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Cil projektu

o Navrhnout a ovérit novou baterii zkousek
pro hodnoceni ekotoxicity odpadu, s cilem
minimalizovat negativni dopady
odpadového hospodarstvi na zivotni
prostredi.




Soucasny stav legislativy

o Ceska legislativa pro hodnoceni ekotoxicity odpadu
predepisuje pouziti pouze akvatickych zkousek
ekotoxicity s vodnym vyluhem odpadu, jsou to
zkousky:

s rybami (Poecilia reticulata nebo Brachydanio rerio),
s dafniemi (Daphnia magna Straus),

s rasami (Pseudokirchneriella subcapitata nebo
Desmodesmus subspicatus),

se semeny horcice (Sinapis alba).

o V EU je ekotoxicita odpadt vyhodnocovana riznym
zpUusobem, nebot dosud neni schvalen jednotny
pristup v EU legislative.




Prubeh a vysledky reseni projektu

o Vybér zkousek

o Navrh limitnich hodnot pro uklddani odpadu
na povrch terénu podle vyhlasky
C. 294/2005 Sb. a pro hodnoceni
nebezpeéné vlastnosti odpadld H14
Ekotoxicita podle vyhlasky ¢. 376/2001 Sb.




Akvatické zkousky ekotoxicity

Organismus ex?o%k;i:e Rok zkouSeni Vl;sz:ﬁ
Inhibice pohyblivosti dafnii — 48 h 2005-2007, 2010 19
Daphnia magna 21 d 2007 3
Letalni toxicita pro ryby Poecilia reticulata 96 h 2005,2006 10
Inhibice ristu fas Desmodesmus subspicatus 72 h 2005-2007, 2010 19
Inhibice luminiscence Vibrio fischeri 15 a 30 min. 2005-2007, 2010 19
Inhibice rtustu kofene hotcice Sinapis alba 72h 2005 4
Inhibice rustu kofene salatu Lactuca sativa 96 h 2005,2006 10
Inhibice rastu kofene je¢cmene Hordeum vulgare 96 h 2005 4
Inhibice rtustu kofene pSenice Triticum aestivum 96 h 2005 4
Inhibice rustu okiehku Lemna minor 96 h 2005-2007 15




Terestrické zkousky ekotoxicity

Organismus ex?)?)giace Rok zkouSeni vl;gif:ﬁ
Inhibice rustu kofene hoicice Sinapis alba 120 h 2005-2007 15
Inhibice ristu kotfene salatu Lactuca sativa 120 h 2005-2011 27
Inhibice rtstu kofene je¢mene Hordeum vulgare 120 h 2005-2007 15
Inhibice rtustu kofene pSenice Triticum aestivum 120 h 2005,2006 10
Inhibice ristu vodnice Brasicca rapa 18 d 2007 5
Inhibice ristu ovsa Avena sativa 18 d 2007 5
Inhibice reprodukce chvostoskokii Folsomia candida 28d 2005-2011 27
Inhibice reprodukce roupic Enchytraeus crypticus 28 d 2007-2011 17
Inhibice reprodukce zizal Eisenia fetida 56 d 2005-2007 15
Inhibice luminiscence(kineticky test) - Vibrio fischeri | 15a 30 min. 2005,2006 10
Inhibice transformace dusiku 28d 2007 5
Inhibice transformace uhliku 28 d 2007 5




Prehled zkousenych odpadu

Rok

v Vzor
zkouseni Ky

kontaminovand zemina z moteni a impregnace dreva, kontaminovana zemina
2005 (smésna kontaminace kovy, PAU + kaly z primyslové COV), kaly z mechanické
Cistirny priimyslovych odpadnich vod, popilek z elektroodlucovact elektrarny

vysokopecni struska, kontaminovana zemina (smésna kontaminace, ptitomnost
2006 | nitrotoluent), kompost, kontaminovana zemina (smésna kontaminace, pfitomnost
PCB), skvara, sediment

kompost, 2 stavebni odpady, zemina kontaminovand TNT, nekontaminovana

2007 .
zemina

2008 struska, kompost, stavebni odpad

2009 | umé¢la puda — kyselina borita

zemina, stabilizat, popilek, kal + umeéle pfipraveny vzorek pro zkouseni

2010 zpusobilosti

kontaminovana zemina, kal z ¢istirny pramyslovych odpadnich vod, kompost,

2011 popilek ze spalovny odpadt




Hodnoceni citlivosti zkousek

o Sada akvatickych zkousek ekotoxicity podle
platné legislativy vykazala jako celek malou
citlivost na kontaminaci odpadu.

o Terestrické zkousky byly citlivéjsi a vhodneJS| pro
hodnoceni ekotoxicity pevnych odpadu
obsahujicich ve vodé malo rozpustné Ci
hydrofébni latky.

o Z vysledku akvatickych zkou$ek vyplynula nizka
citlivost zkousky s rybami a se semeny horcice
bilé, vhodnéjsi se zdala zkouska s luminiscencnimi
bakteriemi.

o Zkouska s okrehkem byla méné citliva nez
zkouska s luminiscencnimi bakteriemi.




Hodnoceni citlivosti zkousek

o V akvatickych i terestrickych zkouskdach s rtstem
korene horcice, salatu, psenice a jeCmene byla
rokazana nejvyssi citlivost salatu na pritomnou
ontaminaci.

o Zkouska vzrustu rostlin Brasicca rapa (vodnice) a
Avena sativa (oves) byla velmi citliva na dodrzeni
podminek zkousky (teplota, osvetleni, vihkost).

o Zkouska reprodukce zjzal byla velmj citliva, avsak
doba expozice 8 tydnu by vyzpamne prodluzovala
dobu posouzeni toxicity vzorku.

o Zkouska reprodukce roupic byla srovnatelné
citliva se zkouskou reprodukce zizal.

o Velmi citlivy byl kineticky test s luminiscencnimi
bakteriemi se suspenzi vzorku.




Hodnoceni citlivosti zkousek

o Reprodukcni test S Daphnia magna ukazal citlivost
srovnatelnou s pudn|m| reprodukcnlml testy
toxicity, je vsak narocny na provedeni.

o Zkouska transformace dusiku byla citlivéjsi nez
zkouska transformace uhliku. Pouziti zkousky
transformace dusiku je zaméreno na zeminy
S prirozenou biocendzou a neni vhodna pro
biologicky osetrené materialy.

o V terestrickymi zkouskach se projevil i vliv
fyzikalnich vlastnosti odpadd, zeJmena pri jejich
vysokych koncentracich (500 az 1000 g/kg).




Navrzena sada zkousek ekotoxicity

o Akvatické zkousky:
inhibice pohyblivostj dafnii (CSN EN ISO 6341 )
inhibice rustu ras (CSN EN ISO 8692)
inhibi¢niho U¢inek vzorku na svetelnou emisi
luminiscenénich bakterii (CSN EN ISO 11348-2)

o Terestricke zkousky: §
inhibice reprodukce chvostoskoku (CSN ISO
11267)
inhibice reprodukce roupic (CSN ISO 16387)
inhibice rdstu kofene saldtu (ISO 11269-1, ASTM E
1963-09).

o Postup: zahajeni akvatickymi zkouskami, pri
pozitivhim vysledku se terestrické zkousky
neprovadi.




Zkusebni organismy

a) roupice b) chvostoskok c) salat
d) dafnie e) rasy f) luminiscencni bakterie



Zkousené koncentrace

o Vyhlagka & 294/2005 Sb.
akvatické zkousky:neredény vodny vyluh
terestrické zkousky: 500 g/kg, redéni
umélou pudou

o Vyhlagka &. 376/2001 Sb.
akvatické zkousky:100 ml/I vodného
vyluhu, redéni redicim médiem
terestrické zkousky: 100 g/kg, redéni
umélou pudou




Limitni hodnoty inhibice

o Imobilizace dafnii: 20 %

o Inhibice rustu fas: 25 %

o Inhibice svitivosti luminiscencnich bakterii:
25 %

o Inhibice reprodukce chvostoskoku: 50 %

o Inhibice reprodukce roupic: 50 %

o Inhibice rustu kofene salatu: 50 %




Standardni latka

o V normach pro terestrické zkousky jsou navrzeny
ruzné standardni latky.

o Kyselina borita splnuje pozadavky na vhodnou
referencni latku pro provadéni terestrickych
zkousek ekotoxicity.

o Navrzena rozpéti hodnot EC50 kyseliny borité pro
jednotlivé zkousky jsou nasledujici:
chvostoskok Folsomia candida 50 — 200 mg/kg;
roupice Enchytraeus crypticus 100 - 300 mg/kg;

salat Lactuca sativa 250 - 850 mg/kg.



Zkouseni zpusobilosti - CSlab spol. s.r.o.

o Terestrické zkousky - salat, roupice,
chvostoskok

koncentrace vzorku 500 g/kg
o 12 laboratori

o Smerodatna odchylka reprodukovatelnosti
byla pro zkousku s roupicemi 62,4 %, pr
zkousku s chvostoskoky 111,1 % a pro rust
korene salatu 67,3 %. Mnoho zucastnenych
aboratori provadelo zkousku poprve bez
predchozi zkusenosti s jejim provedenim,
coz ovlivnilo vysledky.




Zkouseni zpusobilosti - CSlab spol. s.r.o.

Podml'nkyll l|§Iatnosti zkousky byly splnény témeér ve
a

O

vsech laboratorich, tj.

Podet mladych chvostoskoky v_kontrole byl > 100
(min. 120, max. 874, prumer 429) a variacni
koeficient paralelnich stanoveni byl < 30 % (min.
4,1% a max. 51,5%, prumer 17,5 %).

Pocet mladych roupic v _kontrole byl > 50 (mijn.
102, max. 1088, prumeéer 403) a variacni
koeficient paralelnich stanoveni byl < 50 % (min.
2,7 % a max. 52,1%, prumeér 15,3 %)

Prumérnd délka kofene salatu v kontrolg byla >
15 mm (Min.18 mm a max. 29 mm, prumer 22
mm) a variacni koeficient paralelnich stanqveni
Igy; (f/)ZO % (min. 1,1 % a max. 19,7 %, prumer
, 0).



Dotaznik ke zkouseni zpusobilostsi

o Vzorek byl skladovan v lednici nebo pfri
laboratorni teploté

o Vzorek byl ruznym zpusobem predupraven — bez
predUpravy, suseni, prosévani.

o Vzorek byl zvlhcovan na zakladé stanoveni WHC
(vodni kapaC|ta), ale nekteré laboratore
dopocitaly mnozstV| vody z WHC neredeného
vzorku a umélé pudy, nékteré Iaboratore stanovily
WHC smeési vzorku s umeélou pudou

o Stanovena hodnota WHC umélé pudy se u 2
laboratori vyznamné lisila.



Dotaznik ke zkouseni zpusobilostsi

o Jako kontrolni puda byla pouzita umeéla puda
pfipravena dle navodu, jedna laboratof pouzila
standardni pudu LUFA. Pro pfipravu umele pudy
byli pouZiti ruzni dodavatelé

o Pocitani mladych roupic bylo provadeno bud’ rucne
nebok po vyfotografovani hladiny vyflotovaného
vzorku.

o Z uvedeneho vyplynulo, Ze postupy provedeni
zkousek musi byt popsany co nejpresn€ji, aby
bKIOd jejich provadeéni ve vsech laboratofich
shodne.




Zaverecneé zkouseni vr. 2011

o Terestrické zkousky (salat, chvostoskok, roupice)
pii koncentracich vzorku 100 g/kg a 500 g/kg

o 4 laboratore
o 4 odpady - zemina, kal, popilek, kompost
o kontrola a redici meédium:
- centralné pfipravena uméla puda
- uméla puda ptipravend v kazdé laboratofi
- standardni puda LUFA (2.2, 2.3).
o Postupy zkouSek byly na zakladé vysledkd

dotaznikové akce doplnény tak, aby byly postupy
co nejvice sjednoceny.




Zaverecneé zkouseni vr. 2011

o Neni statisticky vyznamny rozdil ve vysledcich
zkousSek pri pouziti centralné pripravené umeélée
pudy a umélé pudy pripravené v laboratofi, tzn.
neni nutné zajistit jednotnou umé&lou pudu.

o Neni statisticky vyznamny rozdil ve vysledcich
zkouSek pri pouziti centralné pripravené umeéle
pudy a standardni pudy LUFA. PouZiti standardni
pudy LUFA v8ak predstavuje zvy$eni nakladu na
zkousku a ani jeji kvalitu nelze povazovat za
stabilni.




Vysledky zkousek z r.2011

Obr.1 Inhibice reprodukce chvostoskokd
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Vysledky zkousek z r.2011

o Neni statisticky vyznamny rozdil ve stanoveni
WHC v jednotlivych laboratorich, stanoveni WHC
by proto nemélo byt zdrojem chyb pri provadeéni
terestrickych zkousek.

WHC [%)]

Vzorek | Kone. [g/kg] 7= Lab. 2 Lab.3 Lab.4
i 100 62 57 77 60
500 49 38 58 38
<al 100 61 60 72 58
500 57 57 73 a1
Popilek 100 77 75 77 63
500 92 103 o1 78
Kompost 100 71 67 72 65
500 89 80 118 98
JUP 1000 67 59 71 64
LUFA 2.2 1000 a1 44 3 48
LUFA 2.3 1000 38 35 38




Vysledky zkousek z r.2011

o Je statlstlcky vyznamny rozdil mezi laboratoremi v poctu mladych
chvostoskokl i roupic v kontrole. Tato skuteénost vyznamné
neovlivnila vysledky zkousek, nebot inhibice se uvadi v porovnani
s kontrolou. Presto lze doporuut prezkoumam podminek chovu a
podminek provedeni zkousky, pokud pocet mIadych chvostoskokU
nebo roupic v kontrole pfesdhne 1000 jedincd.

Organismus I'R’ed_ici poéet mladych/délka kofene Primar
meédium [ ap. 1| Lab.2|Lab.3]Lab.4

Chvostoskok | LUFA2.2 | 203 | 43 | 1028 | 139 457
Folsomia | UP viastni | 343 - | 1352 | 174 623
candida | ypjednotna | 343 | 70 | 1454 | 119 497
Roupice LUFA22 | 259 | 228 | 513 | 427 357
Enchytraeus UP vlastni 169 - 572 300 347
Crypticus | yp jednotna | 169 | 137 | 684 | 279 317
Salat LUFA23 | 15 19 23 25 21
Lactuca UP vilastni 28 - 20 31 26
sativa UP jednotna | 28 36 22 31 29




Vysledky zkousek z r.2011

o Nejvétsi rozptyl hodnot byl zaznamenan ve zkousSce inhibice
reprodukce roupic, nejmensi ve zkouSce rustu kofene salatu.
Lepsi shody vysledki bylo dosaZeno pFi koncentraci vzorku 100
g/kg nez pri koncentraci 500 g/kg.




Priklad hodnoceni odpadu

Popilek z elektroodlucovact elektrarny

Vyhlaska ¢. 294/2005 Sb.,

Vyhlaska €. 294/2005 Sb., Tab. 10.1

Tab. 10.2
Organismus Inhibice %
1000 ml/I
Dafnie 20
Ryby 0
Rasy 22,0
Hoicice 18,2
V. fischeri 21,3
500 g/kg
chvostoskok 51,3
zizaly 51,0
salat 55,6

Nameétena Limit
Ukazatel koncentrace ma/kg
mg/kg
As 407 10
Cd 2,9 1
Cr celk. 57,6 200
Hg 0,054 0,8
Ni 73,6 80
Pb 13,2 100
BTEX 0,362 0,4
PAU 0,3225 6
EOX 10 1
Uh'oc‘:’fo‘i’g‘i 11 300
PCB 0,0026 0,2




Zavery

o PFi pouziti pouze akvatickych zkoudek muze byt
podhodnocen toxicky ucCinek malo rozpustnych
nebo nerozpustnych latek ve vodeée

o Terestrické zkousky zahrnuji efekt matrice -
matrice samotna, bez ohledu na pritomnost
kontaminantl, mUze mit negativni vliv na
organismy nebo muZe ovliviiovat chovani
kontaminantu.

o Je nutna aktualizace soucasne platne legislativy
pro hodnoceni ekotoxicity odpadd.




Hlavni zmeny

O O O O

Aktualizace sady akvatickych zkousek ekotoxicity
(vyrazeni zkousek s rybami a horcici, zarazeni
zkousky s luminiscencnimi bakteriemi).

Zarazeni terestrickych zkousek ekotoxicity.
Zmena limitnich hodnot pro akvaticke zkousky.
Navrh limitnich hodnot pro terestrické zkousky.

Hodnoceni nebezpecné vlastnosti H14 Ekotoxicita
pouze pri jedné koncentraci vzorku, bez stanoveni
EC50.

PFiprava vodného vyluhu - CSN EN 12457-2, pro
materialy se zrnitosti mensi nez 4 mm, filtrace
membranovym filtrem 0,45 um.



Podekovani

Dékujeme Ministerstvu Zivotniho prostiedi CR za
financovani vyzkumného zameéru,

Vyzkumnému ustavu vodohospodarskému T.G.M.-
Centrum pro hospodareni s odpady, v.v.i. za
koordinovani projektu,

vsem laboratorim, které se ucastnily na reseni
projektu i mimoradného zkouseni zpUsobilosti,
poradaného spolecnosti CSlab spol. s r.o.




Dekuji za pozornost




