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ABSTRAKT

V soucasné dobé jsou kazdoro¢né produkovény tisice novych latek jejichz vliv na Zivotni
prostiedi neni zndm. Mnohé z téchto latek jsou zamérné nebo lidskou nedbalosti vypoustény
do pfirody, kde mohou byt transportovany a degradovany riiznymi mechanismy. Tyto latky
mohou mit vliv na riizné druhy organismti a také na ¢loveéka. Z tohoto diivodu nartstaji
celosvétoveé problémy se znecisStovanim vSech slozek Zivotniho prostredi.

Tato diplomova prace posuzuje vliv monomerti formaldehydovych pryskyftic, které jsou
bézné komercné vyrabeény, na Zzivotni prostfedi. Pro ucely ekotoxikologického hodnoceni
vzorkli melamin-formaldehydové a mocovino-formaldehydové pryskyfice byly zvoleny tfi
testy: akutni imobiliza¢ni test na perloockadch Daphnia magna, akutni test s luminiscencnimi
bakteriemi Vibrio fischeri a akutni test inhibice spotieby kysliku aktivovanym kalem. Pro
komplexnéjsi posouzeni vlivu téchto latek na zivotni prostfedi byla také testovana
biodegradabilita. Ob¢ testované latky vykazovaly efekt na testovaci organismy, avsak
z vysledkil testll ekotoxicity a biodegradability mliizeme usuzovat, ze by tyto latky nemély
predstavovat vyznamné riziko pro Zivotni prostredi.

ABSTRACT

Thousand of new substances with unknown environmental effect are produced and used daily.
Many of them are deliberately or by negligence released and deposited into the environment
where they could undergo different transport and degradation mechanisms. They are able to
affect different types of organisms, as well as humans. For this reason, the awareness of the
problems, associated with pollution of all environmental compartments is growing.

The environmental impact of monomer formaldehyde resins, which are produced for
commercial use, on the environment were studied in this research. For the purposes of
ecotoxicological evaluation samples of melamine-formaldehyde and urea-formaldehyde resin
were chosen and three toxicity tests were run: acute test with measurement of inhibition of the
mobility of Daphnia magna, the acute test with luminescent bacteria Vibrio fischeri and acute
test with measurement of inhibition of oxygen consumption by activated sludge. For more
comprehensive assessment of the impact of these substances on the environment,
biodegradability was also determined. Both tested substances showed minor hazardous impact
to testing organisms and it can be concluded, that these substances should not present a
significant risk to the environment.

KLICOVA SLOVA

biodegradabilita, ekotoxicita, monomery formaldehydovych pryskyfic, testy ekotoxicity
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biodegradability, ecotoxicity, formaldehyde resin monomers, tests of ecotoxicity
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1 UVOD

Clovék je od praddvna souéasti piirody, z piirody &erpal znalosti, nau¢il se jak piirodni
materialy zpracovavat, zuSlecht'ovat a ¢inné pouzivat, ale také jak vyrabét materidly z latek,
kterych je ptirodé dostatek, tj. vyrabét umélé hmoty nebo dokonce latky, které v ptirodé
neexistuji, tzv. syntetické materialy — syntetické polymery.

V soucasné dobé¢ je znamo asi 18 miliont sloucenin a jejich pocet se kazdym rokem zvySuje
asi o jeden milion. Valna vétSina téchto latek je vyrabéna v nepatrném mnoZstvi
v laboratofich a do primyslové vyroby se dostanou jen ty znich, pro néz se najde néjaké
praktické vyuziti, ale i pocet primyslové vyrabénych chemickych latek rok od roku
nariistd, coz muze piedstavovat vdzné riziko pro zivotni prostfedi i pro clovéka. Nejen
konecné produkty vyuzivané v primyslu mohou byt nebezpecné, ale také latky, z nichz jsou
vyrabény.

Hodnoceni vlivu latek na Zivotni prostfedi obvykle zafind stanovenim koncentrace latky
ve sledované lokalité. Znalost redlné¢ koncentrace polutantu je zakladem monitoringu
zivotniho prostedi, presto vSak pouhd znalost i tieba dlouhodobé koncentrace polutantu ndm
neposkytne informaci o skute¢ném vlivu latky na zivé organismy, resp. ekosystémy.

Pravé ekotoxikologické testy se zabyvaji hodnocenim negativnich ucinkl riznych latek
na Zivotni prostfedi. Utelem téchto testil je klasifikovat chemické latky a ptipravky a zafadit
je do pftislusnych skupin nebezpecnosti (napt. latky nebezpecné pro zivotni prostiedi).
Pro komplexni posouzeni téchto latek je dulezité kombinovat ekotoxikologické testy spolu
s testy biodegradability. V soucasné dob¢ je vénovana nejvyssi pozornost latkam, které maji
schopnost se kumulovat v potravnich fetézcich a predstavuji nebezpeci dlouhodobé
kontaminace zZivotniho prostiedi. Je tedy dulezité zjistit nejen ekotoxicitu, ale také i schopnost
biodegradace téchto latek v prostfedi a tim posoudit, zda jsou trvalou hrozbou pro Zivotni
prostiedi.

Natizeni REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) ma
za ukol vylepsit stary legislativni systém Evropské unie. Je to nafizeni o registraci, hodnoceni,
povolovani a omezovani chemickych latek, které vstoupilo v platnost 1. Cervna 2007.
V Evropské unii by realizaci REACH mélo byt dosazeno do roku 2020 pouZzivani a dovéazeni
pouze téch chemikalii, jez maji zndmé vlastnosti a jejich bezpecnost bude predem provérena.

Z téchto divodi vzrista zajem o ekotoxikologické testy a testy biodegradability. Z vysledki
téchto testi mizeme komplexnéji posoudit vliv testovanych latek na Zzivotni prostiedi
anasledn¢ zavést takova opatieni, aby tyto latky nemohly vyvolat okamzité¢ ¢i opozdéné
ucinky na zivotni prostfedi a tim také na ¢lovéka [1, 2, 3].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Polymery

Polymery jsou chemické latky neobvykle Siroké Skaly vlastnosti, obsahujici ve svych
molekulach vétSinou atomy uhliku, vodiku a kysliku, ¢asto dusiku, chloru i jinych prvki. Pro
polymery je charakteristické mnohonasobné opakovani jednoho nebo vice druhii atomti nebo
skupin atomt. Polymery vznikaji procesem polymerizace, v jehoz prib&éhu se monomer nebo
smes monomerti pieménuje na polymer. Syntetické polymery délime na plasty a eleastomery
(obr.1) [1,4,5].

POLYMERY

]
W

KAUCUKY TERMOPLASTY REAKTOPLASTY

— ELASTOMERY —g= | PLASTY EN.

Obrazek 1: Rozdeleni polymeru [1].

Elastomery jsou vysoce elastické polymery, které mizeme za béznych podminek malou silou
znaéné deformovat bez poruSeni struktury, pficemz deformace je pievazn€ vratnd. Jsou
amorfnimi polymery. Nejpocetné€jsi podmnozinou elastomerti jsou kaucuky, z nichz se vyrabi

pryz.

Plasty jsou polymery za béZnych podminek vétSinou tvrdé, casto 1 kiehké. Pii zvySené teploté
se stavaji plastickymi a tvarovatelnymi. Pokud je zména z plastického do tuhého stavu vratna
polypropylen, polystyren, polyamid, polyvinylchlorid a polymethylmetakrylat. Pokud jde
0 zménu nevratnou — trvalou, ktera je vysledkem chemické reakce, mluvime o reaktoplastech.
D¢j je nevratny, coz znamena, ze reaktoplasty lze tvarovat jen jednou. K nejvyznamnéjSim
reaktoplastlim patii formaldehydové pryskyfice a epoxidové pryskyftice [1, 4].

2.1.1 Monomery

Monomery jsou vychozi nizkomolekuldrni slouc¢eniny a stavebni jednotky polymerniho
fetézce. Monomerem muze byt jakdkoliv chemicka latka, kterd obsahuje jedno ¢i vice
vazebnych mist, na které se mohou vazat dal$i monomerni jednotky a vytvaret polymerni
fetézce [6, 7].



2.1.2 Formaldehydové pryskyftice

Formaldehyd je nejvyznamnéj$im komeréné vyradbénym aldehydem, ktery je produkovan
v obrovském mnozstvi. Formaldehyd ma nékolik zakladnich vyuziti:

e je meziproduktem pii vyrobé pryskyfic;

¢ je meziproduktem pii vyrobé dilezitych primyslovych chemikalii;
e pouziva se jako bakteriocid a fungicid;

e je produktem pro koncového zakaznika.

Témét polovina produkce formaldehydu je pouzivana pii vyrobé formaldehydovych
pryskyfic. Reakci formaldehydu jsou vyrabény dva typy formaldehydovych pryskyfic:
aminoplasty a fenoplasty, které patii do riznych, avSak podobnych tiid polymerti nazyvanych
reaktoplasty. Aminoplasty jsou vyrabény kondenzacni reakci mezi mocovinou nebo
melaminem a formaldehydem. Fenoplasty neboli fenolické pryskyfice jsou pfipravovany
kondenzaci fenolu nebo resorcinu a formaldehydu.

Mezi nejvyznamnéjs$i pramyslové vyrabéné aminoplasty patifi mocovino-formaldehydové
a melamin-formaldehydové pryskyftice [7, 8, 9].

2.1.2.1 Mocovino-formaldehydova pryskyiice

Mocovino-formaldehydové pryskyfice jsou jedny znejdéle komercné vyrabénych plasti.
Mezi reaktoplasty jsou objemem vyroby na tfetim misté. Mechanismus polymerizace je
u mocoviny a melaminu velmi podobny a proto jsou obvykle oznaCovany spole¢né jako
amino-pryskyfice [10].

Pii vyrobé mocovino-formaldehydové pryskyfice dochazi ke kondenzaci formaldehydu
s mocovinou. Amino skupiny mocoviny velmi snadno reaguji s formaldehydem a dochazi
ke vzniku methylol mocoviny (obr. 2). Prvni fidze reakce probihd v rozmezi 1/1.3 — 1/1.2
poméru mocoviny a formaldehydu, pii pH 7,5 — 8,0. Pii této kondenzaci dojde ke vzniku
oligomerti, které¢ jsou za kyselé katalyzy a zvySené teploty polymerizovany na vysledny
produkt (obr. 3). Pro rizné aplikace muze byt upraven pomér mocoviny a formaldehydu

[10, 11].
HO HO HO

H,N HN> HN> HN
>:O 4+ H,C=0 ——> >:O E— >:O —_— >:O atd
H,N H,N HN> //N\

HO OH
HO

Obrazek 2: Reakce formaldehydu s mocovinou (upraveno dlel0).



Obrazek 3: Schéma mocovino-formaldehydové pryskyrice (upraveno dle 10).

Hlavni pouziti mocovino-formaldehydovych pryskyfic je pii lepeni dfeva, nabytku a podlah,
tedy pti vyrobé preklizek a adheziv. Pryskyftice je citliva na vlhkost a proto se vyrobky mohou
pouzivat vyhradné ve vnitinich prostorach.

Déle jsou mocovino-formaldehydové pryskyfice vyuzivany pro zvySeni pevnosti papiru,
u bavinénych a vinénych tkanin zvySuji pevnost, snizuji tvorbu zdhybl a vyrobky se nemusi
zehlit [10].

2.1.2.2 Melamin-formaldehydova pryskyrice

Stejn¢ jako mocovino-formaldehydova pryskyfice patii melamin-formaldehydova pryskyfice
(obr. 4) do skupiny amino-pryskytic. Melamin-formaldehydova pryskyfice vynika odolnosti
proti teplu, vlhku, nepfiznivym vliviim pocasi, ale je zaroveil vyrazné drazsi neZ mocovino-
formaldehydova pryskyfice. Proto je pouzivana pouze pokud jsou jeji specidlni vlastnosti
vyzadovany.

H H NN H H
| N | | | No |
—HQC—N*H/ ‘ﬁ—w N—sy N N*H/ ﬁ—N—CHQ—
N
A H H N\I%’N

T |

CH, CH,

Obrazek 4: Schéma melamin-formaldehydové pryskyrice (upraveno dle 12).
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Vyroba probihd téméf totozné jako u mocovino-formaldehydové pryskyfice. Melamin
obsahuje Sest amino vodiktl a kazdy mtize velmi snadno reagovat s formaldehydem za vzniku
methylol melaminu (obr. 5). Pro rtizné aplikace je stupeit methylolace kontrolovan pomérem
melaminu a formaldehydu, pH, teplotou a Casem polymerizace. Polymerizace obvykle
probiha v rozmezi pH 8 — 10 a 80 — 100 °C. Pii sniZzeni pH a zvySeni teploty dochazi
ke zrychleni reakce. Vyroba trimethylol melaminu je béznéjsi, ale hexamethoxymethyl
melamine (HMMM) je €asto vyuzivan pfi vyrobé natérii a povlakd, kvili jeho vyssi stabilité

a vys$i rozpustnosti v organickych rozpoustédlech (obr. 6) [10].

HoN HN/\OH
M e *
H>N N NH; /\ /\OH

Obrazek 5: Reakce melaminu s formaldehydem (upraveno dle 10).

O
||

CH3

— A A
T

Obrazek 6: Schéma hexamethoxymethyl melaminu (upraveno dle 10).

Melamin-formaldehydové pryskyfice jsou vyuzivany na impregnaci barevného papiru
a aplikovany jako povrchové vrstva na laminaty pro zvyseni odolnosti proti poskrabani, teplu,
UV zafeni, vodé, rozpoustédlim a skvrnam.

Dalsi vyuziti melamin-formaldehydovych pryskyfic je pii vyrobé kuchynského nadobi jako

jsou talife, misky a sklenice. Tyto vyrobky jsou leh¢i a odolnéj$i nez bézné€ pouzivané nadobi.
Mensi mnozstvi, asi 7 % produkce, je vyuzivano pii vyrob¢ knofliki, klik a diezt [10].

11



2.1.3 Adheze a adheziva

Jak jiz bylo uvedeno v pfedchazejici kapitole (kap. 2.1.2), formaldehydové pryskyfice jsou
predevsim vyuzivany jako adheziva.

2.1.3.1 Definice adheze

Adheze je definovana jako ptilnavost dvou rozdilnych latek v disledku intermolekularnich sil
mezi latkami. Naproti tomu koheze je definovdna jako soudrznéd sila uvnitt latky mezi
molekulami (obr.7) [13].

Kov
Adheze
ﬁ — Adhezivum
Kov Vrchni dil Koheze
-' LR NI Y AR LA Adhezivni
AanEzm —.-' SR N O S Th e e spojeni Aehere
\\5\ E\f\ dﬂw Kov
odn
——R\\\\\\R\\m‘\\\\
() (b)

Obrazek 7: Idealni spojeni adherentu a adheziva. Adhezivni spojeni (a) muze byt rozdéleno
nejmeéné do Sesti casti, které jsou podobné clankiim retézce (b) (upraveno dle 13).

Do dne$ni doby bylo formulovdno mnoho teorii adheze, avSak dnes nejvice piijimanou
je adsorpéni teorie adheze, ktera vychazi z analogie jevu smaceni adsorpce a adheze.
Za nejvyznamnéj$i sily uplatiujici se v lepeném spoji ptes fazové rozhrani jsou pokladany
van der Waalsovy sily, tedy sily pusobici na kratké vzdalenosti. Ty vzhledem k jejich
univerzalnimu charakteru a Cetnosti jsou povazovany, ptes pomérné nizky energeticky obsah,
za postacujici k dosazeni dobré pevnosti adhezniho spojeni [14].
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V procesu adhezniho spojovani jsou rozeznana dvé stadia:

e v prvni fazi pievazuje transport molekul adheziva k povrchu adherentu na vzdalenost
umoziujici vzdjemnou interakci obou fazi van der Waalsovymi silami. Toto stadium
je urychleno vSemi faktory, které zvysSuji pohyblivost molekul, tedy zvySenim teploty,
tlaku, dobrym smacenim povrchu adherentu kapalnym adhezivem atd;

e v okamziku kdy se molekuly adherentu a adheziva pfiblizi na vzdalenost, pii které
zaCinaji piisobit van der Waalsovy sily, nastava druhd faze. Tato faze je analogicka
sorpci a je ¢asove podstatné mén¢ narocna.

Za predpokladu dostatecného kontaktu adherentu a adheziva postacuji tyto sily k dobré
pevnosti adhezniho spojeni. Pfi¢ina malé pevnosti adhezniho spoje je pfedevS§im v omezeném
kontaktu adherentu a adheziva.

Adheze se vyuziva v prumyslu, dochazi-li ke kontaktu tuhych povrchi nebo pii opatfovani
tuhych povrchii ochrannymi nétéry. Spojovani dilcti lepenim, tedy adhezni spojovani dilct,
je technika, ktera z Casti nebo plné¢ nahrazuje v soucasnych pramyslovych technologiich
klasické zplisoby spojovani materidli a rozSifuje se i do dalSich, neprimyslovych oblasti,
jako je naptiklad zubni 1ékafstvi nebo chirurgie [14].

2.1.3.2 Adheziva na bazi mocovina-formaldehyd

Adheziva na bazi mocovino-formaldehydovych polykondenzati se pfipravuji reakei
mocoviny a formaldehydu v alkalickém prostiedi a pfi teploté 90 — 95 °C. Po naneseni
adheziva se adhezni spoje zalisuji pii tlaku 0,2 — 3,4 MPa a pfi teplotaich 150 — 200 °C.
Nevyhodou téchto adheziv je postupné uvoliiovani formaldehydu, ktery muize pochazet
z nezreagované¢ho formaldehydu v adhezivu — ptedev§im tésné po vyrobé, nebo miize byt
uvolnovan postupnou degradaci adhesniho filmu po celou dobu Zivotnosti adhesniho spoje.
Mnozstvi uvolilovaného formaldehydu zéavisi na teplotnim naméahani spoje a na okolni
vlhkosti.

Hlavnim vyuzitim tohoto adheziva je pii vyrobé pieklizek. Zfedénim vodou a nanaSenim

stiikanim se pouzivaji pro vyrobu dievotiiskovych desek, obvykle s ptidavkem insekticidli
a retardatort hoteni [14, 15].

2.1.3.3 Adheziva na bazi melamin-formaldehyd

Jak jiz bylo v pfedeslych kapitolach zminéno, melamin reaguje s formaldehydem podobné
jako mocovina. Melamin-formaldehydové polykondenzaty jsou méné rozpustné ve vodé nez
mocovino-formaldehydové polykondenzaty. Reakce probiha rychleji a snadnéji.
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Kvili pomérmné vysoké cené se adheziva pouzivaji v kombinacich pouhym smisenim
polykondenzati obou typti nebo kopolymeraci mocoviny s melaminem a formaldehydem.

Melamin-formaldehydova adheziva se uplatiiuji v podobnych ptipadech jako adheziva
mocovino-formaldehydové, pfedev§im pro spojovani adherenti typu nemodifikované
a nedegradovatelné celulosy. Spoje jsou odolngjsi obzvlasté proti horké vodé [14, 15].

2.2 Ekotoxikologie

Ekotoxikologie, neboli environmentalni toxikologie, je védni disciplina zabyvajici se studiem
toxického ptsobeni latek antropogenniho ¢i piirodniho pivodu na zivé organismy,
jejich populace a spolecenstva. Ekotoxikologie byla poprvé definovdna profesorem
R. Truhautem v roce 1965. Pozdé&ji, v roce 1978, Butler definoval ekotoxickologii jako obor,
ktery se zabyva studiem toxického efektu ptirodnich nebo antropogennich latek na Zzivé
systémy, tedy zvifata nebo rostliny, terrestrické nebo akvatické, které tvoii biosféru [16, 17].

Cilem oboru je vyvijet takové metody, které umoznuji sledovat neptiznivy vliv latek na zivé
organismy a jejich spoleCenstva za standardnich reprodukovatelnych podminek. Metody musi
umoznit srovnani U¢inkl rtznych latek ¢i rGznych organismi mezi sebou a predevSim
srovnani odpovidajicich vysledkil z riznych laboratoti [18].

Ekotoxikologie je multidisciplinarni védou tvofenou prevazné:

o ckologii, ktera se zabyva studiem Zivotniho prostedi;
e toxikologii, kterd se zabyva efekty toxickych latek na individudlni zivé organismy
(obr.8).

Chemie

Toxikologie l Ekologie

) ¥ Hlavni viivy
Ekotoxikologie

Ekosystem Fyzioclogie

/ Biochemie
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o Limnologie
Posouzenirizika  Ostatni viivy Genetiig

Mikrobiologie
Geologie

Clovék Meterologie
Managersky Oceanografie
aspekt Matematika
v
‘Management

L Zivotniho prostiedi

Obrazek 8: Multidisciplinarni charakter ekotoxikologie (upraveno dle 17).
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Toxikologie se zaméfuje na ochranu ¢lovéka pied expozici toxickymi latkami o koncentraci,
ktera muze byt spojovana s nepiiznivym u¢inkem na c¢loveéka. Zatimco ekotoxikologie
se zaméfuje na ochranu populaci a spolecenstvi druhli pied expozici toxickymi latkami
o koncentraci, kterd miize byt spojovana s neptiznivym uc¢inkem na zivotni prostredi [16].

2.2.1 Testovani ekotoxicity

Zakladnim principem, na kterém jsou zaloZeny vSechny testy toxicity, je zjiSténi, Ze odezva
zivého organismu pii expozici toxickou latkou je zavisld na dévce této latky. Na zakladé
tohoto principu jsou v testech ekotoxicity sestrojovany kiivky, které ukazuji vztah
koncentrace toxické latky a efektu na testovany organismus (obr. 9) [19].
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Obrazek 9: Typicka kirivka zavislosti koncentrace chemické latky a efektu
na testovaném organismu (upraveno dle 16).

Vyhodnoceni akutnich testl toxicity je obvykle provadéno s¢itanim organismd, které ptezily
expozici toxickou latkou, zatimco vyhodnoceni testl chronické toxicity probiha porovnanim
zmeén Vv rustu, reprodukci, chovéani nebo efektli na biochemické urovni [19].

2.2.2 Ekotoxikologické biotesty

Podstatou ekotoxikologie jsou testy toxicity — biotesty. Tyto biotesty slouzi ke zjisténi
¢i odhadu mozného toxického vlivu testovanych latek na Zzivé organismy. Biotest lze
definovat jako proces, pfi némz je testovaci systém (tkan¢, organismus, populace, ekosystém
apod.) exponovan za presn¢ definovanych podminek riznymi koncentracemi zkoumané
chemickeé latky, chemického ptipravku, smésného ¢i prirodniho vzorku nebo vyluhu odpadu.
Biotest zahrnuje expozici a odpovéd’ testovaného organismu.
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Biotesty jsou nespecifické — zachycuji celkové toxické ucinky vSech latek ptitomnych
v testovanych vzorcich bez nutné blizsi znalosti jejich slozeni ¢i chemické struktury, rychlé
a relativné levné screeningové testy.

Principem biotestli je kontakt testované latky, smésného ¢i pfirodniho vzorku za ur€itych,
predem definovanych a kontrolovatelnych podminek s detekénim systémem, ktery je
relevantni — umoziuje interpretaci a ma dostateCnou vypovédni hodnotu. Z jeho reakce potom
usuzujeme, zda je testovana latka toxicka.

Biotesty jsou provadény na riiznych organismech. Vybér testovaciho organismu zalezi na
vzorku, ktery bude testovan — voda, pida, sediment, odpad, chemicka latka apod. Tyto
organismy zastupuji rizné trofické trovné a jsou vyznamnymi ¢lanky potravniho fetézce
(obr. 10):

e destruenti — bakterie;
e producenti — fytoplankton, vyssi rostliny;
e konzumenti — zooplankton a ryby.

e ot Konzumenti
RYDY | atee - Producenti
* - Destruenti
Zooplankton - L]

Obrazek 10: Schéma potravniho retézce s ruznymi trofickymi urovnemi (upraveno dle 20).

V dnesni dobé jsou pouzivany tii generace biotestli. Prvni generace zahrnuje klasické
biotesty, které jsou nejrozsifenéjsi a uzndvané mezinarodni legislativou. Druhou generaci jsou
mikrobiotesty, které zaru¢i okamzité a velmi jednoduché testovani latek a tieti generaci jsou
nejnovéji pouzivané biosondy, biosenzory a biomarkery, které jsou prozatim ve stadiu
zékladniho vyzkumu [18, 21, 22].
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Vsechny nize popsané testy toxicity tj. akutni, subakutni, chronické, mohou byt provadény
v rizném usporadani:

e staticky test — organismy jsou po celou dobu expozice vystaveny ucinkiim testované
latky o urcité koncentraci. Roztok testované latky a kontrola nejsou po celou dobu
trvani testu ménény. Tento usporadani testu je nejcastéji pouzivano pro testovani
akutni toxicity;

e semi-staticky test — je provadén podobné jako staticky test, protoze testované
organismy jsou po celou dobu expozice vystaveny ucinkiim testované latky, ale roztok
testované latky je periodicky ménén — vétSinou jednou za 24 hodin;

e pritocny test — roztok testované latky je kontinudlné ptivadén a odvadén do a
z nadoby, ve které dochazi k expozici testovanych organismti. Toto uspotradani testu
se nejcastéji vyuziva pro testovani chronické toxicity [16, 19].

2.2.2.1 Akutni testy toxicity

Pii testovani akutni toxicity je méfen efekt toxické latky na testovacich organismech
po jednordzovém podani toxické latky. Doba expozice toxickou latkou zéavisi na druhu
testovaciho organismu, obvykle jsou testy vyhodnocovany po 24 az 96 hodinach, ale napf.
pfi testovani ekotoxicity s pouzitim bakterii Vibrio fischeri je doba expozice 30 minut.
Pti vyhodnoceni je zjistovano kolik jedinct ptezilo expozici toxickou latkou. Z vysledkl se
ur¢i obvykle koncentrace, kterd zpisobi umrti nebo imobilizaci 50 % exponovanych
organizmu — tedy hodnoty LCsy nebo ECsy.

Pfi testovani akutni toxicity je pouzivano nékolik koncentraci testované latky a kontrola, ktera
obsahuje pouze médium bez pritomnosti testované latky. Pro test se obecné pouziva 10 az 20
organismil pro kazdou koncentraci. Vyjimku tvoii akutni testy, pfi kterych jsou pouzivany
mikroorganismy napf. bakterie, kde se pouziva urCitd koncentrace testovacich organismu
[16, 19, 23].

2.2.2.2 Subakutni testy toxicity

Pti subakutnich testech toxicity, neboli subchronickych testech toxicity, dochéazi k expozici
testovanych organizmil po dobu del$i nez 96 hodin. Testované organismy jsou exponovany
testovanou latkou opakovanég, obvykle v jednodennich intervalech.

Vysledky mohou byt vyjadieny pomoci hodnot ECsy nebo LCs, jako je tomu u akutnich test
toxicity, nebo mohou byt vyjadieny stejnym zptisobem jako je tomu u testii chronické toxicity
(viz. kapitola 2.2.2.3). Tyto testy slouzi ke studiu nejvyznamnéjSich toxickych zmén pfi
opakované expozici dané latky, nemusi vSak odhalit nasledky dlouhodobého pilisobeni —
k ¢emuz slouzi testy chronické toxicity [23, 24].
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2.2.2.3 Chronické testy toxicity

Zjisténi, ze chemikdlie nemaji akutni toxicky uc€inek na testované organismy nemusi
znamenat, ze nejsou toxické. Chronické testy toxicity vyhodnocuji mozny nepiiznivy ucinek
testovanych latek po dlouhou dobu — nékdy i po celou dobu Zivota testovaného organismu u
expozice o subletalni koncentraci. V chronickém testu toxicity, ktery se zabyva sledovani
neptiznivého U¢inku latky po celou dobu Zivota organismu, jsou testované organismy
vystaveny u¢inkim latky jiz od pocatku zivota; exponovana jsou vajicka nebo zarodky,
expozice pokracuje béhem ristu, dospivani jedince, také béhem reprodukce a produkce
sekundarni generace. Bézn¢ jsou také pouzivany testy chronické toxicity, které sleduji pouze
n€kolik citlivych Zivotnich stadii testovaného organismu napt. béhem reprodukce, pfi prvnich
stadiich zivota.

Vysledky testu slouzi pro zjiSténi nejvyssi koncentrace latky, kterd nezplisobi zadny efekt —
byl zpozorovan efekt na testovanych organismech — LOEC (the Lowest Observed Effect
Level) (obr. 11) [16, 23].
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Obrazek 11: Grafické vyjadreni hodnot LOEC/NOEC a LCsy/ECsy (upraveno dle 17).
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2.2.3 Vybrané testy ekotoxicity

Pro testovani chemickych latek, chemickych ptipravkl, smésného ¢i prirodniho vzorku nebo
vyluhu odpadti mtiizeme pouzit velké mnozstvi biotestti.

Nejvyuzivangj§imi biotesty jsou standardni laboratorni testy toxicity. Ve svété existuje celd
fada ekotoxikologickych metodik. Zpracovanim téchto metodik se zabyvaji Mezinarodni
organizace pro normalizaci ISO (Internationl organization for standardization) a Organizace
pro hospodatskou spolupraci a rozvoj OECD (Organisation for economic co-operation and
development). Vzorek je testovan na organismech, které zastupuji vSechny trofické trovné
potravniho fetézce tj. destruenti, producenti a konzumenti z divodi odhadu ucinki latek na
biocen6zu. NejpouzivanéjSimi testy jsou testy na bakteriich (luminiscencni bakterie Vibrio
Fischeri, testy s aktivovanym kalem), testy toxicity na ftasach (chlorkokalni druh
Scenedesmus quadricauda), testy inhibice rustu kotfene (testy na semenech Sinapis alba),
testy na bezobratlych (korysi napt. perloocka Daphnia magna) a testy toxicity na rybach
(nejcastéji Poecilia reticulata ¢i Brachydanio rerio). Hlavni vyhodou téchto testl je, Ze jsou
uznavany mezindrodnimi legislativami. Na druhé stran€ jejich provedeni je pomérné narocné.
Kultury organismi je nutné dlouhodobé udrzovat, samotné testovani zabird mnoho
laboratorniho prostoru a dochazi ke spotfebé velkého mnozstvi testovaného materidlu.
Z téchto diivodi doslo k vyvoji alternativnich testi toxicity [21, 25].

Alternativni testy ekotoxicity — mikrobiotesty se v posledni dobé té$i zvySené pozornosti.
Produkce novych latek neustale nartsta, je tedy nutné testovat tyto latky efektivnéji, a proto
narusta zajem o zapojeni rychlych, relativné levnych a zaroven ekologicky spolehlivych testt.
Testovaci organismy vyuzivané v mikrobiotestech mohou piedstavovat bakterie, prvoky, fasy,
bezobratlé apod. Tyto organismy jsou dlouhodobé uchovavany v klidovych stadiich —
bezobratli, v lyofilizovaném stavu — bakterie, nebo v imobilizované¢ form¢ — fasy a podle
potfeby se mohou ozivit. NejvyuzivanéjSimi mikrobiotesty jsou toxkity, které vyuzivaji
klidovych stadii zooplanktonu. Tyto testy jsou k dispozici v komer¢nim baleni, které obsahuje
vSechen material k jejich provedeni: kultivaéni nadoby, pipety, testovaci desticky, zivné
médium, standardni toxikant, klidové stddia testovacich organismi, protokol o provedené
zkousce a navod k pouziti [21].

2.2.3.1 Akutni imobilizacni test na perloockdach Daphnia magna

Daphnia magna (obr. 12) je velmi ¢asto vyuzivanym organismem pro testovani vod. Vyuziva
se pro testovani akutni 1 chronické toxicity. Je mozné ji kultivovat v laboratornich
podminkach. Daphnia magna je jednim z nejvétsich druhti dafnii, je tedy mozné ji pozorovat
pouhym okem. Dafnie jsou také velmi vyznamnym c¢lankem potravniho fetézce —
konzumentem I. fadu [26].

Akutni imobiliza¢ni test na perloockach Dafnia magna je standardizovanou metodikou

OECD. Z této metodiky vychazi ¢eska norma CSN EN ISO 6341 Jakost vod — Zkouska
pohyblivosti Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) [27, 28].
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Obrazek 12: Testovaci organismus Daphnia magna [29].
Podstata testu

Principem testu je sledovani inhibice pohybu jedinct druhu Daphnia magna, ktefi jsou
vystaveni puisobeni toxickych latek ve vzorku po dobu 24 hodin (24hECsy) nebo pokud je to
mozné a je to zapotiebi, ptisobeni toxickych latek ve vzorku po dobu 48 hodin (48hECsy).
Zkouska se provadi v jednom nebo dvou stupnich:

e predbézny test, ktery poskytuje predbéZznou hodnotu 24hECsy (popt. 48hECs)
a stanovuje rozsah koncentraci pro zakladni test;

e v pfipadech, kdy pfiblizna hodnota z pfedbézného testu nedostacuje, provadi se
zakladni test, ze kterého se pouziji hodnoty 24hECs, (popt. 48hECs)) nebo
koncentrace odpovidajici imobilizaci 0 % a 100 %.

Podminky testu

Skladovani roztokli a expozice organismi se provadi ve tm¢ nebo pii fotoperiodé
16 h svétla/8 h tmy. Zkouska by méla byt provadéna pfi teploté vzduchu 20 °C + 2 °C. Jedinci
pouzivani ke zkousce musi byt mladsi 24 hodin.

Platnost testu

Vysledky je mozné povazovat za platné pii splnéni téchto podminek: koncentrace
rozpu§téného kysliku na konci zkousky je v&tsi nebo rovna 2 mgl’, procento

imobilizovanych jedincti v kontrolnim vzorku je mensi nebo rovno 10 % a hodnota 24hECs,
pro referenéni latku - dichroman draselny je v rozsahu od 0,6 mg.I"" do 1,7 mg.I" [27, 28].
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Vyhodnoceni testu

Vysledky se zpracovavaji pomoci vypocetni techniky. Koncentrace testované latky se vyjadii
v logaritmickych hodnotach (log c), imobilizace se vyjadii v procentech a ziskané hodnoty se
vynesou do soufadnicového systému, kde nezavisle proménnou je log c (osa x) a zavisle
proménnou je imobilizace vyjadiena v procentech (osa y). Vynesenymi body se prolozi
regresni piimka. Zrovnice regrese se vypocitd log c¢ pro inhibici 50 % (y = 50).
Odlogaritmovanim hodnoty log c se ziska hledanad koncentrace ECsy. Pro vypocet je také
mozné vyuzit jinou statistickou metodu napt. probitovou analyzu, ktera vhodnym zptsobem
transformuje procenta inhibice na tzv. probity. Vyhodnoceni probiha stejné jako u vyse
popsané metody pouze srozdilem, Ze zavisle proménou se stdvaji procenta inhibice
prepocitané na probity [30, 31].

2.2.3.2 Akutni test s luminiscencnimi bakteriemi Vibrio fischeri

Bakterie Vibrio fischeri patii mezi halofilni bakterie. Tyto bakterie se nachazeji v moftich
aoceanech a jako mnohé bakterie tohoto druhu jsou schopné bioluminiscence — tedy
produkce svétla [32].

Za mechanismus bakteridlni bioluminiscence je odpovédny enzym luciferaza, ktery katalyzuje
oxidaci redukovaného flavin mononukleotidu (FMNH,) a alifatického aldehydu s dlouhym
fetézcem (RCHO) jako je tetradekanal (obr. 13). Dochazi k produkci molekuly, ktera je
v excitovaném stavu a tim k produkci modrozeleného svétla o vinové délce kolem 480 nm
[33].

0,

Reduktaza

reduktaza mastnych
kyselin

Obrazek 13: Schéma reakci bakteridlni bioluminiscence (upraveno dle 33).

Akutni test s bakteriemi Vibrio fischeri je jednim z velmi Casto vyuzivanych bakteridlnich
testll toxicity. Je také mezinarodnim standardizovanym testem [34].
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Podstata testu

Principem je vyuZiti inhibice svétla emitovaného motskymi bakteriemi Vibrio fischeri
(obr. 14). Pro provedeni testu je zapotiebi specidlniho piistroje, ktery dokdze fotometricky
métit Ubytek intenzity svétla produkovaného bakteriemi pii expozici toxickou latkou.
Nejcastéji je méfen ubytek emitovaného svétla po 15 nebo 30 minutach. Inhibicni efekt je
vyjadien hodnotou ECs.

-éni koncentrace toxické latky

Obrazek 14: Snizovani intenzity bioluminiscence pri zvySovani koncentrace toxicke latky
(upraveno dle 35).

Podminky testu

Je nezbytné aby pH vzorku bylo upraveno pomoci HCI nebo NaOH na hodnotu pH 7,0 + 0,2.
Optimalni podminky pro halofilni bakterie ve vzorku zajistuje ptidavek 20 g NaCl na litr,
tj. 2% koncentrace NaCl v testovaném vzorku. Testovaci nadoby obsahuji kontrolni roztok
NaCl a vzorky musi byt pfed méfenim temperovany na 15 °C + 1 °C.

Platnost testu

Vysledky je mozné povazovat za platné pii splnéni téchto podminek: pokud se paralelni
stanoveni neodchyluje od jejich priméru vice nez o 3 % pro kontrolni vzorek, referencni latky
o koncentraci 4,5 mg/l 3,5-dichlorofenolu, 25 mg/l Zn(Il) (ekvivalentni 109,9 mg/l
ZnS04.7H,0), 4 mg/l Cr(VI) (ekvivalentni 11,3 mg/l K,Cr,0O7) zptisobi inhibici od 20 % do
80 % po 30 minutové inkubaci, hodnota korekéniho faktoru fi; po 15 nebo 30 minutové
inkubaci se pohybuje v rozmezi od 0,8 do 1,2.
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Vyhodnoceni testu
Vyhodnoceni se zpracovdva pomoci vypocetni techniky, pouzitim rovnic (1), (2), (3).

Korekeni faktor (fi,) z métfené intenzity luminiscence se vypocita pomoci rovnice (1):

1
fo =%, kde (1)
] 0
S je korekéni faktor pro kontaktni ¢as 5 min, 15 min nebo 30 min;
Lt je intenzita luminiscence vzorku namétend po 5 min, 15 min nebo 30 min inkubaci

v relativnich luminiscen¢nich jednotkach;

Iy je intenzita luminiscence vzorku okamzit¢ neméfend po pridani diluentu (2% NaCl)
v relativnich luminiscen¢nich jednotkach.

Pii vypoctu teoretické intenzity luminiscence ve vzorcich po 5 min, 15 min nebo 30 min
inkubaci pouzijeme korek¢ni faktor v rovnici (2):

I,=1,-f,,kde )

/. Je primér hodnot vSech méteni fi;

Iy je intenzita luminiscence vzorku naméfend okamzité pied piidanim testované latky
v relativnich luminiscen¢nich jednotkach;

1 je korekei hodnoty 7, pro vzorek tésné pridanim testované latky.

Inhibi¢ni efekt testovaného vzorku se vypocita dle rovnice (3):

I, -1
H, = w-loo , kde 3)
[Ct
H, inhibicni efekt testovaného vzorku pro kontaktni ¢as 5 min, 15 min nebo 30 min
v procentech;
1y viz. rovnice (2);
I je intenzita luminiscence testovaného vzorku namétena po 5 min, 15 min nebo 30 min

inkubaci v relativnich luminiscen¢nich jednotkach.
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Koncentrace testované latky se vyjadii v logaritmickych hodnotach (log c), inhibice
luminiscence se vyjadii v procentech a ziskané hodnoty se vynesou do soufadnicového
systému, kde nezavisle proménnou je log ¢ (osa x) azdvisle proménnou je inhibice
bioluminiscence vyjadiend v procentech (osa y). Vynesenymi body se prolozi regresni
pfimka. Z rovnice regrese se vypoc€itd log ¢ pro inhibici 50 % (y = 50). Odlogaritmovanim
hodnoty log ¢ se ziska hledana koncentrace ECs [31, 36, 37].

2.2.3.3 Akutni test inhibice spotieby kysliku aktivovanym kalem

Pro test inhibice spotfeby kysliku aktivovanym kalem je pouzivana smisend populace
mikroorganisml nachézejicich se v aktivovaném kalu, ktery je odebiran z Cistiren odpadnich
vod. Slozeni aktivovaného kalu v ¢istirnach odpadnich vod je pomérné riznorodé. Nejcastéji
byly nalezeny bakterie rodu Achromobacter, Flavobacterium, Pseudomonas,
Chromobacterium, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Nocardia a Lophomonas. Spolu
s bakteriemi, houbami, plisnémi mizeme v biomase aktivovaného kalu najit také tadu
kvasinek, rizné vlaknité organismu jako Sphaerotilus, Beggiatoa, Leptomitus nebo mnozstvi
prvok jako jsou Vorticella a Opercularia [38, 39, 40].

Tento test je pouzivan pro stanoveni toxicity riznych vzorkt, jak Cistych chemickych latek,
tak 1 odpadnich vod a je mezinarodn€ uznavanym standardem (ISO, OECD) [41].

Podstata testu

Aktivovany kal spotfebovava kyslik velmi rychle v piitomnosti latky, ktera je schopna snadné
biodegradace. Pfidame-li do systému toxickou latku, dojde k negativnimu ovlivnéni
mikroorganismu aktivovaného kalu a tim ke snizeni rychlosti spotieby kysliku. Procentudlni
inhibice spotfeby kysliku je vyhodnocena porovnanim s rychlosti spotieby kysliku
v kontrolnim vzorku bez dodéni toxické latky.

Inhibice spotfeby kysliku mize byt méfena oddélene, bud’ pomoci vSech mikroorganismi
pfitomnych v aktivovaném kalu, organismt heterotrofnich nebo nitrifika¢nich. Po ptidani
specifického inhibitoru oxidace amoniaku na dusitany — N-allylthiourey (ATU) neprobiha
nitrifikace a je méfena inhibice spotieby kysliku jen pomoci heterotrofnich organismd.
Z rozdilu mezi inhibici spotieby kysliku méfenou pomoci vSech mikroorganismi
a heterotrofnich mikroorganismt (tedy po pfidani ATU) vypocitdme inhibici spotieby kysliku
pro nitrifikaéni mikroorganismy. Pii testu je nutné meéfit také spotfebu kysliku béhem
abiotického procesu, protoze nékteré vzorky jsou schopné spotiebovavat kyslik i bez
pritomnosti mikroorganismi aktivovaného kalu napf. odpadni vody nebo latky se silnymi
redukénimi vlastnostmi. Abioticka kontrola obsahuje testovany material, syntetické médium
a vodu. Vysledkem méfeni je stanoveni hodnoty ECsy, nejcasteji po 30minutové inkubaci.

Podminky testu
Test by mél byt provadén pfi teploté (22 + 2) °C a v mistnosti neobsahujici prach a toxické

vypary.
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Platnost testu

Citlivost aktivovaného kalu by méla byt ovéfena s pouzZitim referencni latky. Pro inhibici
spotieby kysliku méfeného vSemi mikroorganismy je to 3,5-dichlorofenol (3,5-DCF).
Hodnota ECs po 30 minutové inkubaci by se méla pohybovat mezi 2 az 25 mg.I"". Spotteba
kysliku pro kontrolni vzorek musi byt vy$si nez 20 mg.g” suché vahy aktivovaného kalu za
hodinu.

Vyhodnoceni testu

Vyhodnoceni se zpracovdva pomoci vypocetni techniky, pouzitim rovnic (5), (6), (7).

Specificka respiracni rychlost (Rs), vyjadiena jako mnoZstvi kysliku spotfebovaného suchou
vahou aktivovaného kalu za hodinu, se vypoc¢itd pomoci rovnice (4):

Ry = kde @)

Pss
Rs je specificka respiraéni rychlost (mg.g™'.h™);
R je rychlost spotieby kysliku (mg.I".h™);
pPss  je koncentrace aktivovaného kalu v testu (g1™).
Hodnota Rs vy3sinez 20 mg.g”.h™" pro kontrolni vzorek je podminkou platnosti testu.

Inhibice spotfeby kysliku vyjadiend v procentech métend pomoci vSech mikroorganismu (/)
pro kazdou koncentraci testované latky se vypocita pomoci rovnice (5):

1{1—ﬁ}1oo,kde (5)

B
1 je inhibice spotfeby kysliku méfena pomoci vS§ech mikroorganismti (MO) (%);

Ry je rychlost spotfeby kysliku méfend pomoci vSsech MO pro urcitou koncentraci toxické
latky (mg.I".h™);

Rrs  je rychlost spotifeby kysliku méfend pomoci vSech MO pro abioticky vzorek
(mg.1".h™);

Rrp je rychlost spotfeby kysliku méfend pomoci vSech MO pro kontrolni vzorek
(mg.1".h™).
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Inhibice spotieby kysliku, vyjadiend v procentech métena pomoci heterotrofnich MO (/x) pro
kazdou koncentraci testované latky, se vypocita pomoci rovnice (6):

R, —R
1, =[l—u}-100,kde (6)
HB

Iy je inhibice spotieby kysliku méfena pomoci heterotrotnich MO (%);

Ry je rychlost spotteby kysliku méfena pomoci heterotrofnich MO pro urcitou
koncentraci toxické latky (mg.1".h™);

Rps  je rychlost spotfeby kysliku méfend pomoci heterotrofnich MO pro abiotickou
kontrolu (mg.1".h™);

Ruys  je rychlost spotieby kysliku méfend pomoci heterotrofnich MO pro slepy vzorek

(mg.1".hh.

Inhibice spotteby kysliku, vyjadiend v procentech méfena pomoci nitrifikaénich MO (/) pro
kazdou koncentraci testované latky, se vypocita pomoci rovnice (7):

R, —-R
IN:[I—g}-IOO,kde (7)
RTB - RHB

Iy je inhibice spotfeby kysliku méfena pomoci nitrifikacnich MO (%);

Ry viz rovnice (5);

Ry viz rovnice (6);

Rrg  viz rovnice (5);

Ry viz rovnice (6).

Koncentrace testované latky se vyjadii v logaritmickych hodnotach (log c), inhibice spotieby
kysliku se vyjadii v procentech a ziskané hodnoty se vynesou do soufadnicového systému,
kde nezavisle proménnou je log ¢ (osa x) a zavisle proménnou je inhibice spotieby kysliku
vyjadiend v procentech (osa y). Vynesenymi body se prolozi regresni piimka. Z rovnice

regrese se vypocita log ¢ pro inhibici 50 % (y = 50). Odlogaritmovanim hodnoty log ¢ se
ziska hledana koncentrace ECsy.
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Casto jsou vysledky stanoveni pomé&mé variabilni. V t&chto piipadech miize byt hodnota ECs
vyjadiena v urcitém rozsahu napt. ECso < 1 mg/l, ECsy je od Img/l do 10mg/l, ECs je
od 10 mg/l do 100 mg/1 [31, 41].

2.3 Biodegradace

Nejvyznamngéj$im procesem pro odstranovani polutantti z zivotniho prostiedi je biodegradace.
Biodegradace miize byt definovana jako biologicky katalyzované reakce, pfi kterych dochdzi
ke zméné ve struktufe organické latky. Biodegradace velmi cCasto, ne vSak vzdy, vede
ke kompletni pfeméné vychozich organickych latek na anorganické produkty. Pokud dojde
k jakékoliv zméné ve struktufe vychozi latky mluvime o biodegradaci, pokud vsak dojde
k uplnému rozkladu vychozi latky na anorganické produkty (CO,, H>O, NOs™ atd.) mluvime
o mineralizaci (obr. 15).

Bakterie, v mensi mife houby, fasy, kvasinky, hraji hlavni roli pii mineralizaci organickych
latek v Zivotnim prostfedi. Slouceniny pfirodniho pliivodu jsou velmi rychle degradovany
a mineralizovany témito mikroorganismy. Xenobiotika nejsou vzdy lehce biologicky
degradovatelné, a z tohoto diivodu velmi ¢asto vykazuji perzistenci v zivotnim prostredi [42].

Organickeé latky
Pfirodni - Xenobiotika

monooxygenazy

dioxygenazy
+ 2 Specifické hydrolazy
NH,’, CT, SO, katabolické enzymy dehydrogenazy

amidazy
transferazy

Meziprodukty

Elektron akceptor

0,, NOy', SO,*

Mineralni produkty
Q0,, H,O

Narust biomasy

Obrazek 15: Schéma biodegradace polutantii (upraveno dle 42).

Biodegradace neni vzdy pozitivnim procesem. V né&kterych ptipadech mohou vzniknout
z relativn€é neSkodnych vychozich latek toxi¢téjsi produkty, napf. rtut’ je v sedimentech
pomoci mikroorganismi pfeménéna na mono nebo dimethyl rtut, kterd je vice nebezpecna
pro zivotni prostredi [43].
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2.3.1 Biodegradace za riznych podminek

Biodegradace organickych latek mlize probihat riznymi zpusoby, které jsou dany okolnimi
podminkami, zejména ptitomnosti kysliku pfi biodegrada¢nich reakcich [43].

2.3.1.1 Aerobni degradace polutantii

Mnoho druht mikroorganismi roste za aerobnich podminek, tedy za piitomnosti kysliku.
Pti biodegradaci dochazi k produkci energie z oxidace organickych latek na CO; a asimilaci
¢asti uhliku do nového bunééného materialu. Organické latky jsou zdrojem uhliku i zdrojem
energie. Aerobni mikroorganismy vyuzivaji kyslik jako kone¢ny akceptor -elektroni.
Za aerobnich podminek miize byt mnoho polutantll vyuzito mikroorganismy jako zdroj uhliku
a energie napf. vinylchlorid, benzen, toluen, fenol, naftalen. Rast na téchto polutantech
znamend, Zze mikroorganismy jsou schopné produkovat enzymy, které je rozkladaji
na netoxické meziprodukty vyuzivané v mikrobidlnim metabolismu [42].

2.3.1.2 Anaerobni degradace polutantii

Anaerobni degradace miize byt definovana jako degradace organickych latek za podminek,
kde kyslik neni pouZivan jako kone¢ny akceptor elektront. Slou€eniny jako sulfaty,
dusi¢nany, CO, a polutanty jsou redukovany elektrony, které pochazi z oxidace organickych
latek, tedy funguji jako akceptory elektronii. N&které procesy napt. denitrifikace — redukce
dusi¢nant na molekularni dusik, mohou probihat jak u aerobnich tak i u anaerobnich bakterii.
Ptikladem mohou byt nékteré druhy denitrifikacnich bakterii, které jsou schopné oxidovat
benzen za nepiitomnosti kysliku, avSak za pfitomnosti dusi¢nant.

2.3.2 Mechanismus biodegradace

Biodegradace organickych latek zahrnuje fadu reakci, ty jsou ve velké mife zavislé na
fyziologii heterotrofnich mikroorganismu, které¢ v pritomnosti kysliku pouzivaji organické
latky jako zdroj uhliku pro syntézu biomasy a jako zdroj energie [43].

Oxidace organickych latek mikroorganismy, pomoci enzymi jako katalyzatorl, je vyjadiena
reakci (8):

CXHYOZ+(X—%Y—%Z)02%XC02+%YHZO+AE, (8)
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Syntéza nové biomasy je vyjadiena reakei (9):

n(CXHYOZ)+n(NH3)+n(X—%Y—%Z—S)Oz — L _y(C.H,0,N) (X -5)CO, +g(y—4)H20+AE,, )

Endogenni respirace, predstavujici ¢ast kysliku, ktery je potfebny na vlastni dychéani
mikroorganism, je vyjadiena reakci (10):

(C;H,0,N), +5n0, —E2m 5 5,CO, + nH,0 - nNH , + AE (10)

V rovnicich (8), (9) a (10) symbol AE znaci zménu energie v systému [43].

2.3.3 Faktory ovliviiujici biodegradaci

Rychlost a efektivita biodegradace organickych latek zavisi na mnoha faktorech. Pokud
uvazujeme biodegradaci v pifirod¢, tak tyto faktory miizeme rozdélit do tfi skupin:
mikroorganismy, které jsou schopné degradovat specifické chemické struktury, podminky
okolniho prostfedi dovolujici riist mikroorganismii a tvorbu degradacnich enzymii a dobry
fyzicky kontakt mezi organickym substrdtem a organismem. Z hlediska experimentalniho
stanoveni biodegradace muzeme tyto faktory rozdélit do ¢tyt odliSnych skupin: Ziviny,
fyzikéalné-chemické podminky, mikroorganismy a organické latky [42, 43, 44].

2.3.3.1 Ziviny

Rist a Zivotni funkce bakterii jsou zdvislé na pfitomnosti Zivin. Optimalni mnoZzstvi a druh
zivin zavisi od druhti mikroorganismi a mechanismu degradace substratu. Pro bakterie jsou
zivotn¢ dulezité fosfaty, sulfaty, NaCl, vapnik, amoniak, hoi¢ik a Zelezo. Kromé téchto
hlavnich Zzivin, bakterie potfebuji také mikroelementy jako jsou zelezo, méd’, bor, mangan,
zinek, molybden. Koncentrace Zivin v Zivotnim prostfedi je pomérné promeénliva, zavisla
na ro¢nich obdobich, méni se béhem dne v disledku zmén fyzikalné-chemickych vlivi a je
proménliva také ve vodnim sloupci v riznych hloubkéch.

Ziviny, které maji nejvétsi vliv na biodegradaci, jsou dusik a fosfor. Ovliviiuji bunéény rist,
maji tedy vliv na tvorbu biomasy, ktera zintenzivituje proces biodegradace. Zvlasté fosfor je

velmi dulezity, protoze je limitnim faktorem biodegradace.

Ve standardnich testech biodegradace je fosfor pfidavan ve vEét§im mnozstvi, nejcasteji jako
K,;HPO4/KH,PO,. Diky své pufracni kapacit¢ stabilizuje pH hodnotu systému [43].
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2.3.3.2 Fyzikdlné-chemické podminky

Pro optimalni pribéh biodegradace musi byt splnéno nékolik fyzikdlné¢ chemickych
podminek.

Koncentrace rozpusténého kysliku

Koncentrace kysliku ma vliv na riist bakterii a na jejich respiraci. Jako kriticka koncentrace
kysliku je definovana takovad koncentrace kysliku, pfi které je respirace bun€k poloviéni
oproti hodnoté¢ naméfené pii normalni koncentraci kysliku. Pfi koncentraci rozpusténého
kysliku niz8i nez 1 mg.l"' dochazi k zastaveni biodegradace, predeviim aromatickych
polutantt, u nichz je kyslik vyuzivéan jako kosubstrat.

Hodnota pH

Pti optimalni hodnoté¢ pH dochézi k maximalnimu mnozeni mikroorganismti. Hodnota pH je
dilezita pii jednotlivych enzymatickych procesech. Obecné je optimdlni pH v neutralni
oblasti a to mezi pH 6 — 8. Ve standardizovanych testech biodegradace je pti dodani pufru
(K;HPO4/KH;,POj4) hodnota pH 7.4.

Teplota

Na biodegradaci ma velmi vyznamny vliv teplota, ovliviiuje zejména rozpustnost kysliku,
sloZzeni biomasy, dostupnost zivin a ma také vliv na metabolické drahy. Teplota, stejn¢ jako
pH, zvySuje rychlost biodegradace. Testy biodegradability jsou provadény pii teploté
v rozmezi 20 — 25 °C. Pro spravnost vysledkd je velmi dilezité udrzet konstantni teplotu
po celou dobu méteni.

Svétlo

Biodegradace se méii ve tmé nebo v zatemnéném prostoru, protoze svétlo miize zplsobit
fotochemicky rozklad latek a také mize zvysit fotosyntézu tas (fytoplanktonu), coz vede
k nespravnému méfteni spotieby kysliku a tim také k nespravnému posouzeni biodegradability
[43].

2.3.3.3 Mikroorganismy

Na biodegradaci organickych latek ve vodném prostfedi maji vyrazny vliv piitomné
mikroorganismy. Pii testovani biodegradability musi byt tyto mikroorganismy piidavany
do testovaného systému. Dulezity je zdroj téchto mikroorganismil, mnozstvi a piedchazejici
uprava, zejména aklimatizace a adaptace.
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Zdroj mikroorganismi

Organické latky vodpadni vodé miZe degradovat <cCistd nebo smiSend kultura
mikroorganismi. Biodegradace s Cistymi kulturami mikroorganismi se vyuziva pfevazné
pfi studiu mechanismi degradace jednotlivych chemickych latek, umoziujici Ccisténi
specifickych znecisténi In situ. Pii bézném posouzeni biodegradace se vyuzivad smiSenych
bakterialnich kultur. Schopnost biodegradace je pii pouZziti smiSenych kultur vyssi, kultura je
vice odolné a v neposledni fad¢ je schopna degradovat xenobiotika kombinované — za pouziti
vice druhti mikroorganismi. Pfi standardnich testech biodegradability se jako zdroj bakterii
pouziva aktivovany kal z komunalnich ¢istiren odpadnich vod.

Mnozstvi

Mnozstvi bakterii v pfirodnich vodach se pomérné 1isi. Pfi testovani biodegradability se
nejcastéji vyuzivaji bakterie aktivovaného kalu, jejichz koncentrace se v aktivovaném kalu
pohybuje mezi 10" a 10’ bundk.ml”'. Ve standardnich testech biodegradability se vyuziva
Siroké spektrum koncentraci, zalezi na ucelu pouzitého testu.

Aklimatizace a adaptace mikroorganismu

Aklimatizace umoznuje mikroorganismiim pfedchazet stresu pii ptechodu z jednoho prostiedi
do druhého, predev§sim vzhledem k riznym fyzikalné-chemickym podminkdm. Adaptace
zacina po pridani mikroorganismi do systému pii tzv. lag-fdzi. Adaptované organismy jsou
takové, které zvysuji biodegradaci organickych latek [43, 45].

2.3.3.4 Organické latky

Rychlost a rozsah biodegradace organickych latek ve vodném prostiedi je ve velké mife
zavisla na struktufe, rozpustnosti, tékavosti, toxicit¢ a také na koncentraci této latky. T¢kavost
a rozpustnost latek predstavuji velky problém pii posouzeni biodegradability.

Vliv struktury organické latky

V poslednich desetiletich fada autori ziskala korelaci mezi strukturou organickych latek a
jejimi vlastnostmi, jako je toxicita, bioakumulace, biodegradace. Existuje mnoho obecnych
pravidel pro urCeni biodegradace organickych latek zjejich struktury napf. ¢im vySsi
molekulova hmotnost, tim huf je latka degradovana, latky ve vodé dobfe rozpustné se
snadnéji degraduji nez latky ve vodé€ nerozpustné, latky s vySSim poctem benzenovych jader
snizuji biodegradaci, heterocyklické slouceniny se sirou jsou htfe degradovatelné nez jejich
analogy bez pfitomnosti siry, ¢im vice substituentii molekula obsahuje, tim hiife podléha
biodegradaci.
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Vliv koncentrace organické latky

Koncentrace organické latky je velmi dualezitd pfi testech biodegradability. Pro fadu latek
existuji kritické koncentrace, pii kterych dochazi k dobré biodegradaci téchto latek. Pokud je
koncentrace latky niz$i nez kritickd, mikroorganismy nemohou vyuzit tolik energie z uhliku,
kolik pottebuji na rast a udrzeni zivotnich funkci. Pokud je testovana organicka latka ptili§
toxickd, vysokéd koncentrace této latky v systému miiZze mit negativni vliv na metabolismus
mikroorganismti a tim i na vysledky celého testu. Koncentrace latky, ktera je v testu

biodegradability pouZzita, je zavisla na toxicit¢ posuzované latky na zvolené metodé a na ucelu
testu [43].

2.3.4 Stanoveni biodegradability organickych latek

Testy biodegradability jsou pouzivany za uUcelem zjisténi schopnosti biodegradace
chemickych latek a také k predpovédi chovani téchto latek v zivotnim prostiedi. Cilem kazdé
testovaci metody by méla byt simulace procest probihajicich v ptirodé [46].

Pfi stanoveni biodegradability se nyni jevi jako nejvhodnéjsi a nejjednodussi respirometrickd
metoda, pii které je jako vysledek biodegradability v zavislosti na ¢ase méfena zména tlaku
v uzavieném systému (obr. 16). Pfi stanoveni biodegradability jsou vyuzivany
mikroorganismy aktivovaného kalu z biologického stupn¢ Cistirny odpadnich vod [37].

—» Biodegradace (%)

rTTrTTrrrrrrerrrrrrrTd
1 4 1 10 13 16 19

Cas (den) >

Obrazek 16: Biodegradacni kiivka znazornujici lag-fazi 1), fazi exponencialniho ristu 2)
a stacionarni fazi 3) lehce biodegradovatelné latky 4) (upraveno dle 47).
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Podstata zkousky

Podstatou je posouzeni biodegradability organickych latek pomoci aerobnich mikroorganismi
Pro zajisténi optimalnich podminek téchto mikroorganismi v testu jsou do systému piidavana
zivna média sloZend z anorganickych soli. Organické latky jsou v tomto testu zdrojem uhliku
a energie v médiu. Koncentrace testované latky je obvykle 100 mg.lI”, teoreticka spotieba
kysliku by méla byt také 100 mg.I"". Médium nao&kované bakteriemi je michano v uzaviené
lahvi a spotieba kysliku je stanovena méfenim zmény tlaku v aparatu. CO, je absorbovan
KOH uloZenym ve vicku ldhve. Biodegradace organickych latek je métena 28 dni, pokud je to
nezbytné tak 1 déle.

Podminky zkousky

Test musi byt provadén ve tmé, v mistnosti neobsahujici toxické vypary a pii teploté mezi
20° C az 25 °C, teplota se v§ak nesmi zménit o vice nez + 1 °C.

Platnost zkousky

Test musi byt provadén paralelné€ s referencni latkou. Procentudlni degradace referencni latky
octanu sodného (CH3COONa) musi piekrocit po 5 dnech 50 %.

Vyhodnoceni zkouSky
Hodnoty spotfeby kysliku jsou pocitany pro kazdou ldhev zvlast. Vypocet degradace
organické latky zavisi na zvolené metodé. Pro respirometrické méteni biodegradace je objem

vzorku vybran na zaklad¢é ocekavané spotieby kysliku (tabulka 1).

Tabulka 1: Vybér objemu vzorku na zakladé ocekévané spotieby kysliku

Ocekavana spotieba Objem Faktor pro vipodet

(mg/1) (ml)
0-40 432,0 1
0-80 365,0 2

0—200 250,0 5

0—400 164,0 10

0—800 97,0 20

0 —2000 43,5 50

0 —4000 22,5 100
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Redlnd spotieba kysliku odectena z meticiho zatfizeni je vyndsobena faktorem, ktery je pouzit
dle objemu testované smeési v barometrické sklenici. Z této hodnoty mulzeme vypocitat
procentni biodegradaci v kazdém Casovém okamziku dle rovnice (11):

_ SK,.-SK

D, *..100, kde (11)
TSK

D, je biodegradace v ¢ase t (%);
SK,. je spotieba kysliku ve vzorku v ¢ase t (mg.I™);
SKy  je spotieba kysliku v kontrolnim vzorku v ¢ase t (mg.1™);

TSK je teoreticka spotieba kysliku (mg.1™).

Abiotickou tj. fyzikalné-chemickou degradaci vypocitame pomoci rovnice (12):

D, :%&Oo,kde (12)
D, viz. rovnice (11);
SK ibiori spotieba kysliku v abiotickém vzorku v ¢ase t (mg/1);
TSK viz. rovnice (11).

Vysledky se zpracovavaji pomoci vypocetni techniky. Ze ziskanych hodnot se sestroji
biodegradacni kiivka, kde nezavisle proménnou je ¢as (osa Xx) a zavisle proménnou je
biodegradace v procentech (osa y).

Pokud je to mozné, tak se z biodegradacni kiivky odeCte oblast lag-fize, maximalni
biodegradace a celkovy Cas degradace [37, 48].
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2.4 Klasifikace latek na zakladé testovani ekotoxicity a biodegradability

Zakon 356/2003 Sb. o chemickych latkach a chemickych pfipravcich, ve znéni pozdéjsich
predpist, vymezuje povinnosti pravnickych osob nebo podnikajicich fyzickych osob
pti klasifikaci a zkouSeni nebezpecnych vlastnosti, baleni a oznaCovani, uvadéni na trh nebo
do obéhu a pfi vyvozu a dovozu chemickych latek a chemickych ptipravki, pti oznamovani
a registraci chemickych latek a vymezuje plisobnost spravnich organii pfi zajistovani ochrany
zdravi a zivotniho prostiedi pfed Skodlivymi uCinky chemickych latek a chemickych
ptipravku [49].

Podle tohoto zédkona chemické latky jsou chemické prvky a jejich slouceniny v pfirodnim
stavu nebo ziskané vyrobnim postupem vcetné ptipadnych ptisad nezbytnych pro uchovani
jejich stability a jakychkoliv necistot vznikajicich ve vyrobnim procesu. Chemické piipravky
jsou smési nebo roztoky slozené ze dvou nebo vice chemickych latek. Klasifikace téchto latek
a pripravkil je postup zjiStovani nebezpecnych vlastnosti latky nebo ptipravku, hodnoceni
zjisténych vlastnosti a nasledné zatrazeni takové latky nebo ptipravku do jednotlivych skupin
nebezpecnosti. Nebezpecné latky nebo ptipravky jsou takové latky nebo ptipravky, které
za podminek stanovenych timto zdkonem maji jednu nebo vice nebezpecnych vlastnosti.

Na zaklad¢ vysledki testd toxicity se specifickymi testovacimi organismy, tedy hodnot LCs,
ECso nebo ICsy a na zékladé vysledkl testli biodegradability mizeme odhadovat vliv téchto
latek na zivotni prostiedi. Tfidy, do kterych tyto latky zafazujeme na zékladé jejich
potencidlniho vlivu na Zivotni prostfedi jsou uvedeny v tabulce 2. Pro klasifikaci latek se
vyuzivaji druhy organismii, které vykazuji nejvyssi citlivost.

Specifickou rizikovost oznacuji R- véty, které upozoriuji na nebezpeci latek nebo pripravki a
jsou pouzivany mezinarodné [49, 50].
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Tabulka 2: Rozdé¢leni latek dle specifické rizikovosti (upraveno dle 37, 50).

R-véty Popis Dobra log BCF Rasy Dafnie Ryby
bio- Py 72hICsy | 48hECsy | 96hLCsy
degradace (mg1") | (mgl") | (mglh)
R53 Miize vyvolat dlouhodobé I"otvrzena perzrlstence nvebo
R bioakumulace latky, moZnost
neptiznivé U€inky ve Ne >3 >100 , N
vodnim prostieds vyskytu opozdénych nebo
P chronickych nasledki
R
20153 Vysoce toxicky pro vodni Ne <3 <100
. o v < < <
organlsmy,’muzve’ Vy‘wzlat Ano -3 ~ 100 1 1 1
dlouhodobé neptiznivé
ucinky ve vodnim prostredi Ne >3 > 100
R50 o .
Vysoce toxicky pro vodni / / / <1 <1 <1
organismy
R51/53 Toxicky pro vodni Ne <3 <100
organismy, miize vyvolat Ano >3 > 100 1-10 1-10 1-10
dlouhodobé nepftiznivé
ucinky ve vodnim prostiedi Ne >3 > 100
RS1 Toxicky pro vodni
organismy
R52/53* | )
Skodlivy pro vodni
organismy, muze vyvolat Ne -3 ~ 100 10-100 | 10-100 | 10-100
dlouhodobé neptiznivé
ucinky ve vodnim prostiedi
R52 Skodlivy pro vodni
organismy
* Latka bude zafazena do této kategorie, i kdyz nespliiuje kritéria R52/53 pokud existuji
jiné udaje o nebezpeci pro vodni prostiedi.
/ Hodnoty nejsou definovany

36




3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem zadané diplomové prace bylo posouzeni vlivu monomerti formaldehydovych pryskyftic
na zivotni prostfedi. Vzorky byly odebrany ze spolecnosti zabyvajici se vyrobou melamin-
formaldehydovych a mocovino-formaldehydovych pryskyfic, které jsou vyuzivany jako
adheziva. Odebirani vzorkd probihalo béhem vyrobniho procesu. Odebrané vzorky byly
oznaceny za monomery (resp. smesi monomeru). Jejich vlastnosti nebyly blize specifikovany.

Pro komplexnégjsi posouzeni vlivu téchto latek na Zivotni prostfedi byla testovana ekotoxicita
a také biodegradabilita. Pro Ucely ekotoxikologického hodnoceni byly zvoleny tfi testy, a to
akutni imobiliza¢ni test na perloo¢kach Daphnia magna, akutni test s luminiscenénimi
bakteriemi Vibrio fischeri a akutni test inhibice spotfeby kysliku aktivovanym kalem.
Pro posouzeni biodegradability byla vybrana metoda stanoveni spotieby kysliku v uzavieném
respirometru. VSechny tyto testy jsou standardnimi testy. Na zékladé vysledki téchto testii byl
posouzen vliv testovanych vzorkil na zivotni prostredi.

Mocovino-formaldehydova pryskyfice byla v kapalném stavu. Vzorek mél vysokou viskozitu
a bilou barvu. Vzorek byl nafedén destilovanou vodou na koncentraci 0,1 obj % a kvili
problémiim s rozpustnosti byla ptidana kyselina chlorovodikova a nasledné bylo pH upraveno
na hodnotu pH 6 — 7 pomoci 1M NaOH.

Melamin-formaldehydova pryskyfice byla v pevném stavu. Vzorek byl bily a pudrovity.
Vzorek byl pieveden do roztoku o koncentraci 1 g.I"" v destilované vodg. I u tohoto vzorku se
také objevily problémy s rozpustnosti, postup rozpousténi byl stejny jako u ptedeslého vzorku
(obr. 17).

Vzorek melamin-formaldehydové
pryskyfice

Vzorek mocovino-formaldehydové
pryskyfice

Obrazek 17: Testované vzorky.
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3.1 Stanoveni ekotoxicity vzorki

3.1.1 Akutni imobiliza¢ni test na perloo¢kach Daphnia magna

Testovaci organismy

Pro testovani byly pouzity perlooc¢ky Daphnia magna z vlastniho chovu. Perloocky byly
chovany v akvariich vmédiu M4 [51] v mistnosti o teplot¢ 20 + 2° C pii fotoperiodé
16 hodin svétla/ 8 hodin tmy, krmeny suspenzi fas Desmodesmus subspicatus (obr. 18).

Obrazek 18: Chovné nadrze pro perloocky Daphnia magna
Testovaci médium

Jako testovaci médium byla pouzita standardni fedici voda pfipravend ze Ctyf zasobnich
roztokd: CaCl,.2H,O o koncentraci 11,76 g.l'l, MgS04.7H,0O o koncentraci 4,93 g.l'l,
NaHCOj; o koncentraci 2,59 g.I"!, KCl o koncentraci 0,23 g.I"". Objem 25 ml kazdého ze &tyt
zasobnich roztokti se smichd a doplni vodou do 1 litru. Hodnota pH takto pfipravené fedici
vody musi byt 7,8 + 0,2 a koncentrace rozpusténého kysliku vyssi nez 7 mg.I" [28].

Provedeni testu

Pro testovani vzorku mocovino-formaldehydové pryskytice byly zvoleny pro predbézny test
koncentrace 0, 1, 30, 60, 90 obj. %. Pro pfipravu téchto koncentraci bylo odebrano 1, 30, 60,
90 ml zasobniho roztoku o koncentraci 1 ml.I" a doplnéno fedici vodou do 100 ml.

Pro vzorek melamin-formaldehydové pryskyftice byly zvoleny pro predbézny test koncentrace
0, 10, 100, 150, 200 ml1". Pro piipravu téchto koncentraci bylo odebrano 1, 10, 15 a 20 ml
zésobniho roztoku o koncentraci 1 g.I"! a dopln&no fedici vodou do 100 ml.

Od kazdé koncentrace testovaného vzorku bylo odpipetovano 30 ml do Petriho misek. Test
byl provadén ve dvou paralelnich stanovenich. V kontrolnim vzorku byla pouzita fedici voda.
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Do kazdé koncentrace testovanych latek bylo nasazeno 10 perloocek mladSich 24 hodin
(obr. 19).

Obrazek 19: Test s Daphnia magna

Na zéklad€ vysledkil pfedbézného testu byly pfipraveny individudlni série koncentraci pro
kazdou testovanou latku.

Vyhodnoceni testu

Po 24 hodinach byl v kazdé koncentraci testovanych latek zjistén pocet imobilizovanych
jedinct. Perloocky, které nebyly schopné plavat po promichéani kapaliny, byly povaZzovany za
imobilizované. Z celkového poctu imobilizovanych jedinci bylo pro kazdou koncentraci

testovanych latek vypocitdno procento umrtnosti vztazené na celkovy pocet jedincl v této
koncentraci. Ze ziskanych vysledkl byla stanovena hodnota 24hECs [28].

3.1.2 Akutni test s luminiscen¢nimi bakteriemi Vibrio fischeri

Testovaci organizmy

Testovacimi organismy jsou luminiscencni bakterie Vibrio fischeri, které jsou spolu
s reaktiva¢nim roztokem uchovavany pfi teploté -18°C.

Testovaci médium
Jako kontrolni vzorek byl pouzit 2% roztok NaCl. Pfi stanoveni byly do 100 ml vzorku

pfidany 2 g NaCl, hodnota pH vzorkl bylo upraveno na 7,0 + 0,2 pomoci 0,1M HCI nebo
0,1M NaOH.
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Provedeni testu

Me¢fteni probihalo na luminometru LUMIStox 300, obsahujici dvé jednotky: jednou jsou
méteny vzorky a druhd jednotka slouzici k inkubaci vzorka (obr. 20). Suspenze bakterii a
vzorek byly ponechany v termostatu pfi teploté 15 °C. Postupnym fedénim vychoziho vzorku
byla pfipravena sada pro méfeni:

Do kyvety (A1) byly ptidany 4 ml testovaciho média (2% NaCl)

Do kyvety (A2) byly pfidany 4 ml vzorku

Do kyvety (A3 — A10) byl ptidan 1,5 ml testovaciho média

Bylo odebrano 1,5 ml vzorku z kyvety (A2) a pfidano do kyvety (A3)

Bylo odebrano 1,5 ml smési vzorku a testovaciho média z kyvety (A3) a ptidano do
kyvety (A4)

e Redéni vzorku pokradovalo stejnym zptisobem z kyvety (A4) az do kyvety (A10)

Do kazdé kyvety paralelni sady B a C bylo pfidano 0,5 ml suspenze bakterii. Okamzité byla
meétfena bioluminiscence suspenze bakterii (/y). Nasledné byly pfidany rizné koncentrace
vzorku ze sady A a po 30 minutach byla opét métena bioluminiscence (/39). Inhibice intenzity
bioluminiscence byla méfena z rozdild intenzit na zacatku méteni a po 30 minutové inkubaci
[36].

Obrazek 20: Luminometr LUMIStox 300

Vyhodnoceni testu

Vyhodnoceni probihalo pocitaovym programem pomoci piistroje LUMIStox 300 na zakladé
rovnic (1), (2), (3). Vysledky byly vyjadieny jako hodnoty 30minECs, [36].
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3.1.3 Akutni test inhibice spotFeby kysliku aktivovanym kalem

Testovaci organismy

Pfi tomto testu byl pouzit aktivovany kal z aerobnich reaktorti laboratorni Cistirny odpadni

Vv W

vody (obr. 21). Aerobni reaktory mély objem 8,3 litrti a sekundarni ¢ifi¢ 2,2 litrd. Teplota
systému byla 20 +£ 2 °C a aeracni zafizeni zajiStovalo koncentraci rozpusténého kysliku

v systému nejméné 2 mg.I". Cas zdrzeni aktivovaného kalu byl 9 — 11 dni a hydraulicky ¢as

zdrzeni byl 6 — 7 dni. Do aerobnich reaktori pfitékala syntetickd komunalni odpadni voda
slozend ze 70 % destilované vody a z 30 % komunalni odpadni vody. Do systému bylo

piidano 130 mg.l" peptonu a 0,9 mg.l' fosforu ve form& KH,PO,. Parametry &istirny

komunalni odpadni vody jsou popsany v tabulce 3 [52].

Obrazek 21: Laboratorni aerobni reaktory s aktivovanym kalem.

Tabulka 3: Parametry laboratorni ¢istirny komunalnich odpadnich vod [52].

Parametry Hodnoty
Piitok 22,0 +2,0 (L.den™)
Cas zdrzeni 0,01 (h)

Objemovy index aktivovaného kalu

88 + 13 (mlLg™)

Chemicka spotieba kysliku

130 + 12 (mg.1™)

Koncentrace aktivovaného kalu

32402 (g1

Vsechny testy byly provadény s neadaptovanym aktivovanym kalem.
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V zavislosti na rychlosti sedimentace byl odebrany aktivovany kal ponechén sedimentovat,
obvykle asi 10 min. Voda nad usazenym aktivovanym kalem byla slita a kal byl nékolikrat
proplachovén vodovodni vodou zbavenou chloru. Po poslednim usazeni byla voda opét slita,
timto zptisobem byl aktivovany kal zakoncentrovan a pfipraven pro testovani.

Pro zjisténi koncentrace aktivovaného kalu bylo filtrovano 20 ml zakoncentrovaného kalu
pres predem zvéazeny a piedsuseny filtracni papir s velikosti pord 2 pum. Filtrani papir
se suspendovanymi ¢asticemi aktivovaného kalu byl suSen pii 105 °C do konstantni véhy.
Koncentrace aktivovaného kalu byla vypocitana pomoci rovnic (13) a (14):

m = My - mp, kde (13)
m je hmotnost suspendovanych ¢astic aktivovaného kalu (g);
mrrak  j€ hmotnost suspendovanych ¢astic aktivovaného kalu a filtra¢niho papiru (g);

my  je hmotnost filtra¢niho papiru (g).

m
X =0 kde (14)
X je koncentrace aktivovaného kalu (g.l']);
m viz rovnice (13);
V je objem zakoncentrovaného aktivovaného kalu (1).

Testovaci médium

Do vsech testovanych vzorki bylo pfidano zivné médium pro mikroorganismy aktivovaného
kalu. Zivné médium se sklada z anorganickych soli a organickych latek (tabulka 4).

Tabulka 4: SloZeni zivného média.

Nazev Vzorec Mnozstvi (g)
Mocovina [CO(NH,),] 3,0
Chlorid sodny NaCl 0,7
Chlorid vépenaty dihydrat CaCl,.2H,0 0,4
Siran manganaty heptahydrat MgS0O,4.7H,0 0,2
Hydrogenfosfore¢nan draselny K>HPO4 2,8
Vsechny soli byly rozpustény v destilované vodé, celkovy objem smési byl
doplnén na 1 litr destilovanou vodou.

Samostatn¢ byl pfipraven roztok lehce biodegradovatelné latky — peptonu o koncentraci
20 g.I'.
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Provedeni testu

V500 ml kéadinkach byly pfipraveny riizné koncentrace testovanych latek, kontrolni
a abioticky vzorek. Prvni test byl provadén sreferenéni latkou 3,5-dichlorofenolem.
Koncentrace zadsobniho roztoku referen¢ni latky byla 1 g.l'l.

Byly pfipraveny zésobni roztoky testovanych vzorki: mocovino-formaldehydova pryskyfice
o koncentraci 0,1 obj. % a melamin-formaldehydovd pryskyfice o koncentraci
2 g.I'". K testovanym vzorkiim o riznych koncentracich bylo piidano 16 ml Zivného média
(Tabulka 4), aktivovany kal o koncentraci 800 mg.l' a 16 ml peptonu. Inhibice spotieby
kysliku byla métena nejdiiv bez ptidavku ATU (¢ = 11,6 mg.l'l) a nasledn¢ s ptidavkem 5 ml
ATU. Vsysttmu bez ATU byla méfena inhibice spotifeby kysliku pomoci vsech
mikroorganismi a v systému s pifidavkem ATU inhibice spotfeby kysliku pomoci
heterotrofnich mikroorganismi.

Kontrolni vzorek obsahoval zivné médium, aktivovany kal o stejné koncentraci jako
v predes§lém testu a pepton. Do systému nebyly piidany testované¢ vzorky. Test byl také
provadén bez ATU a nasledné s ptidavkem ATU.

Abioticky vzorek obsahovat zivné médium, pepton a testovanou latku. Test byl také provadén
bez ATU a nasledné s ptidavkem ATU.

Pripravené smési obsahujici rizné koncentrace testovanych vzorkil, kontrolni a abioticky
vzorek byly provzdusiovany kyslikem po dobu 30 minut (obr. 22).

Obrazek 22: Inkubace kyslikem pripravenych smési.

Po 30-ti minutové inkubaci byla kazdd smés ptelita do kyslikovych sklenicek. Spotieba
kysliku byla métena kyslikovou sondou. Kazdych 30 sekund byla odecitdna hodnota kysliku
ve smésich po dobu 6 minut (obr. 23).
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Obrazek 23: Meéreni spotreby kysliku kyslikovou sondou.

Presné slozeni smési pro testovani vzorki je zaznamenano v tabulkach 5 — 9.

Tabulka 5: Slozeni smési pii testovani referencni latky 3,5-DCF.

., zivné pepton | aktivovany Vzorek celkovy
Fogczmg’élﬂeferencm médium (ml) kal (ml) objem
atky 3,5- v testu (ml) (mg.l'l) (ml)
0 mg I"' - kontrolni vzorek 16 16 800 / 500
2 mgl! 16 16 800 1 500
10 mg.1"! 16 16 800 5 500
20 mg.I" 16 16 800 10 500
20mg.1"" - abioticky vzorek 16 16 / 10 500

/ bez ptidavku
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Tabulka 6: Slozeni smési pii testovani vzorku mocovino-formaldehydové pryskyfice bez

pridavku ATU.
Koncentrace moc¢ovino- zivné médium pepton aktivovany | Vzorek | celkovy
formaldehydové pryskyftice (ml) (ml) kal (ml) objem
v testu (mg.1™) (ml)
0 obj. % - kontrolni vzorek 16 16 800 / 500
7 0bj.% 16 16 800 35 500
11 0bj.% 16 16 800 55 500
15 0bj.% 16 16 800 75 500
15 obj. % - abioticky vzorek 16 16 / 75 500
/ bez pridavku
Tabulka 7: SloZeni smési pfi testovani vzorku mocovino-formaldehydové pryskyftice s
pfidavkem ATU.
Koncentrace mocovino- zivné | pepton | aktivovany | Vzorek celkovy ATU
formaldehydové pryskyfice | médium (ml) kal (ml) objem (ml)
v testu (ml) (mg.1™) (ml)
0 obj. % - kontrolni vzorek 16 16 800 / 500 5
7 obj. % 16 16 800 35 500 5
11 obj. % 16 16 800 55 500 5
15 obj. % 16 16 800 75 500 5
15 obj. % - abioticky vzorek 16 16 / 75 500 5
/ bez ptidavku
Tabulka 8: SloZeni smési pfi testovani vzorku melamin-formaldehydové pryskytice bez
pridavku ATU.
If(oncentrace me’lamin- w zwne( gle;dlum p?fl)ltlc;n aktl\l;(;;/any V(Zn(ﬁ;:k cslljl;;\l/ly
ormaldehydova pryskyfice el ) (ml)
0 mg.I"" - kontrolni vzorek 16 16 800 / 500
700 mg.I™ 16 16 800 87,5 500
1000 mg.1"! 16 16 800 125,0 500
1500 mg.1"! 16 16 800 187,5 500
1500 mg.1"' - abioticky vzorek 16 16 / 187,5 500

/ bez pridavku
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Tabulka 9: Slozeni smési pii testovani vzorku melamin-formaldehydové pryskyfice s

ptidavkem ATU.
Koncentrace melamin.- zivné pepton | aktivovany | Vzorek | celkovy | ATU
Tl ey liaios médium (ml) kal (ml) objem (ml)
(ml) (mg.1) (ml)
0 mg.I" - kontrolni vzorek 16 16 800 / 500 5
700 mg.1™ 16 16 800 87,5 500 5
1000 mg.1"! 16 16 800 125,0 500 5
1500 mg.1"! 16 16 800 187,5 500 5
1500 mg.1" - abioticky vzorek 16 16 / 187.,5 500 5

/ bez ptidavku
Vyhodnoceni testu

Pro kazdou koncentraci testovanych latek byl sestrojen diagram zavislosti méfené
koncentrace kysliku na ¢ase. Na zdkladé rovnic (5), (6) a (7) byla vypocitdna inhibice
spotfeby kysliku pomoci vSech mikroorganismii, déale heterotrofnich a nitrifikacnich
mikroorganismi. Vysledkem méteni byla hodnota 30minECs, [41].

3.2 Stanoveni biodegradability vzorki

Pfi stanoveni biodegradability byla méfena spotieba kysliku v uzavieném respirometru
OxiTop®. Pro test byl pouzit aktivovany kal obsahujici mikroorganismy, které jsou schopné
biodegradovat organické latky. Aktivovany kal byl pfipraven postupem uvedenym v kapitole
3.1.3. Koncentrace aktivovaného kalu v systému byla 30 mg.1".

Testovaci médium
K vzorkim byly pfidany ctyii druhy zivného média, které jsou slozeny =z rtznych
anorganickych soli (tabulka 10 - 13). Ke kazdému vzorku bylo pfidano 10 ml Zivného

média a, a 1 ml zivnych médii b, c, d.

Tabulka 10: SloZeni zivného média a.

Nazev Vzorec Koncentrace (g.1™)
Dihydrogen fosfore¢nan draselny KH,PO, 8,50
Hydrohen fosfore¢nan draselny KoHPO, 21,75
Hydrogen fosfore¢nan sodny dihydrat | NaHPO,.2H,0O 33,40
Chlorid amonny NH4C1 0,50
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Tabulka 11: SloZeni zivného média b.

Néazev Vzorec Koncentrace (g.1")

Siran hofec¢naty heptahydrat MgS04.7H,0 22,50

Tabulka 12: SloZeni zivného média c.

Nazev Vzorec Koncentrace (g.1™)

Chlorid vépenaty CaCl, 27,50

Tabulka 13: SloZeni zivného média d.

Nézev Vzorec Koncentrace (g.1")

Chlorid Zelezity FeCl;.6H,O 0,25

Provedeni testu

Byly pfipraveny zasobni roztoky testovanych vzorkl: mocovino-formaldehydové pryskytice
o koncentraci 0,1 obj. % a melamin-formaldehydovd pryskyfice o koncentraci
1 gI'. Vlitrovych odmérnych baiikich byly pfipraveny testované roztoky, kontrolni,
abiotické vzorky a vzorek obsahujici referencni latku. Koncentrace vzorkli v systému byla
stanovena na zaklad¢ chemické spotieby kysliku dle normy [53] a z vysledki testl toxicity
s aktivovanym  kalem tak, aby koncentrace testované latky nebyla toxicka
pro mikroorganismy, nachazejici se v aktivovaném kalu.

K testovanym vzorkiim byly pfidany zivna média a, b, ¢, d a aktivovany kal o koncentraci
30 mg.1™.

Kontrolni vzorek obsahoval zivna média a, b, ¢, d, a aktivovany kal o stejné¢ koncentraci jako
pfi testovani vzorki.

Referencni vzorek obsahoval Zivna média a, b, ¢, d, a aktivovany kal o stejné koncentraci jako
v predeslych testech. Jako referencni latka byl pouzit octan sodny (CH;COONa). Octan sodny
je lehce biodegradovatelna latka, kterd v nékolika dnech dosdhne 90% biodegradace.

Abioticky vzorek obsahoval Zivné média a, b, ¢, d, testované latky a chlorid rtutnaty (HgCl,).
Abioticky test slouzi ke zjisténi podilu fyzikalné-chemické degradace.

Presny objem (365 ml) pfipravenych smési byl prelit do barometrickych sklenic, bylo ptidano
magnetické michadlo a do hrdla byla vloZena pryzova zatka, kterd obsahovala KOH. Na hrdlo
sklenice bylo pfipevnéno méfici zatizeni OxiTop® (obr. 24). Po dvou hodinach v mistnosti
s konstantni teplotou (20 + 2 °C) zafalo méfeni. Sklenice byly po dobu 28 dni v temném
prostoru s konstantni teplotou. Hodnoty z méficiho zafizeni byly odecitany kazdy den
(obr. 25).
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Obrazek 24: Inkubace vzorkit s méricim zarizeni OxiTop®.

Obrazek 25: Odecitani hodnot ze zarizeni OxiTop®.

Koncentrace testované latky by meéla byt zvolena tak, aby jeji koncentrace v systému
odpovidala maximaln¢ hodnoté¢ 30minEC,, pii stanoveni toxicity s pouzitim aktivované¢ho
kalu. Z diivod vyssi toxicity vzorku mocovino-formaldehydové pryskyfice byly zvoleny dvé
ruzné koncentrace, které byly pouzity pii testu biodegradability. Prvni koncentrace
odpovidala 30minECy = 6,5 obj. %, ale TSK byla pouze 29 mgl”, ztoho divodu byla
zvolena druhda koncentrace 30minECsy = 10 obj. % s TSK = 44 mg.l'l.

Presné slozeni smési pro testovani biodegradability vzorkli je zaznamenano v tabulkach
14— 16.
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Tabulka 14: SloZeni smé&si pfi stanoveni biodegradability kontrolniho vzorku a referencni

latky.
Mnozstvi Zivné Zivné Aktivovany Celkovs
, testované TSK médium | média | HgCl, kal oy
Nazev ) 1 1 objem
latky (mg.I") a b,c,d (ml) (mg.I") (ml)
(mg) (ml) (ml)
Kontrolni / / 10 I / 30 1000
vzorek
Referencni 100 78 10 1 / 30 1000
vzorek

/ bez ptidavku

Tabulka 15: SloZeni smé&si pfi stanoveni biodegradability vzorku mocovino-formaldehydové

pryskyfice
Koncentrace | Mnozstvi TSK Zivné Zivné HgCl, | Aktivovany Celkovy
zasobniho testované (mg.l'l) médium | média (ml) kal objem
roztoku latky a b,c,d (mg.I™") (ml)
testované (ml) (ml) (ml)
latky
6,5 obj % 65 29 10 1 / 30 1000
10 obj % 100 44 10 1 / 30 1000
abioticky
vzorek 100 44 10 1 10 30 1000
10 obj %

/ bez pridavku
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Tabulka 16: SloZeni smési pfi stanoveni biodegradability vzorku melamin-formaldehydové

pryskyfice
Koncentrace | Mnozstvi TSK Zivné Zivné HgCl, | Aktivovany Celkovy
zasobniho testované (mg.l'l) médium média (ml) kal objem
roztoku latky a b,c,d (mg.1™) (ml)
testované (ml) (ml) (ml)
latky
400 mg.I"! 200 62 10 1 / 30 1000
abioticky
vzorek 200 62 10 1 10 30 1000
400 mg.I"

/ bez ptidavku

Vyhodnoceni testu

Z hodnot odec¢tenych z méficiho systému a pouzitim rovnic (11) a (12) byly sestrojeny kiivky
biodegradability testovanych latek. Na zaklad¢ téchto kiivek byla posouzena biodegradabilita

vzorka [48].

50




4 VYSLEDKY A DISKUZE

Testovani ekotoxicity

Ekotoxicita vzorkd byla hodnocena pomoci tfi standardnich testt. Jako prvni byl pouzit
akutni imobilizacni test na perloo¢kach Daphnia magna, déle akutni test s luminiscencnimi
bakteriemi Vibrio fischeri a poslednim testem byl akutni test inhibice spotieby kysliku
aktivovanym kalem. Vysledkem bylo stanoveni hodnot ECs pro kazdy testovany vzorek.

U testu s aktivovanym kalem bylo nutno provést referencni test, protoze kvalita aktivovaného
kalu se v riznych obdobich zna¢n¢ lisi. Jako referenéni latka byl pouzit 3,5-dichlorofenol o
koncentraci zasobniho roztoku 1 gl' (graf 1). Pro testovani byly zvoleny koncentrace
2mgl', 10mgl' a 20 mgl"' 3,5-DCF. Test byl provadén dle metodiky a za stejnych
podminek jako nasledujici testy vzorki.
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10,80%E KNI I X

=
=
I
g
o
S 10,60 \‘ —e— kontrolni vzorek
g _ 10,40 1 —=—2 mgl/l
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° ™ 10,00 - 20 mg/l
° L
§ 9.80 - —¥— abioticky vzorek
g 9,60 -
c
g 9,40 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

€as (min)

Graf 1: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case pri testovani referencni latky
3,5-DCF.

Z grafu 1 byly ziskany rovnice regrese pro kazdy vzorek. Z rovnic regrese byly odecteny
hodnoty R,, (mg.I"".min™"), coz jsou spotieby kysliku aktivovanym kalem v jednom litru smési
za minutu. Ty byly piepo¢itany na spotfebu kysliku za hodinu R (mg.1".h™"). Z téchto hodnot
byly vypocitany inhibice spotieby kysliku (tabulka 17) pouzitim rovnice (5).
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Tabulka 17: Rychlost a inhibice spotieby kysliku aktivovanym kalem pfi testovani referencni
latky 3,5-DCF.

Nazev Rovnice regrese R R Inhibice spotieby
(mg]'min") | (mgl'h?) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,1565x + 10,555 0,1565 9,390 /
2 mg.l” y=-0,1059x + 10,443 0,1059 6,354 31,2
10 mg.1"! y =-0,0622x + 10,541 0,0622 3,732 59,1
20 mg.1”! y=-0,0364x + 10,627 0,0364 2,184 75,6
Abioticky vzorek | y=-0,0018x + 10,849 0,0018 0,108 /
/ nepocitano

Z hodnot inhibice spotieby kysliku a logaritmt koncentraci testované referencni latky byl
sestrojen graf a rovnice regrese. Zrovnice regrese byla vypocitina hodnota
30minECso = 5,6 mg.I"" (graf 2). Hodnota by se m&la pohybovat v rozmezi 2 — 20 mg.I"".
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20 +
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y = 43,626x + 17,454
R? = 0,9939

Inhibice spotieby kysliku

logaritmus koncentraci

Graf 2: Zavislost inhibice spotreby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu koncentrace pri
testovani referencni latky 3,5-DCF.

Na zéaklad¢ hodnoty R pro kontrolni vzorek byla vypocitana specificka respiracni rychlost
aktivovaného kalu (Rs) pouzitim rovnice (4). Specifickd respiracni rychlost byla
Rs=123,5mg.g” .h™". Hodnota by méla byt vy3si nez 20 mg.g™ .h™".

Stanoveni hodnoty 30minECs pro referencni latku 3,5-DCF a stanoveni specifické respiracni
rychlosti jsou podminkami platnosti testu a vyhovovaly limitim uvedenym pro tento standard
[41]. Aktivovany kal tedy mohl byt vyuzit pfi testovani toxicity.

Perloocky Daphnia magna a luminiscen¢ni bakterie Vibrio fischeri nebyly pied pouzitim

testovany referen¢nimi latkami. Jejich testovani probiha v laboratofich pribézné a hodnoty
z téchto standardnich testti dlouhodobé vyhovuji limitim v normach [28, 36].
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Testovani biodegradability

Pro stanoveni biodegradability vzorkd byl pouzit test spotfeby kysliku v uzavieném
respirometru. Vysledkem bylo posouzeni biodegradability vzorku.

Pro splnéni platnosti testu byla vyhodnocena biodegradabilita referencni latky octanu sodného
(graf 3).
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80 -
70 ~
60 -
50 +
40 +
30
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

cas (den)

Biodegradace (%)

Graf 3: Biodegradace referencni latky v zavislosti na case.
Z grafu 3 byla odectena hodnota biodegradace referencni latky po 5 dnech. Biodegradace

presahla 50 %, podminka platnosti tedy byla splnéna. Mikroorganismy aktivovaného kalu
jsou schopné degradovat organické latky a aktivovany kal miiZze byt pouzit pro dalsi testovani.
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4.1 Mocovino-formaldehydova pryskyfrice

4.1.1 Ekotoxikologické hodnoceni vzorku

4.1.1.1 Akutni imobilizacni test na perloockdach Daphnia magna

Predbézny test byl proveden sroztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 3.1.1.
Na zédkladé vysledkii téchto testli byl pfipraven zakladni test. Pro kontrolu vysledkll byl
zakladni test provadén dvakrat.

Vysledky z predbézného testu jsou uvedeny v tabulce 18, vysledky ze zédkladniho testu
v tabulce 19 a 20. Imobilizace v kontrole byla vzdy 0 %.

Tabulka 18: Imobilizace perloocek Daphnia magna v ptedbézném testu

Koncentrace | Pocet nasazenych | Imobilizace po 24h
(obj. %) organismil ks) %)
0 10 0 0
1 10 0 0
30 10 0 0
60 10 10 100
90 10 10 100

Ze ziskanych vysledk z predbézného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zékladni
test na 35 obj. % az 55 obj. %.

Tabulka 19: Imobilizace perloocek Daphnia magna v zékladnim testu €. 1.

Koncentrace | Pocet nasazenych | Imobilizace po 24h Probity

obj. % organismul

(obj. %) g ks) %)
0 10 0 0 0
35 10 2 20 4,16
40 10 4 40 4,75
45 10 7 70 5,52
50 10 9 90 6,28
55 10 10 100 8,09
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Tabulka 20: Imobilizace perloocek Daphnia magna v zakladnim testu €. 2.

Koncentrace | Pocet nasazenych | Imobilizace po 24h Probity

obj. % organismu

(0070 : k) [ (%)
0 10 0 0 0
35 10 2 20 4,16
40 10 5 50 5,00
45 10 7 70 5,52
50 10 8 80 5,84
55 10 10 100 8,09

V zdkladnim testu €. 1 byla pomoci rovnice regresni piimky vypocitdina hodnota
24hECsp=41,2 obj. %, pomoci probitové analyzy byla stanovena hodnota
24hECsp = 40,5 obj. %. V zakladnim testu €. 2 byla pomoci rovnice regresni piimky
vypocitana hodnota 24hECsy = 40,9 obj. %, pomoci probitové analyzy byla stanovena
hodnota 24hECsy = 40,4 obj. %. Porovnanim vysledki (tabulka 21) 1ze fici, Ze vysledky obou
stanoveni se vyrazn¢ nelisi.

Tabulka 21: Vysledky testt s Daphnia magna pro vzorek mocovino-formaldehydové

pryskyfice.

Zakladni test Hodnota 24hECs (obj. %)
A* B*

¢. 1 41,2 40,5

¢.2 40,9 40,4

* A —hodnota 24hECs zjiSténd pomoci regresni pfimky
B — hodnota 24hECs zjisténa pomoci probitové analyzy

4.1.1.2 Akutni test s luminiscencnimi bakteriemi Vibrio fischeri

Pro provedeni akutniho testu s luminiscenénimi bakteriemi byly pfipraveny dv¢ paralelni sady
vzorkd. Redénim byly pfipraveny koncentrace 50; 25; 12; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78; 0,39 a
0,2 obj. %. Pro kontrolu vysledki byl test proveden dvakrat.

Hodnota 30minECs, byla stanovena kalkulaci pfistrojem LUMIStox 300, vysledky byly také
vyhodnoceny sestrojenim regresnich ptimek (graf 4) z testu €. 1 a (graf 5) z testu €. 2.
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Graf 4: Zavislost inhibice intenzity luminiscence na logaritmu koncentrace v testu ¢. 1.

§ 100 -
) 90 -
o
2 80 - _
= y = 62,353x - 18,951
E 701 R? = 0,9963
S 60 -
o
o\ _
2 50
N 40
g
.E 30 -
) 20 -
S
o) 10 +
E 0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

logaritmus koncentraci
Graf 5: Zavislost inhibice intenzity luminiscence na logaritmu koncentrace v testu ¢. 2.

Vtestu ¢ 1 Dbyla pomoci rovnice regresni piimky vypocitdna hodnota
30minECsy = 9,2 obj. %, kalkulaci pfistrojem LUMIStox300 byla zjisténa hodnota
30minECsp = 9,1 obj. %. Vtestu ¢. 2 byla pomoci rovnice regresni piimky vypocitana
hodnota 30minECsy = 12,7 obj. %, kalkulaci ptistrojem LUMIStox 300 byla zjisténa hodnota
30minECsy = 8,1 obj. %. Korekéni faktor (f;) byl pocitan pomoci ptistroje LUMIStox 300 na
zaklad¢ rovnice (1).

Porovnanim vysledkt (tabulka 22) Ize fici, ze vysledky obou stanoveni se vyrazn¢ nelisi.

Pouze hodnota 30minECsy = 12,7 obj. % zjiSténd pomoci regresni piimky z testu €. 2 se mirné
odchyluje.
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MiZe to byt zpisobeno rusivymi vlivy béhem méfeni nebo také tim, Ze ptistroj LUMIStox 30
vyhodnocuje data komplexné€ji, nez jsme schopni vyhodnotit pomoci regresni piimky.
Korekeni faktor vyhovoval stanovenému rozmezi.

Tabulka 22: Vysledky testl s Vibrio fischeri pro vzorek mocovino-formaldehydové

pryskyfice.
Test Hodnota 24hECs (obj. %) Korek¢ni faktor
A* B*
¢. 1 9,2 9,1 0,86
¢.2 12,7 8,1 1,01

* A —hodnota 24hECs zjisténd pomoci regresni pfimky
B — hodnota 24hECs zjiSténd pomoci pfistroje LUMIStox 300

4.1.1.3 Akutni test inhibice spotieby kysliku aktivovanym kalem

Pro stanoveni inhibice spotieby kysliku aktivovanym kalem byly pfi praveny tii koncentrace
testovaného vzorku 7, 11 a 15 obj. %. Spolu s testovanim téchto koncentraci byl pfipraven
kontrolni a abioticky vzorek. Pro kontrolu vysledki byl test provadén dvakrat.

Méi‘eni inhibice spoti‘eby kysliku pomoci v§ech mikroorganismu

Nejdiive byla méfena inhibice spotieby kysliku pomoci vSech mikroorganismi pfitomnych

v aktivovaném kalu. Z vysledki meéfeni byly sestrojeny grafy zavislosti koncentrace
rozpus$téného kysliku na case (graf 6) pro test €. 1 a (graf 7) pro test €. 2.
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Graf 6: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case — méreno pomoci vsech
mikroorganismu aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 7: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case — méreno pomoci vsech
mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Z graft 6 a 7 byly ziskany rovnice regrese pro kazdy vzorek. Z rovnic regrese byly odecteny
hodnoty R,, (mg.I"".min™"). Ty byly prepo¢itany na spotiebu kysliku za hodinu R (mg.I"".h™).
Z téchto hodnot byly vypocitany inhibice spotieby kysliku pomoci vSech mikroorganismi
v aktivovaném kalu (tabulka 23) pro test ¢.1 a (tabulka 24) pro test €. 2 pouZzitim rovnice (5).

Tabulka 23: Méfeni rychlosti a inhibice spotifeby kysliku pomoci v§ech mikroorganismi
aktivovaného kalu v testu €. 1.

Nazev Rovnice regrese R Rr Inhibice spotieby
(mg]'min") | (mgl'h?) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,1237x + 8,6120 0,1237 7,422 /
7 obj. % y =-0,0922x + 8,4497 0,0922 5,532 24,8
11 obj. % y=-0,0537x + 8,5758 0,0537 3,222 55,9
15 obj. % y=-0,0100x + 8,7562 0,0100 0,600 91,3
Abioticky vzorek | y=-0,0008x + 8,8846 0,0008 0,048 /
/ nepocitano
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Tabulka 24: Méfeni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci v§ech mikroorganismi
aktivovaného kalu v testu €. 2.

Nazev Rovnice regrese R Rr Inhibice spotieby
(mg]'min") | (mgl'h?) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,1711x + 8,3925 0,1711 10,266 /
7 obj. % y=-0,1007x + 8,3227 0,1007 6,042 37,8
11 obj. % y =-0,0642x + 8,3833 0,0642 3,852 59,1
15 obj. % y =-0,0205x + 8,5078 0,0205 1,230 84,6
Abioticky vzorek | y=-0,0058x + 8,5998 0,0058 0,348 /
/ nepocitano

Z hodnot inhibice spotfeby kysliku a logaritmli koncentraci testovaného vzorku byla

sestrojena

regresni

ptfimka.

Z rovnice

regrese  byla

vypocitana

hodnota

30minECsp = 9,6 obj. % pro test €.1 (graf 8) a 30minECs, = 8,8 obj. % pro test €. 2 (graf 9).
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Graf 8: Zavislost inhibice spotieby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — mereno

pomoci vSech mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 9: Zavislost inhibice spotieby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoct vSech mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Méreni inhibice spotieby Kkysliku pomoci heterotrofnich mikroorganismii

Pfi méteni inhibice spotieby kysliku pomoci heterotrofnich mikroorganismi aktivovaného
kalu byl ptidan do systému ATU, potlacujici nitrifikaci. Z vysledkii méteni byly sestrojeny
grafy zéavislosti koncentrace rozpusténého kysliku na Case (graf 10) pro test ¢. 1 a (graf 11)
pro test €. 2.
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Graf 10: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case — méreno pomoci
heterotrofnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 11: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case — méreno pomoci

heterotrofnich mikroorganismu aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Z grafi 10 a 11 byly ziskdny rovnice regrese pro kazdy vzorek. Z rovnic regrese byly
odetteny hodnoty R, (mg.I".min™"). Ty byly prepoitany na spotiebu kysliku za hodinu R
(mg.1".h™). Z t&chto hodnot byly vypogitany inhibice spotfeby kysliku pomoci heterotrofnich
mikroorganisml v aktivovaném kalu (tabulka 25) pro test ¢.1 a (tabulka 26) pro test €. 2

pouzitim rovnice (6).

Tabulka 25: Méteni rychlosti a inhibice spotieby kysliku pomoci heterotrofnich

mikroorganismu aktivovaného kalu v testu €. 1.

Nézev Rovnice regrese Ry Ry Inhibice spotieby
(mg.]".min™) (mg.1'h™) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,0629x + §,8024 0,0629 3,774 /
7 obj % y=-0,0358x +9,0105 0,0358 2,148 46,1
11 obj % y=-0,0176x +9,0012 0,0176 1,056 75,0
15 obj % y =-0,0092x +9,1238 0,0092 0,552 88,4
Abioticky vzorek | y=-0,0019x +9,0448 0,0019 0,114 /
/ nepocitano
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Tabulka 26: Méfeni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci heterotrofnich
mikroorganismu aktivovaného kalu v testu €. 2.

Nazev Rovnice regrese R Ry Inhibice spotieby
(mg]'min") | (mgl'h?) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,0786x + 8,3149 0,0786 4,716 /
7 obj % y =-0,0527x + 8,2459 0,0527 3,162 34,5
11 obj % y =-0,0246x + 8,5069 0,0246 1,476 70,2
15 obj % y=-0,0114x + 8,7466 0,0114 0,684 87,0
Abioticky vzorek | y=-0,0012x + 8,5595 0,0012 0,072 /
/ nepocitano

Z hodnot inhibice spotfeby kysliku a logaritmli koncentraci testovaného vzorku byla
sestrojena  regresni  piimka.  Zrovnice regrese byla  vypocitina  hodnota
30minECso = 7,6 obj. % pro test €.1 (graf 12) a 30minECso = 8,5 obj. % pro test €. 2 (graf 13).
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logaritmus koncentraci

Graf 12: Zavislost inhibice spotieby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoct heterotrofnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 13: Zavislost inhibice spotreby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoct heterotrofnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Méreni inhibice spotieby kysliku pomoci nitrifika¢nich mikroorganismu

Jako posledni byla na zidklad¢ piedeSlych méfeni vypocitana inhibice spotieby kysliku
pomoci nitrifika¢nich mikroorganismti aktivovaného kalu. Byly vypocitany inhibice spotieby
kysliku pouzitim rovnice (7), které jsou uvedeny v tabulkéch 27 a 28 pro test ¢. 1 a 2.

Tabulka 27: Méfeni rychlosti a inhibice spotieby kysliku pomoci nitrifikacnich
mikroorganismu aktivovaného kalu pro test ¢. 1.

Nazev Ry Ry Inhibice spotieby
(mg.1'h™) (mg.1'h™) kysliku (%)
Kontrolni vzorek 7,422 3,774 /
7 obj. % 5,532 2,148 7,2
11 obj. % 3,222 1,056 40,6
15 obj. % 0,600 0,552 98,7
/ nepocitano

Tabulka 28: Mé&feni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci nitrifika¢nich
mikroorganismu aktivovaného kalu pro test ¢. 2.

Nazev Ry Ry Inhibice spotieby
(mg.1'h™) (mg.1'h™) kysliku (%)
Kontrolni vzorek 10,266 4,716 /
7 obj. % 6,042 3,162 48,1
11 obj. % 3,852 1,476 57,1
15 obj. % 1,230 0,684 90,2
/ nepocitano
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Z hodnot inhibice spotfeby kysliku a logaritmii koncentraci testované¢ho vzorku byla
sestrojena  regresni  pfimka.  Zrovnice regrese byla  vypocitina  hodnota
30minECsp = 10,6 obj. % pro test ¢.1 (graf 14) a 30minECso= 7,9 obj. % pro test €. 2
(graf 15).
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Graf 14: Zavislost inhibice spotieby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoci nitrifikacnich mikroorganismu aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 15: Zavislost inhibice spotreby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoct nitrifikacnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Porovnanim vysledkl (tabulka 29) lze fici, ze vysledky obou stanoveni se vyrazné nelisi.

Nebyl pozorovan vyrazny rozdil v inhibici spotifeby kysliku pomoci vsech, heterotrofnich
nebo nitrifikaénich mikroorganismi.
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Tabulka 29: Vysledky testl s aktivovanym kalem pro vzorek mocovino-formaldehydové

pryskyfice.
Test Hodnota 30minECs, (obj. %)
Vsechny MO Heterotrofni MO Nitrifikacni MO
¢. 1 9,6 7,6 10,6
.2 8,8 8,5 7.9

4.1.2 Test biodegradability

Pro stanoveni biodegradability vzorku byla pouzita metoda méfeni spotieby kysliku
v uzavieném respirometru. Hodnoty spotteby kysliku byly odecitany z méficiho zafizeni
a prepocitany na procenta biodegradace pomoci rovnic (11) a (12).

Z duvodlu vyssi toxicity byly zvoleny dvé koncentrace testovaného vzorku 6,5 obj. %

(graf 16) a 10 obj. % (graf 17).
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Graf 16: Krivka biodegradability pro vzorek mocovino-formaldehydové pryskyrice o

koncentraci 6 obj. %.
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Graf 17: Krivka biodegradability pro vzorek mocovino-formaldehydové pryskyrice o
koncentraci 10 obj. %.

Pti métfeni dochazi ke spotiebé kysliki z divodi degradace organickych latek. Po nékolika
dnech testu pravdépodobné doslo k adaptaci nitrifika¢nich organismt. Testovany vzorek
obsahuje dusik a proto zacala probihala nitrifikace. Tim doslo ke zvySovani spotieby kysliku
v systému a zkresleni biodegradac¢ni kiivky.

Pti porovnani grafli 16 a 17 je zfejmé, Ze vzorek o koncentraci 6 obj. % byl degradovan
rychleji nez vzorek o koncentraci 10 obj. %. Vzorek o koncentraci 10 obj. % vykazoval
toxicky efekt nejen pfi adaptaci mikroorganismi, ale i v prib¢hu celého testu, kdy ovliviioval
nitrifika¢ni mikroorganismy. Pfi méteni nedochazelo k abiotické degradaci.
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4.2 Melamin-formaldehydova pryskyrice

4.2.1 Ekotoxikologické hodnoceni vzorku

4.2.1.1 Akutni imobilizacni test na perloockdach Daphnia magna

Predbézny test byl proveden sroztoky o koncentracich uvedenych v kapitole 3.1.1. Na
zakladée vysledkt téchto testl byl ptipraven zakladni test. Pro kontrolu vysledkl byl zdkladni
test provadén dvakrat.

Vysledky z predbézného testu jsou uvedeny v tabulce 30, vysledky ze zédkladniho testu
v tabulce 31 a 32. Imobilizace v kontrole byla vzdy 0 %.

Tabulka 30: Imobilizace perloocek Daphnia magna v ptredbézném testu

Koncentrace | Pocet nasazenych | Imobilizace po 24h
(mg.1™) organismi ks) %)
0 10 0 0
10 10 0 0
100 10 0 0
150 10 5 50
200 10 10 100

Ze ziskanych vysledki z predbézného testu bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladni
test na 130 mg.I" az 170 mg.1"".

Tabulka 31: Imobilizace perloocek Daphnia magna v zékladnim testu €. 1.

Koncentrace | Pocet nasazenych | Imobilizace po 24h Probity
mg.I"! organismil
(mg.1") g ks) %)
0 10 0 0 0

130 10 2 20 4,16
140 10 6 60 5,25
150 10 8 80 5,81
160 10 9 90 6,28
170 10 10 100 8,09
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Tabulka 32: Imobilizace perloocek Daphnia magna v zakladnim testu €. 2.

Koncentrace | Pocet nasazenych | Imobilizace po 24h Probity

mg.I" organismu

(mg.1I) g (ks) %)
0 10 0 0 0
130 10 3 30 4,48
140 10 6 60 5,25
150 10 7 70 5,52
160 10 9 90 6,28
170 10 10 100 8,09

V zékladnim testu ¢ 1 byla vypogitina hodnota 24hECsy = 134,9 mg.I"" pomoci rovnice
regresni primky, pomoci probitové analyzy byla vypoéitana hodnota 24hECso = 139,3 mg.I™".
V zakladnim testu & 2 byla vypoéitana hodnota 24hECsy = 147,9 mg.I" pomoci rovnice
regresni pfimky, pomoci probitové analyzy byla stanovena hodnota 24hECsy = 138,0 mg.1”
Porovnanim vysledkt (tabulka 33) lze fici, ze vysledky obou stanoveni se vyrazné nelisi,
kromé vysledku v zékladnim testu €. 2, ktery byl zjiStén pomoci regresni piimky. Vysledky
z probitové analyzy mizeme povazovat za smérodatné, protoze tento zpusob vyhodnoceni
hodnot ECs pro organismus Daphnia magna je vhodnéj$i nez metoda regresni piimky.

Tabulka 33: Vysledky testt s Daphnia magna pro vzorek melamin-formaldehydové

pryskyfice.

Zakladni test Hodnota 24hECs (mg.l'l)
A* B*

¢. 1 134,9 139,3

¢.2 147,9 138,0

* A —hodnota 24hECs zjiSténd pomoci regresni piimky
B — hodnota 24hECs zjisténa pomoci probitové analyzy

4.2.1.2 Akutni test s luminiscencnimi bakteriemi Vibrio fischeri

Pro provedeni akutniho testu s luminiscen¢nimi bakteriemi byly piipraveny dvé paralelni sady
vzorkd. Redénim byly pfipraveny koncentrace 500; 250; 120; 62,5; 31,3; 15,6; 7,8; 3,9 a
2,0 mg.I"". Pro kontrolu vysledkd byl test proveden dvakrat.

Hodnota 30minECs, byla stanovena kalkulaci ptistrojem LUMIStox 300, vysledky byly také
vyhodnoceny sestrojenim regresnich ptimek (graf 18) z testu €. 1 a (graf 19) z testu €. 2.
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Graf 18: Zavislost inhibice intenzity luminiscence na logaritmu koncentrace v testu ¢. 1.
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Graf 19: Zavislost inhibice intenzity luminiscence na logaritmu koncentrace v testu ¢. 2.

Vtestu & 1 byla vypogitina hodnota 30minECsy = 98,2 mg.I"' pomoci rovnice regresni
ptimky, kalkulaci piistrojem LUMIStox300 byla zji§téna hodnota 30minECs, = 92,8 mg.1".
Vtestu ¢ 2 byla pomoci rovnice regresni piimky vypocitana  hodnota
30minECso = 107,9 mg.I"', kalkulaci piistrojem LUMIStox 300 byla zjisténa hodnota
30minECso = 105,6 mg.1". Korekéni faktor (fi) byl po&itan pomoci piistroje LUMIStox 300
na zaklad¢ rovnice (1).

Porovnanim vysledkt (tabulka 34) Ize fici, ze vysledky z testu €. 2 jsou vyssi nez v testu €. 1,

nicméné vysledky obou stanoveni se vyrazné nelisi. Korekcni faktor vyhovoval stanovenému
rozmezi.
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Tabulka 34: Vysledky testl s Vibrio fischeri pro vzorek melamin-formaldehydové

pryskyfice.
Test Hodnota 24hECs, (mg.1™) Korek¢ni faktor
Regresni ptimka LumiStox 300
¢. 1 98,2 92,8 1,00
¢.2 107,9 105,6 1,04

* A —hodnota 24hECs zjisténd pomoci regresni pfimky
B — hodnota 24hECs zjiSténd pomoci probitové analyzy

4.2.1.3 Akutni test inhibice spotieby kysliku aktivovanym kalem

Pro stanoveni inhibice spotieby kysliku aktivovanym kalem byly pfipraveny tfi koncentrace
testovaného vzorku 700 mgl’', 1000 mg.l' a 1500 mgl'. Spolu s testovanim t&chto
koncentraci byl pfipraven kontrolni a abioticky vzorek. Pro kontrolu vysledk byl test
provadén dvakrat.

Méi‘eni inhibice spoti‘eby kysliku pomoci v§ech mikroorganismu

Nejdiive byla méfena inhibice spotieby kysliku pomoci vSech mikroorganismi pfitomnych
v aktivovaném kalu. Z vysledki meéfeni byly sestrojeny grafy zavislosti koncentrace
rozpus$téného kysliku na case (Graf 20) pro test €. 1 a (Graf 21) pro test €. 2.

koncentrace rozpusténého
kysliku (mg/l)

9,50 *——ﬂ(—»(—)l(—)h—xe—x—sn—x—x-—x(—x_x

9,00 -

<
8,50 -
8,00 -

7,50 ~

7,00

T

0

¢as (min)

—— kontrolni vzorek
—=— 700 mg/I

1000 mg/l

1500 mg/l
—¥— abioticky vzorek

Graf 20: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case — méreno pomoci vsech

mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 21: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case — méreno pomoci vsech
mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Z grafi 20 a 21 byly ziskdny rovnice regrese pro kazdy vzorek. Z rovnic regrese byly
odeéteny hodnoty R, (mg.l'.min™). Ty byly piepoitany na spotiebu kysliku za hodinu R
(mg.1".h™"). Ztschto hodnot byly vypogitany inhibice spotieby kysliku pomoci viech
mikroorganismt v aktivovaném kalu (tabulka 35) pro test ¢.1 a (tabulka 36) pro test ¢. 2
pouzitim rovnice (5).

Tabulka 35: Méfeni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci v§ech mikroorganismi
aktivovaného kalu v testu €. 1.

Nazev Rovnice regrese R Rr Inhibice spotieby
(mg]'min") | (mgl'h?) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,2431x + §,8131 0,2431 14,586 /
700 mg.1"! y=-0,1335x +9,2598 0,1335 8,010 45,1
1000 mg.1™ y=-0,0970x +9,1288 0,0970 5,820 60,1
1500 mg.1"! y =-0,0849x +9,2733 0,0849 5,094 65,2
Abioticky vzorek | y=-0,0001x + 9,4543 0,0001 0,006 /
/ nepocitano
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Tabulka 36: Méfeni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci v§ech mikroorganismi

aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Nazev Rovnice regrese R Rr Inhibice spotieby
(mg]'min") | (mgl'h?) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,3014x + 8,0374 0,3014 18,084 /
700 mg.1"! y=-0,1484x + 8,1012 0,1484 8,904 49,4
1000 mg.1™! y=-0,1243x + 8,1205 0,1243 7,458 57,3
1500 mg.1” y =-0,0995x + 8,2360 0,0995 5,970 65,6
Abioticky vzorek | y=-0,0041x + 8,6537 0,0041 0,246 /
/ nepocitano

Z hodnot inhibice spotfeby kysliku a logaritmli koncentraci testovaného vzorku byla
sestrojena  regresni  piimka.  Zrovnice regrese byla  vypocitina  hodnota
30minECso = 776,2 mg.I" pro test &1 (graf22) a 30minECso=707,9 mg.l" pro test & 2
(graf 23).
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Graf 22: Zavislost inhibice spotieby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoci vSech mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 23: Zavislost inhibice spotreby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoct v§ech mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Méreni inhibice spotieby Kkysliku pomoci heterotrofnich mikroorganismii

Pfi méteni inhibice spotieby kysliku pomoci heterotrofnich mikroorganismi aktivovaného
kalu byl ptidan do systému ATU, potlacujici nitrifikaci. Z vysledkii méteni byly sestrojeny
grafy zéavislosti koncentrace rozpusténého kysliku na Case (graf 24) pro test ¢. 1 a (graf 25)
pro test €. 2.
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Graf 24: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case — méreno pomoci
heterotrofnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 25: Zavislost koncentrace rozpusteného kysliku na case — méreno pomoci
heterotrofnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Z grafi 24 a 25 byly ziskdny rovnice regrese pro kazdy vzorek. Z rovnic regrese byly
odeéteny hodnoty R, (mg.l'.min™). Ty byly piepoitany na spotiebu kysliku za hodinu R
(mg.1".h™). Z t&chto hodnot byla vypogitana inhibice spotieby kysliku pomoci heterotrofnich
mikroorganismt v aktivovaném kalu (tabulka 37) pro test ¢.1 a (tabulka 38) pro test ¢. 2

pouzitim rovnice (6).

Tabulka 37: Méfeni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci heterotrofnich

mikroorganismu aktivovaného kalu v testu €. 1.

Nazev Rovnice regrese R Ry Inhibice spotieby
(mg]'min") | (mgl'h?) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,1455x + 8,8496 0,1455 8,730 /
700 mg.1"! y =-0,0849x + 8,6902 0,0849 5,094 43,1
1000 mg.1™! y =-0,0780x + 8,8356 0,0780 4,680 47,9
1500 mg.1” y =-0,0723x + 8,8423 0,0723 4,338 51,8
Abioticky vzorek | y=-0,0022x + 9,0265 0,0022 0,120 /
/ nepocitano
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Tabulka 38: Méfeni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci heterotrofnich

mikroorganismu aktivovaného kalu v testu €. 2.

Nazev Rovnice regrese R Ry Inhibice spotieby
(mg]'min") | (mgl'h?) kysliku (%)
Kontrolni vzorek | y=-0,1603x + 8,1748 0,1603 9,618 /
700 mg.1"! y =-0,0819x + 8,2656 0,0819 4,914 48,3
1000 mg.1™! y =-0,0803x + 8,3510 0,0803 4,818 49,3
1500 mg.1” y =-0,0685x + 8,4300 0,0685 4,110 56,7
Abioticky vzorek | y=-0,0009x + 8,8119 0,0009 0,054 /
/ nepocitano

Z hodnot inhibice spotfeby kysliku a logaritmli koncentraci testovaného vzorku byla
sestrojena  regresni  piimka.  Zrovnice regrese byla  vypocitina  hodnota
30minECso = 1230,3 mg.I"' pro test &.1 (graf 26) a 30minECsy = 891,2 mg.l" pro test & 2
(graf 27).
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Graf 26: Zavislost inhibice spotieby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoct heterotrofnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 27: Zavislost inhibice spotreby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoct heterotrofnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Méreni inhibice spotieby kysliku pomoci nitrifika¢nich mikroorganismu

Jako posledni byla na zidklad¢ piedeSlych méfeni vypocitana inhibice spotieby kysliku
pomoci nitrifika¢nich mikroorganismti aktivovaného kalu. Byly vypocitany inhibice spotieby
kysliku pouzitim rovnice (7), které jsou uvedeny v tabulkéch 39 a 40 pro test €. 1 a 2.

Tabulka 39: Méfeni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci nitrifika¢nich
mikroorganismu aktivovaného kalu pro test ¢. 1.

Nazev Ry Ry Inhibice spotieby
(mg.1'h™) (mg.1'h™) kysliku (%)
Kontrolni vzorek 14,586 8,730 /
700 mg.l” 8,010 5,094 50,2
1000 mg.1"! 5,820 4,680 80,5
1500 mg.1" 5,094 4,338 87,1
/ nepocitano
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Tabulka 40: Mé&feni rychlosti a inhibice spotfeby kysliku pomoci nitrifika¢nich
mikroorganismu aktivovaného kalu pro test ¢. 2.

Nazev Ry Ry Inhibice spotieby
(mg.1'h™) (mg.1'h™) kysliku (%)
Kontrolni vzorek 18,084 9,618 /
700 mg.I” 8,904 4,914 52,9
1000 mg.1"! 7,458 4,818 68,8
1500 mg.1" 5,970 4,110 78,0
/ nepocitano

Z hodnot inhibice spotfeby kysliku a logaritmii koncentraci testovaného vzorku byla
sestrojena  regresni  pfimka.  Zrovnice regrese byla  vypocitina  hodnota
30minECso = 630,9 mg.1" pro test ¢.1 (graf28) a 30minECso=602,6 mg.I" pro test &. 2
(graf 29).
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Graf 28: Zavislost inhibice spotieby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoci nitrifikacnich mikroorganismu aktivovaného kalu v testu ¢. 1.
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Graf 29: Zavislost inhibice spotreby kysliku aktivovaného kalu na logaritmu — méreno
pomoct nitrifikacnich mikroorganismii aktivovaného kalu v testu ¢. 2.

Porovnanim vysledkii (tabulka 41) lze fici, Ze pouze hodnota z testu ¢.1 pro heterotrofni
organismy se odchyluje. Ostatni vysledky obou stanoveni se vyrazné nelisi. Dle testu bylo
zjisténo, ze nejcitlivéjSimi jsou nitrifikaéni mikroorganismy a nejméné citlivymi heterotrofni
mikroorganismy pfi expozici vzorkem melamin-formaldehydové pryskyfice.

Tabulka 41: Vysledky testt s aktivovanym kalem pro vzorek melamin-formaldehydové

pryskyfice.
Test Hodnota 30minECs, (mg.l'l)
Vsechny MO Heterotrofni MO Nitrifika¢ni MO
¢. 1 776,2 1230,3 630,9
¢.2 707,9 891,2 602,6

4.2.2 Test biodegradability

Pro stanoveni biodegradability vzorku byla pouZita metoda meéfeni spotieby kysliku
v uzavieném respirometru. Hodnoty spotfeby kysliku byly odecitany z méticiho zafizeni a
pfepocitany na procenta biodegradace pomoci rovnic (11) a (12).

Pro testovani byla zvolena koncentrace testovaného vzorku 400 mg.I™" (graf 30).
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Graf 30: Krivka biodegradability pro vzorek melamin-formaldehydové pryskyrice o
koncentraci 400 mg.I"'.

Biodegradace prob¢hla podobné jako u prvniho vzorku. Po nékolika dnech byly
pravdépodobné adaptovany nitrifikacni mikroorganismy a v systému zacala probihat
nitrifikace. Pfi porovnani s predchozim vzorkem mocovino-formaldehydové pryskyfice,
nem¢la nitrifikace u tohoto vzorku tak vyznamny vliv na zkresleni biodegradaéni kiivky.
Pii métfeni nedochazelo k abiotické degradaci.

4.3 Shrnuti vysledki

Byla posouzena ekotoxicita a biodegradabilita vzorkii monomerd mocovino-formaldehydové
pryskyfice a melamin-formaldehydové pryskyfice. Vzorky byly odebrany béhem vyrobniho
procesu ve stavu, kdy byly jesté monomery, tedy ptfed vyslednou polymerizaci. Posouzeni
vlivu téchto latek na zivotni prostfedi je dulezité, protoze pii vyrob¢ pryskyfic mohou tyto
monomery unikat do Zivotniho prostiedi, resp. do akvatického ekosystému a mohou ho
negativné ovliviiovat.

Pro posouzeni vlivu téchto latek na Zivotni prostiedi byly zvoleny tii standardni testy toxicity
dle norem ISO: akutni imobiliza¢ni test na perloockdch Daphnia magna, akutni test
s luminiscencnimi bakteriemi Vibrio fischeri, akutni test inhibice spotieby kysliku
aktivovanym kalem. Pro posouzeni biodegradability byla pouZita metoda méteni spotieby
kysliku v uzavieném respirometru. Pro kontrolu vysledkii byly ekotoxikologické testy
provadény dvakrat.

Vsechny vysledky z ekotoxikologickych testd byly shrnuty do tabulky 42 pro vzorek

mocovino-formaldehydové pryskyftice (vzorek ¢.1) a do tabulky 43 pro vzorek melamin-
formaldehydové pryskyftice (vzorek ¢.2).
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Tabulka 42: Vysledné hodnoty ECs pro vzorek mocovino-formaldehydové pryskyfice.

Daphnia magna Vibrio fischeri Aktivovany kal
Vzorek 24hECs (obj. %) 30minECs, (obj. %) 30minECsq (obj. %)
¢.1 Vsechny | Heterotrofni | Nitrifika¢ni
* * % *
A B ¢ b MO MO MO
Test¢. 1 40,5 41,2 9,1 9,2 9,6 7,6 10,6
Test ¢. 2 40,4 40,9 8,1 12,7 8,8 8,5 7,9
Pramér 40,8 9,8 9,2 8,1 9,3
* A — hodnota 24hECs zjisténa pomoci probitové analyzy
B — hodnota 24hECs zjiSténd pomoci regresni ptimky
C — hodnota 30minECs zjisténa pomoci ptistroje LUMIStox 300
D —hodnota 30minECs zjisténa pomoci regresni ptimky
Tabulka 43: Vysledné hodnoty ECs pro vzorek melamin-formaldehydové pryskyfice.
Daphnia magna Vibrio fischeri Aktivovany kal
Vzorek 24hECso (mg.1™") 30minECsy (mg.1™) 30minECso (mg.1™)
¢.2 VSechny | Heterotrofni | Nitrifika¢ni
* * % *
A B ¢ b MO MO MO
Testc. 1 | 1393 134,9 92,8 98,2 776,2 1230,3 630,9
Test¢. 2 | 138,0 147,9 105,6 107,9 707.,9 891,2 602,6
Pramér 140,0 101,1 742,1 1060,8 616,8

* A — hodnota 24hECs zjisténa pomoci probitové analyzy

B — hodnota 24hECs zjiSténd pomoci regresni ptimky
C —hodnota 30minECs zjisténa pomoci ptistroje LUMIStox 300
D —hodnota 30minECs zjisténa pomoci regresni primky

Priméry hodnot paralelnich stanoveni byly vyneseny do grafu 31 pro vzorek mocovino-
formaldehydové pryskyfice a do grafu 32 pro vzorek melamin-formaldehydové pryskyftice.
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Graf 31: Porovnani toxického vlivu vzorku mocovino-formaldehydové pryskyrice na pouzite
testovaci organismy.
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Graf 32: Porovnani toxického viivu vzorku melamin-formaldehydové pryskyrice na pouzité
testovaci organismy.
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Na zéklad¢ predlozenych vysledki je ziejmé, ze testovany vzorek mocovino-formaldehydové
pryskyfice vykazuje téméf stejny efekt na bakteriich aktivovaného kalu a na bakteriich Vibrio
fischeri. Vysledky testl inhibice spotieby kysliku aktivovanym kalem jsou velmi podobné pro
vSechny mikroorganismy, pouze nepatrné¢ zvySenou citlivost na tento vzorek vykazuji

heterotrofni mikroorganismy. Nejniz8§i toxicitu vykazoval vzorek pii testovani
prostiednictvim perloocek Daphnia magna.

Vzorek melamin-formaldehydové pryskytice vykazuje vyrazny efekt pouze na bakteriich
Vibrio fischeri. Je mozné, ze vzorek melamin-formaldehydovéa pryskyfice pouze inhibuje
produkci enzymu luciferazy, a tim dochéazi k inhibici bioluminiscence, ale respiraci
mikroorganisml aktivované¢ho kalu téméf neovliviiuje. Z vysledkl testl inhibice spotieby
kysliku aktivovanym kalem mtizeme fici, ze nitrifikacni mikroorganismy vykazovaly nejvyssi
citlivost na tento vzorek, naopak nejmensi citlivost byla prokdzana u heterotrofnich
mikroorganismu aktivovaného kalu.

Pti porovnani biodegradacnich ktivek (graf 16, 17 a 30) mizeme fici, Ze biodegradace obou
vzorkd probihd velmi rychle. Po n¢kolika dnech doSlo pravdépodobné k adaptaci
nitrifika¢nich mikroorganismt aktivovaného kalu a zacala probihat nitrifikace vzorki.
Z tohoto diivodu dochézelo ke zvySovani spotieby kysliku v systému, coz zptisobilo zkresleni
biodegradacnich kiivek. Z vysledkd ekotoxikologickych testi je ziejmé Zze nitrifikacni
mikroorganismy, v porovnani s ostatnimi mikroorganismy aktivovaného kalu, vykazuji vyssi
citlivost na vzorek melamin-formaldehydové pryskyftice. Nitrifikacni mikroorganismy byly
pravdépodobné inhibovany vzorkem melamin-formaldehydové pryskyfice a proto u tohoto
vzorku nebylo zkresleni biodegradacnich kifivek tak vyrazné jako u vzorku mocovino-
formaldehydové pryskyfice.
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5 ZAVER

Ptedlozena diplomovéa prace se zabyva posouzenim vlivu monomerit formaldehydovych
pryskyfic na zivotni prostfedi. Jednalo se o vzorky melamin-formaldehydové a mocovino-
formaldehydové pryskyfice, které jsou v dnesni dobé vyrabény v obrovském mnozstvi. Nejen
vysledné produkty zpracovani mohou byt nebezpecné pro zivotni prostredi, ale také vychozi
latky, znichz jsou vyrabény. U té€chto latek nebyla znama pfibliznd toxicita pro Zivotni
prostiedi, proto byly vzdy provedeny testy pfedbézné, na jejich zaklad¢ byl stanoven rozsah
koncentraci pro provedeni zdkladniho testu, jehoz vysledky umoznily stanoveni zékladni
ekotoxikologické hodnoty ECsy.

V teoretické casti diplomové prace byla zpracovana literarni reSerSe se zaméfenim na
ekotoxicitu, testovani ekotoxicity a biodegradabilitu. Soucasti teoretické ¢asti je také blizsi
popis formaldehydovych pryskyfic a jejich vyuziti.

Byly testovany dva vzorky: vzorek mocovino-formaldehydové pryskyftice a vzorek melamin-
formaldehydové pryskyfice, které jsou bézné¢ komercné vyrabény. Vzorky byly odebrany
béhem vyrobniho procesu. Jejich vlastnosti nebyly specifikovany. Pro posouzeni jejich vlivu
na zivotni prostiedi byly stanoveny hodnoty ECsy a biodegradabilita. Pro hodnoceni
ekotoxicity byly vybrany tfi standardni testy: akutni imobilizacni test na perloockéch Daphnia
magna, akutni test s luminiscencnimi bakteriemi Vibrio fischeri a akutni test inhibice spotieby
kysliku aktivovanym kalem. Pro kontrolu vysledka byl kazdy vzorek testovan dvakrat. Pro
posouzeni biodegradability byla pouzita metoda meéfeni spotieby kysliku v uzavieném
respirometru.

Z vysledkii testti bylo zjisténo, ze vzorek mocovino-formaldehydové pryskyfice vykazuje
podobny efekt na bakterie Vibrio fischeri a na mikroorganismy aktivovaného kalu.
Pro bakterie Vibrio fischeri byla stanovena primérna hodnota 30minECsy = 9,8 obj. %,
pro vSechny mikroorganismy aktivovaného kalu byla stanovena primémé hodnota
30minECsy = 9,2 obj. %, pro heterotrofni mikroorganismy 30minECsy, = 8,1 obj. % a pro
nitrifika¢ni mikroorganismy 30minECsy = 9,3 obj. %. Rozdily v citlivosti mikroorganismi
vykazovaly perloocky Daphnia magna, primérna hodnota byla 24hodECsy = 40,8 obj. %.
Biodegradace vzorku probihala velmi rychle.

Nejvyssi citlivost testovacich organismt na vzorek melamin-formaldehydové pryskyfice byla
zjiSténa u bakterii Vibrio fischeri. Pro bakterie Vibrio fischeri byla stanovena priamérna
hodnota 30minECso = 101,1 mg.I"". Naopak mikroorganismy aktivovaného kalu vykazovaly
nejnizsi citlivost na tento vzorek. Pro vSechny mikroorganismy aktivovaného kalu byla
stanovena priméréa hodnota 30minECso = 742,1 mg.l”, pro heterotrofni mikroorganismy
30minECsy = 1060,8 mg.I" a pro nitrifikaéni mikroorganismy 30minECsy = 616,8 mg.I"".
Z vysledkil je ziejmé, ze nejcitlivéjsi mikroorganismy aktivovaného kalu byly nitrifika¢ni
mikroorganismy. Dale byla stanovena priméma hodnota 24hodECsy = 140,0 mg.I" pro
perloocky Daphnia magna. Biodegradace vzorku probihala velmi rychle.
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Porovnanim vysledkii ekotoxikologickych testi téchto latek shodnotami pro kategorie
nebezpecnosti latek stanovenych zdkonem ¢&. 356/2003 Sb., o chemickych latkach
a chemickych ptipravcich [49] a posouzenim biodegradability miizeme usuzovat, Ze tyto latky
by nemély predstavovat vyznamné riziko pro zivotni prostiedi.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

REACH
ISO
OECD

ECso

NOEC
LOEC
MO
HMMM

ATU
3,5-DCF

Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals
(Registrace, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek)
Internationl Organization for Standardization

(Mezinarodni organizace pro normalizaci)

Organization for Economical Cooperation of Development

(Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj)

Koncentrace latky, kterd vyvola tthyn 50 % testovacich organismu

Koncentrace latky, kterd vyvold tthyn nebo imobilizaci 50 % testovacich
organismil

No-observed effect concentration

(Nejvyssi koncentrace latky, kterd nezptisobi zadny efekt)

The lowest observed effect level

(nejnizsi koncentrace latky, u které byl zpozorovan efekt na testovanych
organismech)

Mikroorganismy

Hexamethoxymethyl melamine

N-allylthiourea

3,5-dichlorofenol
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