrobek (hm. dõÂly) : voda (obj. dõÂly) : isopropanol (obj. dõÂly)

1 : 0,5 - 2 : 1 - 2,5

V podstateÏ vsÏak hornõÂ limity pro vodu a isopropanol neexistujõÂ.

CÏ õÂm võÂce laÂtky maÂ tendenci se shlukovat do suspenze, tõÂm võÂce je trÏeba prÏidat
vody; vodu je trÏeba prÏidaÂvat, dokud je prÏi mõÂchaÂnõÂ na dneÏ sediment.

Objem isopropanolu nemaÂ byÂt mensÏõÂ nezÏ uvaÂdõÂ naÂsledujõÂcõÂ vztah:

komercÏnõÂ vyÂrobek : isopropanol = 1 : 1

VeÏ tsÏõÂ objem isopropanolu je trÏeba, jestlizÏe obsah MBAS v komercÏnõÂm vyÂrobku
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znacÏneÏ prÏesaÂhne 10 %, nebo jestlizÏe prÏi mõÂchaÂnõÂ dojde k rychleÂmu oddeÏ lenõÂ
isopropanoloveÂ a vodneÂ faÂze.

(ii) VodnaÂ faÂze musõÂ byÂt nasycena uhlicÏitanem draselnyÂm; malyÂ nadbytek nenõÂ
sÏkodlivyÂ. JestlizÏe koncentrace uhlicÏitanu draselneÂho je prÏõÂlisÏ malaÂ , pak se faÂze
bud' neoddeÏ lõÂ nebo isopropanolovaÂ faÂze obsahuje prÏõÂlisÏ mnoho vody, cozÏ obojõÂ
maÂ nezÏaÂdoucõÂ vliv na extrakcÏnõÂ proces.

(iii) IsopropanolovyÂ destilaÂt obsahuje vodu a musõÂ byÂt nasycen uhlicÏitanem
draselnyÂm; spodnõÂ vrstva, kteraÂ se oddeÏ lõÂ, musõÂ byÂt odstraneÏ na. Isopropanol,
kteryÂ zuÊ stal, muÊ zÏe byÂt pouzÏit pro cÏerstvou extrakci. DestilaÂty, zõÂskaneÂ prÏi
zkousÏenõÂ kapalnyÂch komercÏnõÂch vyÂrobkuÊ se nesmõÂ pouzÏõÂt s ohledem na mozÏnou
prÏõÂtomnost jinyÂch rozpousÏteÏ del.

2. 2 ODDEÏ LOVAÂ NIÂ MYÂ DLA Z ISOPROPANOLU

ZkousÏenõÂ biologickeÂ rozlozÏitelnosti MBAS u komercÏnõÂch vyÂrobkuÊ muÊ zÏe byÂt
zkresleno, i kdyzÏ se pouzÏije isopropanolovyÂ (IPA) extrakt. KrÏivky rozkladu snadno
se rozklaÂdajõÂcõÂho MBAS se pak mohou zdaÂt podobneÂ teÏ m, ktereÂ odpovõÂdajõÂ nõÂzkeÂ
rozlozÏitelnosti TBS. PrÏed zkousÏenõÂm rozlozÏitelnosti MBAS je nutneÂ oddeÏ lit z
alkoholickeÂho extraktu rusÏiveÂ myÂdlo. Tento postup je urcÏen k zabezpecÏenõÂ
preparacÏnõÂho odstranÏ ovaÂnõÂ dosti velkeÂho mnozÏstvõÂ myÂdla z IPA extraktu. ZõÂskanyÂ
extrakt je pouzÏõÂvaÂn jen pro zkousÏenõÂ rozkladu MBAS a nesmõÂ byÂt pouzÏit pro dalsÏõÂ
analytickaÂ stanovenõÂ a separace.

2. 2. 1 Princip oddeÏ lovaÂnõÂ myÂdla

DostatecÏneÂ mnozÏstvõÂ IPA extraktu k zõÂskaÂnõÂ nejmeÂneÏ 25 g MBAS se rozpustõÂ
v methanolu. Roztok se okyselõÂ kyselinou chlorovodõÂkovou, aby se uvolnily mastneÂ
kyseliny obsazÏeneÂ v myÂdle. Po prÏidaÂnõÂ vody v pomeÏ ru 80 : 20 methanol/voda se
mastneÂ kyseliny extrahujõÂ petroleÂterem a extrakt se odstranõÂ. FaÂze methanol/voda se
opeÏ t zalkalizuje a odparÏõÂ se do sucha.

SuchyÂ zbytek se po stanovenõÂ obsahu MBASpouzÏije prÏõÂmo pro zkousÏku
rozlozÏitelnosti.

2. 2. 2 Postup

Ve 2litroveÂ ErlenmayeroveÏ banÏ ce se rozpustõÂ za mõÂrneÂho zahrÏõÂvaÂnõÂ mnozÏstvõÂ IPA
extraktu obsahujõÂcõÂ nejmeÂneÏ 30 g MBAS v prÏiblizÏneÏ 100 ml methanolu. Po prÏidaÂnõÂ
celkem 800 ml methanolu se prÏidaÂ 5 - 10 kapek roztoku bromfenoloveÂ modrÏi
(0,04%) a titruje se na pH 3 (zÏluteÂ zabarvenõÂ) 2 M roztokem kyseliny
chlorovodõÂkoveÂ. Po zapocÏtenõÂ objemu prÏidaneÂ kyseliny chlorovodõÂkoveÂ se doplnõÂ
destilovanou vodou na celkovyÂ objem 1 litru.

Roztok bromfenoloveÂ modrÏi: 0,4 g bromfenoloveÂ modrÏi se rozpustõÂ ve 200 ml
96%nõÂho ethanolu a doplnõÂ se destilovanou vodou do 1 litru.
Za uÂcÏelem extrakce mastnyÂch kyselin se protrÏepe roztok v deÏ lõÂcõÂ naÂlevce
odpovõÂdajõÂcõÂ velikosti jednou s 300 ml a dvakraÂt s 200 ml n-hexanu. Je-li to nutneÂ ,
muÊ zÏe se extrakce proveÂst v neÏ kolika malyÂch deÏ licõÂch naÂlevkaÂch. KdyzÏ se objevõÂ
zakaleneÂ prÏechodneÂ vrstvy, prÏidajõÂ se ke spodnõÂ faÂzi v prvnõÂch dvou extrakcõÂch a k
vrchnõÂ faÂzi poslednõÂ extrakce. JestlizÏe strÏednõÂ objem roztoku nenõÂ dostacÏujõÂcõÂ pro



SbõÂrka zaÂkonuÊ cÏ. 299 / 1998Strana 8702 CÏ aÂstka 103

rozpousÏteÏ nõÂ a extrakci v prÏõÂpadeÏ velmi vysokeÂho obsahu myÂdla, muÊ zÏe se pouzÏõÂt
odpovõÂdajcõÂ naÂsobek.

n-hexanoveÂ frakce se spojõÂ a promyjõÂ se 200 ml smeÏ si methanol-voda (80:20).
ZakaleneÂ prÏechodneÂ vrstvy se zachytõÂ v n-hexanoveÂ faÂzi, kteraÂ se odstranõÂ.

Metanol-vodnaÂ faÂze se spojõÂ a titruje se na pH 9 1M roztokem hydroxidu sodneÂho
na fenolftalein. Roztok se zahusÏt'uje na vodnõÂ laÂzni tak dlouho, azÏ se metanol odparÏõÂ
a extrakt se na vodnõÂ laÂzni znovu rozpustõÂ ve vodeÏ . Obsah MBAS tohoto roztoku se
stanovõÂ pomocõÂ vyÂsÏe popsaneÂ metody.
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ObraÂzek 1

Vzduch

Vzduch

A. ZaÂsobnõÂ naÂdoba E. Mamutka
B. DaÂvkovacõÂ zarÏõÂzenõÂ F. SbeÏ rnaÂ naÂdoba
C. ProvzdusÏnÏ ovacõÂ komora G. ProvzdusÏnÏ ovacÏ
D. UsazovacõÂ naÂdoba H. PruÊ tokomeÏ r vzduchu
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ObraÂzek 2

Hladina kapaliny

TvrdyÂ PVC

MateriaÂ l: Sklo nebo vodovzdornyÂ plast (tvrdyÂ PVC)
(RozmeÏ ry v mm)

TvrdyÂ PVC
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Doba (dnuÊ )

PovrchoveÏ aktivnõÂ laÂtka

obtõÂzÏneÏ rozlozÏitelnaÂ

NaÂbeÏ hovaÂ doba Doba pouzÏitaÂ pro vyÂpocÏet (21 dnõÂ)

Snadno rozlozÏitelnaÂ povrchoveÏ aktivnõÂ laÂtka

BiologickyÂ rozklad (%)

VyÂpocÏet biologickeÂ rozlozÏitelnosti - PotvrzujõÂcõÂ zkousÏka

ObraÂzek 3
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