‘ Usttedni kontrolni a zkusebni tistav zem&délsky Strana 1

. TN Narodni referen¢ni laboratof
UKZUZ , ,
Jednotné pracovni pOStU py - Vydani 1
Analyza pud
31220.2 — Stanoveni vlivu chemikalif Revize 0

na kratkodobou nitrifika¢ni aktivitu

STANOVENI VLIVU CHEMIKALII
NA KRATKODOBOU NITRIFIKACNI AKTIVITU

1 Ugel a rozsah

Metoda urcuje postup pro stanoveni inhibice kratkodobé nitrifikacni aktivity chemikéliemi
a extrakty bioodpadi. Lze ji pouzit i pro detekci ptfitomnosti latek inhibujici nitrifikacni
aktivitu v pidé a padnich materialech. Nitrifikaci se v uvedené metodé rozumi oxidace NH4"
na NO2".

2 Princip

Vzorek se inkubuje 6 h v tfepané suspenzi pti saturaci substratem (NH4)2SO4 a s ptidavkem
NaClOs, ktery inhibuje oxidaci NO2™ na NOs", c0Z umoziiuje stanovit pouze prirustek NO2".
V piipadé€ stanoveni toxicity chemikalii a extraktl bioodpadii se ke vzorkiim piida testovana
chemikélie nebo dany extrakt v koncentracni fadé¢ a ze stanovené nitrifikacni aktivity
se vypoctou hodnoty LOEC, NOEC a ECx. Pii testovani toxicity pid se SNA stanovi
ve standardni pud¢, testovaném vzorku a jejich smési. Toxicita testované pudy se stanovi
porovnanim pramérné hodnoty SNA ve standardni a testované pide se stanovenou nitrifikacni
aktivitou ve smésném vzorku.

3 Chemikalie
1 Dihydrogenfosforeénan draselny, KH2POs, roztok, c(KH2PO4) = 0,2 mol/I.

Piiprava: Navazi se 13,61 g KH2POs, rozpusti ve vodé (9), pievede do 500ml odmérné
banky a doplni po znacku.

2 Hydrogenfosfore¢nan draselny, KoHPOs, roztok, c(K2HPO4) = 0,2 mol/l.

Ptiprava: NavaZi se 17,40 g KoHPOa, rozpusti ve vodé (9), prevede do 500ml odmérné
banky a doplni po znacku.

3 Chlore¢nan sodny, NaClOgz, roztok, c(NaClOs3) = 1 mol/I.

Piiprava: Navazi se 10,6 g NaClOs, rozpusti ve vodé (9), ptevede do 100ml odmérné
banky a doplni po znacku.

4 Siran amonny, (NH4)2SOa.
Chlorid draselny, KClI, roztok, c¢(KCI) = 4 mol/l.

Ptiprava: 298 g KCI se rozpusti ve vodé, prevede do 1000ml odmérné baiky a doplni
po znacku.

6 Chlorid draselny, KCI, roztok, c(KCI) = 2 mol/I.
Ptiprava: 149 g KCI se rozpusti ve vod¢, ptrevede do 1000ml odmérné banky a doplni
po znacku.
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Piiprava: Smicha se 28 ml roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného (1), 72 ml
roztoku hydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho (2) a 100 ml vody (9).

Testovaci médium.

Piiprava: Smicha se 10 ml zasobniho roztoku A (7), 15 ml roztoku NaClOs (3) a0,5 g
siranu amonného (4). pH roztoku je ptiblizn¢ 7,2. Doplni se vodou (9) na 1000 ml.

Voda MilliQ.
Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCI) = 2,4 mol/l.

Ptiprava: K50 ml vody se pfidda 21,9 ml koncentrovan¢ HCI, pfevede do 100ml
odmérné banky a doplni vodou po znacku.

Sulfanilamid.
Piiprava: 0,5 g sulfanilamidu se rozpusti ve 100 ml HCI (1).
Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok, c(HCI) = 0,12 mol/I.

Piiprava: K50 ml vody se pfidd 1,10 ml koncentrované HCI, pfevede do 100ml
odmérné banky a doplni vodou po znacku.

N-(1-naftyl)-etylendiamin

Pfiprava: 0,03 g N-(1-naftyl)-etylendiaminu se rozpusti v 10 ml HCI (3). Ptipravuje se
cerstvy.

Dusitan sodny, NaNOg, zasobni standardni roztok, ¢ = 100 pg NO2-N/ml.

Ptiprava: V 500ml bance se ve vode¢ rozpusti 0,2463 g NaNO> (s presnosti na 0,1 mg)
a doplni vodou po znacku.

Hydroxid sodny, NaOH, roztok, c(NaOH) = 1 mol/I.

Ptiprava: 40,0 g NaOH se rozpusti ve vod¢, po vytemperovani a ptevedeni do 1000ml
odmémé bainky se doplni po znaCku. Pouze pfi testovani chemikalii a extraktl
bioodpadi.

Kyselina chlorovodikova, HCI, c(HCI) = 1 mol/I.

Ptiprava: 90 ml 35% HCI se piida do vody a po vytemperovani se doplni na celkovy
objem 1000 ml. pH se upravuje pouze pii testovani chemikalii a extrakti bioodpad.

Pristroje a pomiicky
Termostat s horizontalni tfepackou a nastavitelnou teplotou 25 °C.
Erlenmeyerovy banky, 250 ml.

Filtra¢ni papir vhodny k filtrovani pudni suspenze, napt. Macherey-Nagel, k. ¢. 440018.
Je tieba pfedem ovéftit, Ze filtrani papir neobsahuje dusitany.
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4 Centrifuga, pokud se misto filtrace piidni suspenze odstted’uje.

5 Spektrofotometr s nastavitelnou vinovou délkou 540 nm a kyvetou 10 mm.

5  Postup

5.1 Preinkubace

Pfi stanoveni toxicity chemikalii a extraktd bioodpadt se do 250ml Erlenmeyerovych banék
navazi Cerstva puda odpovidajici 15 g suSiny ve tfech opakovénich, banky se uzaviou
parafilmem a vzorek se preinkubuje 2 dny pii 25 °C. Podminky preinkubace pro stanoveni
toxicity pud jsou uvedeny v odstavci 5.4 Testovani kontaminovanych pud.

5.2 Standardni puda

Jako standardni ptda se pouziva nekontaminovana piada se zndmou hodnotou SNA v rozmezi
(200 — 800) ng NO2 - N/gsus. Puda se skladuje za podminek uvedenych v JPP AP IlI, kap.
5.1., postup 31000.1.

5.3 Testovani chemikalii a hnojiv

K testovani se pouzije standardni ptida. Mnozstvi testované latky pro aplikaci na standardni
pudu se prepocitd podle redlného modelu, kdy se piedpokladd standardni hloubka
pfi zapravovani hnojiv do pidy (obvykle se pohybuje kolem 30 cm). V laboratornich
podminkach se pocitd s hloubkou zapraveni 10 cm do pidy (mozny hor$i scénar). Poté
se prepocita odpovidajici davka na mg/g suché pady a pfipravi se koncentracni fada testované
chemikalie. Pii vypoétech aplika¢nich davek se pocita s hodnotou hustoty pady 1,5 g/cm®.

Piipravi se koncentra¢ni fada, kterd obsahuje kontrolu bez pfidavku testované chemikalie
a minimalné pét testovanych koncentraci uspotadanych v geometrické tadé€. Pocet kontrol
a jednotlivych opakovani je minimalné téi. Pomér mezi dvéma sousednimi koncentracemi

cv w7

by méla vykazovat inhibici v rozsahu (50 — 100) %.

V oduvodnénych piipadech lze zvolit limitni test, ktery se skladd z kontrolni varianty
a doporucené davky testovaného piipravku v péti opakovanich.

V piipadé potfeby je nutno upravit pH testovaciho média s testovanou chemikalii na 7,2.
Kpravé pH se pouzije roztok NaOH (15) nebo HCI (16). V piipadé, ze k rozpusténi
testované chemikalie bylo tieba uzit rozpoustédla, jeho mnozstvi nesmi piresahnout 100 mg/I.
V tomto pfipadé se provadi stanoveni s dalsi kontrolou, ktera obsahuje pouze rozpoustédlo
pii nejvyssi koncentraci dosazené v koncentra¢ni fadé. Pied vlastnim stanovenim se provadi
predbézny test na Sirokém rozsahu koncentraci s cilem najit vhodny testovany rozsah
koncentraci. Pfedbézny test se provadi s jednim opakovanim pro kazdou koncentraci.
U testovani hnojiv se do série zahrne méfeni nitrifikace v jednotlivych koncentracich
piipravku bez ptidavku pudy, aby mohla byt provedena korekce namétfenych dat odectenim
aktivity nitrifikdtor v samotnych koncentracich pfipravku. Po skonceni preinkubace
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se ke vzorkiim piida objem testovaciho média s testovanou chemikalii ptidaného, aby celkovy
objem roztoku vcetn¢ vody ptfitomné v pideé cinil 60 ml. Lahve se umisti na tfepacku
s nastavenou teplotou 25 °C. Nitrifika¢ni aktivita se stanovi podle odstavce 5.6.

5.4 Testovani kontaminovanych pid

Testované pudy a standardni puda se navazuji do Erlenmeyerovych ban¢k podle tabulky 1
a dovlh¢i se na 60 % WHC. Poté se pudy preinkubuji 2 dny ve tmé pii 20 °C. Po preinkubaci
se z navazek, které jsou v tabulce 1 oznaceny jako pudy pro smésny vzorek, pfipravi smésné
vzorky. Kazdy smésny vzorek obsahuje navazku odpovidajici 7,5 g testované a 7,5 g
standardni suché pudy. Smésny vzorek a vzorky pud testované a standardni se preinkubuji
dal§i jeden den ve tmé& pii 20 °C. Poté se ke vzorkim pfida 60 ml testovaciho média
a inkubace pokracuje, jak je uvedeno v odstavci 5.6.

SNA se stanovi ve smésném vzorku, v piid¢ testované a standardni, a to vzdy ve Ctyfech
opakovanich.

Tabulka 1. Navazky standardni a testované piidy pro stanoveni vlivu polutanti
na nitrifikaci. Navazky odpovidaji mnozstvi susiny ve vzorku.

Vzorek Navazka Pocet navazek Erl. baiika
(9) (ml)
Standardni ptida (pfimé stanovent) 15,0 4 250
Standardni ptida na smésny vzorek 16,0 2 x pocet 100
testovanych pad
Testovana ptuda (pfimé stanoveni) 15,0 4 250
Testovana puda na smesny vz. 16,0 2 100

5.5 Testovani vodnich extrakti bioodpadii (nap¥. Cistirenskych kalii)

Pfipravi se suspenze testovaného materialu s vodou v poméru 1 : 10 (navazka odpovidajici
suSiné : voda) a hodnota pH se upravi hydroxidem sodnym (15) nebo kyselinou
chlorovodikovou (16) na 7,5. Suspenze se necha tfepat 24 h a poté se pevné Castice
od extraktu odd¢li centrifugaci. Vliv extraktu na pidu Se testuje v koncentracni fadé, ktera
zahrnuje kontrolu bez extraktu. Nejvy3Si testovana koncentrace extraktu se piipravi
smichanim extraktu s koncentrovanym testovacim médiem tak, aby po jejim zfedéni
extraktem bylo dosazeno koncentrace bézného testovaciho média (8). Poté se pH upravi
na7,2 apiipravi se geometrickd koncentracni fada. Pomér mezi dvéma sousednimi
koncentracemi nemé byt vétsi nez dva. Pro pfipravu koncentracni fady se pouzije testovacim
médium (8). Do série se zahrne méfeni nitrifikace v extraktu bez piidavku pudy, aby mohla
byt provedena korekce naméfenych dat odectenim aktivity nitrifikatordt v extraktu.
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Barnky se umisti na tfepacku s nastavenou teplotou 25 °C. Nitrifikacni aktivita se stanovi
podle odstavce 5.6.

5.6 Stanoveni kratkodobé nitrifikacni aktivity

Vzorek se necha dukladné tfepat tak, aby ptida nezistavala usazena na dné (170 ot/min).
Po2h a6 h se odebere 5 ml suspenze, ke kterym se ptida 5 ml roztoku KCI (5). Tim dojde
k zastaveni nitrifikace. Pida se od roztoku oddéli filtraci nebo centrifugaci. V roztoku
se stanovi koncentrace NO-'. Kalibra¢ni kiivka se ptipravi v roztoku KCI (6), ktery se pouZije
i pro fedéni vzorka s vysokym obsahem NO;".

5.7 Stanoveni koncentrace dusitanovych ionti spektrofotometricky
5.7.1 Priprava kalibra¢ni krivky

V prvnim kroku se do 50ml bariky pipetuje 5 ml zdsobniho standardniho roztoku dusitanu
sodného (14) a doplni po znacku vodou (9). Tento roztok ma koncentraci 10 pg NO2-N/ml.

Dale se pipetuje podle tabulky 2.

Tabulka 2. Pfiprava standardi pro stanoveni dusitanii v piidnim extraktu.

Krok | Pipetovany roztok | Pipetovany objem| Vysledny objem Vysledna
(ug NO2-N/ml) (ml) (ml) koncentrace
(1g NO2-N/ml)

1. 100 5 50 10

2. 10 5 50 1

3. 1 5 50 0,10
4. 0,1 5 50 0,01
5. 0,1 5 10 0,05
6. 0,1 20 25 0,08
7. 1 10 50 0,20
8. 0,2 15 25 0,12
9. 0,2 20 25 0,16
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5.7.2 Davkovani ¢inidel

Pipetuje se 3000 pl roztoku kalibraéni kiivky nebo vzorku, pfidd se 60 pl roztoku
sulfanilamidu (11) a necha se 5 min stat. Poté se ptida 60 pl N-(1-naftyl)-etylendiaminu (13)
a necha 20 min vybarvovat. Zbarveni je stalé né€kolik hodin.

5.7.3 Méreni

V 10mm kyveté se mé&fi absorbance standardi a vzorkiu pii 540 nm. Koncentrace dusitant
v extraktu (g NO2-N/ml) se stanovi odectem z kalibra¢ni kiivky.

6 Vypocet

6.1 Vypocet koncentrace dusitani v pidnim vzorku prepoé¢tena na susinu

Navazovala se Cerstva pida, jejiz mnozstvi odpovidalo danému mnozstvi suché pudy

W Im
v+ 100
m

NO, — N (ng/g.,:) = NO; — N (pg/ml) X 1)

NO2-N (1g/gsusy koncentrace dusitani v ptidnim vzorku piepoctena na susinu,
\Y objem extrakéniho Cinidla (ml),

m hmotnost suché pudy, které odpovida dané navazce Cerstvé pudy (g),

w  vlhkost vyjadiena jako procentualni pomér hmotnosti vody k hmotnosti suché pady.

6.2 Kratkodoba nitrifikac¢ni aktivita

th_ -
SNA = T_ X 1000

()

SNA kratkodoba nitrifikaéni aktivita (ng NO2™-N.gsus™. h2),
Ce  koncentrace NO2-N (Mg/gsus) po 6 h inkubace,

C>  koncentrace NO2-N (Mg/gsus) po 2 h inkubace,
1000 ptepocet ug na ng.
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6.3 Testovani kontaminovanych pid

Spocita se

Mm primérna hodnota SNA ve smésném vzorku,
SDm smérodatna odchylka SNA smésného vzorku,
M¢ primérnd hodnota SNA standardni pudy,

Mp  primérnad hodnota SNA kontaminované pidy.

Jestlize plati

Mm + SDm < 0,9 x (Mc + Mp)/2,

potom je kontaminovana pida povazovéna za toxickou.

6.4 Testovani chemikalii a extrakti bioodpadi

ECx (Effect concentration — ucinna koncentrace, pii které se projevi X% inhibi¢ni ucinek),
LOEC (Lowest observed effect concentration — nejnizsi koncentrace, pti které byl pozorovan
nezadouci efekt), NOEC (No observed effect concentration — koncentrace, pii které neni
pozorovan nezadouci efekt, zkuSebni koncentrace tésné pod LOEC) se vypoctou podle nize
uvedeného schematu:

Pro testovani normality rozdé€leni se pouzije Shapirtiv-Wilktv test a pro testovani homogenity
rozptyli Leventv test.

Stanoveni NOEC/LOEC

1 Data maji normalni rozd€leni a homogenni rozptyl: jednostranny Dunnetlv test.

2 Data maji normélni rozdéleni a nehomogenni rozptyl: jednostranny Welchuv t-test
s Bonferroniho-Holmovou korekci.

3 Data nemaji normalni rozdéleni: jednostranny U-test s Bonferroniho-Holmovou
korekci.

Stanoveni ECx
Probit nebo logit regrese, Weibullova analyza
Porovnani testovane latky s kontrolou (limitni test)

1 Data maji normalni rozdéleni a homogenni rozptyl: jednostranny t- test.
2 Data maji normalni rozdéleni a nehomogenni rozptyl: jednostranny Welchtiv t-test.
3 Data nemaji normalni rozdéleni: jednostranny Mann-Whitneytv U-test
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Pozndmky
1. Pro hodnoceni ekotoxikologickych dat je vhodné pouzit komercni sofware ToxRat (ToxRat

Solutions GmbH, Asdorf).
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