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ABSTRAKT

Tématem bakaldfské prace je studium ekotoxicity vedlejSich energetickych produkt
vznikajicich v energetickém prumyslu. Teoreticka cast je zaméfena na soucasnou
problematiku testovani ekotoxicity odpadd, a to zejména na potiebu vyuziti testd ekotoxicity
nejenom Vv akvatickém, ale i v kontaktnim uspotadani. V praktické ¢asti prace byly vybrané
vedlejsi energetické produkty podrobeny ekotoxikologickému hodnoceni prostfednictvim
akutniho testu toxicity a testu unikového chovani na piidnim organismu zizale hnojni (Eisenia
fetida), testu inhibice rustu kofene rostlin salatu setého a cibule kuchynské (Lactuca sativa
a Allium cepa). Rovnéz byl pouzit bioluminiscen¢ni test na bakterii Vibrio fischeri. Zjisténé
vysledky slouzily k hodnoceni pfipadné ekotoxicity testovanych produkti. Bylo zjiSténo, ze
vyuziti testi v kontaktnim uspofadani je velmi zadouci pro komplexni hodnoceni negativnich
vlivli materialti vnaSenych do ekosystému. Také vyznam testu na bakterii Vibrio fischeri je
nezanedbatelny, nebot’ poskytne dalsi informaci o ptisobeni latek na zastupce destruentti, ktefi
opét predstavuji vyznamny funkéni ¢lanek ekosystému.

ABSTRACT

The topic of bachelor thesis is the study of ecotoxicity of energetic byproducts generated from
the power industry. The theoretical part is focused on current problems concerning waste
ecotoxicity testing namely on needs of ecotoxicity testing not only in terrestric but also in
aquatic arrangement. In practical part selected energetic byproduct were evaluated via Acute
toxicity test and Avoidance test on soil organism earthworm (Eisenia fetida) and Plant root
growth inhibition test on letuce and onion (Lactuca sativa a Allium cepa). Luminescent
bacteria test on Vibrio fischeri was also used. Obtained results served for evaluation of
potential ecotoxicity of energetic byproducts discussion. It was found that test in contact
arrangement is very important for complex evaluation of negative effects of matrices entering
the ecosystem. Also the importance of test on luminescent bacteria Vibrio fischeri is not
negligible, because provides additional information of effects on representatives of destruents
as an important ecosystem function part.

KLICOVA SLOVA
ekotoxicita, vedlejsi energetické produkty, testy ekotoxicity
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ecotoxicity, energetic byproducts, ecotoxicity tests



KRAL, P. Hodnoceni vedlejsich energetickych produktii pomoci vybranych testii
ekotoxicity. Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, 2016. 48 s. Vedouci
bakalarské prace MVDr. Helena Zlamalova Gargosova, Ph.D.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem bakalarskou praci vypracoval samostatné a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citoval. Bakalafska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brn¢ a muze byt vyuzita ke komerénim uceliim jen se souhlasem vedouciho
diplomové prace a dé¢kana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI
Na tomto misté bych chtel podekovat MVDr. Helené Zlamalové Gargosove, Ph.D. za odborné
vedent, vstiicny pristup a pevné nervy. Ddle pak Ing. Paviiné Skarkové za pomoc pri
terestrickych testech.



L V0D ot 7
2 TEORETICKA CAST ....ccoooiiiiiiiiiiieiee st 8
2.1 VedlejSi energetické produkty.............ccccooiiiiiiiiiiiiiiii 8
0 N R Y 4 1 QY = TSRS 9
2.1.2  TYPY VEP ettt et ne e 10
2.2 EKOTOXIKOIOQIE .....ocuiieeiciieee ettt sttt re e teenesraenne e 10
2.2.1  EKOtOXIKOIOZICKE tESTY ....viiviiieiiiiiiesiieie st 10
2.2.2 Deéleni ekotoxikologickyCh testl.......ocvviiiiiiiiiiiciic e 11
2.2.3 Testy v kontaktnim uSpOFAdaAnT .........cccuviiiiiiiiiiiiiiis e 13
2.2.4 Testy v akvatickém uSPOTAdANT .......ccveiviiiiiieiiiies e 14
2.2.5 Legislativa tykajici S€ VEP ......cccooiiiiiiiiiciie e 14
2.3 Vodné vyluhy pevnych Matric..........c.ocooiiiiiiiiiii e 16
2.3.1 Bioluminiscen¢ni test na Vibrio fischeri ISO 11348-3 ..........ccccecieiviieiiic e, 17
2.3.2 Test inhibice ristu kotene cibule kuchyfiskeé ..........ccccoviiiiiiiiiiii 18
2.4 Prostiredi terestrickych tesStil ............ccooceiiiiiiiiii e 20
2.5 TeSty S EISENIa fEtITA ........coviiiiiiieie e 20
2.5.1 Test akutni toxXiCity OECD 207 ......cociiiiiiiiiiieiiiiesiee e 21
2.5.2 Test akutni toxicity na artificidlnd pade...........cccooeviiiiiiiii e, 21
2.5.3 Test tnikového chovani ISO 17512-1......cccccviiiiiiiiiiie e 21
2.6 Test inhibice riustu koiene salatu setého ISO 17126 ..............ccooooiiiiiiiiiiniieeees 22
3 EXPERIMENTALNI CAST .....oooooiiiiiiiiiceniec s 23
3.1 Piiprava vodnych vYIuhil ... 23
3.2 Piiprava artificidlni phdy ..o 24
3.3 Testy na organismu Eisenia fetida ............cccooeiiiiiiiiiiccc e 27
3.3.1 Test se standardni IAKOU .........c.eeeiiiiiiiee i 27
3.3.2  Test akutni toxXiCity OECD 207 .......ociiiiiiiiiiieiiiiesieeie et 29
3.3.3  Test unikového chovani ISO 17512-1......cccccoviiiiiiiiiiie e 29
3.3.4 Test inhibice ristu kofene salatu setého ISO 17126 ......ccccocvvieiiiieiieniie e 30
3.3.5 Bioluminiscen¢ni test na Vibrio fischeri ISO 11348-3 ..........cccceoieevieivec e 30
3.3.6 Test inhibice ristu kotene cibule kuchyiiské ISO 11269-1.......c.ccceoiiiiiiiiiiinnnnn, 31
4 VYSLEDKY ADISKUZE ..........ccococvmmimmirersressessisensesissessssssessessnsssonsesssnsesessasnens 32



4.1 Test akutni toxicity OECD 207 ..........ocooiiiiiiiiiiic e 32

4.2 Test anikového chovani ISO 17512-1 ... 33
4.3 Test inhibice ristu korene salatu setého ISO 17126 ..............ococvveeeeiiiiiiiiiiiiieeeee e 34
4.4 Bioluminiscen¢ni test na Vibrio fischeri 1ISO 11348-3.........cccoceviiiiiei e, 37
4.5 Test inhibice ristu korene cibule kuchyiiské ISO 11269-1 .............ccceviiiviiniinnnnn, 38
T /7N V4 ) TP 40
6  SEZNAM POUZITYCH ZDROJU .......oooovoiieiiiieeeeeseeveeeeeetes e 40
7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU ..........ccccooovovviieieesrsrirennn, 45
PRILOHA 1 PROBITOVA TABULKA .....coooiiitieeetceeeeteeseee s 47
PRILOHA 2 DUNNETTOVA TABULKA .......c.ooiiiiieeeceeieeeeeeeee e 48
PRILOHA 3 PRIKLAD VYPOCTU DLE DUNNETOVA TESTU.......cocoovveviiererrriene. 49



1 UVOD

Problematika vedlejSich energetickych produktl je v dnesni dobé velmi Casto diskutovana,
protoze poptavka po energiich je stale vyssi a vyssi. Toto ma za nésledek rostouci spotiebu
nejen obnovitelnych energetickych zdroju, ale rovnéz i klasickych fosilnich paliv. Vedlejsi
energetické produkty (VEP) ptedstavuji material, vznikajici spalovanim fosilnich paliv a pfi
nasledném odsifovani spalin v energetickém pramyslu za produkce technologické pary, horké
vody atd. k vyrobé elektiiny a tepla. Stim souvisi otazka, co stémito na prvni pohled
nepouzitelnymi produkty spalovani z elektrarenskych zatizeni. VEP, kterymi jsou napiiklad
popilky, strusky, energosadrovce, Skvary apod. mohou obsahovat rizikové prvky jako nikl,
olovo, méd’, chrom, rtut’ apod. Nejcast&jsimi zpisoby likvidace téchto latek bylo skladovani
na skladkach bez dalsiho vyuziti, ¢imz se stavaly odpady. Dalsim zplsobem je jejich
materidlové vyuziti, Vraznych oblastech lidské cinnosti, nejcastéji ve stavebnictvi,
k rekultivaci pad, vyrobé filtri atd. Z legislativniho hlediska je dulezité vymezit hranice
toxicity a vyuzitelnost latek dale v hospodarstvi. Diraz se klade ptfedevsim na hodnoceni
fyzikalnich a chemickych vlastnosti a pfedev§im na splnéni environmentdlnich pozadavki
téchto VEP. Mezni hodnoty pro zkoumané potencionalné toxické latky jsou dany normami
CSN EN a vyhlaskou & 376/2001 Sb., 0 hodnoceni nebezpeénych vlastnosti odpad a taktéz
vyhlaskou ¢. 294/2005 Sb. o ukladani odpadii na skladky a jejich vyuzivani na povrchu
terénu. Dale také plati v zemich Evropské unie povinnost dle Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢.1907/2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani
chemickych latek — REACH, kdy se musi povinné registrovat v§echny latky a pfipravky na
uzemi EU vyrabéné €i na jeji uzemi dovazené a podléhaji naslednému materidlovému vyuziti.
Mezi sledované vlastnosti patii 1 hodnoceni ekotoxicity. Skutecnost je prozatim takova, ze
testovani nebezpecné vlastnosti odpadu H-14, ekotoxicity, je dle platné legislativy provadéno,
na vodném vyluhu odpadu. Testy se provadéji na vodnim korysi Daphnia magna, na vodni
fase Selenastrum capricornutum, na rybé Danio rerio a na rostliné Sinapis alba. Pro uréeni,
zda je odpad nebezpeény, tj. zda vykazuje jednu z nebezpeénych vlastnosti, nebo je dale
nevyuzitelny rozhoduje hodnota LC (EC, IC)50.V ptipad¢, ze tato je pro vodny vyluh odpadu
< 10 ml1"! je odpad povazovan za nebezpeény nebot ma jednu z nebezpeénych vlastnosti, a to
H-14 ekotoxicitu.
Z vySe uvedeného vyplyva, ze ekotoxicita odpadu je dosud stanovovana prostiednictvim
hodnoceni vyluhu tohoto odpadu tedy pouze v akvatickém uspotfadani. Je zfeymé, ze cela fada
toxickych latek, zejména hydrofobnich, do vyluhu nepfechédzi. Stanovenou baterii
akvatickych testi nelze tedy objektivné posoudit vliv téchto latek na jednotlivé slozky
ekosystému. Vzhledem k tomu, Ze pouziti VEP, jako jedna z moznosti znovuvyuziti odpadd,
je zamysleno také V terestrickém ekosystému, V ramci rekultivacnich praci. Je vhodné proto
zatadit i testy v terestrickém tj. kontaktnim uspofadani.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vedlejsi energetické produkty

Jako vedlejsi energetické produkty (VEP) se oznacuji latky (odpady), které vznikaji
spalovanim neboli pfeménou chemické energie na energii teplenou, fosilnich paliv (tzv.
kaustobiolitl) a paliv s moznou piimeési radioaktivnich prvkl (uran, radium, ...). Dalsi VEP
vznikaji pti nasledném ¢isténi spalin po spalovacim procesu [1].

Celkova produkce VEP v Ceské republice tvoii piiblizné 13 mil. tun za rok (Obrazek 1),
piicemz se toto Cislo mlize velmi vyrazné liSit, protoze identifikace zavisi na legislativé.
Timto mohou vznikat rozdily pii vyc¢islovani celkové produkce VEP; Cast je evidovana jako
odpad a ¢ast jako stavebni material apod. Celych 59 % produkce se pouziva pro zasyp
povrchovych doli a pfiblizn€ 21 % na rekultivace a sanace Gzemi a necelych 11 % na
betonaiské a jiné stavbaiské vyrobky. Pricemz ve stavebnictvi je ¢im dal vétsi trend vyuzivat
popilky hlavné pro betony s nizSim obsahem slinku pro masivni konstrukce, kde ptidavek
popilku zlepsuje tepelné vlastnosti betont [2].

Popdek ze spalovani biomasy
0,1% - 0,01 mil, t/rok

Produkt odsifeni polosuchou metodou (SDA)
0.5% - 0,07 mil. Urok

Popilek z fluidnino spalovant
10,30% - 1,34 mill. trok

Obrazek 1: Procentudlni zastoupeni VEP [2]

Z hlediska obsahu soli ¢i jinych prvki ve VEP, se jedna zejména o prvky jako chrom, sira,
molybden, baryum, zinek aj. a soli jako CaO, PbS, ZnS, FeS,, apod. U analyz VEP se
objevuji korelace obsahui t€Zkych kovu s toxicitou samotnou. Je samoziejmé, Ze testy na
riznych organismech a v riznych uspotfadanich se 1isi nekdy i vyrazné svymi vysledky
v dasledku fyzikalnich vlastnosti testované matrice. Ackoliv zjisténé toxicity jsou pomérné
vysoké, tak korelace mezi obsahy tézkych kovil a toxicitou je spiSe nizSi a ukazuje miru
biologické dostupnosti V ptipadech test naptiklad na Pseudokirchneriella subcapitata
a Vibrio fischeri. V tomto piipadé to znaci vyluhovatelnost téchto slozek pii vlastni ptipravé
vyluhti. Dale se také uvadi, ze vicestupnové zkousky pro vodné vyluhy odpadt jsou vhodnéjsi
s piijateln&jsimi vysledky. Je to ale otazka pozadavku testu, kterd metodika vyluhovatelnosti
odpadu o urcité velikosti zrna se zvoli [3].



2.1.1 Vznik VEP

Jednd se predevSim o pevné produkty spalovani jako naptiklad ropy, uhli, zemniho plynu,
raseliny atd., které jeSté navic bézn¢ obsahuji piimés sirnych latek, které se odstraiuji
V odsifovacich zafizenich. Dulezitymi faktory pro kvalitu odsifeni spalin pfi vzniku VEP jsou
také konstrukce ¢i technicky stav spalovacich zafizeni. Zejména tepelné elektrarny produkuji
tyto energetické produkty, protoze vétSina téchto zafizeni postradd vhodné inzenyrské
technologie pro ¢isténi koutovych plyna.

VEP se bézné pouzivaji k vyrob& riznych stavebnich hmot, popf. se vyuzivaji pfi
rekultivacnich a sanac¢nich pracich, pokud splni ptislusné legislativni pozadavky viz bod 2.2.5
nize. V opa¢ném piipadé je s nimi nakladano jako s odpady dle dané legislativy [1, 4, 5].

Obrazek 2: Fosilni palivo — uhli [1]

Pti spalovacim procesu se pfeménuje chemicka energie na energii tepelnou, kdy kvalita
spalovani zavisi na vhodném poméru samotného paliva a kysliku. Spalovani probiha
V kotlich, které se rozliSuji dle mnoha hledisek. Naptiklad se rozliSuji podle teplotnich a
tlakovych pomért, druht paliva, konstrukei, zptisobu spalovani apod. [6].

e Fluidni kotle
Tento typ kotli patii k t€ém nejrozsifenéjSim. Podstatou jeho funkce je uZiti vznosu topné
smesi naptiklad rozemleté uhli se vzduchem. Vhanénim vzduchu do vrstvy topné smési
vznika fluidni vrstva, kterd ma vétsi povrch, nez kusové uhli v daném piipadé. Diky tomuto
principu lze ve fluidnim kotli rychle a rovnomérné spalit na jemny popel jakékoliv palivo.
Uginnost kotle se pohybuje okolo 40 % [6, 7].

e Praskové kotle
Do téchto kotla se topna smés (uhelny prach apod.) vhani pod tlakem, tak aby se podpoftilo
rychlé spalovani primarnim vzduchem. Soucasné se vhani do prostoru kotle 1 dalsi uhelny
prach tak, aby sekundarni vzduch podpofil hotfeni. Doba spalovani je oproti rostovym kotlim
velice kratka [6].



¢ Rostové kotle
V tomto typu kotll se spaluji celistvé kusy paliva na pevném ¢i mechanickém rostu. Spaluji
se Vv nich naptiklad rizné druhy biomasy. Zde jiz nevznika spalovanim tak jemny popel jako
U fluidnich kotld. Dale vznika spalovanim naptiklad Skvéra, které se u tohoto typu kotla
odstranuje ru¢né. Spalovani probiha ve vrstvé topné smési a nad ni [6].

212 Typy VEP

Mezi jednotlivé typy vedlejSich energetickych produktii patii nasledujici latky:

Struska je porézni material, ktery vznika pfi spalovani uhli a vyuziva se jako prisada do
skvarobetont, cihel apod. Z hlediska chemického slozeni se sklada z oxidu kifemicitého, oxidu
hlinitého a vody.

Popel vznika hlavné pti spalovani hnédého uhli. Jeho nasledné vyuziti je jako piimés do
riaznych stavebnich hmot ¢i prvkd.

Popilek vznika hlavné ve vétSich elektrarenskych zafizenich a jeho jemnost zavisi na
druhu a kvalité vyrobnich technologii. Jde pfevazné o smési oxidu kiemicitého, hlinitého
a oxidi siry. Vyuziti je podobné jako u popilku tj. pro vyrobu stavebnich hmot.

Skvara mé rizné sloZeni, a to dle druhu spalovaného materidlu. Pii spalovani pevnych
paliv vznika v kotlech pii metalurgickych procesech. Pivodné jde o taveninu za vysokych
teplot, kterd posléze granuluje. Zpracovava se na Skvarobeton, jehoz ptednosti je vybornd
tepelna izolace.

Energosadrovec je materidlem pro vyrobu cementu, pdrobetonu ¢i sadrokartonovych
systému. Sestava se z dihydratu siranu vapenatého s piimési popilku.

Stabilizat vznika spalovanim hnédého uhli. Vétsinou se vyuziva k rekultivacim uzemi ¢i
sanacim. Sklada se z energosadrovce, vapna, strusky a vody [8].

2.2 Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je v&dni obor zabyvajici se vlivem toxicity latek pfirodnich i1 syntetickych na
zivé organismy V jejich pfirozeném prostiedi. Rovnéz se zabyva monitoringem kolob&hu
téchto latek v zivotnim prostiedi. Ekotoxikologie se vyclenila z toxikologie, védniho oboru,
ktery studuje vliv toxickych latek na ¢loveka, zatimco ekotoxikologie zkouma vliv Skodlivin
na cely ekosystém. Poprvé pojem ekotoxikologie pouzil Dr. Rene Truhaut, ¢len francouzské
Akademie véd [5].

Vysledky ekotoxikologického zkoumani jsou vyuzivany v mnoha dal$ich védnich oborech,
a to napf. v chemii ochrany Zivotniho prostfedi, zpracovatelském prumyslu ¢i stavebnictvi.
Také jsou vhodnymi podklady pii vytvaieni novych vyhlasek a zakonl. ProtoZze neptiznivy
vliv toxickych latek je testovan za ur€itych standardnich reprodukovatelnych podminek, maji
vysledky téchto testii svou vypovidaci hodnotu a z téchto diivodu Ize také ziskané vysledky
mezi sebou porovnavat [5].
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2.2.1 Ekotoxikologické testy

Pro hodnoceni toxicity latek se vyuzivaji pfedevSim biotesty. Tyto testy se primarné déli na
testy standardni a testy alternativni. Podstatou testd je studium skodlivého vlivu na Zivou
slozku Zivotniho prostiedi v pfesné definovanych podminkach. Hodnoti se napiiklad toxicita
odpadd, toxicita novych chemickych latek zavadénych do ekosystémi jako jsou napt. hnojiva,
pesticidy apod. Standardni testy maji piesné¢ predepsanou metodiku prace a nakladani
S organismem/organismy pro ziskéni relevantnich vysledkti, zatimco u alternativnich testl je
postup prace pomérné zjednoduseny, zejména se jednd o omezeni potieby vlastnich chovi,
popft. kultivaci testovacich organismil, omezeni potieby velkych objemu testovaciho media.
Cilem alternativnich testl je také minimalizovat poCet organismi potfebnych pro provedeni
testu, popf. jejich Uplna ndhrada a celkové zjednodusit praci.

producenty, konzumenty a destruenty. Prostfednictvim testu lze tudiz pomérné¢ snadno ziskat
dulezité informace, které sice nevedou K urceni druhu toxikantu, ale maji vypovidaci hodnotu,
zda latka je ekotoxicka nebo ne [5, 9].

Jak jiz bylo uvedeno, ekotoxikologické testy by mély byt spravné provadény na vsech
funk¢nich urovnich ekosystému, protoze v ramci ekosystému plati, ze kdyz je ovlivnéna jedna
uroven (napf. producenti), tak poté vliv miize zasdhnout i dal§i irovné a poskodit tim cely
ekosystém [9, 12, 14, 16].

2.2.2 Déleni ekotoxikologickych testii

Biotesty se nejcast&ji déli dle doby expozice, postaveni testovacich organismi v potravnim
fetézci nebo podle pokrocilosti (generace) testu viz Tabulka 1:

Tabulka 1: Zakladni déleni ekotoxikologickych testt [5]

Doba expozice Troficka iroven Generace testu
Akutni testy Testy na producentech Testy 1. generace

Semiakutni testy Testy na konzumentech Testy 2. generace

Chronické testy Testy na destruentech Testy 3. generace

e Testy dle doby expozice
Akutni testy ekotoxicity stanovuji toxicky ucinek latky po pomérné kratkém case. Testovaci
Cas se odviji od metodiky daného testu, ale souhrnné se da fici, Zze Cas akutniho testu je
24 — 72 hodin. V tomto testu je toxické latce vystaven organismus piimo a stanovuji se
hodnoty LD50, LC50, EC50 a IC50. LD znaci letalni davku a LC letalni koncentraci, kdy
uhyne 50 % testovacich organismt. EC znamena efektivni koncentraci, kdy testovana latka

11



vyvola bud’ 50% thyn, nebo imobilizace organismt a IC znaéi inhibi¢ni koncentraci, kdy
zpusobi 50% snizeni rustu nebo ristové rychlosti oproti kontrolnimu (slepému) vzorku [5].

Pfi semiakutnich testech jsou organismy exponovany toxickou latkou opakované a test
muze trvat od 30 do 90 dni. Z principu je zkoumana toxicka latka v tomto druhu testu v nizsi
koncentraci nez u testii akutnich. Vystupem testu je zjisténi celkového biologického ucinku
toxické latky za delsi ¢asovy usek popiipadé i kumulativniho u¢inku toxikantu. Vystupnimi
hodnotami jsou NOAEL (No Observed Effect Level) a LOAEL (Lowest Observed Effect
Level). Pfi prvné uvedené hodnoté nejsou jesté patrné Skodlivé Géinky toxické latky pii dané
davce, zatimco pti LOAEL je mozné jiz pozorovat zmény V porovnani s organismy
Vv kontrolni skupiné [9].

Chronickeé testy trvaji nejdéle. Testovani trva 1 vice nez 90 dni. Rozvrzeni planu testovani
je fizeno podle vysledka kratkodobéjsich testii a také podle pozadavku na vysledek testovani.
Vysledkem téchto testd je predevsim zjisténi poruch ¢i vad po delsim zkoumani celkového
biologického vyvoje testovaciho subjektu. Prokazani reprodukénich, vyvojovych popf.
dédi¢nych vad, patologickych nalezti apod. slouzi pro dokonalejsi zjisténi G¢inku latek po
jejich dlouhodobém plisobeni na testovaci organismy a mohou byt podkladem pro dalsi
vyzkum. Zjistované hodnoty jsou totozné jako u semiakutnich testl, a to NOAEL a LOAEL
[10].

e Testy dle trofické urovné testovacich organismui

Zakladnim pravidlem ekotoxikologického testovéani, je pro dany ucel testovani navrhnout
vhodnou baterii testll, kterd by zahrnovala zakladni trofické trovné ekosystému (akvatického
nebo terestrického) tj. producenty, konzumenty a destruenty. Testy na producentech se
provadéji na organismech, které obsahuji zelené rostlinné barvivo chlorofyl, a tedy mayji
schopnost fotosyntézy. Jsou to autotrofni organismy, které preménuji anorganické latky na
latky organické. V testech na konzumentech se vyuZivaji heterotrofni organismy. Testy na
destruentech jsou uskute¢iiovany na rozkladacich organickych latek, které je konvertuji zpét
na latky anorganické [5, 9].

e Testy podle pokrocilosti testovaciho systému
Testy se déli do 3 skupin, tzv. generaci. V ptipad¢ biotesti prvni generace jde o testy
standardni, klasické metodiky. V Ceské republice se predevsim vyuziva 4 standardnich testd,
které jsou vyzadovany legislativou zejména pfii testovani odpadi. Jelikoz jde o klasické testy,
je jejich ¢asova narocnost pomérné znacna, vezmeme-li v uvahu péci o testovaci organismy.
Mezi tyto testy se fadi:

1. Akutni test toxicity na rybach — Poecilia reticulata, Brachydanio rerio (49 — 96
hodin)

2. Imobiliza¢ni test na perloo¢kach — Daphnia magna (24 — 48 hodin)

3. Rustové inhibicni test na fasach — Desmodesmus subspicatus (drive Scenedesmus
subspicatus) nebo Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov), (Selenastrum
capricornutum) (72 hodin)

4. Test inhibice rustu kofene hot¢ice bilé — Sinapis alba (72 hodin)
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Biotesty druhé generace jsou v podstaté stale rozSifenéjSi alternativni testy, kdy jde
piedevsim V porovnani s biotesty prvni generace, standardnimi testy, o zjednoduseni celého
procesu. Tyto testy jsou také nazyvany jako testy miniaturizované, dochéazi ke zmenSovani
potifebnych objemu roztokti, poctu organismt atd. Pro testovani se vyuziva klidovych stadii
organismi, vétsinou jde o vajicka, cysty, imobilizované organismy apod. Pfiprava organismu
do testu je zavisla na druhu testovaciho organismu. Radové jde o inkubaci od 24 do 72 hodin.
Tyto testy nemaji svou legislativni ipravu v Ceské republice [9].

Mezi biotesty tfeti generace se fadi biosenzory, biosondy a biomarkery. Biosenzor je
primarné¢ meéfici piistroj s citlivym prvkem biologického plivodu spojenym s urcitym
pievodnikem napft. elektrochemickym ¢i optickym. Biologicka ¢ast mize byt biokatalyticka,
kdy se stanovovana latka pfeménuje na latku druhou a také bioafinitni, kdy jde pro zménu
0 vznikajici afinitni komplex, kde je pivodni latka vazana. Pfevodnik slouzi k transformaci
informace na méfitelny signal. Biomarkery dokazi indikovat mechanismus toxicity, a tudiz
ur¢it piibliznou skupinu toxikantl. Mezi biomarkery patii napiiklad alterace enzymového
systému testovaciho organismu na piitomnost latek napt. PCBs (polychlorované bifenyly),
PAHs (polycyklické aromatické uhlovodiky) nebo zvySena koncentrace metalothioneint
vznikajicich v organismu jako reakce na ptitomnost rizikovych kovi — rtut, olovo, chrom

apod. [10].

Dalsi zplisob rozdéleni testi vychazi z testovaného materidlu, ktery ovliviluje konecny
navrhu designu testd a tedy i prostfedi, ve kterém budou testy probihat. Takto se rozdé€luji
testy na terestrické (kontaktni) a akvatickeé.

2.2.3 Testy v kontaktnim usporadani

Kontaktni testy jsou tzv. terestrické testy a jsou protikladem testd akvatickych, kde se pracuje
s roztoky testovanych latek popf. vodnymi vyluhy testovanych matric. Prostiedi, ve kterém
akvaticky test probiha, je roztok piislusné upraveny dle metodiky testu. Hlavnim divodem
pro provedeni testu v terestrickém/kontaktnim uspoifadani, je komplexni zkoumani G¢ink
chemickych latek, popi. kontaminovanych matric, na organismy terestrickych ekosystémd.
Skute¢nost, Ze jsou vyZadovany také tyto testy, je dana tim, ze v pifipad¢ ptipravy vodnych
vyluhti testovanych matric nemusi vSechny ptitomné latky vzdy ptejit do vyluhu. Proto je pro
relevantni posouzeni zkoumané matrice potieba t¢inek téchto nerozpustnych latek testovat
praveé v kontaktnim usporadani testl. Zkoumanymi matricemi mohu byt rtizné pevné odpady
napiiklad rizné stavebni suté, popilek, kaly, jily, popilky, strusky... Pfi téchto testech je
dilezitym poznatkem to, Ze se zkoumd matrice v nezménéné form¢ a biologické odezvy
testovacich organismu co nejvice odpovidaji situaci, kterd by nastala pti aplikaci téchto matric
do ekosystému at’ jiz napt. v rdmci rekultivacnich praci (stavebni sut’, popilek) nebo hnojeni
(Cistirenské kaly). Procesni vyhodou je to, Zze odpada tvorba vyluhi a stim spojené
homogenizaéni procesy a zkousky [10].

Nejcastejsi vyziti kontaktnich testd je v oblastech testovani novych chemikalii nebo
oveérovani vlastnosti latek pomérné znamych, pii testovani ekotoxicity odpadt, pesticidi,
hnojiv atd. Zputsob jakym dojde u toxikantu k piekroCeni vstupni bariéry testovaciho
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organismu je ovlivnén i druhem matrice, takto pro nékteré latky muize existovat i vice
moznosti praniku toxikantu [10].

U mikroorganismil jde pfedevsim o adsorpci celym povrchem téla, u rostlin o pfijem latek
kofenovym systémem a u obratlovei muze nebezpecnd latka vstupovat do organismu
napiiklad vdechovanim, stykem s pokozkou, potravou aj. Nasledné vlivy toxickych latek na
sleduji procesy v bunce/buiikach, ptipadné enzymatickd aktivita, zména biologickych procest
¢i genetické poruchy. Na druhé trovni Se pozoruji zmény na urovni celého organismu
(letalita, ubytek vahy, biomasy apod.). Na tfeti urovni - populaci, se zkouma napf. zména
poctu jedinct v populaci. Na ¢tvrté Grovni Ize pozorovat vzajemné interakce mezi populacemi
vice druhti organismu [11].

2.2.4 Testy v akvatickém usporadani

Prostiednictvim téchto testi se studuji GcCinky toxikanti nebo vodné vyluhy pevnych
materiali ve vodnim prostiedi. Studuji se pfedevsim na vodnich organismech, kde se zkouma
letalni, inhibi¢ni, imobiliza¢ni G¢inek, popiipadé se pozoruje v del§im ¢asovém tseku celkovy
vliv na biologické procesy zkoumaného organismu. Dalsi ptikladem testd Vv akvatickém
uspofadani mohou byt testy fytotoxicity na terestrickych rostlinach (napi. Sinapis alba, Allium
cepa), kdy testovaci organismus je vystaven ucinkim rozpuSténych latek nebo vyluht
testovanych materialt [11].

2.2.5 Legislativa tykajici se VEP

Ekotoxicita jako jedna z nebezpecnych vlastnosti odpadu je zahrnuta pod oznacenim H-14,
ve vyhlaSce Ministerstva zivotniho prostfedi ¢. 376/2001 Sb., o hodnoceni nebezpecnych
vlastnosti odpadd. V navrhu nové vyhlasky, ktera nabyla ucinnosti 1. ledna 2016, se tato
vlastnost oznacuje jako HP-14 a rozSifuje pozadavky na testovani odpadi ve vlastnosti
ekotoxicita nejen na podkladé vodnych vyluht, ale i s vyuzitim terestrickych testd. Odpady
s timto kodem jsou povazovany za ekotoxické a predstavuji nebezpeci pro jakoukoliv slozku
zivotniho prostiedi. Za ekotoxické podle vyhlasky ¢. 376/2001 Sb. jsou povazovany vodné
vyluhy testovanych odpadii, jejichz hodnota LC (EC, IC)so < 10 ml-I'* na jednom z moZnych
testovacich organismi:

1. Na rybach Poecilia reticulata, Brachydanio rerio — 96hodinovy test

2. Na perlooc¢kach Daphnia magna — 48hodinovy test

3. Na tasach Raphidocelis subcapitata, Scenedesmus subspicatuus — 72hodinovy test

4. Nasemenech rostliny Sinapis alba — 72hodinovy test
S témito odpady je nakladano jako s nebezpecnymi.

Z poznatkd 0 testech toxicity na rybach a semenech hoicice vyplyva, Ze tyto testovaci
organismy jsou malo citlivé Vv akvatickych testech, ztohoto divodu byly nahrazeny
organismem, ktery zastupuje destruenty, a to bakterii Vibrio fischeri. Dale ze studii vyplyva
naptiklad to, ze statistické rozdily pti stanoveni WHC (vodni kapacity pidy) a pti zkouskach
vice druhtt umélych pld nejsou vyznamné a nemély by tudiz byt zdrojem vyznamnych chyb
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pii testovani. Je patrné, Ze citlivost terestrickych zkousek pro hodnoceni environmentalnich
dopadi pevnych odpadti vnasenych do ekosystému je mnohdy vyssi nez u testli akvatickych.
Spojenim obou druht testd na organismech zastdvajicich v ekosystému rizné funkce jako
napi. Zizal nebo bakterii Vibrio fischeri, bylo potvrzeno, Ze vysledky mnohem 1épe odhali
celkovy toxicky ucinek, nez tomu bylo doposud [17, 18].

Podle nové navrzené vyhlasky pro posouzeni vlastnosti ekotoxicita jsou v baterii testl
v akvatickém uspotadani jako zkuSebni organismy vyzadovany bakterie Vibrio fischeri,
perloocka Daphnia magna a tfasa Desmodesmus subspicatus. Navic je pozadovan test
terestricky na semenech salatu Lactuca sativa. Zaclenéni terestrického testu znamena jisty
posun k objektivnimu hodnoceni odpadii pii jejich dalSim materidlovém vyuziti. Navic
odpadne zdlouhavy proces zjistovani hodnoty LC, IC EC50, kdy u vodného vyluhu odpadu
bude posuzovan efekt nefedéného 100% vyluhu oproti kontrole. Podle navrhu vyhlasky bude
za ekotoxicky povazovan odpad, kde bude prokéazana inhibice luminiscence Vibrio fischeri
vétsi, néz 20 %, procento imobilizace Daphnia magna bude vétsi nez 20 %,
inhibice/stimulace ristu fas bude vétsi nez 20 % a inhibice ristu kofene salatu v kontaktnim
testu bude vétsi nez 30 % ve srovnani s kontrolou.

Dalsi hodnoceni odpadii je zaméfené na moznost vyuziti testovanych odpadi
k rekultivacim terénti, vyrob¢ dalsich produkti ¢i likvidaci nebo ukladani na skladky.

Toto hodnoceni odpadii je v Ceské republice podlozeno jiz vySe zminénou vyhlaskou
¢. 376/2001 Sb., o hodnoceni nebezpeénych vlastnosti odpadu, vyhlasky ¢. 383/2001 Sb.,
0 podrobnostech pro nakladani s odpady a vyhlasky ¢. 294/2005 Sb., o podminkach ukladani
odpadii na skladky a jejich vyuzivani na povrchu terénu a zméné vyhlasky €. 383/2001 Sb.
Hodnoceni vychazi opét pouze z vysledkd testovani na podkladé vodnych vyluhti. Odbornici
zabyvajici se nedostatky v hodnoceni odpadi doporucovali, aby mnozstvi odpadu pro
testovani V terestrickém uspofadani predstavovalo 50 % hmotnostniho podilu. Z navrhu
vyhlasky ze dne 1. 1. 2015 o hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadl vyplyva, Ze pro
testovani pevnych matric se nyni doporucuje 10% hmotnostni podil testovaného odpadu ve
smési s artificialni pidou a povazuje se za dostateény pro objektivni testovani odpadu
Vv kontaktnich testech. Dle vyhlasky ¢. 294/2005 Sb plati, ze hrani¢ni hodnota pro mozné
vyuziti odpadu k rekultivacim na povrchu terénu je 30% inhibice ristu fas nebo kofene
Sinapis alba oproti kontrole. Umrtnost ryb neni tolerovana a u organismu Daphnia magna
nesmi byt ve srovnani s kontrolou vyssi nez 30 %. Na podklad¢ platnych pravnich predpist
byly dosud testy provadény pouze na vodnych vyluzich, rozhodujicim faktorem bylo
stanoveni procentualni inhibice, mortality nebo stimulace testovacich organismu. Jak jiz bylo
uvedeno vyse, tyto testy nezohlednovaly toxicitu latek ve vodé nerozpustnych, kterou je
mozno zjistit pii provedeni testu v kontaktnim uspotfddani na zastupcich vSech funkénich
urovnich terestrickych ekosystémii.

Tyto testy jsou uvedeny v nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008, jenz stanovuje metody
testovani podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 o registraci,
hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek, ¢ast C a v novéjsim nafizeni Komise
(EU) ¢.286/2011 ze dne 10. biezna 2011, kterym se pro ucely pfizptsobeni
védeckotechnickému pokroku méni nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 1272/2008 o klasifikaci, oznacovani a baleni latek a smési. Toto nafizeni - REACH
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(Registatrion, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals), ur¢ilo povinnost
registrace vSech chemickych latek na tuzemi Evropské unie, se kterymi se muze dale
vV primyslu pracovat. Tato problematika zasahuje i odpady, které se nejcastéji vyuzivaji ve
stavebnictvi, kdy tyto latky musi plnit pozadavky na stavebni vyrobky dle Nafizeni vlady
¢. 163/2002 Sb. Jsou tedy 2 moznosti jak s odpady nakladat, a to jako s odpadem dle vyse
zminénych vyhlasek nebo je nutné projit certifikaci vyrobku dle zadkona 0 odpadech
¢. 185/2001 Sh. [12, 13, 14, 24, 25, 26].

2.3 Vodné vyluhy pevnych matric

Vodné vyluhy se pfipravuji dle Metodického pokynu Ministerstva zivotniho prostiedi
28/2008 k hodnoceni vyluhovatelnosti odpadt, kdy je vodny vyluh definovan jako vyluh
ptipraveny ze vzorku odpadu podle stanoveného postupu vyluhovani odpadii ve vodé, ziskany
pfi zkouSce vyluhovatelnosti vodou. Pro pfipravu vodného vyluhu se pouziva destilovana
voda. Dle velikosti ¢astic vzorku se odviji jeho nasledné zpracovani. Jsou-li ve vzorku
obsazeny ¢astice o vét§im rozméru nez 4 mm, musi se vzorek prosit. Pfi vétSim zbytku na sité
nez 5 % ptvodni hmotnosti vzorku se vzorek znovu podrti a proces se opakuje. Pokud jsou
¢astice vzorku i nadale nevhodné, tak se s nimi dale nepracuje [12, 15].

Po homogenizaci vSech podili se provadi stanoveni podilu susiny DR podle normy
CSN ISO 11465, kdy je vzorek susen pii teploté 105 °C. Nasledné se dle matematickych
vztahti uvedenych nize, vypocita potiebné mnozstvi vzorku a vody potiebné pro ziskani
vyluhu. Teplota pro vyluhovéani se musi pohybovat v rozmezi 15 — 25 °C. Nakonec je vzorek
S vypocitanym podilem vody umistén do tfepacky na 24 + 0,5 hodin. Trepacka se otaci
rychlosti 5 — 10 otacek za minutu, pficemz jsou vzorky tfepany metodou ,hlava - pata®.
Teprve poté je vyluh dle potfeby testovani upraven - piefiltrovan pies papirovy filtr, kdy je
dilezité, aby se vyluh nepromyval vodou a nedoslo jeho kontaminaci jinymi latkami. Poté je
mozné jej vyuzit k testovani na 4 piedepsanych organismech uvedenych v bodé 2.2.5.
Odpady, u nichz hodnoty LC (EC, IC)50 pro vodné vyluhy jsou < 10 ml-1* se povazuji za
nebezpecné tj. vykazuji nebezpeénou vlastnost H-14 ekotoxicitu [16, 19, 20].

Vypocet susiny vzorku:
DR =100- o (1)

W

DR odpovida podilu susiny ve vzorku [%]
Mp odpovidad hmotnosti vysusSeného vzorku [kg]
Mw odpovida navazce vzorku odpadu [kg]

Vypocet potfebné navazky testovaného vzorku M.

M =100 M @)
DR

M odpovida hmotnosti vzorku odpadu [kg]
Mt odpovida teoretické navazce suSiny vzorku [kg]
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DR odpovida podilu susiny ve vzorku [%]

Pro jednostupnovou vsadkovou zkousku je tieba k vzorku o hmotnosti M ptidat urcité

mnozstvi vody La, tak aby byl zachovan pomér kapalné a pevné casti 10/1.
100
11- DR (3)
L, =M, . — 2~
Ph20

La odpovida mnozstvi piidané vody [1]
Mr odpovida teoretické navazce vzorku [kg]
DR odpovida podilu susiny ve vzorku [%]

pH20 odpovida hustoté vody (1000 kg:m)

Pro tcely bakalaiské prace byly vybrany dva testy v akvatickém uspotadani, jejichz
metodiky jsou uvedeny niZe, a to test na zastupci destruentt - test na bioluminiscenci bakterii
Vibrio fischeri a test na Allium cepa.

2.3.1 Bioluminiscené¢ni test na Vibrio fischeri 1ISO 11348-3

V. fischeri jsou moiské gramnegativni bakterie, které jsou specifické svou schopnosti
bioluminiscence. Z principu jde o enzymaticky katalyzovanou reakci luciferinu enzymem
luciferazou. Této vlastnosti se vyuziva pii testech ekotoxicity na téchto bakteriich [22].

e Provedeni testu
K testu se uzivaji lyofilizované bakterie, které témeét ihned po rehydrataci jsou pouZitelné
k testim. Principem testovani je méfeni intenzity bioluminiscence v luminometru, kdy se ze
zmény intenzity emitovaného zafeni urcuje toxicky t€inek na bakterie.

Test trva 15, 30 minut, kdy se odezva testovacich organismu (inhibice luminiscence) méti
ve sklenénych kyvetich vytemperovanych v luminometru na 15 £ 1 °C. Z divodu toho, Ze
bakterie jsou moiské organismy je nutno zabezpecit, aby koncentrace NaCl v kontrole
i v testovanych vzorcich byla 2%. Dals§i podminkou dobrého prubéhu testu je pH v rozmezi
6 — 8,5 a koncentrace kysliku 3 mg - I'Y. U vzorku zabarvenych je nutno poéitat s korekci
ztraty bioluminiscence oproti bezbarvym vzorkiim. Pomoci pfistroje Lumistox 300 je mozno
provadét nejen stanoveni hodnot EC50, EC20, ale i screeningové stanoveni inhibice
luminiscence, kterou vyvolava testovany vzorek oproti kontrole. Pro platnost vysledka
screeningového testu je zapotiebi vypocitat hodnotu korekéniho faktoru dle nasledujiciho
vztahu [27]:

fo = ',— @

fke odpovida korekénimu faktor pro expozici po daném case, 30 minut
Ikt odpovida intenzit¢ luminiscence kontrolniho vzorku po expozici po daném case, 30 minut
[rel. jedn. lum.]
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lo odpovida intenzité luminiscence kontrolni suspenze bezprostiedné pred piidanim vody
k zfedéni [rel. jedn. lum.]

Pro platnost testu musi byt splnéné tyto podminky:

Tabulka 2: Parametry pro test na Vibrio fischeri [27]

Parametr Hodnota
fi 0,6-1,8
paralelni stanoveni vzorkt i kontroly odchylky primért o max. 3 %
inhibice v rozmezi pro referen¢ni latky 0
véetné 2% roztoku NaCl 20-80%
inhibice pro referen¢ni roztok 7,5% NaCl 40 - 60 %

2.3.2 Test inhibice riistu korene cibule kuchyiské

Cibule kuchynska (A. cepa) je cibulovitd zelenina, dvouletd az vytrvala rostlina, kterou tvoii
jednoduché piisedlé listy. Kvéty jsou oboupohlavné a jejich plodem je tobolka. Taxonomicky
patii do taxoni: fiSe rostliny (Plantae), podfise cévnaté rostliny (Tracheobionta), odd¢leni
krytosemenné (Magnoliophyta), tiidy jednodélozné (Liliopsida), tadu chiestotvaré
(Asparagales), ¢eledi amarylkovité (Amaryllidaceae) a rodu Allium [22].

e Provedeni testu
Pro test se uzivaji malé cibulky o velkosti asi 15 — 22 mm a vaze 2 — 4 g, kter¢ se vystavi po
dobu 72 hodin testovanym vzorkiim. Dle potieby je mozno test prodlouzit az na dobu
168 hodin, kdy vysledny uc¢inek na cibulky je priikazngjsi.

Test je provadén pii teploté 20 = 2 °C; den predem piipravené a oloupané cibulky,
ponechaji ve vodé, aby se ozivily zarode¢né buiiky kofenového systému. Testovana chemicka
latka nebo vodny vyluh je pro pfipravu koncentrac¢ni fady fedén kohoutkovou vodou. Na
jednu testovanou koncentraci v koncentra¢ni fadé se nasadi cibulky v optimalnim poctu
12 kust.

Po 72 popt. po 168 hodinach se zméti délka kotenti u vSech cibulek a urci se primérna
délka kofene na cibulku v dané koncentraci, nasledné se vypocita inhibice/stimulace rtstu
kofene oproti kontrole. Je-1i to mozné stanovi se hodnota IC50 [28].

Pro vypocet inhibice riistu kofene se uzivaji nasledujici vztahy:

: I )
L=42_

k
L odpovida primérmné délce kofene [mm]
li odpovida primérné délce kotene v i-tém stanoveni [mm]
I« odpovida pramérné délce kofene v i-tém stanoveni [mm]
k pocet paralelnich stanoveni se stejnou stfedni hodnotou [mm]
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C

I odpovida inhibici nebo stimulaci ristu kotene [%]
Lc odpovida primérné délce kotene v kontrole [mm]
Lv odpovida priimérné délce kofene ve vzorku [mm]

Jako vysledek testu se stanovuje hodnota IC50, kdy se inhibice riistu, vyjadiend v [%],
vynese do zavislosti na dekadickém logaritmu inhibicni koncentrace. V pifipad¢ stimulace se
tato koncentrace do vypocétu nezahrnuje. Vysledna hodnota IC50 se urc¢i vypoétem z rovnice
regresni piimky pro 50% inhibici naslednym odlogaritmovanim vysledku.

2.4 Prostredi terestrickych testi

Normou OECD 207 je dano, ze pro terestrické testy mlize byt uzita redlnd pida nebo také
umela (artificialni) pida. Tato ptida se sklada z 70 % suchého kiemenného pisku s minimalné
50% podilem zrn o velikosti 0,05 — 2 mm, 10 % vysusSené raseliny a z 20 % vysusSené¢ho
kaolinového jilu s podilem 30 % kaolinitu. Dalsi slozkou je uhli¢itan véapenaty k Gpravé
hodnoty pH 6,0 + 0,5. Jeho podil v artificialni piadé je v rozmezi 0,3— 1 %. Stanoveni hodnoty
pH se provadi s 1M roztokem KCI podle nasledujiciho postupu. Do zkumavky se vlozi 5 ml
pudy, ktera je doplnéna vodou na celkovy objem 30 ml 1M roztoku KCI. Smés se musi
dukladné prottepat a nechat 2 hodiny odstat. Posléze se smés opéct protiepe a pH metrem se
zmé&fi vysledna hodnota pH. Povolené rozmezi hodnot pH je 5,5 — 6,5.

Pro dodrZeni optimalnich podminek testu je potfeba stanovit WHCmax (Maximum Water
Holding Capacity). To znamena, kolik vody je puda schopna maximalné zadrzet v kapilarnich
porech. Stanoveni se provadi tak, ze se navazi 50 g suché artificialni pidy, ktera se umisti do
ptedem zvazeného valce se dnem z polopropustného materialu. Valec s artificialni ptidou se
umisti do valce s vodou tak, aby vodni hladina byla v urovni sloupce vzorku pidy. Ve vodni
lazni se valce neché 3 hodiny a poté se valec pfemisti na misku s piskem a ptikryje tkaninou,
aby nevysychal pfili$ rychle. Po dalsich tfech hodinach se zvazi valecek s pidou a vazeni se
opakuje kazdych 30 minut, dokud hmotnost neni konstantni. Vypocet se provede dle vzorce
(7):

(MVP —-M, _50) @)
50

WHCax odpovida maximalni hodnoté vodni kapacity [%]

Mvp odpovida hmotnosti valce s nasycenou zeminou [g]

Mv odpovida hmotnosti valce [g]

Ze znalosti WHCmax se vypocita potiebné mnozstvi vody, kterym se musi ptada ovlh¢it dle

pozadavkl konkrétniho testu.

WHC,, =

Pouziti readlnych pad zajistuje co nejlepsi podminky pro testovani, tak ze jsou testovaci
organismy témef v identickém prostiedi jako v pfirodé. Avsak jakékoliv odchylky ve slozeni
pid mohou vyznamné zménit vysledky testi a tim i moznost tyto vysledky porovnavat a
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vyvozovat zavery. U artificidlnich ptid se klade diraz pravé na sloZeni, které¢ je sice odlisSné
nez V pude realné, ale je presné¢ dané a takto mohou byt vysledky jednotlivych studii 1épe
porovnavany. Artificialni pidy se ¢asto oznacuji jako pidy ekologicky nerealné [10, 26].

2.5 Testy s Eisenia fetida

Testovaci organismus zizala hnojni (Eisenia fetida) patii z hlediska taxonomie do téchto
taxonu: fiSe zivocichové (Animalia), kmenu krouzkovci (Annelida), podkmenu opaskovci
(Clitellata), tridy malostétinatci (Oligochaeta), celedi zizaloviti (Lumbricidae) a rodu
Eisenia. Jde o fotofobni organismy, které maji nenahraditelnou funkci v piidnim ekosystému
[22]. Zizaly jsou nenahraditelnym organismem v ekosystému, svou dekompoziéni ¢innosti se
podili na tvorbé a zkvalitiovani pid. Rozklad organické hmoty, rostlinné ¢i zivocisné, je
tésné spjat se symbidzou mezi pudnimi organismy, kdy se Ziviny rozdéli mezi vSechny
organismy dle jejich funkci. Zizaly napomahaji tomu, aby piida méla dostatek vody a Zivin
pro dalsi pidni organismy a rostliny [23].

Testy na Zzizalach se provadi na zakladé normy OECD 207, popi. podle norem
ISO 11268-1, ISO 11268-3 a 1ISO 17512-1 [26, 29, 30, 31].

25.1 Test akutni toxicity OECD 207

Test akutni toxicity zizal podle normy OECD 207 je nejstarsi test vV kontaktnim uspofadani.
Timto testem se stanovuje predev§im toxicita chemickych latek (hnojiv, pesticidnich
ptipravki), ale popft. i pevnych materiald, které by mohly byt zaneseny do pudniho prostiedi
napt. v rdmci rekultivaci. Dle metodiky miize byt tento test provadén na filtraCnim papife,
ktery je vSak ekologicky nerelevantni a dale na artificialni padé.

2.5.2 Test akutni toxicity na artificialni pidé

Test je provadén s urCenym mnozstvim testované matrice, kdy se smicha artificialni pida
S testovanym materidlem. Test trvd 14 dni. WHC (vodni kapacita) pldy je udrZovéana
Vv rozmezi 40 — 60 %. Uhli¢itanem vapenatym se pH upravi do rozmezi 6,0 + 0,5. Optimalni
teplota pro pribéh tohoto testu je 20 &= 2 °C. Pocet testovacich jedincl ve vahovém rozmezi
300 — 600 mg na kazdou testovaci nadobu 0 optimalnim rozméru 13x17x6 cm je 10.
Testovani matrice se provadi ve tfech opakovanich. Stejné tak kontrola, tj. testovaci
organismy umisténé pouze v artificialni ptidé€, je pfipravena ve ttech opakovanich.

Po dvou tydnech testovani je zjiStovdna hmotnost, mnozstvi biomasy zijicich zizal
a mortalita zizal. Mortalita se ovéfuje reakci zizaly na mechanickou stimulaci. Je-li odezva
negativni, zizala se povazuje za mrtvou. Na zdklad¢ mortality Zizal v kazdé koncentraci lze
stanovit hodnotu LC50. Test je platny, pokud je mortalita jedinct v kontrole pod 10 %
a ubytek hmotnosti zizal pod 20 % [17, 26].

2.5.3 Test anikového chovani ISO 17512-1

Jde o screeningovy test, kterym se dokaze pomérn¢ rychle urcit biologicky vliv toxikantli na
testovaci organismus. Test mize byt designové rozdilny, 1ze ho navrhnout dvoukomoroveé

20



nebo i vicekomorov¢, Je rovnéZz vhodny, k testovani chemickych latek a rtiznych pevnych
matric, se kterymi je zamyslena aplikace do terestrickych ekosystému: Kaly, jily, VEP aj.
Na jednu polovinu testovaci nadoby oddélené prepazkou se piipravi 250 g testované matrice
a na druhou 250 g artificialni pudy (kontrolni). Udrzuje se hodnota pH a WHC ve stanoveném
rozmezi pro testy na zizalach, viz bod 2.5.2. Poté se piepazka vyjme a na tuto dé€lici linii se
vlozi ve stejném cCase vzdy 10 jedincG. Nasledné jsou nadoby zakryty viky
s provzdusnovacimi otvory. Nutné je dodrzet staly svételny a teplotni rezim.

Po 48 hodinach se prepazka vrati do kazdé¢ nadoby, aby se zamezilo dal§i migraci
testovacich jedinct, a v kazdé ¢asti se ur¢i pocet organismil. Je-li zizala na pomezi, tak je
smérodatné kde ma ptedni Cast téla. Pro vypocet miry tinikovosti plati vzorec (8) [31]:

NO B Nx

A odpovidéa mitfe unikovosti organismu [%]
No odpovida piedpokladanému poctu jedinct v kontrole
Nx odpovidé poctu jedinct nalezenych v kontaminované pudé
Ptedpokladany pocet jedinci znamend homogenni distribuci organismii mezi kontrolni
pudu a testovanou matrici.

2.6 Test inhibice rustu korene salatu setého ISO 17126

Salat sety (Lactuca sativa) je listova zelenina, jednoleta i dvouleta rostlina, kterou tvofi tmavé
zelené listy. Tvori hlavkové razice s rovnymi ¢i kadefavymi listy. Taxonomicky patii do
taxonu: fiSe rostliny (Plantae), podiise cévnaté rostliny (Tracheobionta), oddéleni
krytosemenné (Magnoliophyta), tiidy vys$si dvoudélozné (Rosopsida), fadu hvézdnicotvaré
(Asterales), celedi hvézdnicovité (Asteraceae) a rodu Lactuca [22].

e Provedeni testu

Podstatou testu je meétfeni délky kotfent salatu setého po 120 £ 2hodinové inkubaci.
Ekotoxicita se stanovuje prostfednictvim vypoctené hodnoty ECS50 jestlize byla pouzita
koncentra¢ni fada testované matrice, pfipadné se statisticky hodnoti rozdily mezi délkou
kotinku rostlin, které byly v kontaktu s testovanou matrici a rostlin, které se nachazely pouze
v prostiedi artificialni pudy. Vodni kapacita pudy (WHC) je udrzovana v rozmezi 70 + 5 %.
Nejprve jsou semena salatu rozlozena na pfipravené Petriho misky s navlhéenym filtracnim
papirem a vloZzeny do inkubatoru, kde se nechaji kli¢i po dobu 24 — 36 hodin. Teprve po
vykli¢eni semen na délku kofene max. 2 mm, je mozné tyto semena pouzit do testu. Test
probiha v temnu pfi teploté 24 + 2 °C. Po 120 + 2 hodinach se méfi délky vSech kotinkt
S piesnosti na 1 mm.

Vyslednd hodnota EC50 se stanovi postupem uvedenym v bod¢ 2.3.2 vyse. Dale se pro
hodnoceni statistické vyznamnosti vysledkti pouziva Dunnettlv t-test, ptiklad vypoctu tohoto
testu je uveden v Piiloze 3 [32, 33].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Ma bakalaiska prace navazuje na diplomovou praci Zuzany Jozifkové: Vyuziti kontaktnich
testl fytotoxicity pii hodnoceni vedlejSich energetickych produktii, kdy byly vodné vyluhy
vedlejsich energetickych produktii testovany prostfednictvim testu na semenech Sinapis alba
dle, vyhlasky €. 376/2001 Sb., dale Podle stejné metodiky byly provedeny testy se semeny
dalSich rostlin: salat sety (Lactuca sativa), oves sety (Avena sativa), fepka olejka (Brassica
napus), fepak olejny (Brassica rapa). Pro porovnani vhodnosti testovani materiald na
podkladé jejich vodnych vyluhti a v kontaktnim uspofadani, byly vyuzity i kontaktni testy,
a to chronické na rostlinach Avena sativa a Brassica napus.

Vzhledem k tomu, Ze prace Jozifkové prokazala ekotoxicitu VEP, oproti vysledkim prace
studentky Ballnerové, ktera tyto produkty hodnotila pouze na podkladé vyluhu, bylo
ptistoupeno k dalSimu komplexngjSimu testovani danych produktii prostfednictvim testi,
které byly postupem Casu v laboratofi ekotoxikologie zavedeny, a to testy na zizalach (akutni
test toxicity), test na semenech Lactuca sativa a bioluminiscenéni test na bakteriich Vibrio
fischeri. Pfedmétem mého testovani bylo 7 vybranych VEP, které jsou uvedeny v Tabulce 3:

Tabulka 3: Seznam testovanych VEP, jejich vznik a oznaceni

Palivo Typ kotle Produkt Oznaceni
¢erné uhli, biomasa praskovlzol%;almulacm uletovy popilek Bl
o - Skvéra C1
hnédé uhli, biomasa praskovzoielmulacnl uletovy popilek C2
produkt z odsifeni C3
¢erné uhli, hnédé uhli, fluidni atmosféricky loZovy popel D1

_ y

biomasa kotel tuletovy popilek D2
slama nlzkotlﬁlgéfostovy uletovy popilek El

3.1 Priprava vodnych vyluhi

Vodné vyluhy odpadi byly pfipraveny podle postupu uvedeném v bodé¢ 2.3. Na zéakladé
stanovené¢ho podilu suSiny DR byly vypocteny potfebné navazky hmotnosti analytického
vzorku a mnozstvi pfidané vody, viz Tabulka 4. Dale byly zjistény zakladni parametry
vodnych vyluhti, a to pH a mérna elektricka vodivost, viz Tabulka 5.
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Tabulka 4: Vypoctené hodnoty pro piipravu 1 1 vodného vyluhu [34]

VEP DR [%] M anal. vz. [g] LA voda [ml]
Bl 99,91 100,09 999,91
C1 63,54 157,38 942,62
C2 99,92 100,08 999,92
C3 98,89 101,12 998,88
D1 99,71 100,30 999,70
D2 99,91 100,09 999,91
El 98,54 101,48 998,52

Tabulka 5: Hodnoty pH a vodivosti pro vodné vyluhy odpadu

VEP pH 6 [mS-cm™] p¥i 20 °C
Bl 11,80 2,640

Cl 10,13 1,290

C2 10,80 0,697

C3 11,73 9,790

D1 11,96 10,940

D2 11,77 9,880

El 11,13 6,650

Obrazek 3: Vzorky na rotacni trepacce

3.2 Priprava artificialni pady

Podle postupu v bodé 2.4 byla piipravena artificialni puda pro testy v kontaktnim uspofadani
tj. pro testy na zizalach (unikovy, akutni) a pro test na semenech L. sativa.

Celkem bylo pfipraveno 42 kg pudy postupem, ktery zarucil metodikou dany pomeér
raSeliny, pisku a kaolinu 1:7:2. Nejprve byl proset kiemicity pisek, ktery byl ponechan 3 dny
piedem vysusit na vzduchu, ptes sito s velikosti ok 0,05 mm tak, aby nadsitny podil vysledné
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vahy pisku tvotil 75 %. Nadsitny podil byl proset pies sito s velikosti ok 0,2 mm a tento podil
tvotil 25 % z celkové hmotnosti navazeného pisku, coz bylo 29,4 kg.

Rovnéz 3 dny predem byla ponechana vysusit raselina v mnozstvi 4,2 kg a nasledné
proseta pres sito s velikosti ok 2 mm.

Poslednim podilem bylo 8,4 kg suchého kaolinu. Smés byla dilkladné promichdna
a posléze bylo pfidano 66 kg CaCOs k upraveé hodnot pH v rozmezi hodnot 6 + 0,5.

Obrazek 4: A — Vzorek artificialni puidy, B — Priprava artificialni pudy

Pro tucely bakalafské prace byly nasledné vytvofeny koncentracni fady testovanych
materialtl a to 5, 10 a 50 % koncentrace kazdé testované matrice v artificialni pudé¢. Pro
kazdou testovanou koncentraci daného VEP bylo stanoveno pH a WHCmax podle postupt
uvedenych v bod¢ 2.4. Zjisténé hodnoty pH jsou uvedeny v Tabulce 6.

Hodnota WHCrax byla rovnéz stanovena pro kazdou testovanou matrici. Vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 7.
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Tabulka 6: Hodnoty pH pro pudy s 5, 10 a 50% obsahem odpadu

VEP Koncentrace [%] pH
5 6,50

Bl 10 7,10
50 9,38

5 7,22

Cl 10 7,12
50 8,91

5 6,92

C2 10 6,96
50 7,47

5 6,30

C3 10 7,00
50 9,00

5 6,15

D1 10 7,01
50 9,48

5 6,85

D2 10 6,79
50 8,72

5 7,01

El 10 8,50
50 9,43
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Tabulka 7: Hodnoty WHCmax pro pudy s 5, 10 a 50% obsahem odpadu

VEP Koncentrace [%0] WHCmax [9/100 g]

5 41

Bl 10 45
50 47

5 48

Cl 10 55
50 65

5 26

C2 10 32
50 43

5 47

C3 10 42
50 82

5 37

D1 10 33
50 22

5 44

D2 10 23
50 10

5 51

El 10 48
50 43

3.3 Testy na organismu Eisenia fetida
3.3.1 Test se standardni latkou

Pro test akutni toxicity zizal dle normy OECD 207 se jako standardni latka pouziva
2-chloracetamid. Zakladni vlastnosti 2-chloracetamidu jsou uvedeny v Tabulce 8.

Pro tento test byla pfipravena 2 opakovani pro nasledujici koncentra¢ni fadu. 1, 35, 70, 125
$250 mg'kg?. Do kazdé nadoby bylo navidzeno 500 g suché artificidlni piidy, do niz bylo
pridano prislusné mnozstvi 2-chloracetamidu s podilem vody na dosazeni potiebné hodnoty
WHC pudy.
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Pro platnost testu je nutné, aby se hodnota LC50 pro tento standard pohybovala v rozmezi
20 — 80 mg-kg™ suché pidy [26].

Tabulka 8: Zakladni udaje o 2-chloracetamidu [35]

CAS ¢islo 79-07-2

Molekulova hmotnost | 93,5 g'mol™*

Sumarni vzorec C2H4CINO

Forma Bily krystalicky prasek
Bod varu 220 °C

Bod tani 116 — 119 °C

Obrazek 5: Vyhodnocovani testu se standardni latkou

Hodnota LC50 byla vypoc¢tena obdobnym zptuisobem jako v bod¢ 2.3.2 u testu na cibuli. Na
osu y byla vynesena Umrtnost Zizal pfevedena na probity, na ose x koncentrace, ktera
ptislusnou mortalitu vyvolala. Z rovnice regresni ptimky pak byla vypoctena LC50.

Tabulka 9: Hodnoty pro standardni test

k?llcsr(g?]ce log c [1] probit
1 0 0
35 1,544 068 5

70 1,845 098 5,253

125 2,096 910 7,878

250 2,397 940 7,878
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y =3,3709x - 0,1134
R2=0,9611

probit
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0,5 1 1,5 2 2,5
logc

Obrazek 8: Zavislost pro standardni test s 2-chloracetamidem

Pro standardni latku byla stanovena hodnota LC50 na 28,161 mg-kg™?, takto byla ovéiena
validita vysledki testu, nebot’ jak je uvedeno vyse, test je platny v ptipadé, Zze hodnota LC50
se pohybuije v rozmezi 20 — 80 mg-kg™.

3.3.2 Test akutni toxicity OECD 207

Do testovacich nadob byly pfipraveny smési artificialni pidy a testovaného VEP
v koncentraci 50, 10 a 5 % testovaného VEP dle pokynd v bod¢ 2.5.2. Do kazdé testovaci
nadoby bylo dano 10 organisml ve vahovém rozmezi 300 — 600 mg. Dle metodiky byla
upravena hodnota WHC na 40 % a pH 6,0 viz bod 2.4. Test byl proveden ve 3 opakovanich
pro kazdou koncentraci testovaného VEP. Po inkubaci byla uréena umrtnost testovanych
organismu a bylo-1i to mozné vypoctena i hodnota LC50.

Obrazek 9 A — Priprava testovacich nadob pro test, B — Nasazeny test akutni toxicity se
Zizalami
3.3.3 Test iinikového chovani ISO 17512-1

Tento test byl proveden podle postupu uvedeném v bodé 2.5.3. Polovina testovaci nadoby
byla naplnéna artificidlni ptidou, druhd polovina smési této pidy s testovanou matrici (stejné
koncentrace jako v ptipad¢ akutniho testu. Rozdilem bylo provedeni unikového testu pouze ve
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dvou opakovanich. Na startovaci linii bylo uloZzeno 10 jedinci o hmotnosti v rozmezi
300 - 600 mg. Hodnota pH a vodni kapacity (WHC) byla udrzovana ve spradvném rozmezi
daném testem. Po uplynuti 48 hodin byla stanovena mira inikovosti organismul.

Obrazek 8: Kontrola hmotnosti vybranych Zizal pro unikovy test

3.3.4 Test inhibice rastu korene salatu setého ISO 17126

Pro test byla pfipravena semena salatu setého podle postupu Vv bod¢ 2.6 v celkovém poctu
720. Testované matrice (stejné koncentra¢ni fady jak u testu na zizalach, pouze dvé opakovani
pro kazdou koncentraci) byly pfedem upraveny na spravnou hodnotu pH a WHC podle
bodu 2.4. Do pad byly vytvofeny asi 1 cm hluboké jamky (15 na testovaci nadobu), do nichz
bylo poté vlozeno nakli¢ené seminko s maximalni délkou kotinku 2 mm. Po 120 hodinach
byla semena opatrné vyjmuta, zméfeny délky kofinki a vypolteno procento
inhibice/stimulace ristu kofene a kde to bylo mozné, byla vypoétena i hodnota EC50.

T
Obrazek 9: Vyhloubené jamky pro test se salatem

3.3.5 Bioluminiscené¢ni test na Vibrio fischeri 1ISO 11348-3

Z diavodu nedostatku bakterii Vibrio fischeri pro stanoveni hodnot EC20 a EC50, pro vSechny
vzorky VEP, byla zvolena rychld screeningova metoda, pro zjisténi inhibice zafeni
testovaného vzorku oproti kontrolnimu, viz bod 2.3.1. Pro tento screening bylo pfipraveno 8
kyvet; do prvni kyvety bylo pfidano 500 pl suspenze bakterii a 500 pl 2% roztoku NaCl
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(kontrola). Dalsi kyvety obsahovaly 500 pl kazdého testovaného vyluhu VEP obohaceného
NaCl a 500 pl suspenze bakterii. V méficim modu pfistroje pro screening byl naméfen rozdil
inhibice bioluminiscence oproti kontrole v procentech.

Obrazek 10: LUMIStox 300 s termoblokem LUMIStherm [38]

3.3.6 Test inhibice ristu korene cibule kuchyiiské ISO 11269-1

Test byl proveden s celkem 132 cibulkami, vzdy po 6ti cibulkdch bylo dano na hrdlo
zkumavky naplnéné testovanym vodnym vyluhem VEP. Vodné vyluhy testovanych VEP byly
ptipraveny dle bodu 2.3 a nasledné nafedény na 50%, 10% a 5% koncentraci kohoutkovou
vodou. V pribéhu testu byly roztoky prubézné dopliiovany a kontrolovan stav cibulek
nasazenych v testu. Po 168 hodinich byla stanovena inhibice ¢i stimulace riistu kofene
a ur¢en hmotnostni rozdil biomasy kofene oproti kontrole. Kde to bylo mozné, byla vypoctena
i hodnota IC50.

Obrazek 11: Design testu s A. cepa
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V mé bakalarské praci byly testovany vedlejsi energetické produkty - VEP, viz Tabulka 3,
prostiednictvim péti vybranych testi ekotoxicity, a to 3 testi terestrickych a 2 testi
akvatickych. Slo o akutni a tUnikovy test test toxicity na organismu Eisenia fetida
Vv kontaktnim uspofadani a test na Lactuca sativa. V ptipadé akvatickych testd byly uzity
bakterie Vibrio fischeri a Allium cepa, kdy terestrickd rostlina byla vyuzita Vv testu
v akvatickém uspotadani. Predmétem bylo posouzeni, zda jsou testované VEP ekotoxické.
Dale také porovnani citlivosti testovacich organismti a rovnéz posouzeni vhodnosti vybranych
testl pro testovani materialt typu VEP.

4.1 Test akutni toxicity OECD 207

Z vysledkl testu akutni toxicity pro jednotlivé VEP vyplyva, Ze smés artificialni pudy
a skvary (C1) neni pro testovaci organismy toxicka v zadné testované koncentraci. Mortalita
odpovida piirozené imrtnosti, ktera je tolerovana pro organismy v kontrolni skuping. Takto
nebylo mozné stanovit hodnotu LC50. U dalsich VEP bylo uz mozné tuto hodnotu stanovit,
viz Tabulka 11 a Obrazek 12. Z uvedenych vysledki je patrné, ze v tomto terestrickém testu
se jako nejtoxi¢téjsi VEP jevil produkt z odsifeni (C3) s hodnotou LC50 = 2,38 % hm.
vznikajici spalovanim hnédého uhli. Dale uletovy popilek (B1) a lozovy popel (D1) vykazuji
také pomérné negativni ucinek, pro tyto dva VEP byla vypocétena stejna hodnota LC50 5,13 %
hm. S odstupem nasleduji dalsi testované produkty v rozmezi 9,50 — 27,53 %.

Tabulka 10: Umrtnost Zizal v testu akutni toxicity

Umrtnost [%]
Koncentrace testovaného VEP v artificialni pudé

50 % 10 % 5%
1. 2. 3. |Pruméma| 1. | 2. | 3. |Prumérna 3 Prumérna

B1 | 100 |100| 70 90 0010 3,33 0 0

: : 1. | 2 :
op. | op. | op. | mortalita | op. | op. | op. | mortalita | op. | op. | op. | mortalita
0 0
0 0

Cl | O 0 0 0 1010 O 6,67 10 3,33

C2 |70 | 50 | 80 | 66,67 0 |20 ] 40 20 10 | 40 | O 16,67

C3 100 | 100 | 100 100 |100| 70 | 100 90 10 | 10 | 120 13,33

D1 | 100 | 100 | 100 100 |100{ 90|90 | 93,33 |100| O 0 33,33
D2 | 100 | 100 | 100 100 |100| 60 | 90 | 83,33 0 |40 | O 13,33
E1 | 100 | 100 | 100 100 201 20| O 13,33 10 | 10 | O 6,67
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Tabulka 11: Hodnoty LC50 v testu akutni toxicity

VEP [LC50[% hm. VEP]
B1 513
c2 27,53
C3 2,38
D1 5,13
D2 9,50
El 14,50
30
25
a 20
>
£
< 15
X
3
S 10
N ] I
0 .
B1 C1 c2 c3 D1 D2 El

Obrazek 12: Grafické znazorneéni vysledkii pro test akutni toxicity

4,2 Test unikového chovani ISO 17512-1

Vysledky tohoto testu vice méné koresponduji stestem akutni toxicity. Dale bylo
zaznamenano, ze testovaci organismy, zizaly hnojni (Eisenia fetida), ve velké vétsing ptipada
unikaly z testované matrice odpadu, kdy s klesajici koncentraci VEP v artificialni padg,
klesala priorita iniku do kontrolni ptidy. Jedinou vyjimkou byl tletovy popilek (C2) a tletovy
popilek (E1), kde organismy preferovaly zUstat v testované matrici. Jak je vidét v Tabulce 12,
Tabulce 13 a na Obrazku 13, tak nejvyssi unikovosti byly zaznamenany u produktu z odsiteni
(C3) a u uletového popilku (D2), kde se pohybovaly v rozmezi 60 — 100 %. V obou ptipadech
jde ptevazné o produkty spalovani hnédého uhli. Protipolem jsou tletové popilky (E1) a (B1)
s mirami unikovosti ve spiSe zapornych hodnotach, coz znaci, ze organismus preferoval zlstat
v testované matrici. Zde $lo o produkty spalovani slamy a ¢erného uhli.
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Tabulka 12: Pocty jedinct v jednotlivych pudach unikového testu zizal

- 50% 10% 5%

- Testovana matrice Artificialni ptida

- 1. op. 2. 0p. 1. op. 2. 0p. 1. op. 2. 0p.
Bl g 7 3 7 2 8 2 8 8 2 10 0
C1 2 8 2 8 1 9 3 7 3 7 0 10
C2 3 7 1 9 7 3 2 8 3 7 5 5
C3 0 10 0 10 2 8 1 9 0 10 2 8
D1 2 8 2 8 3 7 2 8 1 9 2 8
D2 1 9 0 10 1 9 1 9 2 8 1 9
El 4 6 6 4 7 3 6 4 3 7 3 7

Tabulka 13: Mira tinikovosti testovanych organismt v tnikovém testu

- 50% 10% 5%

- 1. op. 2. 0p. 1. op. 2. 0p. 1. op. 2. 0p.
Bl 40 40 60 60 -60 -100
C1 60 60 80 40 40 100
C2 40 80 -40 60 40 0
C3 100 100 60 80 100 60
D1 60 60 40 60 80 60
D2 80 100 80 80 60 80
El 20 -20 -40 -20 40 40

4.3 Test inhibice rustu korene salatu setého ISO 17126

Vysledky testu poukazuji na tu skute¢nost, ze ve vétSiné piipadd, kdy byly testovany 5 a
10% koncentrace VEP, byl rist kofene salatu stimulovan. Tudiz nebylo mozné ur¢it hodnotu
IC50. Pouze v piipadech 50% koncentrace VEP tuletového popilku (C2), produktu z odsiteni
(C3), lozového popela (D1) a uletového popilku (D2) byla prokazana inhibice ristu kofene
salatu. Vyjimku predstavoval uletovy popilek (E1). V tomto piipadé, dochazelo k inhibici
rastu kofene salatu oproti kontrole pouze pii testované koncentraci 5 %, viz Tabulka 14
a Obrazek 13. Z diivodu nedostatku testovaného vzorku nemohlo byt toto testovani jiz
opakovano a vysledek potvrzen. Vzhledem k tomu, Ze prostfednictvim ostatnich testll tato
matrice patiila spiSe do skupiny vzorka s nizSim negativnim efektem na testovaci organismy,
je mozné, ze inhibice byla zplisobena jinymi faktory, nez vlastni ekotoxicitou vzorku, napf.
nedostatkem Zivin obsaZenych pravé v testovaném 5% VEP. Vysledky testd s VEP v téch
koncentracich, které vykazovaly inhibici, byly dale podloZzeny tzv. Dunnettovym t-testem,
kdy byla urcena statisticka vyznamnost odlisnosti zjisténych délek kotinku rostlin ve smésich
s VEP oproti kontrole a takto vyvracena variabilitu rstu rostliny. Statisticky vyznamné
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rozdily na hladiné vyznamnosti a = 0,05 byly potvrzeny u vSech zminénych VEP, viz Tabulka
15. Z;jisténé efekty VEP vyjadiené v podobé procentudlni inhibice rastu kotfene koresponduji
S jiz zjisténymi efekty v testu se zizalami jen s tim rozdilem, ze u uletového popilku (E1)
s rostouci koncentraci inhibice ristu klesa.

Tabulka 14: Vysledky testu inhibice rtistu kofene salatu setého

Primérna délka Inhibice rastu Stimulace x
VEP ¢ %] kofene [mm] [%0] Inhibice
Kontrola 0 12,27 - -
50 29,93 -144,02 Stimulace
Bl 10 14,17 -15,49 Stimulace
5 23,37 -90,49 Stimulace
50 19,73 -60,87 Stimulace
C1l 10 24,13 -96,74 Stimulace
5 29,67 -141,85 Stimulace
50 5,27 57,07 Inhibice
Cc2 10 24,03 -95,92 Stimulace
5 27,93 -127,72 Stimulace
50 3,23 73,64 Inhibice
C3 10 20,50 -67,12 Stimulace
5 21,73 -77,17 Stimulace
50 2,00 83,70 Inhibice
D1 10 20,00 -63,04 Stimulace
5 22,73 -85,33 Stimulace
50 2,33 80,98 Inhibice
D2 10 19,77 -61,14 Stimulace
5 21,80 -77,72 Stimulace
50 20,77 -69,29 Stimulace
El 10 20,87 -70,11 Stimulace
5 2,13 82,61 Inhibice
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Obrdazek 13: Porovnani miry inhibice testovanych VEP, u kterych byla prokdzana inhibice
ristu saldtu

Tabulka 15: Statistické udaje dle Dunnettova t-testu pro test se salatem

Vyznamna

Priméma délka | Vznamng odliSnost na

VEP ¢ [%] kotene [mm)] rozd}ill SD [nzm] , hlading .

vyznamnosti
0=0,05

Kontrola 0 12,27 - -

C2 50 5,27 0,71 ANO
C3 50 3,23 1,44 ANO
D1 50 2,00 0,46 ANO
D2 50 2,33 0,38 ANO
El 5 2,13 0,47 ANO

4.4 Bioluminiscen¢ni test na Vibrio fischeri 1ISO 11348-3

Z divodu nedostatku bakterii pro meéfeni inhibice luminiscence koncentracni fady
testované¢ho vyluhu zminéném v bod€ 2.3.1, bylo zvoleno rychlé screeningové méfeni, kdy
luminometr v tomto modu vyhodnotil pfimo inhibici luminiscence po 15 a 30 minutach oproti
kontrolnimu vzorku. Vysledné hodnoty inhibice jsou uvedeny v Tabulka 16. Z vysledku je
patrné, ze uletovy popilek (C2), loZzovy popel (D1) a uletovy popilek (E1) zplsobovaly
nejvyssi inhibici emise zareni, viz Obrazek 14. Tyto vysledky (vyjma vysledki pro uletovy
popilek E1) opét koresponduji s vysledky testli vyuzitych v mé praci. Uletovy popilek (C2)
Vv pfipadé tohoto testu vykazoval nejvyssi inhibici a takto i ekotoxicitu, na rozdil od ostatnich
testl, kde ziskané vysledky inhibice popft. letality a miry unikovosti fadily tletovy popilek
mezi VEP s niz$imi negativnimi G¢inky.

Stanovené a vypocétené parametry 7,5% standardniho roztoku NaCl (kontroly) jsou
uvedeny v Tabulce 17. Platnost testu byla potvrzena tim, Ze inhibice luminiscence kontrolniho
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vzorku byla po 15ti minutach 44,98 % a po 30ti minutach 44,80 %. Takto byla splnéna
podminka rozmezi hodnot inhibice mezi 40 — 60 %. Dalsi splnénou podminkou validity testu
byly hodnoty korekénich faktort pro expozici fy, které se pohybovaly v rozmezi 0,6 — 1,8, a to
f =0862a f, =0,862. Nakonec paralelni stanoveni kontroly se od svych primért

nelisily o vice nez 3 % - odch. f,,, = +0,806 a odch. f,,, = +0,296.

Tabulka 16: Vysledné hodnoty inhibice bioluminiscence bakterii

Inhibice emise, 15 Inhibice emise, 30
VEP . .
min. [%] min [%]

Bl 9,66 14,43

C1 12,97 16,41

C2 26,86 28,67

C3 16,07 19,98

D1 22,77 26,63

D2 15,76 18,33

El 20,90 24,54

Tabulka 17: Méfeni intenzity emise bakterii pro 7,5 % roztok standardu NaCl

lo 130 Platnost zkouSky (odchylka
. I15 [rel. Y
Pozice | [rel. | . [rel. | fis fro | + od pruméru v %)
. jedn. . fk15 fk30
vzorku | jedn. g jedn. | [1] [1] odch. T odch. T
lum.] | lum.] LB K
1B |755,9| 657,2 | 6354 | 0,869 0,841
0,862 0,8435 +0,806 +0,296
1C |554,8| 4745 | 469,3 | 0,855 0,846

36

Inhibice emise pom 30 min. [%]

35

w
o

N
(%]

N
o

=
]

=
o

w

o

B1 C1 c2 c3 D1 D2 El

Obrazek 14: Vysledné inhibice bioluminiscence bakterii




4.5 Test inhibice ristu korene cibule kuchynské ISO 11269-1

Inhibice ristu kofene byly stanoveny na zakladé méfeni jeho délky a podle hmotnosti
biomasy kofinki u vSech vzork vodnych vyluhtt VEP, viz Tabulka 18. Hodnoty 1C50 nebylo
mozné stanovit, protoze v mnohych piipadech danych koncentracich VEP, dochazelo ke
stimulaci. Nejéastéji dochazelo k inhibici rustu kofene ve vyluhu o koncentracich 100 %
a 50 %. Ne vzdy dochazelo ke shod¢ vysledkil pti hodnoceni inhibice rastu podle ristu kofene
a biomasy. U tletového popilku (B1) a skvary (C1) jsou rozdily, které 1ze vidét na Obrazku
15 a Obrazku 16, kde jsou vySe jmenované inhibice rdstu vyjadiené v % a znazornény
graficky. Opét u vzorkiit VEP produktu z odsiteni (C3), loZzového popela (D1) a uletového
popilku (D2) lze vidét vysoké hodnoty inhibice a takto vysledné efekty prokazané timto
testem koresponduji s vysledky piedchozich testt.

B1100 C1100 C2100 C3100 C350 D1100 D150 D2100 D250 E1100
% % % % % % % % % %

90

D N
o O O

Inhibice podle délky kofene [%]
B N W D WU
o o o o o o

Obrazek 15: Inhibice ristu korene dle jeho délky v testu s cibuli
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Obrazek 16: Inhibice riistu korene dle biomasy v testu s cibuli
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Tabulka 18: Vysledné inhibice ristu pro test s cibuli

Primeérna Inhibice riistu Rozdil Inhibice
VEP c [%] délka kofene [%] v hmotnosti rastu dle
[mm] biomasy [g] | biomasy [%]
Kontrola 0 29,83 - 0,915 -

100 21,00 29,61 1,009 -10,27
Bl 50 32,50 -8,94 1,818 -98,69
5 36,5 -22,35 0,633 30,82
100 22,33 25,14 1,435 -56,83
C1 50 38,17 -27,93 1,38 -50,82
5 35,00 -17,32 0,992 -8,42
100 22,00 26,26 0,366 60,00

C2 50 36,17 -21,23 1,866 -103,93
5 31,00 -3,91 1,63 -78,14
100 4,50 84,92 0,005 99,45
C3 50 18,83 36,87 0,829 9,40
5 40,00 -34,08 1,421 -55,30
100 8,00 73,18 0,046 94,97
D1 50 16,33 45,25 0,212 76,83
5 41,00 -37,43 1,193 -30,38
100 9,33 68,72 0,174 80,98
D2 50 20,50 31,28 0,458 49,95
5 41,67 -39,66 1,288 -40,77
100 17,67 40,78 0,46 49,73
El 50 38,17 -27,93 1,516 -65,68
5 44,33 -48,60 1,477 -61,42

38




5 ZAVER

Zamérem prace bylo ziskdni dalSich informaci o ptipadné ekotoxicit¢ VEP na podkladé
roz§ifené baterie ekotoxikologickych testi. Jednalo se 0 vyuziti terestrickych/kontaktnich
testti vedle testt akvatickych pracujicich s vodnymi vyluhy testovanych matric tak, aby cela
baterie testli podavala komplexnéjsi informace o testovaném materidlu. V mé bakalarské praci
byly provedeny testy v kontaktnim uspotfadani s nasledujicimi organismy: Eisenia fetida,
Lactuca sativa a testy v akvatickém uspotadani na Vibrio fischeri a Allium cepa.

Na podkladé pozadavki nové vyhlasky tykajici se hodnoceni ekotoxicity odpadi
z vysledku testu na V. fischeri lze za toxické povazovat tyto VEP: tletovy popilek (C2),
lozovy popel (D1) a uletovy popilek (E1). Testy s vodnym vyluhem téchto VEP vykazovaly
inhibici luminiscence vyssi nez 20 % oproti kontrole.

Daéle Ize z vysledkt kontaktnich testl usuzovat, ze VEP produkt z odsifeni (C3), lozovy
popel (D1) a tletovy popilek (D2) vykazuji velkou miru toxicity ve viech testech. Uletovy
popilek (E1) nelze hodnotit jednoznacné; v kontaktnich testech (test tinikového chovani)
vykazoval mirné odlisné efekty od testt akvatickych (test na A. cepa), kdy v tnikovém testu
nezpusoboval vysokou Unikovost organismi, zatimco v testu na A. cepa plsobil ve vyssi
koncentraci vyluhu inhibi¢né. Na druhou stranu uletovy popilek (B1), skvara (C1) a uletovy
popilek (C2) puasobily ve vétSin€ piipadi stimulaéné. Jen ve vySSich koncentracich
vykazovaly negativni efekt na testovaci organismy.

Prostfednictvim akvatickych testi bylo potvrzeno, Ze negativni efekt na testovaci
organismy vykazuji vSechny nefedéné vyluhy VEP, pficemz za VEP s vlastnosti H-14 Ize
oznacit pouze C2, D1 a El.

Jako nejcitlivéjsi organismus se projevily bakterie, Vibrio fischeri. Dalsi organismus
s dobrou odezvou V testech byly zizaly Eisenia fetida. Tento test vSak pro pracnost provedeni
neni v povinné baterii testii pro posuzovani ekotoxicity vyzadovan.

Z vysledkt je patrné, ze pro plnohodnotné testovani jakykoliv matric (odpadi), které¢ maji
byt vyuzity v terestrickém prostiedi, je dulezité, aby byly testovany nejen v akvatickém ale
I terestrickém uspofadani. Timto se lze vyvarovat chyb pii posuzovani ekotoxicity odpadi.
Prostfednictvim akvatickych testl miize byt ekotoxicita podhodnocena, nemusi byt odhaleny
efekty hydrofobnich latek, které do vyluhu neptfechazeji a tim padem nemohou interagovat
S testovacim organismem. Naopak u terestrickych testi se pouziva uméla puda, kterd je sice
povazovana za ekologicky nerelevantni, ale je standardizovand a do jist¢ miry dokdze
napodobit Zivotni prostiedi testovacich organismill. Prostiednictvim do ni zakompovanych
testovanych materiali je mozné testovat riznorodé smési a ziskat tak co nejptesnéjsi obraz o
tom, zda testovana matrice je ekotoxicka ¢i ne, zda ma nepfiznivé UCinky na piitomné
organismy.

Déle také pro komplexni testovani je vhodné pouzit dlouhodobéjsi testy. U testli akutnich
nemusi dojit v krat§im ¢asovém tseku k odhaleni vSech pfipadnych toxickych efektu.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

VEP
REACH
CSN
CSN EN
ISO
OECD

WHC
WHCax
Mvp

Mv

EC50
IC50
LC50
LDS50
ECO
EC100
NOAEL
LOAEL

PAHs
PCBs

Vedlejsi energetické produkty

Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals -
Registrace, evaluace, autorizace a omezovani chemickych latek

Ceska statni norma

Harmonizovana evropskd norma

International Organization for Standartization — Mezinarodni organizace pro
normalizaci

Organisation for Economic Co-operation and Development — Organizace pro
hospodaiskou spolupraci a rozvoj

Water Holding Capacity — vodni kapacita pudy [%]

Maximum Water Holding Capatcity — maximalni vodni kapacita pudy [%]
motnost valce s hasycenou zeminou [g]

hmotnost valce [g]

efektivni koncentrace, kterd vyvola 50% uhyn nebo imobilizaci testovacich
organismil

inhibi¢ni koncentrace, ktera zptisobi 50% sniZeni rstu nebo ristové rychlosti
ve srovnani s kontrolnim vzorkem

letalni koncentrace, pii které uhyne 50 % testovacich organismi

letalni davka, pfi které uhyne 50 % testovacich organismu

efektivni koncentrace, ktera nevyvold zadnou interakci testovaciho organismu
efektivni koncentrace, kterd vyvola 100% thyn nebo imobilizaci testovacich
organismil

No Observed Adverse Effect Level — davka, pti které nebyl jesté pozorovan
Skodlivy ucinek

Lowest Observed Adverse Effect Level — nejniz§i davka, pii které byl
pozorovan Skodlivy Gi€inek

polycyklické aromatické uhlovodiky
polychlorované bifenyly

podil susiny ve vzorku [%]
hmotnost vysuseného vzorku [kg]
navazka vzorku odpadu [kg]

hmotnost vzorku odpadu [kg]
teoreticka navazka suSiny vzorku [kg]
podil susiny ve vzorku [%]

mnozstvi pfidané vody [1]
teoreticka navazka vzorku [kg]
podil susiny ve vzorku [%]



PH20

No
Nx

fit
Ikt

hustota vody (1000 kg'm™)

mira unikovosti organismt [%]
predpokladany pocet jedinct v kontrole
pocet jedincii nalezenych v kontaminované puadé

prumérna délka kofene [mm)]

prumérna délka kofene v i-tém stanoveni [mm]

pramérna délka kofene v i-tém stanoveni [mm]

pocet paralelnich stanoveni se stejnou stfedni hodnotou [mm]

inhibice nebo stimulace rtstu kofene [%]
prumérna délka kofene v kontrole [mm]
prumérna délka kotene ve vzorku [mm]

korekcni faktor pro expozici po daném case, 30 minut

intenzita luminiscence kontrolniho vzorku po expozici po daném case, 30
minut [rel. jedn. lum.]

intenzita luminiscence kontrolni suspenze bezprostiedné pied piidanim vody
k ztedéni [rel. jedn. lum.]
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PRILOHA 1 PROBITOVA TABULKA [36]

% | probit| % |probit| % |[probit| % |probit| % |probit| % |probit
0,2 | 2,122 | 10 | 3,718 | 30 | 4476 | 50 | 5,000 | 70 | 5,524 | 90,0 | 6,282
0.4 | 2348 | 11 | 3,773 | 31 | 4,504 | 51 | 5,025 | 71 | 5,553 191,0 | 6,341
0,6 | 2,488 | 12 | 3,825 | 32 | 4,532 | 32 5,05 72 | 5,583 192,0 | 6,405
0,8 | 2,591 13 | 3,874 | 33 | 4560 | 53 | 5,075 | 73 | 5,613 193.,0 | 6,476
1,0 | 2,574 | 14 3,92 34 | 4,588 | 54 | 5,100 | 74 | 5,643 | 94,0 | 6,5S5
1,2 | 2,743 | 15 | 3964 | 35 | 4,615 | 55 | 5,126 | 75 | 5,674 ] 95,0 | 6,645
1,4 | 2,803 | 16 | 4006 | 36 | 4,642 | 56 | 5,151 | 76 | 5,706 | 95,5 | 6,695
1,6 | 2,856 | 17 | 4,046 | 37 | 4,668 | 57 | 5,176 | 77 | 5.739 | 96,0 | 6,751
1,8 {2903 | 18 | 4,085 | 38 [ 4,695 | 58 | 5202 | 78 | 5,772 | 96,5 | 6,812
20 (2946 | 19 | 4,122 | 39 | 4,722 | 59 | 5,228 | 79 | 5.806 | 97,0 | 6,881
2,5 3,040 | 20 | 4,158 | 40 | 4,747 | 60 | 5253 | 80 | 5,842 | 97,5 | 6,966
3,0 | 3,123 | 21 | 4,194 | 41 | 4772 | 61 | 5,278 | 81 | 5,878 | 98,0 | 7,054
35| 3,188 | 22 | 4228 | 42 | 4,798 | 62 | 5,305 | 82 | 5,915 98,2 | 7,096
4,0 | 3,249 | 23 | 4261 | 43 | 4824 | 63 | 5,332 | 83 | 5954|984 | 7,144
45 | 3305 | 24 | 4294 | 44 | 4849 | 64 | 5358 | 84 | 5,994 | 98,6 | 7,197
50| 3355 25 | 4326 | 45 | 4874 | 65 | 5,385 | 85 | 6,036 | 98,8 | 7,257
6,0 | 3,445 | 26 | 4357 | 46 | 4900 | 66 | 5412 | 86 | 6,080 | 99,0 | 7,326
7,0 | 3,524 | 27 | 4387 | 47 | 4925 | 67 | 5,440 | 87 | 6,126 | 99,2 | 7,409
8,0 | 3,595 | 28 | 4417 | 48 | 4950 | 68 | 5,468 | 88 | 6,175 99,4 | 7,512
9,0 | 3,659 | 29 | 4,447 | 49 | 4975 | 69 | 5,496 | 89 | 6,227 | 99.6 | 7,652
99.8 | 7,878
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PRILOHA 2 DUNNETTOVA TABULKA [37]

b 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 0.05 257 3.03 329 348 362 373 3.82 3.9 3.97
001 403 463 498 522 541 556 5.69 5.8 5.89
6 0.05 245 2.86 3.1 326 339 349 357 364 3.71
0.01 | 371 | 421 | 451 | 471 4.87 5 5.1 5.2 5.28
7 005 236 275 297 | 3.12 324 333 341 347 353
0.01 3.5 395 421 | 439 453 464 474 482 4.89
8 0.05 231 267 288 | 3.02 3.13 322 | 329 335 341
0.01 | 3.36 | 3.77 4 4.17 | 4.29 4.4 448 456 4.62
9 0.05 226 261 281 295 305 314 3.2 326 3.32
0.01 325 363 385 401 412 422 43 437 443
10 005 223 257 276 289 299 307 314 319 324
0.01  3.17 353 374 388 399 408 416 422 428
11 0.05 2.2 253 272 284 294 302 3.08 3.14 3.19
0.01 311 345 365 379 389 398 405 411 4.6
12 0.05 | 2.18 2.5 2.68 281 2.9 298 3.04 309 3.14
001  3.05 339 358 371 381 389 396 4.02 4.07
13 0.05 216 248 265 278 287 294 3 3.06 3.1
0.01  3.01 333 352 365 374 382 389 394 399
14 005 214 246 263 275 284 291 297 3.02 3.07
0.01 298 329 347 359 369 376 383 388 393
15 005 213 244 261 273 282 289 295 3 3.04
0.01 295 325 343 355 364 371 378 383 3.88
16 005 2.12 242 259 | 271 2.8 287 292 297 3.02
0.01 292 | 3.22 | 339 | 3.51 3.6 3.67 373 3.78  3.83
17 0.05 211 241 258 269 278 2.85 2.9 2.95 3
0.01 2.9 319 336 | 347 356 363 369 374 379
18 0.05 2.1 2.4 256 268 276 283 289 294 2098
0.01 288  3.17 333 344 353 3.6 3.66 371 3.75
19 0.05 209 239 255 266 275 281 287 292 296
0.01 | 2.86 | 3.15 | 3.31 | 3.42 3.5 357 3.63  3.68 3.72
20 0.05 209 238 254 265 273 2.8 2.86 29 2095
0.01 | 2.85 | 3.13 | 3.29 3.4 348 3.55 3.6 3.65 3.69
30 0.05 204 232 247 258 266 272 277 282 2.86
0.01 275  3.01 3.15 325 333 339 344 349 352
40 0.05 202 229 244 254 262 268 273 277 281
0.01 2.7 295 309 319 326 332 337 341 344
60 0.05 2 227 241 251 258 264 269 273 277
0.01 | 2.66 2.9 3.03 312 319 325 329 333 3.37
Vysvetlivky: a - pocet stupii volnosti, b - pocet stanoveni, 0,05; 0,01 hladina
Vyznamnosti

]



PRILOHA 3 PRIKLAD VYPOCTU DLE DUNNETOVA TESTU

Ptiklad vypoctu pro test inhibice ristu kofene Lactuca sativa:
Stupné volnosti v:

v = poclet stanoveni - (pocet testovanych semen —1) =2 - (15—-1) =28

X —n-» x? _
S:\/Z f-n-yx :\/15726 1569713 _, 0.«
v 28 -
kde Z x* odpovida souétu druhych mocnin jednotlivych délek kofinki

ZX? odpovida poctu stanoveni vynasobenym souctem druhych mocnin primérnych
délek kofinkt

Smérodatna chyba SE:

SE=S. T__1=1,015. E:O,zsz
N 15 —
kde T odpovida poctu stanoveni

N odpovida po¢tu méfenych kotfinkli na jedno stanoveni
Vyznamny rozdil SS v [mm]:

SD=t-SE=2,04-0,262=0,53

kde t odpovida tabelované hodnoté z Dunnettovy tabulky pro hladinu vyznamnosti o = 0,05,
viz Ptiloha 2 Dunnettova Tabulka.
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