JISTOTYV NEJISTOTACH
ZKOUSEK EKOTOXICITY
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NEJISTOTA MERENI

nezaporny parametr charakterizujici rozptyleni hodnot veliciny
prirazenych k mérené veli¢iné na zakladeé pouzité informace.

B Popsana pro fyzikalni a chemickou metrologii.

M v ISO/IEC Guide 98-3:2008, Guide to the Expression of Uncertainty
in Measurement, oznacované jako GUM

M EURACHEM - preklad v edici KVALIMETRIE, svazek |3, 19.

B Obecné plati,ze GUM se rovnéz pouziva pri zkouseni,
i kdyz existuji vyznamné rozdily mezi procesy méreni a zkouseni.
Samotna povaha nékterych postupl pro zkouseni mize mit za
nasledek, Ze je obtizné aplikovat striktné zasady GUM.



NEJISTOTA MERENI

1 4

V chemickych analyzach je nejistota analytického postupu
a nejistota konecného vysledku dané metody obvykle stejnd. Obvykle se zamita
moznost, Ze muze byt na nejistoté jednotlivé analyzy néco jedinecného.

U zkousek biologickych (mikrobiologie, ekotoxicita) se musi urcita variabilita
chovani organismu predpokladat.

Nejistoty mikrobiologickych zkousek - CSN I1SO 29201.
Zdravotnicke laboratore - ISO TS 10914.

Ekotoxicita - zadny dokument pro vyjadrovani nejistot.



NEJISTOTA MERENI X AKREDITACE

PODLE CSN EN ISO/IEC 17025

M kap.7.6.3 laborator provadéjici zkouseni musi vyhodnocovat nejistoty
méreni. Tam, kde zkusebni metoda neumoznuje rigorézni vyhodnoceni nejistoty
méreni, musi se provést odhad na zakladé pochopeni teoretickych principl
metody nebo praktickych zkusenosti z provadéni dané zkusebni metody.

M kap. 7.8.3 Specifické pozadavky na protokoly :
protokoly o zkouskach musi tam, kde je to nezbytné pro interpretaci vysledku
zkousek, obsahovat v prislusnych pripadech nejistotu méreni, kdyz nejistota
méreni ovliviiuje shodu s mezi specifikace.



1 4

NEJISTOTA MERENI X LABORATOR

Vyhodnoceni nejistoty méreni:

B muze prispét k rizeni rizik v laboratori,
M k zavadéni napravnych opatreni,

B umoznuje optimalizovat metodu,

M zvysuje dGvéryhodnost vysledku,
]

muze i snizit naklady na zkousku tim, Ze neni nutné kalibrovat zarizeni, které
neprispiva vyznamné do celkové nejistoty méreni.



NEJISTOTA MERENI BIOLOGICKYCH ZKOUSEK

Faktory, které lze obtizné vyhodnocovat:
B promeénlivost mezi jednotlivymi organismy diky genetickym rozdilim — reseni
nahodnym vybérem organismu;

B rozdily v podminkach prostredi, za kterych jsou organismy chovany pred
zkouskou, které maji za nasledek epigenetické zmény — reseni aklimatizaci
organismU na podminky zkousky;

B heterogenita podminek zkousky pro jednotlivé organismy — reseni nahodnym
rozmisténim nadob v termostatu;



NEJISTOTA MERENI BIOLOGICKYCH ZKOUSEK

Faktory, které Ize obtizné vyhodnocovat:
M variabilita u jednoho organismu (zmény v case — napF. produkce hormon);
B chyby méreni — resenim je provadéni zkousek pouze zkusenymi laboranty;

M organismy se mohou svym chovanim a odezvou z neznamych duvodu lisit
v jednotlivych nadobach, mohou se navzajem ovlivhovat svymi odezvami — reseni
paralelnimi stanovenimi.

Nejistotu zkousek ekotoxicity vyjadrit Ize, avsak zadna ze strategii nemuze
poskytnout nezpochybnitelny odhad nejistoty. VZdy se néco predpoklada bez
moznosti kontroly platnosti v dané situaci.



NEJISTOTA MERENI BIOLOGICKYCH ZKOUSEK

Podminky provedeni a vyhodnoceni zkousek ekotoxicity
a chemickych zkousek se vyznamné lisi.

Zkousky ekotoxicity pracuji se zkusebnim organismem, jehoz aktualni kondice se
meéni, proto jsou prizpusobeny podminky zkousky:

M zkousky ekotoxicity maji ve svych zdrojovych dokumentech vzdy vyjmenovanu
radu podminek, za kterych je zkouska platna, coz zajist'uje spravné provedeni
zkousky (napr. chovani organismu v kontrolnim vzorku bez zkouseného vzorku,
vysledky se standardni latkou, variacni koeficient paralelnich stanoveni atd.);



NEJISTOTA MERENI BIOLOGICKYCH ZKOUSEK

v kontrolnim vzorku se vzdy pripousti mirna indispozice zkusebniho organismu a
v zavislosti na zkousce se pripousti obvykle 5 % az 10 % inhibice sledovaného
parametru;

zkousky se provadeéji vzdy v paralelnich stanovenich (2 az 5);
vysledky se vzorkem se vzdy porovnavaji s netoxickou kontrolou;

vysledkem zkousky je bud’ inhibice pri jedné koncentraci vzorku, nebo se
stanovuje hodnota EC_— ucinna koncentrace, pri které dochazi k inhibici
sledovaného parametru x %, popr. LCq, - letalni koncentrace, pri které dochazi k
50 %nimu Uhynu zkouseného organismu;



NEJISTOTA MERENI BIOLOGICKYCH ZKOUSEK

M Pri stanoveni EC se zavadi predpoklad, ze data maji monotonni vztah davka-
odezva. Mezi omezeni pri vyhodnocovani patri odhad hodnot EC, mimo mérené
koncentracni rozmezi — prinasi velkou nejistotu (extrapolace mimo rozsah
méreni). Mirné odchylky mohou vzniknout i pri pouziti ruzné vypocétové metody
EC, (Probitova analyza, nelinearni regrese) nebo pouzitim ruzného software
(napr.ToxRat - ToxRat Solutions, Némecko, Prism - GraphPad, USA).

B Vyjadreni nejistoty méreni akvatickych zkousek ekotoxicity je jednodussi nez u
zkousek terestrickych a je zatizeno méné neznamymi.



HODNOCENI EKOTOXICITY ODPADU

B Zkusebni laboratoF - akreditovana podle CSN EN ISO/IEC 17025.

m CIA vyzaduje pro interpretaci vysledk(i nebo pro vyjadieni shody se specifikaci
zahrnout nejistotu méreni pro vsechny zkousky, vcetné zkousek ekotoxicity,
pokud neni v legislativé uvedeno jinak.

M Podle sdéleni odboru odpadii MZP ,,Limitni hodnoty ukazatel(i — interpretace
vysledkl zkousek* je uveden pozadavek na interpretaci pouze chemickych
latek: Limit je pevné stanovena hodnota a vysledek zkousky je interval, ve
kterém se nachazeji vysledky s urcitou pravdépodobnosti. Pro dosazeni shody s
limitem musi cely interval lezet pod limitem. Plati pro odpady, u kterych
koncentrace sledovanych chemickych ukazatelti jsou normalné rozdélené.



LEGISLATIVA ODPADU

Vyhlaska c.294/2005 Sb., Priloha €. 10

10.2 17 Ve
nei’-edény Dafnie 30 %
vyluh Rasy +30%  dky
Horcice +30%
10.4 Luminiscenéni bakterie +20%
e SAfE 20 %
vyluh .
Rasy +20%
50 %hm. Salat terestricky +30%

Ekotoxicita podle Tabulky €. 10.2. - toxicita zpUsobena latkami ve vodé
malo rozpustnymi nebo nerozpustnymi nebude prokazana.



LEGISLATIVA ODPADU

Vyhlaska c. 94/2016 Sb., Priloha €. 10

Ryby LC50< 10 mlLI"!
. Dvafnie EC50< 10 mlLI"!
Rasy IC50< 10 ml.|!
Horcice IC50< 10 mlLI!
1.2 Luminiscencni bakterie 20 %
Vyluh 100 mL.I-! Dafnie 20 %
Rasy +20 %
10 %hm. Salat terestricky +30 %

Vlastnik odpadu se mlze rozhodnout, kterou sadu zkousek vyuzije.



LIMITNI HODNOTY

M Podle norem — statistické porovnani vzorku s netoxickou kontrolou.

B Vypoctena inhibice mensi nez 10 %, pak obvykle neni statisticky vyznamny rozdil
mezi kontrolou a vzorkem.

M Legislativa — ciselna hodnota pro inhibici nebo ECq,.

B Nejistota zkousek ekotoxicity neni legislativou resena a pri tvorbé limitnich
hodnot nebyla uvazovana.



LIMITNIi HODNOTY A NEJISTOTA MERENI
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B Tam, kde je limitni hodnota 0 % (napr. zkouska s rybami), ztraci uvedeni nejistoty

méreni jakykoli smysl.

Pri vyjadreni vysledku hodnotou EC., se vzdy zaroven uvadi interval spolehlivosti
vypoctu s 95 % pravdépodobnosti. Jakym zplisobem by se postupovalo pri
soucasném zohlednéni nejistoty méreni? Jak by se vyjadril interval spolehlivosti?
Nékdy laboratore uvadéji jako vysledek hodnoceni nebezpecnosti odpadu udaj

EC., (LC;,) > 10 ml/l. Nejedna se o zadny konkrétni vysledek, ma zde pak smysl
uvadéni nejistoty méreni?



e
Hlavni zdroje nejistot zkousek ekotoxicity zahrnutych v legislativé odpadu
a vysledky zkouseni zpuUsobilosti

Hlavni pFispévek nejistoty zkousky ABITEC ISO* CSlab®

ZkuSebni organismus

ve ECSO ECSO ECSO
v laboratori ABITEC, s.r.o. cv CVy CVi
[%] [%] [%]

Zkouska se standardni latkou (K,Cr,O;) 203 33,0

’ ) 12 lab

Daphnia magna Zkouska se standardni latkou (K,Cr,O;) 50,0 54,0
26,2

34 lab 13 lab

Desmodesmus Osvétleni, reprodukovatelnost kontroly, 14,0 48,0

subspicatus zkouska se standardni latkou (K,Cr,O,) 14,3 16 lab 13 lab

Sinapis alba Kvalita semen, méreni korenl, zkouska se 39,7

standardni latkou (K,Cr,0O;) 37,5 } 12 lab

Vibrio fischeri Kvalita bakterii podle certifikatu dodavatele,
(Aliivibrio fischeri) zkouska se standardni latkou (ZnSO,.7H,0),
30 min expozice

23,2 31,0
2 lab 7 lab

Méreni korenu, zkouska se standardni latkou 11.0 _ 3,7¢
(H;BO;) ’ 7 lab

7,7

CV - variacni koeficient

lab — laborator

a — vysledky zkouseni zpusobilosti uvedené v prislusnych ISO normach

b — vysledky zkouseni zpUsobilosti organizované spolecnosti CSlab, s.r.o. — primérné vysledky variacniho koeficientu
reprodukovatelnosti CVy vypocteného z aritmetického priméru z let 2013,2015,2016 a 2017

¢ - zkouska jen pri | koncentraci vzorku, pouze z let 2016 a 2017.



7

LIMITNIi HODNOTY A NEJISTOTA MERENI

B Nejistota méreni zkousek ekotoxicity bude vyssi nez pro bézné chemickeé
analyzy.

B Nejvetsi variabilita vysledku se standardni latkou v laboratori ABITEC byla
zjisténa v akvatické zkousce s ristem korene horcice.

B Podle variacniho koeficientu reprodukovatelnosti uvedeného v prislusnych
normach je nejvyssi variabilita ve zkousce s dafniemi.

B Vysledky zkouseni zpusobilosti se vzorkem odpadu organizovaného spolecnosti
CSlab, s.r.o. potvrdily nejvyssi variabilitu zkousky s dafniemi.

M Variacni koeficient reprodukovatelnosti ze zkouseni zpUsobilosti |ze vyuzit pro
odhad nejistoty méreni zkousky.



NEJISTOTA MERENI ZKOUSEK EKOTOXICITY

B Rozsirena nejistota je zalozena na standardni nejistoté nasobené koeficientem
rozsireni k = 2, coz pro normalni rozdéleni poskytuje hladinu spolehlivosti
priblizné 95 %.

M Statistické vyhodnoceni zkousek ekotoxicity se provadi pri hladiné spolehlivosti
95 %. Navic podminky zkousek (pocet paralelnich stanoveni + CV), jsou
specifikovany tak, aby bylo dosazeno dostatecné sily testu (chyby Il. druhu).

M Podminky zkousky jsou definovany tak, aby pravdépodobnost chybného prijeti
vysledku byla nizka. Je spravné pouzivat pri vyjadreni nejistoty méreni
jesté koeficient rozsireni 2? Domnivame se, ze diky nastaveni
podminek zkousek ekotoxicity v normach je hladina spolehlivosti 95 %
jiz zahrnuta.



ZAVER

M Vyjadreni nejistoty méreni je pro laborator vzdy prinosem. Pro zkousky ekotoxicity
by se méla nejistota méreni vyjadrit zvlast’ pro zkousku
s | koncentraci vzorku a pro zkousku davka-odezva (EC;,, LC:)).

oWV 7

M Z hlediska nejistoty méreni jsou v legislativé vhodnéjsi limity pouze pro
| koncentraci vzorku.

B Vyhodou stanoveni hodnot EC;, (LC;) je blizsi informace o toxicité vzorku,
zejména strmost krivky zavislosti davka-odezva.Vlastnika odpadu vsak obvykle
zajima pouze mozny zpUsob likvidace odpadu a neni pro néj dullezité toxické
chovani odpadu.

M Pri uvadéni vysledku EC., > 10 ml/l se vypovidaci hodnota zkousky davka-odezva
ztraci, ale pro informaci na likvidaci odpadu podle legislativy je tento vysledek
postacujici.

m CIA postupuje podle pozadavku normy CSN EN ISO 17025 a vyzaduje vyjadreni
nejistoty méreni pro interpretaci vSech vysledki nebo pro vyjadreni shody se
specifikaci, pokud legislativa neuvadi jinak.



DOPORUCENI

B Odbor odpadii MZP by mél vydat sdéleni pro interpretaci vysledkd
zkousek ekotoxicity, ve kterém by byly zohlednény specifické podminky
provadéni a vyhodnocovani zkousek ekotoxicity, popr. by mély byt limitni
hodnoty v legislativé odpadl upraveny s ohledem na nejistotu méreni. Druhou
variantou je, ze by se nejistota méreni pri interpretaci vysledkd zkousek
ekotoxicity nezohlednovala.

B Doporucujeme ve vyhlasce ¢. 94/2016 Sb., v Tabulce I.I upravit limitni hodnoty
tak, aby byla zkousena jedna koncentrace vzorku nebo zachovat pouze Tabulku
c. .2



DEKUJI ZA POZORNOST

VYZKUM BYL FINANCOVAN MPO CRV RAMCI PROJEKTU TRIO FV10471.




