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UvoD A

Jednou z metod pro sledovani biologické stability odpadu je
stanoveni respiracni aktivity za 4 dny, oznacované jako AT, (z
neémeckého Atmungsaktivitat). V anglické literature se tento
parametr oznacuje téz RA, (Respiration Activity) Meri se
mnozstvi kysliku vztazené na 1 gram susSiny, spotrebované
v_prubéhu 4 dni aerobnimi bakteriemi ve vzorku biologicky
rozlozitelného odpadu.

Biologicka stabilita je dulezity parametr pro charakterizaci
kompostovanych odpadu, kall, sedimentl atd. Podle vyhlasky
€. 61/2010 Sb. je biologicky rozlozitelny odpad klasifikovan
jako stabilizovany, pokud je hodnota parametru AT, nizSi nez
10 mg kysliku na jeden gram susiny odpadu.

Metoda pouzivana v ALS Czech Republic, s.r.o. ke stanoveni
AT, vychazi z rakouské normy ONORM S2027-4. Ke stanoveni
pouzivame coulometricky respiromat DIROXAM® od firmy
DIRAM, s.r.o. (CR).




Obecné principy méreni respiracni aktivity AT, A

V podstaté existuji dva principy stanoveni respiracni aktivity,
a to podtlakova metoda (nékdy metoda OxiTop, podle
zarizeni OxiTop® vyrabéného firmou WTW GmbH
v Némecku), u které se stanovuje spotreba kysliku mérenim
poklesu tlaku vzduchu v reakéni nadobe, a metoda
vyuzivajici respirometr, ve kterém se prubézné elektrolyticky
generuje spotrebované mnozstvi kysliku.

Metoda je vhodnd s D ise pron jZsT Princip ¢innosti tlakvového systém OxiTop*
hodnoty parametru AT,, je nutnd nER s sea] . vaomse.
priubézZnd kontrola tlaku, zarizeni [ — )

neumji automaticky dopoustet BN o0 voduphn
vzduch, takZe muZe nékdy dojit | Prevod dat (volitelné)

k znehodnoceni méreni (vycerpani e

kysliku v nocnich hodinach,; nelze ——
meérit pres vikend). —
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Obecné principy méreni respiracni aktivity AT, A

Princip stanoveni respiracni
aktivity na respirometru
SAPROMAT® (vyrobce H+P

Labortechnik AG, Némecko) je
znazornén na vedlejSim obrazku
(pro kapalné vzorky, jez se musi
navic michat). Vlivem aerobniho
procesu vznika z organického
uhliku obsazeném ve vzorku CO,,
ktery se absorbuje v absorbéru s
tuhym NaOH. Vlivem spotreby
kysliku dojde v reakcni nadobé
k poklesu tlaku, ktery je
registrovan pomoci manometru.
Ridici jednotka na zakladé poklesu
tlaku v systému vyda prikaz
generatoru kysliku, ve kterém se
elektrolyticky vygeneruje mnozstvi
kysliku potrebné k vyrovnani tlaku
plynu v systému na puvodni
hodnotu.

Princip Cinnosti respirometru
Registra¢ni Sy
: Ridici
jednotka jednotka
Absorbér CO2
(NaOH)
L'I‘ Manometr
Reak¢ni Generator
nadoba kysliku
Spotrebované mnozstvi naboje se registruje

v Case. Celé zarizeni je umisténo ve vodni lazni,
k zajisSténi stabilni teploty. Po urcCené dobé je
meéreni zastaveno a ze vstupnich dat hmotnosti a
suSin se vypocita hodnota parametru AT,. Toto
zafizeni muze pracovat automaticky, neni zavislé
na tom, zda vzorek vykazuje nizké ¢i vysoke
hodnoty respiracni aktivity. Je vsak pomérné
komplikované a relativné velmi drahé.



Stanoveni AT, na respirometru DIROXAM®
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DIROXAM® je respirometr firmy Diram s.r.o. pro
stanoveni respiracni aktivity AT,. Vzorky jsou vkladany

do sklenénych sterilizovatelnych nadob, v jejichz viku \ﬁ_amum

je hermeticky umistén elektrochemicky manostat 7'/
uvedeny na vedlejSim obrazku. Manostat udrzuje -
v reakcni nadobé staly tlak tim, ze automaticky
doplnuje spotrebovany kyslik elektrolyzou vody. |L /—'2,",;':,‘;::;'
Produkovany oxid uhlicity k tlaku v nadobé nepfrispiva,
jelikoz je pohlcovan pevnym hydroxidem sodnym
umisténym na dné manostatu. Respirometr uklada do
paméti prubéh spotreby kysliku vzorkem.

Prehled parametru respirometru DIROXAM®

« Rozméry (S x hxv): 170 mm x 120 mm x 85 mm
« Hmotnost: cca 1,2 kg

« Napajeni: 9-12V DC, 1000 mA

« Pripojeni k pocitaci: konektor USB B

« Pripojeni reakCnich nadob: konektor Rean RT3MP w
« Pocet nezavislych reakcnich nadob: 8

« Objem nadoby: 500 mL
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Technické parametry respirometru DIROXAM® A

Elektronika pristroje DIROXAM®
umoznuje soucasné meéreni v osmi
reakCnich nadobach s elektrochemic-
kymi manostaty. Zadani vstupnich
parametru testovanych vzorkd,
spusténi meéreni a vyhodnoceni dat
probiha pomoci ovladaciho programu
,Diram Measure®. Pristroj se k PC
pripojuje standardnim USB rozhranim.
B&hem méfeni vzorkl pracuje pfistroj . E—
zcela  autonomng, ~ bez  nutnosti iE=n £ m nies
pripojeni k pocitaCi. Program dodavany ===
spolu s pristrojem poskytuje graficke ; 7o

Spotieba
4,0 mg 02/g
4,0 mg 02/g
1,7 mg 02/g

Blc o o3
Mo o o o

1,8 mg 02/g
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zobrazeni prubéhu méfeni a vyhodno-
cuje  parametr  AT,. Vzhledem @
k principu méreni je treba pracovat za .1
konstantni teploty. Je mozno méreni -
provadét v termostatovani mistnosti ST
nebo pouzit termostat.




Strucny popis metodiky stanoveni AT,
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Priprava vzorku a jeho skladovani
 Prosivani dodaného vzorku - na zrnitost mensi nez 20 mm.
- Zmenseni velikosti ¢astic - nadrceni pod 10 mm; inert oddélen a zvazen

« Stanoveni susSiny upraveného vzorku - 100 g vzorku se susi se ve vrstvé
silné maximalné 3 cm pri 105 + 3 °C do konstantni vahy.

 Stanoveni pH - pH vyluhu (suSina vzorku/voda = 1:10; doba eluce
nejméne 2 h). Hodnota pH musi byt v rozmezi 6 - 9.

- Pfiprava vzorku k analyze z pavodniho (referenéniho) vzorku - Prositovany
vzorek eventualné nadrceny co do velikosti castic se zmensi ve vice stupnich
postupnou kvartaci nebo vhodnym zarizenim na déleni vzorku na mnozstvi
potrebneé k analyze a zbytek vzorku se archivuje.

« Doprava vzorku a jeho skladovani - Nejpozdéji 48 hodin po odbéru
vzorku je treba ukoncit jeho pripravu a zacit s merenim. BEéhem této doby
jsou teploty nad 4 °C pripustné maximalné po dobu 24 h. Pokud toto nelze
dodrzet, je treba vzorek béhem 24 hodin po odbéru zmrazit na -18 az -22
0C. Zamrazeni vzorku se musi dokumentovat pfi vvhodnocovani vysledkd.
Rozmrazeni vzorku 24 h pred analyzou se provadi maximalné pri teploté
mistnosti.



Strucny popis metodiky stanoveni AT,
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Nastaveni obsahu vody na 40 - 50 %

Pri obsahu vody ve vzorku mezi 40 % az 50 %, neni potreba vzorek vlhcit, ani
suSit a lze ho pouzit rovnou k analyze.

a) Obsah vody je nizSinez 40 % - 50 %

Priblizné k 300 g analytického vzorku se prida vhodné mnozstvi vodovodni
vody, vzorek se dobre promisi a zkusi péstnim testem. Pokud ma jiz spravny
obsah vody, vykazuje zrnitou strukturu, ale presto se hned nerozpada. Ruka
muze byt jen lehce vlhka a méla by byt po otevreni pésti lehce ,Spinava“
(Castice vzork( nezlstavaji prilepené). Pokud je obsah vody jesté prilis maly,
ruka po otevreni pésti je relativné sucha a cCista. Pokud naopak bylo pridano
prilis velké mnozstvi vody, z pésti po sevreni a stlaceni voda vytéka a vzorek
je nutno nechat vysychat na podlozce.

b) Obsah vody je vySSi nez 40 % - 50 %

Priblizné 300 g vzorku se necha v tenké vrstvé vysychat na podlozce, dokud
nedojde ke snizeni obsahu vody. Spravny obsah vody se ovéri opét péstnim
testem:

Vzorek by mél byt v pésti stlaCovan opatrné, protoze muze obsahovat rusivé
latky s ostrymi hranami (kousky skla, kovu), takze hrozi nebezpeci zraneéni.
Naprostou nutnosti je pouziti rukavic.



Strucny popis metodiky stanoveni AT,
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Odvétravani vzorku

Po nastaveni obsahu vody ve vzorku, se necha vzorek jesté néjakou
dobu odvétrat na podlozce, aby se dobre provlhcil do nejmensich
poru a mikroorganismy mély ¢as se adaptovat. Toto opatreni vétSinou
vyznamné zkracuje pripadnou lag-fazi. Odvétravani nesmi trvat prilis
dlouho, aby nedoslo k vysuseni vzorku, ktery ma jiz nastaveny idealni
obsah vody.

Stanoveni susiny zvlhéeného vzorku - pro vypocet AT,

Priprava mérici lahve

« Do horni casti manostatu se nalije cca 10 mL 10% roztoku KH,PQO,,
objem se behem mereni doplnuje demineralizovanou vodou.

« Do stredni casti manostatu se vlozi susidlo (praskové aktivni uhli).

Do spodni casti manostatu se vlozi pecickovy NaOH v 1cm vrstve.

« Do meérici lahve se navazi nejméné 30 g odvétraneho vzorku. Lahev
i se sklenénym nastavcem se vlozi to termostatu (Sroubovaci
uzaver s manostatem neni dotazeny) a necha se cca 2 h
vytemperovat pri teplote 20 = 1 °C.



Strucny popis metodiky stanoveni AT,
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Vlastni méreni na respirometru DIROXAM®

Po vytemperovani méricich lahvi se dotahne Sroubovaci uzavér s manostatem
a lahve se pripoji k respirometru. Bezprostredné poté se v ovladacim
programu ,,DIRAM Measure’ spusti testovani jednotlivych lahvi (TESTOVAT),
které spociva v pocatecnim ,natlakovani lahve tak, ze dojde k rozpojeni
obvodu proudu indikacni elektrody. Pokud neni lahev tésné uzavrena,
nedojde k poklesu hladiny elektrolytu v manostatu a k rozpojeni indikacniho
obvodu a neni mozno zahajit méreni.

Je-li vSe v poradku, spusti se mereni prikazem SPUSTIT. Zada se nazev
datového souboru a zakladni udaje o méreni:

— nazev vzorku

- susina upraveného puvodniho vzorku v %

— obsah nedrtitelIného podilu (inertni latky) nad 20 mm v %

— susina zvlhceného vzorku v %

- navazka zvlhceného vzorku v g

- doba méreni se nastavuje na vice dni nez pozadované 4 dny z divodu
vyskytu pripadné lag-faze.

Pokud v pribéhu méreni je zjiSténo, ze lag-faze nenastala, méreni je mozno
ukoncit po 4 dnech.



Strucny popis metodiky stanoveni AT,

ALS

Béhem méreni se kontinualné zaznamenava spotreba kysliku. Do grafu

v ovladacim programu se vynaseji hodinové hodnoty spotreby kysliku v mg/g
sus. v zavislosti na éase, kumulativni krivka:

Cely

| #  méreni Generace Vzorek Navézka Doba béhu Zbyva Spotfeba
1 [l zméfeno [i# ok 57220-1 30,380 g 120h:00m:00s 0s 4,0 mg 02/g
2 [H zméfeno [ ok 57220-1 30,370 ¢ 120h:00m:00s 0s 4,0 mg 02/g
3 - zméreno [i# ox 57213-1 37,820 g 120h:00m:00s 0s 1,7 mg 02/g
4

zméreno 57213-1 31,030 g 120h:00m:00s 1,8 mg 02/g |
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Po skonéeni méreni se nadoba odpoji od zaznamového zarizeni a povoli se
sSroubovy uzavér s manostatem. Pro nasledujici méreni se zkontroluje hladina
elektrolytu a vlozi se nova napln absorbéru (pecickovy NaOH).



Strucny popis metodiky stanoveni AT,
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Vypocty respiracni aktivity AT,

VypocCet hodnoty respiraCni aktivity AT, provadi ovladaci program automaticky ze
zadanych vstupnich hodnot a z namérené celkové spotieby kysliku C za 4 dny
(program umoznuje odecist hodnotu C pro Ctyfdenni interval na kumulativni kfivce

s ohledem na lag-fazi; tj. umoznuje nastavit poCateCni Cas Ctyrdenniho intervalu na
konec lag-faze).

_ Kx100 T C %100
Q00—K)xSP 4 T AU xSZVI)x(1+T)
SP [%)] - suSina puvodniho upraveného vzorku (odstranén inert;
vzorek nadrcen pod 10 mm);
K [%] - obsah nedrtiteIného podilu (inertu) v pivodnim vzorku;
Y [] - podil inertu vUci susiné neinertu v puvodnim vzorku;
C[mg] . - celkova spotreba kysliku na analyzované mnozstvi
zvlhéeného vzorku za 4 dny s ohledem na lag-fazi;
M [g] - navazka zvih€eného vzorku;
SZVL [%)] - suSina zvlhéeného vzorku;

AT, [mg/g suS.] - spotieba kysliku vyjadifena v mg/g susiny ptvodniho vzorku.



Strucny popis metodiky stanoveni AT,

ALS
Vysledkovy protokol —
Na dalSim obrazku je uveden vypis =~ =% "7
mericiho protokolu po ukonceni S i o AT S9N Koo 185 280220
mé&feni vzorku na respirometru - -
DIROXAM®. e e
Vyjadrovani vysledku — e
Vysledky se uvad&ji na 2 platné & | ———
gislice ve tvaru X (U,), kde X je 5 A
vysledek stanoveni AT, a U, je . .
relativni rozsifena nejistota | | / |
stanoveni v %, odpovidajici 95% =
intervalu spolehlivosti. Jestlize je N | /
stanovena hodnota mensi nez mez @ v
stanovitelnosti metody, uvadi se i —
vysledna hodnota formou ]
“< mez stanovitelnosti. B m s % % e A W % owowow



Validacni charakteristiky metody stanoveni AT, A

Pfesnost metody stanoveni respirac¢ni aktivity AT,

Coulometrické metoda je absolutni metoda, pokud je zajiSténa tésnost nadoby, coz
fidici program respirometru kontroluje, odpovida mnozstvi naboje proslé
elektrolyzérem manostatu aerobni spotrebé kysliku.

Ovéreno spotfebou kysliku na oxidaci tuhého sifi€itanu sodného (pramérny vytézek
z 5 mérfeni byl 91.3 %) resp. porovnanim spotifeby kysliku respirometrem a
ekvivalentniho mnozstvi kysliku odpovidajici vylouCenému mnozstvi stfibra za
dobu mérfeni (vytézek 105,7 %).

Preciznost metody stanoveni respiracni aktivity AT,

Preciznost stanoveni AT,, vyjadrena jako relativni smérodatna odchylka
opakovatelnosti, byla pri validaci metody stanovena z 6-sobného
opakovaného méreni 2 ruznych vzorkd (9.1 % a 12.5 %).

Vyhodnocenim 42 duplicitnich stanoveni respiracni aktivity provedenych
v poslednich 6 meésicich, viz nasledujici tabulku, byly stanoveny hodnoty
relativni smeérodatné odchylky opakovatelnosti 9.2 % az 10.2 %, coz
odpovida relativni rozsirené nejistoté stanoveni 20 %. Tato NM v podstaté
odpovida NM zjisténé pri validaci metody, a odpovida i NM zjisténé v jinych
laboratorich (napr. Sv. Krysl, 201 2).



Validacni charakteristiky metody stanoveni AT, A

Vyhodnoceni preciznosti metody stanoveni AT, z duplicitnich stanoveni

mg/g sus. mg/g sus. mg/g sus.

0.0 - 4.0 20 2.14 0.21 9.8 20
4.1 -10.0 13 5.60 0.57 10.2 20
10.0 - 75 9 24.6 2.25 9.2 20

Detekcni limit a mez stanovitelnosti metody stanoveni AT, na
respirometru DIROXAM®

Detek¢ni limit metody Ly(AT,), odhadnuty ze smérodatné odchylky
opakovatelnosti duplicitnich stanoveni s hodnotou AT, pod 1.2 mg/g sus.,

je 0.2 mg/g sus.

Mez stanovitelnosti metody Ly(AT,), odhadnuty jako trojnasobek
detekcniho limitu L(AT,), je 0.6 mg/g sus.



DalsSi moZnosti pouZiti respirometru DIROXAM® A
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V respirometru DIROXAM® lze snadno
meérit krome respiracni aktivity po 4
dnech, AT ,, téZ respiracni aktivitu po 7
dnech, AT,, pouhym prodlouZenim
meéreni. TéZ 1ze méreni respiracni
aktivity provadét pri ruznych
teplotach.

Respirometr DIROXAM® opatreny ,
boc¢nim michadlem lze velmi efektivné
pouzivat i ke stanoveni biodegradability
ruznych latek, méreni probiha
kontinualné podle normy OCDE/OECD
Ready Biodegradability, Part 301 F,
+MANOMETRIC RESPIROMETRY TEST®



Respirometr DIROXAM® ALS

DEKUJEME ZA POZORNOST!

Veskeré dotazy na stanoveni AT,
nebo na stanoveni biologické
odbouratelnosti smérujte na Ing. T.
Boudu, CSc.:
Tomas.Bouda@ALSglobal.com
+420 602 144 727

Technické probléemy tykajici
respirometru DIROXAM® a jeho
dodani smeérujte na

ing. P. Podhajeckého, CSc.:
DIRAM@DIRAM.cz

+420 603 713 834
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