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1 Predmluva

Vv

Ministerstvo Zivotniho prostfedi, védomo si poZadavku na dosaZeni co nejvyssi shodnosti
postupll pouzivanych pfi stanoveni ekotoxicity odpadl, vydava tento metodicky pokyn. Jeho
vydanim kon¢i platnost Metodického pokynu odboru odpadii ke stanoveni ekotoxicity
odpadti, ktery byl zvefejnén ve Véstniku MZP, ro¢nik XIII, &astka 6, v Cervnu 2003
a vychdzel z pravni dpravy v souladu se zdkonem ¢. 185/2001 Sb., o odpadech.

V metodickém pokynu jsou zohlednény a ujasnény pozadavky vychazejici z ustanoveni
§ 6 a zvlasté z ustanoveni piilohy €. 3 vyhlasky ¢. 376/2001 Sb., o hodnoceni nebezpecnych
vlastnosti odpadt, v platném znéni, a ddle z ustanoveni piilohy ¢. 10 vyhlasky ¢. 294/2005
Sb., o podminkach ukladani odpadil na skladky a jejich vyuZivani na povrchu terénu a zméné
vyhlasky €. 383/2001 Sb., o podrobnostech naklddéani s odpady, vydanych k provedeni zakona
¢. 185/2001 Sb., o odpadech a o zméné¢ nckterych dalSich zdkond, ve znéni pozdéjSich
predpist, (ddle jen zdkon). Ustanoveni citovanych piiloh vyhlasek se na dosud platny
metodicky pokyn odkazuje. Jelikoz stanoveni ekotoxicity odpadli ve smyslu citovanych
vyhlasek piedstavuje specidlni postup zjiiténi a hodnocent, ktery neni v Ceské republice jako
celek normalizovan, byl vroce 2003 vypracovan metodicky pokyn, ktery jiz neni plné
v souladu s G¢innou pravni tpravou, a je proto nahrazovan timto metodickym pokynem.

2 Uvod

Predmétem metodického pokynu je postup pro stanoveni a hodnoceni ekotoxicity odpadi
v souladu s pozadavky vyhlasky €. 294/2005 Sb., a ekotoxicity jako nebezpecné vlastnosti
H14 Ekotoxicita, v souladu s pozadavky vyhlaSky ¢. 376/2001 Sb. [2]. Cilem metodického
pokynu je sjednoceni postupu tak, aby bylo dosazeno co nejvyS$i miry srovnatelnosti
vysledkil v jednotlivych laboratofich, a tim i co nejvyssi objektivnosti téchto vysledk pro
posuzovani odpadii ve smyslu vysSe uvadénych vyhlasek.

Stanoveni ekotoxicity je provddéno jednotnymi metodami na predepsanych organismech
(ptiloha ¢. 1 a €. 3 k vyhlasce ¢. 376/2001 Sb. [2]):

a) Poecilia reticulata nebo Brachydanio rerio (doba pisobeni 96 hod.),
b) Daphnia magna (doba plisobeni 48 hod.),

¢) Desmodesmus subspicatus (drive Scenedesmus subspicatus) nebo Pseudokirchneriella
subcapitata (Korshikov) (diive Selenastrum capricornutum) (doba ptisobeni 72 hod.),

d) Sinapis alba (semeno) (doba ptisobeni 72 hod.).

Vysledky zkousek jsou vyuZitelné jak pro hodnoceni odpadl vyuZivanych na povrchu
terénu, tak pro hodnoceni nebezpecné vlastnosti H14 Ekotoxicita.

2.1 Oblast pouziti

Metodicky pokyn je uréen pracovnikiim vetejné a statni spravy, pracovnikiim laboratoff,
osobam povéfenym k hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadu a rovnéz osobam, jejichZ
pracovni ndplii a rozhodovani je ovliviiovdno ustanovenimi zdkona a predpisi vydanych
k jeho provedeni.

Postup uréeny timto metodickym pokynem plati pro stanoveni ekotoxicity odpadi
na zdklad¢ vysledkl zkousSek akutni toxicity jejich vodnych vyluhli na urcenych zkusebnich
organismech. Toto stanoveni v laboratornich podminkach modeluje G¢inky odpadt pii jejich
kontaktu s vodou, kde dochdzi k uvoliiovani rozpustnych sloZek odpadii, které ovliviiuji
organismy nachdzejici se ve vodnim prostfedi. Jednd se o uzancni postup, ktery muaze vést



k vysledkim liSicim se od redln¢ skutecnosti. Vodny vyluh zkouseného odpadu se pfipravi dle
CSN EN 12457-4 [17].

Vyuziti pokynu je doporuceno zejména pfi:

e hodnoceni odpadii z hlediska naplnéni kritérii stanovenych pro jejich vyuZivani
na povrch terénu v souladu s pozadavky vyhlasky €. 294/2005 Sb. [3],

e hodnoceni nebezpecné vlastnosti odpadi H14 Ekotoxicita v souladu s pozadavky
vyhlasky ¢. 376/2001 Sb. [2].

Metodicky pokyn Ize pfiméfené vyuZzivat pro zjiStovdni nebezpecné vlastnosti
H14 Ekotoxicita pro kapalné odpady a kaly, které sedimentaci uvolnuji kapalnou fazi.

Metodicky pokyn neni mozné vyuzivat pro zjiStovani ekotoxicity odpadi, z nichZ nelze
odebrat reprezentativni vzorek pro piipravu vodného vyluhu a odpadi, z nichZ nelze pfipravit
vodny vyluh (napft. gelujici latky).

Pro hodnoceni nebezpecné vlastnosti H14 Ekotoxicita se kapalny odpad, pokud jeho
zakladni sloZkou je voda, povaZzuje za vyluh pfipraveny k ekotoxikologickému testovani.
Pfi hodnoceni kapalného odpadu musi byt vyuzivana kritéria stanovend pro odpady (nikoliv
pro odpadni vody). V piipadé, Ze se nebezpecna vlastnost H14 Ekotoxicita posuzuje u kalu,
ktery uvoliiuje kapalnou fazi, zkouSi a hodnoti se postupem stanovenym pro hodnoceni
nebezpecnych vlastnosti kapalnd 1 pevnd faze samostatné. Pro vylouCeni nebezpecné
vlastnosti u dotéeného odpadu je nutné vyloucit nebezpec vlastnost u kapalné i pevné faze.

V ptipadé, Ze kapalny odpad obsahuje jinou kapalinu, neZ je voda, postupuje se v souladu
s pozadavky zvlastniho predpisu (zdkona €. 356/2003 Sb. [7]).

V ptipadé¢ pochybnosti o0 moZnosti odebrat reprezentativni vzorek odpadu pro ptipravu
vyluhu ke stanoveni ekotoxicity, rozhodne o této skute¢nosti osoba opravnénd k odbéru
vzorkli odpadl vzdy ve spoluprici s pfislusnou laboratofi.

Pokud neni moZno pouzit postup pro piipravu vyluhu v souladu s metodickym pokynem
k hodnoceni vyluhovatelnosti odpadd [18], mZe postup piipravy vyluhu (pro hodnoceni
nebezpecné vlastnosti H14 Ekotoxicita) stanovit pfisluSnd laboratof ve spolupréci
s povéfenou osobou. Tyto skute¢nosti musi byt uvedeny v Protokolu o zkousce.

2.2 Pouzité podklady
2.2.1 Souvisejici pravni predpisy

[1] Zakon €. 185/2001 Sb., o odpadech a o zméné nekterych dalsich zdkoni, v platném znéni.

[2] Vyhldska MZP a MZ &. 376/2001 Sb.,o hodnoceni nebezpeénych vlastnosti odpadtl,
v platném znéni.

[3] Vyhlaska MZP ¢&. 294/2005 Sb., o podminkéch ukldddni odpadd na skladky a jejich
vyuzivani na povrchu terénu a zmén¢ vyhlaSky ¢. 383/2001 Sb., o podrobnostech
nakladani s odpady.

[4] Vyhldska MZP &. 381/2001 Sb., kterou se stanovi Katalog odpadii, Seznam nebezpeénych
odpadi a seznamy odpadu a statd pro icely vyvozu, dovozu a tranzitu odpadi a postup
pii udélovani souhlasu k vyvozu, dovozu a tranzitu odpadi (Katalog odpadl),
v platném znéni.

[5] Vyhlaska MZP ¢&. 383/2001 Sb., o podrobnostech nakladéni s odpady, v platném znén.

[6] Zakon €. 254/2001 Sb., o vodach a o zméné nékterych zakond, v platném znéni.
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[7] Zéakon ¢. 356/2003 Sb., o chemickych latkdch a chemickych pfipravcich a o zméné
nékterych zakont, v platném znéni.

2.2.2 Souvisejici technické normy

Mimo normy citované v souvisejicich pravnich ptedpisech jde zejména o normy:

[8] CSN 018003  Zasady pro bezpetnou prici v chemickych laboratofich.

[9] CSN 015110 Vzorkovani materidli. Zakladni ustanoveni.

[10] CSN ISO 3696  Jakost vody pro analytické tcely. Specifikace a zkusebni metody.

[11] CSNISO 11465 Kvalita ptidy. Stanoveni hmotnostniho podilu suginy a hmotnostn{
vlhkosti ptidy. Gravimetrickd metoda.

[12] CSN EN ISO 5667-3  Jakost vod. Odbér vzorki. Cdst 3: Névod pro konzervaci vzorkd
a manipulaci s nimi.

[13] CSN 83 0905 Ochrana vody pied zneciSténim ze sklddek.

[14] CSN EN ISO 6341 Jakost vod — Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna Straus
(Cladocera, Crustacea) — Zkouska akutni toxicity.

[15] CSN EN ISO 8692 Jakost vod — Zkouska inhibice rtistu sladkovodnich zelenych fas.

[16] CSN EN ISO 7346-2  Jakost vod — Stanoveni akutni letdlni toxicity latek

pro sladkovodni ryby [Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)]
— Cast 2: Obnovovaci metoda.

[17] CSN EN 12457-4 Charakterizace odpadi - Vyluhovani — Ovéfovaci zkouska
vyluhovatelnosti zrnitych odpadii a kali — Cést 4: Jednostupiiova vsadkova zkouska
pii poméru kapalné a pevné faze 10 1/kg pro materidly se zrnitosti mensi nezZ 10 mm
(bez zmenSeni velikosti Castic, nebo s nim).

2.2.3 Ostatni

[18] Metodicky pokyn k hodnoceni vyluhovatelnosti odpadd. Véstnik MZP, roénik XII,
Castka 12, prosinec 2002.

[19] Metodicky pokyn Ministerstva Zivotniho prostiedi Vzorkovani odpadi. Véstnik MZP,
ro¢nik XI, ¢astka 5, kvéten 2001.

[20] Machova, J., Svobodova, Z., Vykusovd, B.: Ekotoxikologické hodnoceni vyluhti tuhych
primyslovych odpadd. Vyzkumny tstav rybaisky a hydrobiologicky, Vodnany, 1994.

[21] Metodicky pokyn ke stanoveni ekotoxicity odpadii. Véstnik MZP, roénik XIII, &astka 6,
cerven 2003.

2.3  Seznam pouzitych zkratek

EN Evropska norma
CSN Ceska technickd norma
ISO Mezinarodni norma (Mezindrodni organizace pro normalizaci)

EC 50 koncentrace vodného vyluhu odpadu, kterd zptsobi 50% uhyn nebo inhibici
pohyblivosti (imobilizaci) perloo¢ek (Daphnia magna) ve srovndni s kontrolou
v podminkdch uréenych jednotlivymi metodikami testd v [ml.I"']

IC50  koncentrace vodného vyluhu odpadu, kterd zplisobi 50% inhibici riistu nebo riistové
rychlosti fasové kultury nebo 50% inhibici rastu kofene semen Sinapis alba
ve srovndni s kontrolou ve zvoleném cCasovém useku v podminkdch urcenych
jednotlivymi metodikami testd v [ml.1"]

LC 50 koncentrace vodného vyluhu odpadu, kterd zptisobi thyn 50 % testovacich ryb
ve zvoleném ¢asovém useku



MZP Ministerstvo Zivotniho prostredi
MZ Ministerstvo zdravotnictvi

2.4  Terminy a definice

Terminy a jejich definice pouzivané pro ucely tohoto metodického pokynu jsou pievazné
prevzaty ze souvisejicich pravnich pfedpist a technickych norem. Pro potfeby metodického
pokynu jsou nékteré z nich bliZze vysvétleny.

Ekotoxicita — vlastnost odpadu, predstavujici akutni ¢i pozdni nebezpeci pro jednu nebo vice
sloZek Zivotniho prostfedi. Jde o ukazatel vyuzivany k hodnoceni odpadi z hlediska moznosti
jejich vyuziti na povrchu terénu dle vyhlasky €. 294/2005 Sb. [3] a k hodnoceni nebezpecné
vlastnosti odpadu H14 Ekotoxicita podle vyhlasky ¢. 376/2001 Sb. [2].

Vodny vyluh odpadu — roztok ziskany postupem podle CSN EN 12457-4 [17]

Voda - destilovand, demineralizovana nebo deionizovand voda odpovidajici 3. stupni jakosti
podle CSN ISO 3696 [10]. Pouziti demineralizované vody se vyluGuje v piipadg, Ze se k jeji
piipravé pouzivd lokdlni zdroj vody, kde neni zaruCena jakost vody po strance
mikrobiologické. Voda nesmi obsahovat chlér ani jiné toxické latky (stopové koncentrace
kovti, pesticidli, amoniaku apod.).

Redici voda — normalizovanym postupem piipraveny roztok soli ve vodé [14] [15] [16].

Vodny vyluh (testovany” roztok) — vodny vyluh odpadu obohaceny zdsobnimi roztoky
a v piipadé potfeby fedény fedici vodou na zvolenou koncentraci, pfipraveny pro testy
ekotoxicity.

S . . L. . . v .
Testovaci’ organismus — organismus, ktery je za konstantnich podminek, uréenych

jednotlivymi metodikami testli akutni toxicity a inhibice rdstu, vystaven plisobeni vodného
vyluhu.

Uvodni test” — test slouZici pro odhad ekotoxicity nefedéného vodného vyluhu (testovaného
roztoku) na testovaci organismus.

Piedb&iny test” — test slouZici k vyhledani intervalu koncentraci fedéného vodného vyluhu
(testovaného roztoku) pro provedeni zakladniho testu ekotoxicity.

Zakladni test” — test slouici ke stanoveni hodnoty LC (EC, IC) 50.

Ovéfovaci test” — ovéfuje, ze nefedény vodny vyluh (testovany roztok) nevykazuje toxické
ucinky na pfedepsanych testovacich organismech.

Kontrola — testovani” organismut v prostiedi fedici vody bez ptidavku vodného vyluhu
odpadu za stejnych podminek jako probiha test (dvodni, pfedbéZny, zdkladni, ovéfovaci),
pro n¢&jZ je kontrola vyuzivéana.

Mortalita — toxicky ucinek vodného vyluhu (testovaného roztoku), ktery se projevi smrti
testovactho organismu.

Inhibice pohyblivosti (imobilizace) — toxicky ucinek vodného vyluhu (testovaného roztoku),
ktery se projevi neschopnosti prostorového pohybu testovaciho organismu specifikovaného
normou CSN EN ISO 6341 [14].

Inhibice riistu — toxicky ucinek vodného vyluhu (testovancho roztoku), ktery se projevi
snizenim hodnot parametrt, specifikovanych normou CSN EN ISO 8692 [15], ¢i metodikou
uvedenou v piiloze €. 1 tohoto pokynu, ve srovnani s kontrolou.
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Stimulace ristu — toxicky uc¢inek vodného vyluhu (testovaného roztoku), ktery se projevi
zvySenim hodnot parametri, specifikovanych normou CSN EN ISO 8692 [15], ¢i metodikou
uvedenou v piiloze €. 1 tohoto pokynu, ve srovnani s kontrolou.

Pevny odpad — odpad, ktery si jako celek a nebo jako jeho jednotlivé Casti (napt. pevny
sypky odpad) uchovava sviij tvar a objem za normdlnich atmosférickych podminek.

Kapalny odpad — odpad ve skupenstvi kapalném podle CSN EN 12457-4, pifloha B [17]

Kal - smés kapalin a pevnych ¢astic oddélenych z riznych typa kapalin jako vysledek
piirodnich nebo umélych procesit).

Kal uvoliujici kapalnou fazi — pro hodnoceni nebezpecnych vlastnosti H14 Ekotoxicita
se kapalnd 1 pevna faze stanovenym postupem zkous$i a hodnoti samostatné. Pro vylouceni
nebezpecné vlastnosti u daného odpadu je nutné vyloucit nebezpenou vlastnost u kapalné
1 pevné faze.

Povéiena osoba — pravnickd osoba nebo fyzicka osoba povéfend MZP nebo MZ k hodnoceni
prislusnych nebezpecnych vlastnosti odpadii. Povéfend osoba je osobou opravnénou k odbéru
vzorkli odpadu pro hodnoceni jejich nebezpecnych vlastnosti (viz § 5, odst. 4 vyhlasky
¢. 376/2001 Sb. [2] ).

Osoba kvalifikovana k odbéru vzorki odpadu - fyzickd osoba, kterd ma dokoncené
vysokoskolské vzdélani technického nebo piirodovédného sméru a nejméné 3 roky praxe
v oboru odpadového hospodafstvi v poslednich 10 letech, nebo stfedni vzdélani technického
nebo piirodovédného (piipadné zdravotnického) sméru ukoncené maturitou a nejméné 5 let
praxe v oboru odpadového hospodatstvi v poslednich 10 letech a jejiz kvalifikace je doloZena
nasledujicimi dokumenty:

e odborny Zivotopis,

e ziznamy o absolvovani kurzi vztahujicich se ke vzorkovani (v€etné vnitropod-
nikovych zaSkolovacich kurzii a kurzii sponzorovanych vyrobci zatizeni),

e zdznamy o Ucasti na odbornych seminétich,

e zaznamy o absolvovani Skoleni novych vzorkovacich technik a pfistroji.

Osoba kvalifikovana k odbéru vzorku odpadii

e odstranovanych uloZenim na sklddky odpadi a/nebo vyuZivanych na povrchu terénu
dle pozadavku vyhlasky ¢. 294/2005 Sb. [3]

Osoba opravnéna k odbéru vzorki odpadi

e pro hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadii splitujici pozadavek § 5, odst. 4
vyhlasky ¢. 376/2001 Sb. [2], je osobou, kterd absolvovala Skoleni pro hodnoceni
nebezpecnych vlastnosti odpadii, jehoZ népli schvélilo MZP nebo MZ.

*

termin test, testovdni, testovaci, testovany je identicky s terminem zkouska, zkouSent,
zkuSebni, zkouseny, jak jsou uZivany v technickych normdch.

3 Postup stanoveni ekotoxicity odpadi

3.1.  Princip postupu

Ekotoxicita se stanovuje pomoci testli akutni toxicity, kterym je podroben vodny vyluh
(testovany roztok). Testy se provadéji na zdastupcich ryb, zooplanktonu, fytoplanktonu
a vyssich rostlin, uvedenych v definici nebezpecné vlastnosti H14 Ekotoxicita v piiloze ¢. 1



vyhlasky ¢. 376/2001 Sb. [2]. Testované organismy reprezentuji dulezité ¢lanky ekosystému
s moznou rozdilnou citlivosti k rtznym latkdm obsaZenym v odpadu a uvolnénym
do vodného vyluhu odpadu. Pro stanoveni ekotoxicity jsou rozhodujici vysledky testu
nejcitlivéji reagujiciho organismu.

Testy akutni toxicity se provadéji podle aktudln& platnych CSN Jakost vod, uvedenych
v bodé 7 piilohy &. 3 k vyhldsce ¢. 376/2001 Sb. [2] (CSN EN ISO 6341 [14], CSN EN ISO
8692 [15], CSN EN ISO 7346-2 [16] ). Pro semena Sinapis alba tento pokyn uvadi v ptiloze
¢. 1 zvlastni postup stanoveni.

3.2  Odbér, aprava a uchovavani vzorku

Odbér a dprava vzorkd odpadli se tidi zdsadami uvedenymi v metodickém pokynu
ke vzorkovani odpadil [19] a v metodickém pokynu k hodnoceni vyluhovatelnosti odpadu
[18]. Z divodu vétsi Casové narocnosti ekotoxikologickych testli a potieby uchovavani vzorkl
pro piipadné ovéfeni vysledkli stanoveni ekotoxicity se prodluZuje doba jejich skladovani
na dobu nezbytné nutnou pro mozné opakovani testl. Vzorky se uchovavaji v tésné
uzavienych nddobdch, v temnu, pfi teploté do 4 °C.

3.3  Piiprava vodného vyluhu odpadu pro testy ekotoxicity

Vodny vyluh odpadu se pfipravi ve shodé s CSN EN 12457- 4 [17]. Z divodu moZné
nestélosti sloZeni vodného vyluhu odpadu v delsSim ¢asovém obdobi se pro testy ekotoxicity
pfipravi vZdy jen takové jeho mnoZzstvi, které bude spotfebovano. Pro nové ¢i opakované testy
se ptipravuje vZdy Cerstvy vodny vyluh odpadu.

K louzeni odpadu se pouziva voda (viz. kap. 2.4). Pro vylouceni mozného negativniho
vlivu nizkého osmotického tlaku vody na testovaci organismy, je nutné pied zahdjenim testii
potifebné mnozstvi vodného vyluhu odpadu obohatit solemi pomoci zdsobnich roztok.

Pti pfipravé fedici vody pro testy na jednotlivych testovacich organismech se do vody
davkuje stejné mnoZstvi zdsobnich roztokl stejnym postupem, jak je popsdno pro tpravu
vodného vyluhu odpadu pro testy na jednotlivych testovacich organismech.

3.3.1 Uprava vodného vyluhu odpadu pro testy na akvarijnich rybdch, perlooékdch
a semenech

Pro pfipravu vodného vyluhu (testovaného roztoku) se pouZivaji ndsledujici zdsobni
roztoky soli, jejichZ konecné koncentrace odpovidaji pozadavkiim CSN EN ISO 7346-2 [16]
a CSN EN ISO 6341 [14]:

Zasobni roztok ¢. 1: 117,6 g CaCl,.2H,O se rozpusti ve vod¢ a roztok se doplni vodou
na objem 1 litru.

Zasobni roztok ¢. 2: 49,3 ¢ MgS0,.7H,0 se rozpusti ve vodé a roztok se doplni vodou
na objem 1 litru.

Zasobni roztok ¢. 3: 25,9 g NaHCO; se rozpusti ve vodé a roztok se doplni vodou
na objem 1 litru.

Zasobni roztok ¢. 4: 2,3 g KCI se rozpusti ve vodé¢ a roztok se doplni vodou na objem
1 litru.

Vodny vyluh odpadu se uvedenymi ¢tyfmi zdsobnimi roztoky obohacuje nasledujicim
zpusobem. Odmérnd nadoba potiebného objemu se ¢astecné naplni vodnym vyluhem odpadu,
poté se do ni davkuje po 2,5 ml kazdého z vySe uvedenych zdsobnich roztokl
na 1 litr poZadovaného objemu vodného vyluhu (testovaného roztoku) a na tento pozadovany
objem se nddoba doplni vodnym vyluhem odpadu. Vodny vyluh (testovany roztok) je tfeba
pred kazdym pouzitim dikladné protfepat, aby byla zarucena jeho homogenita.



3.3.2 Uprava vodného vyluhu odpad pro test na zelenych Fasdch

Pro tpravu vodného vyluhu odpadu se pouZivaji nasledujici zdasobni roztoky soli, jejichZ
konec¢né koncentrace odpovidaji poZadavkim CSN EN ISO 8692 [15].

Zasobni roztok €. 1 — ziviny (navazky na 1 litr zdsobniho roztoku):

MgCl,.6H,O 12¢g

NH4Cl 15¢g

CaCl,.2H,0O 1,8¢g

MgS0O4.7H,O 15¢g

KH,PO4 0,16 g

Zasobni roztok ¢. 2 — Fe-EDTA (navazky na 1 litr zdsobniho roztoku):
FeCl;.6H,O 64 mg

Na,EDTA.2H,0™) 100 mg

*) sodné siil kyseliny ethylendiamintetraoctové

Zasobni roztok ¢. 3 — stopové prvky (navazky na 1 litr zasobniho roztoku):

H3BO3*) 185 mg
MnCl,.4H,0 415 mg
ZnCl, 3 mg
CoCl,.6H,O 1,5 mg
CuCl,.2H,O 0,01 mg
Na,Mo00,4.2H,0 7 mg

*) H;BO; miiZe byt rozpu§téna priddnim 0,1 mol/l NaOH
Zasobni roztok ¢. 4 - NaHCOj; (navazka na | litr zasobniho roztoku):
NaHCO3 S0g

Navazky chemikdlii pro jednotlivé zasobni roztoky se rozpusti ve vod¢ a roztoky se doplni
do 1 litru vodou. Zasobni roztoky ¢. 1 — €. 3 se sterilizuji membranovou filtraci (pramér pért
0,2 pum) nebo v autoklavu (120 °C, 15 min.). Roztok €. 4 se nesterilizuje v autoklavu, ale
pouze filtraci pfes membranovy filtr. Po sterilizaci se roztoky skladuji ve tmé pfi teploté 4 °C.

Vodny vyluh odpadu se obohacuje uvedenymi Ctyfmi zdsobnimi roztoky ndasledujicim
zpusobem. Odmérnd nadoba potiebného objemu se ¢astecné naplni vodnym vyluhem odpadu,
poté se do ni davkuje 10 ml zdsobniho roztoku ¢. 1 a po 1 ml zdsobnich roztoku €. 2, 3, a 4
na 1 litr poZadovaného objemu vodného vyluhu (testovaného roztoku) a na tento pozadovany
objem se nddoba doplni vodnym vyluhem odpadu. Vodny vyluh (testovany roztok) je tfeba
pred kazdym pouzitim dikladné protfepat, aby byla zarucena jeho homogenita.

3.4  Metodiky testi ekotoxicity

Testy ekotoxicity vodného vyluhu (testovaného roztoku) se provadéji na vSech testovacich
organismech postupem, jak je zndzornén na nésledujicim obrazku ¢. 1.



Obrazek €. 1 — Postupovy diagram testd k hodnoceni nebezpecné vlastnosti H14 Ekotoxicita

Uvodnf test

.. NE Ovérovaci test
Toxicita >
ANO >50 %
Predbezny test | oot
ANO
NE
Toxicita — | Ovéfovaci test
>50 %
ANO

NE

ANO
Zakladni test  ————

Toxicita
>50 %

Y

Vypocet hodnot
LC (IC, EC) 50

NE

v

C ZARAZENI ODPADU )
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Testy ekotoxicity se zahajuji dvodnim testem. Uvodnimu testu je vystaven testovany
roztok pfipraveny z netfedéného vodného vyluhu odpadu. Do testu se nasazuji organismy
v poctech, odpovidajicich pozadavkiim pro pfedbézné testy danym metodikami pro jednotlivé
testovaci organismy. Ovéfovaci testy se provad¢ji s nejméné trojndsobnym mnoZstvim
organismu proti po¢tiim organismui pozadovanym pii zdkladnich testech.

e

Projevi-li se v prib¢hu uvodniho testu toxicky tc¢inek pro > 50 % testovacich organismil,
provede se predbézny test s vyuZitim vhodné zvolené Skély koncentraci vodného vyluhu.
Za vhodné zvolenou koncentrac¢ni fadu vodného vyluhu pro predbézny test se povazuje fada
zahrnujici koncentrace s toxickym tc¢inkem pro 0 — 100 % testovacich organismu. Zakladni

test se naplanuje na zdklad¢ vysledkt predbézného testu.

Vyplyne-li z vysledkt ptedbézného testu, Ze zdkladnim testem nebude moZno stanovit
hodnotu LC (EC, IC) 50, provede se ovéfovaci test. V ostatnich piipadech slouzi vysledky
pfedbéZného testu pro stanoveni rozsahu koncentraci pro test zdkladni.

V kazdém testu se nasazuje rovnéz kontrola s poctem organismil, odpovidajicim metodice
daného testu.

Zatazeni odpadu na zdklad¢ vysledkt ekotoxikologickych testi pro vyuziti na povrchu
terénu se pak provede podle postupu uvedeného v kapitole 4 tohoto metodického pokynu.
3.4.1 Test na akvarijnich rybdch

Test se provadi na akvarijni rybé Zivorodce duhové (Poecilia reticulata) podle CSN EN
ISO 7346-2 [16] s expozicni dobou 96 hodin. Perioda vymény roztokt je 48 hodin.

Pozndmka 1: Pro pifedbéZny test plati podminky orientaéni zkousky, specifikované
v technické normeé [16].

Pozndmka 2: Pfi testovani vodného vyluhu odpadu je vysledek LC 50 uvadén v ml vodného
vyluhu odpadu ptitomného v 1 1 vodného vyluhu (testovaného roztoku) v [mL.1"].
3.4.2 Test na perloockdch

Test se provadi na korysi z podtiidy lupenonoZcit, perloodce (Daphnia magna) podle CSN
EN ISO 6341 [14] s expozi¢ni dobou 48 hodin.

Pozndmka 3: Pro zdkladni test plati podminky vlastni zkousky, specifikované v technické
normé [14].

Pozndmka 4: Pti testovani vodného vyluhu odpadu je vysledek EC 50 uviddén v ml vodného
vyluhu odpadu ptitomného v 1 1 vodného vyluhu (testovaného roztoku) v [mL.1"].

3.4.3 Test na sladkovodnich rasdach

Test se provadi na zelené tfase Desmodesmus subspicatus (diive Scenedesmus subspicatus)
ero Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov) (diive Selenastrum capricornutum) podle
CSN EN ISO 8692 [15] (doba ptisobeni 72 hodin)

Pozndmka 5: Pro stanoveni IC 50 plati postupy stanoveni E,Csg , specifikované v technické
normé [15].

Pozndmka 6: Pti testovani vodného vyluhu odpadu je vysledek IC 50 uvadén v ml vodného
vyluhu odpadu ptitomného v 1 1vodného vyluhu (testovaného roztoku) v [mlL.1"].
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3.4.4 Test na semenech vyssich rostlin

Test se provadi podle postupu, uvedeného v piiloze ¢. 1 tohoto metodického pokynu
na semenech hot¢ice bilé (Sinapis alba) s expozi¢ni dobou 72 hodin.
Pozndmka 7: Pfi testovani vodného vyluhu odpadi je vysledek IC 50 uvadén v ml vodného
vyluhu odpadu p¥itomného v 1 1 vodného vyluhu (testovaného roztoku) [ml.1™].

4 Hodnoceni odpadi pro jejich vyuzivani na povrchu terénu

viz Tabulka ¢. 1 Pozadavky a vysledky ekotoxikologickych testii

4.1 Odpady mohou byt vyuzity pri uzavirani skladky k vytvareni ochranné vrstvy
kryjici tésnici vrstvu skladky a svrchni rekultiva¢ni vrstvy skladky jestlize:

a) v ovefovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na rybach (viz kap. 3.4.1)
nevykazuji ryby Zadné vyrazné zmény v chovini ve srovnani s kontrolnimi vzorky
a béhem testu neuhyne Zadnd ryba (tabulka €. 1 sloupec I),

b) v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na perlooCkich (viz kap. 3.4.2)
zjisténé procento imobilizace neptesdhne 30 % ve srovnani s kontrolnimi vzorky
(tabulka €. 1 sloupec 1),

c) v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na fasich (viz kap. 3.4.3)
se neprokdZe inhibice rastu vétsi nezZ 30 % ve srovnani s kontrolnimi vzorky (mtiZe
byt stimulace),

d) v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na semenech hoicice bilé
(viz kap. 3.4.4) se neprokaze inhibice rustu kofene semene vétsi nez 30 % ve srovnani
s kontrolnimi vzorky (muze byt stimulace).

4.2  Odpady mohou byt vyuzity k rekultivaci vytézenych povrchovych dilnich dél
(povrchové doly, lomy, piskovny) jestliZe:

a) v ovefovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na rybach (viz kap. 3.4.1)
nevykazuji ryby Zadné vyrazné zmény v chovini ve srovnani s kontrolnimi vzorky
a béhem testu neuhyne Zadnd ryba (tabulka €. 1, sloupec 1),

b) v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na perlooc¢kédch (viz kap. 3.4.2)
zjisténé procento imobilizace nepfesdhne 30 % ve srovnani s kontrolnimi
vzorky(tabulka €. 1, sloupec 1),

c) v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na fasich (viz kap. 3.4.3)
se neprokdze inhibice nebo stimulace ristu vétsi nez 30 % ve srovnani s kontrolnimi
vzorky (tabulka €. 1, sloupec II).

V horni rekultivaéni vrstv€é v mocnosti minimédln€¢ 1 m od povrchu terénu musi vysledky
testll splilovat poZadavky stanovené v tabulce €. 1, sloupec I — inhibice rlistu fasy nesmi
v ovéfovacim testu presahnout 30 %, stimulace neni omezujicim faktorem.

d) v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na semenech hoicice bilé
(viz kap. 3.4.4) se neprokdze inhibice nebo stimulace ristu koiene semene veEtsi
nez 30 % ve srovnani s kontrolnimi vzorky (tabulka €. 1, sloupec II)

V horni rekultivacni vrstvé v mocnosti minimdln€¢ 1 m od povrchu terénu musi vysledky
testd splinovat pozadavky stanovené v tabulce €. 1, sloupec I — inhibice ristu kofene semene
nesmi v ovéfovacim testu presahnout 30 %, stimulace neni omezujicim faktorem.
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4.3

Odpady mohou byt vyuzity na povrchu terénu Kk terénnim upravam nebo
rekultivacim lidskou cinnosti postiZzenych pozemku (s vyjimkou rekultivace
skladek) jestlize:

v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na rybach (viz kap. 3.4.1)
nevykazuji ryby Zadné vyrazné zmény v chovini ve srovnani s kontrolnimi vzorky
a béhem testu neuhyne Zadnd ryba (tabulka €. 1, sloupec 1),

v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na perloockach (viz kap. 3.4.2)
zjiSténé procento imobilizace nepiesdhne 30 % ve srovnéani s kontrolnimi vzorky
(tabulka €. 1, sloupec II),

v oveéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na fasich (viz kap. 3.4.3)
se neprokdze inhibice nebo stimulace ristu vétsi nez 30 % ve srovnani s kontrolnimi
vzorky (tabulka €. 1, sloupec II).

V horni rekultivaéni vrstv€é v mocnosti minimédln€¢ 1 m od povrchu terénu musi vysledky
testll splilovat pozadavky stanovené v tabulce €. 1, sloupec I — inhibice rlistu fasy nesmi
v ovéfovacim testu presdhnout 30 %, stimulace neni omezujicim faktorem

d)

v ovéfovacim testu s nefedénym vodnym vyluhem na semenech hoicice bilé (viz kap.
3.4.4) se neprokdze inhibice nebo stimulace rustu kofene semene vétsi nez 30 %
ve srovnani s kontrolnimi vzorky (tabulka €. 1, sloupec II).

V horni rekultivacni vrstvé v mocnosti miniméln€ 1 m od povrchu terénu musi vysledky testd
spliovat pozadavky stanovené v tabulce €. 1, sloupec I — inhibice riistu kofene semene nesmi
v ovéfovacim testu presdhnout 30 %, stimulace neni omezujicim faktorem.

Tabulka ¢. 1 Pozadavky a vysledky ekotoxikologickych testu

Testovany Doba I I
organismus pusobeni
(hod.)
Poecilia reticulata 96 ryby nesmi vykazovat ryby nesmi vykazovat

nebo Brachydanio

rerio

v ovéfovacim testu vyrazné
zmény chovani ve srovnéani

s kontrolnimi vzorky a nesmi
uhynout ani jedna ryba

v ovéfovacim testu vyrazné
zmény chovéni ve srovnini
s kontrolnimi vzorky a nesmi
uhynout ani jedna ryba

Daphnia magna Straus 48 procento imobilizace procento imobilizace
perloocek nesmi perloocek nesmi
v ov€fovacim testu v ovefovacim testu
ptesdhnout 30 % ve srovnani | presdhnout 30 % ve srovnani
s kontrolnimi vzorky s kontrolnimi vzorky
Raphidocelis 72 neprokdze se v ovéfovacim neprokdze se v ovérovacim
subcapitata testu inhibice ristu fasy vétsi | testu inhibice nebo stimulace
(selenastrum nez 30 % ve srovnani rustu fasy vétsi nez 30 % ve
capricornatum) nebo s kontrolnimi vzorky srovnani s kontrolnimi vzorky
Scenedesmus
subspicatus
semena Sinapis alba 72 neprokdze se v ovéfovacim neprokdze se v ovérfovacim

testu inhibice rustu kofene
semene vetsi nez 30 % ve
srovnani s kontrolnimi vzorky

testu inhibice nebo stimulace
rustu kofene semene vEtsi nez
30 % ve srovnani

s kontrolnimi vzorky
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Pokud vysledky testl nespliuji dané pozadavky ve vSech Ctyfech parametrech hodnocent,
nelze odpad vyuZit na povrchu terénu.

5 Potvrzeni nebo vyloudeni ekotoxicity jako nebezpeéné vlastnosti

Pro potvrzeni nebo vylouceni ekotoxicity jako nebezpecné vlastnosti H14 Ekotoxicita
ve smyslu vyhlasky ¢. 376/2001 Sb. [2], se vychdzi z definice této vlastnosti uvedené
v ptiloze €. 1 k citované vyhlasce. Nebezpecnou vlastnost H14 Ekotoxicita maji odpady,
jejichz vodny vyluh vykazuje ve zkouskach akutni toxicity alespon pro jeden z testovacich
organismil pii ur¢ené dob¢ plisobeni na testovaci organismus:

Poecilia reticulata nebo Brachydanio rerio (doba pisobeni 96 hod.),
Daphnia magna (doba ptsobeni 48 hod.),

Desmodesmus subspicatus (diive Scenedesmus subspicatus) nebo Pseudokirchneriella
subcapitata (Korshikov) (diive Selenastrum capricornutum) (doba pisobeni 72 hod.) Sinapis
alba (semeno) (doba piisobeni 72 hod.);

tyto hodnoty: LC (EC, IC) 50 < 10 ml.1-1.

6 Dokumentace a interpretace vysledki

Mimo piedepsané dokumenty souvisejici s odbérem a upravou vzorku testovaného
odpadu, s ptipravou vyluhu a s vlastnimi testy ekotoxicity (plan odbéru vzorkt, protokol o
odbéru vzorku, protokol o zkousce) je zejména doporuceno disledné¢ dokumentovat vSechny
odchylky od standardnich postupi odbéru vzorki, pfipravy vodného vyluhu a testi
ekotoxicity v ramci piislusnych protokolli, aby byla pokud moZno zarucena opakovatelnost
vSech procest.

PRILOHA ¢&. 1 Test na semenech hoitice bilé (Sinapis alba)

Postup vychazi z prace Ekotoxikologické hodnoceni vyluhti tuhych primyslovych odpadu [20].
1. Piedmét testu

Stanoveni toxického ti¢inku latek obsaZenych ve vodném vyluhu na kli¢ivost semen a rist
kofene v pocatecnich stadiich vyvoje rostliny.

2. Seznam pouzitych zkratek a znacek

Vysvétleni pouzitych znacek a zkratek je uvedeno v kapitole 2.3 tohoto metodického
pokynu.

3. Terminy a definice

Vysvétleni pouZzitych terminti a definic je uvedeno v kapitole 2.4 tohoto metodického
pokynu.

4. Testovaci organismus a potirebné chemikalie

4.1 Testovaci organismus
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Testovacim organismem jsou semena hot€ice bilé (Sinapis alba) s kli¢ivosti minimalné

90 %, stredni velikosti (1,5 az 2,5 mm), okrov¢ Zluta.

4.2 Voda
K piipravé fedici vody, zdsobnich roztokti a vodného vyluhu se pouzivd voda v souladu

s pozadavky uvedenymi v kapitole 2.4 tohoto metodického pokynu.

4.3 Chemikalie
CaCl, (p.a.)
MgS04.7H,0 (p.a.)
NaHCOs; (p.a.)
KClI (p.a.)
4.4  Redicivoda
Smés zdsobnich roztokii a vody svym sloZenim odpovidd pozadavkim CSN EN ISO
7346-2 [16] a CSN EN ISO 6341 [14]. Postup pro piipravu zdsobnich roztoki je uveden
v kapitole 3.3.1 tohoto metodického pokynu.

4.5  Pomiicky a zafizeni
Petriho misky o priméru 120 az 140 mm, filtraéni papir vetsi porovitosti, pinzeta, pipety,

odmérné banky, milimetrové méftitko, niizky, termostat pro teplotu 20 °C.

5. Podminky testu

Teplota: 20 £2 °C

Mnozstvi vodného vyluhu (testovaného roztoku): 10 ml na kazdou Petriho misku
Pocet testovacich jedincii: 30 semen na kazdé Petriho misce

Délka expozice: 72 hodin

Ostatni podminky: bez osvétleni
6. Pracovni postup

6.1 Uvodni test

Test se provadi snefedénym vodnym vyluhem (testovacim roztokem piipravenym
z vodného vyluhu odpadu obohacenim solemi — viz kapitola 3.3.1 tohoto metodického
pokynu). Z filtratniho papiru se vystfihnou kruhy podle velikosti dna pouZzitych Petriho
misek. Ty se vloZi na dna Petriho misek a nasyti se 10 ml vodného vyluhu nebo fedici vody
(kontrola). Na navlhc¢ené filtraéni papiry se pinzetou rovhomérné rozmisti po 30 semenech.
Takto pfipravené Petriho misky se umisti do termostatu s teplotou 20 °C bez pfistupu svétla.
Po 72 hodinich se zméfi a zaznamena délka vSech kofenli semen testovanych ve vyluhu
1 nasazenych v kontrole.
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6.2  Predbé&Zny test

Test se provadi v Sirokém rozsahu koncentraci vodného vyluhu (napft. 1, 10, 100, 500 ml.1!
a nefedény vyluh). K fedéni vodného vyluhu se pouzije fedici voda. Do misek se za podminek
odpovidajicich tvodnimu testu nasazuje 30 semen.

6.3 Zakladni test

Na zédklad¢é vysledku pfedbéZného testu se pfipravi vhodna koncentracni fada vodného
vyluhu (5 ¢i vice koncentraci). Pro testovani kazdé koncentrace a pro piislusnou kontrolu
se pouzije 60 semen (ve dvou Petritho miskach). Pracovni postup je analogicky s postupem
pro uvodni test.

6.4 Ovéiovaci test

Tento test se provadi s nefedénym vodnym vyluhem za podminek stejnych jako
u tvodniho testu. Do vodného vyluhu a do kontroly se nasazuje 90 semen (ve tiech Petriho
miskach).

6.5  Vyhodnoceni testii

Zékladnim sledovanym parametrem pro hodnoceni testu je prumérnd délka kofene.
Hodnota stanovend v nefedéném vodném vyluhu ¢i testovanych koncentracich vodného
vyluhu se porovnava s kontrolou a vypocitavd se procento inhibice (zkraceni) Ci stimulace
(prodlouZeni kotfene). V protokolu o testu se uvadi rovnéZz pocet nevykliCenych semen.
Do aritmetického priméru se tato semena zapocitavaji jako semena s nulovou délkou kofene.
Jestlize semeno vyklici, ale nevytvoii kofinek, zapocitavd se tato hodnota do aritmetického
praméru rovnéz jako nulova. V testech s vice nez 30 semeny na testovanou koncentraci
vodného vyluhu a kontrolu, kdy se nasazuji semena do vice Petriho misek, nema byt
variabilita vysledkl v jednotlivych miskéach u ptislusného roztoku vétsi nez 30 %.

Stanoveni hodnoty IC 50 se provede pomoci probitové metody nebo vhodnym
vyhodnocovacim programem za pouziti vypocetni techniky.

6.6 Test kli¢ivosti a riistu koviene na standardu

Doporucuje se prubéZzné oveéfovat spravnost postupu a kvality semen pomoci testu
provedeného na standardu K,Cr,O;. Testy se standardy se provadéji za stejnych podminek
a vyhodnocuji stejnym zptisobem jako zdkladni testy (hodnoty koncentraci standardu se
uvadgji v mgl™). Podle dosavadnich zkuienosti se hodnoty IC 50 pohybuji v rozmezich
stanovenych v nize uvedené tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2 Rozmezi 72 IC 50 (pFi expozici 72 hod.)

Rozmezi hodnot

Testovaci organismus ;
72 1IC 50 (mg.1")

Sinapis alba 10-50

7. Platnost testu

Vysledky testll se povazuji za platné, jestliZze jsou splnény ndsledujici pozadavky:
a) klic¢ivost semen v kontrole je nejméné 90 %,

b) stanovend hodnota 72 IC 50 standardu dichromanu draselného (K,Cr,O7) pro testovana
semena je v rozmezi uvedeném v kapitole 6.6 této prilohy.
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PRILOHA ¢&. 2 Parametry pro udrovani a chov Zivorodky duhové (Poecilia reticulata
Peters. — Teleostei, Poeciliidae) (informativni)

K testlim se pouZzivaji ryby chované v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb., na ochranu
zvitat proti tyrani, ve znéni pozd¢jSich piedpist, a vyhldskou Ministerstva zeméedé€lstvi
& 311/1997 Sb., o chovu a vyuZiti pokusnych zvifat. Zivorodky se chovaji v akviriich
o objemu nad 10 litrt pfi teploté vody 20 az 25 °C; teplota nesmi dlouhodobé poklesnout pod
16 °C. Voda v akvdriich se mirné provzdusiuje. Samecci se zfeteln¢ odliSuji od samicek.
Oplozend samicka je ndpadnd zvétSenym biiSkem, na jehoZ bocich a na spodku se v blizkosti
fitni ploutve nachdzi tmav¢ zbarvena skvrna biezosti — zarode¢né skvrna. Samicky rodi podle
véku a zdravotniho stavu 10 az 50 mlad’at. Doba biezosti trvd v priméru Ctyfi tydny pfi
teploté vody 25 °C. Samicka vypuzuje z t€la jikry s upln¢ vyvinutymi mlad’aty, kterd ihned
po vypusténi z téla matky protrhnou bldnu jikry, plavou a jsou schopna pfijimat 1 veétsi
potravu. Pro zdarny vyvoj vSak potfebuji i potravu rostlinnou. Plidek je moZno krmit jak
Zivou potravou (nit€énky, perloocky), tak 1 vhodnou krmnou smési. Potrava nesmi byt
jednotvarnd, doporucuje se pievaha zZivé potravy. Dospélé pary se chovaji v odd¢lenych
nadrzich. Vzhledem k tomu, Ze pafeni miZe nastat jiz u velmi mladych jedincd, je nutné
odd¢lit samce od samic co nejdiive a ponechat obé pohlavi do doby tfadného vzristu
oddélené. Rybky pohlavné dospivaji béhem tif az ¢tyf mésici. Oplodnéné samicky se znaéné
zvétSenym biiSkem a tmavou skvrnou biezosti se oddé€luji od chovu a davaji se
do tzv. porodnic (nddoby o objemu 1 az 5 litri s moZnosti tkrytd pro plidek), po porodu se
ihned samicka od mladd’at oddéli a po uplynuti dvou az tfi dnli se opéct zatazuje do chovné
nadrze. Chovné nadrze je nutno minimaln¢ jedenkrat tydné zbavit usazenin.

V Praze dne 28. tinora 2007
Ing. Leos K¥enek, v.r.

feditel odboru odpadii
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