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ABSTRAKT

Naplni této diplomové prace je posouzeni ekotoxikologického ucinku biouhlu
vyrobeného z Cistirenskych kalt. V piipadé aplikace biouhlu na zemédélskou pidu mtize
dochdzet kovlivnéni padniho i vodniho ekosystému, proto byly pro posouzeni
ekotoxikologického ucinku zvoleny testy v kontaktnim i akvatickém uspotfadéani. Zastupcem
pudnich bezobratlych byla zizala hnojni Eisenia fetida, z vodnich zivocichti byli vybrani
kory$i Daphnia magna a Artemia salina a terestrické rostliny byly reprezentovany salatem
setym Lactuca sativa, hoi¢ici bilou Sinapis alba a cibuli kuchyiskou Allium cepa. Vysledky
kontaktnich testd poukazuji pfedev§im nato, jak by mohl byt ekosystém negativné ovlivnén
davkou vnaseného biouhlu. V testech v akvatickém upofadani, kde byla sledovana ekotoxicita
vodnych vyluht, vysledky poukazaly na rozdil v citlivosti jednotlivych organismu. Jako
nejvice zat€Zzovy se u vSech organismt projevil suSeny Cistirensky kal, nasledné bylo
prokazano snizeni jeho ekotoxicity po termické upravé. Nejlepsi vysledky a tedy nejnizsi

negativni vliv na testovaci organismy vykazoval peletizovany biouhel s ptidavkem aditiva.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis is to assess the ecotoxicological effect of biochar
produced from sewage sludge. In case of application of biochar to agricultural land, both
the soil and aquatic ecosystem may be affected therefore contact and aquatic tests were
chosen to assess the ecotoxicological effects. Representatives of soil invertebrates were
earthworms Eisenia fetida; Daphnia magna and Artemia salina were chosen from aquatic
animals and terrestrial plants were represented by Lactuca sativa, Sinapis alba and Allium
cepa. The results of contact tests point out how ecosystem could be negatively affected by
biochar dose. Through aqueous extract were shown differences in sensitivity of individual
organisms in aquatic tests. Dried sewage sludge was found to be the biggest burden for all
tested organisms. The pelletized biochar with the addition of an additive showed the lowest
negative effect on tested organisms.

KLICOVA SLOVA

Ekotoxicita, biouhel, Cistirensky kal, testovani ekotoxicity.

KEYWORDS
Ecotoxicity, biochar, sewage sludge, ecotoxicity testing.
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1 UVOD

Problematika likvidace ¢istirenskych kali je velmi diskutovanym tématem nékolika
poslednich let. Splaskovy kal je odpad, ktery je obtizné recyklovat a jeho pouziti
v zemédelstvi je Casto kritizovano z fad odborniki. Je sice zdrojem cennych Zivin, ale také se
v ném koncentruji latky jako tézké kovy, 1éCiva, perzistentni organické latky a mnoho dalSich.
Tyto latky vyznamné znecist'uji zivotni prostiedi, a proto se od pitimého vyuziti Cistirenskych
kald v zemédélstvi za¢ina pomalu upoustét. Po aplikaci Cistirenského kalu na pudu existuje
vysoké riziko, ze by kontaminanty mohly byt pfijimany organismy a rostlinami nebo
vyluhovéany do povrchovych a podzemnich vod.

Jednou z moznosti, jak vyuzit Cistirensky kal jako odpadni surovinu a snizit obsah
kontaminanti, nebo zabezpecit jejich stabilizaci je jeho pyrolyza. Pyrolyzou biomasy vznika
jako jeden z produktt pravé biouhel. Pro své vlastnosti se biouhel jevi jako latka velmi
uzitecnd pro aplikaci v zemédélstvi. Vyroba biouhlu z distirenskych kalii proto muze byt
slibnym feSenim pro nakladani s cistirenskymi kaly a zlepSovani pidnich vlastnosti, véetné
sekvestrace uhliku. Pravé ukladani slou¢enin uhliku mimo atmosféru Zemé by mohlo mit vliv
na zmirnéni probléma s klimatem.

Biouhel se vyrabi pfedev§im z odpadni biomasy, coz podporuje recyklaci a opétovné
pouziti odpadu a to je jeden z hlavnich cili uplatnéni cirkularni ekonomiky, ke kterym je
tteba v dnesni dobé smétovat.

Na cistirensky kal je tfeba pohliZzet jako na pomérné nehomogenni material, proto
vlastnosti a sloZeni produktl pyrolyzy budou vzdy zavislé na kvalité vstupni suroviny. To je
také divodem, pro¢ neni mozné vlastnosti tohoto typu biouhlu jednoduse generalizovat.

Cilem této prace je posouzeni ekotoxikologickych vlastnosti biouhlu vyrobeného
z cistirenského kalu pomoci vhodné baterie testd. Ta byla zvolena na zakladé predpokladu
aplikace tohoto typu biouhlu na zemédélskou piidu, ale také pro posouzeni biouhlu jako
odpadu, kam z legislativniho hlediska spada. Byly tedy vyuzity jak testy kontaktni, kde byl
sledovan piimy vliv biouhlu na testovaci organismy, tak testy v akvatickém usporadani
pro které byly pfipraveny vodné vyluhy testovanych vzorkii. Celkem byly testovany cCtyfi
vzorky biouhlu apro srovnani vzorek suSené¢ho Cistirenského kalu, ktery byl surovinou

pro vyrobu jednoho z nich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nakladani s Cistirenskymi kaly

Cistirensky kal je produkt, ktery vznikd pii procesu ¢&isténi komundlnich
nebo primyslovych odpadnich vod. Dochazi k separaci znecistujicich latek od odpadni vody
za pouziti fyzikalnich, chemickych, fyzikalné-chemickych a biologickych procest. Nékteré
latky mohou byt jednoduse odbourany, jiné se v kalu koncentruji. Jsou to zejména tézké kovy,
Spatn€ rozloZitelné¢ organické slouceniny a potencidln€é patogenni organismy,
napt. Salmonella spp., Escherichia coli, termotolerantni koliformni bakterie, enterokoky (1).
Kromé toho jsou kaly produkty bohaté na nutrienty (N, P, K) a cennou organickou hmotu,
proto se po prvotni Gpravé vyuzivaji predev§im v zemédé€lstvi, pricemz dochazi k recyklaci
téchto cennych slozek.

Mnozstvi vzniklého Cistirenského kalu odpovida zhruba 1 — 2 % objemu ¢isténych vod
a roéné ho vznika v ramci CR az 180 000 tun (2). Z legislativniho hlediska je na kaly z COV
dle ustanoveni § 25 odst. 1 zakona ¢. 185/2001 Sb., o odpadech v platném znéni (dale jen
»zakon o odpadech®) nahliZeno jako na tzv. vybrané odpady. Povinnosti kazdého ptivodce
odpadi kali z COV a opravnénych osob (osoby nakladajici s kaly) je poskytovat spravnim
ufadim na useku odpadového hospodarstvi veskeré a pravdivé informace o odpadech
a provozu zatizeni (3).

Cesky statisticky tfad (CSU) ve své vyroéni zpravé zroku 2017 uvadi zpisoby

zneskodnovani Cistirenského kalu a ¢etnost jejich vyuziti, viz Obrazek 1 (2).

spalovani (3%)

skladkovani (7%)

Obrazek 1 — Zpiisoby zneskodiiovani kalii z COV a jejich Cetnost pro rok 2017 (2)



2.1.1 Priehled soucasné legislativy

Nejvice vyuzivanym zpusobem likvidace Cistirenskych kalt v roce 2017 byly jeho
pfimé aplikace na zeméd¢lskou pudu a jeho vyuziti v ramei rekultivace. Od 1. 1. 2017 plati
vyhlaska Ministerstva zivotniho prostfedi ¢. 437/2016 Sb., o pouziti Cistirenskych kala
na zemédelské pudeé. Tato vyhlaska zptisituje nejen podminky upravy kall pted pouzitim, ale
i podminky skladovani a aplikace upravenych kald. Zejména jsou zptisnéna mikrobiologicka
kritéria pro pouziti upravenych kali na zemédélskou ptadu, konkrétné limitni hodnoty
indikatorovych mikroorganisma az o tfi fady. Navic od 1. 1. 2020 bude povoleno aplikovat
na zemedeélskou pidu pouze kal kategorie I (dle tabulky ¢. 1 pfilohy €. 4 a 7 diskutované
vyhlasky). Dalsi zménou je povinnost sledovat obsah dvanacti vybranych polycyklickych
aromatickych uhlovodikii (PAU). Vyhlaska povoluje k aplikaci na zemédé¢lskou pudu
mnozstvi 5 tun suseného Cistirenského kalu na 1 hektar (dale t.ha™) a pfi splnéni danych
limitd az 10 t.ha™. Musi byt zcela prokazatelné, Ze technologie Upravy kalu (napt. anaerobni
vyhnivani, hygienizace vapnem, suseni) je dostate¢né G¢inna kaly efektivné hygienizovat —
zni€it nebo snizit mnozstvi patogennich organismi na pozadovanou troven (4). I po u¢inné
hygienizaci jsou vSak v kalech stale obsazeny latky znecist'ujici zivotni prostredi (t€zké kovy,
zbytky 1é¢iv, pracich a kosmetickych prosttedk), proto Ize v budoucnu piedpokladat aplny
zakaz pouzivani ¢istirenskych kali na zemédélské pudé (5).

Kompostovani, jako zplsob likvidace Cistirenskych kalii, bylo diive hojné vyuzivano,
avSak dne 3. 9. 2017 vzesla v platnost vyhlaska ¢. 237/2017 Sb., kterou se méni vyhlaska
Ministerstva zemédé@lstvi €. 474/2000 Sb., o stanoveni pozadavkl na hnojiva. Dochéazi v ni
ke zptisnéni mikrobiologickych pozadavkli na organickd hnojiva a substraty, pii jejichz
vyrobé byly pouzity odpady z Cistiren odpadnich vod a to v souladu s vyhlaskou ¢. 437/2016
Sb., o pouziti Cistirenskych kalti na zeméd¢lské ptide. Rozdilem je absence pifechodného
obdobi do roku 2020 a tedy okamzita platnost této vyhlasky. Ocekavana je ztrata zajmu
kompostaren odebirat Cistirensky kal a to proto, aby se zbavili povinnosti mikrobiologickych
analyz. Ne kazdy vyrobce kompostu totiz dosahuje pii kompostovani teploty 70 °C
a nemuselo by dojit ke zniceni pfipadnych patogenti a choroboplodnych zarodki (6).

Skladkovani kali je podle vyhlasky ¢. 294/2005 Sb., o podminkach ukladani odpada
na skladky a jejich vyuZivani na povrchu terénu zakazano, pfesto je urcitd ¢ast na skladky
stale ukladana (2). Obecné se od skladkovani postupné upousti. Evropska unie se zavazala, ze
jeji Clenské staty do roku 2025 ptestanou skladkovat recyklovatelné materialy a do roku 2030
dokonce jakykoliv odpad (7).

Meénici se legislativa a stadle vyS$$i ndroky na ochranu Zivotniho prostfedi budou mit

v nésledujicich letech zasadni vliv na zpiisob nakladani s Cistirenskymi kaly. Rada COV jiz



nyni stoji pfed rozhodnutim, jakym smérem se vydat pfi upravé nebo vyméné kalovych
koncovek, které jiz nebudou vyhovovat platné legislative.

Jednim z moznych trvale udrzitelnych feSeni by mohla byt stabilizace susenim, ktera
zajisti Gplnou hygienizaci, zna¢né redukuje hmotnost kalu a usnadni manipulaci. Nasledné
energetické vyuziti ¢i materialovou transformaci suseného kalu lze zajistit technologiemi,
jako jsou spalovani, pyrolyza, torefakce nebo zplynovani (8).

2.1.2 SuSeni Cistirenského kalu

Jak jiz bylo zminéno, suseni ¢istirenského kalu bude v budoucnu pravdépodobné hojné
vyuzivanou technologii. Béhem suseni dochazi ke sniZzeni hmotnosti na ¢tvrtinu a objemu
az na polovinu ptvodniho. Obsah susiny vysledného produktu se pohybuje kolem 90 %, coz
je Zzadouci pro nasledné materialové transformace, hlavné z hlediska energetické udrzitelnosti.
Po vysuseni je kal také zcela hygienizovan a byva splnéna podminka pro bezpecnou
manipulaci, skladovani ¢i ptipadné pouziti na zemédélskou pudu (8) (9).

Technologické zafizeni na suSeni Cistirenskych kalii — suSarny, se od sebe mohou liSit
zpusobem dodévani energie potfebné k procesu a transportem materidlu v suSarné.
Rozlisujeme kontaktni (kondukéni), konvekéni a solarni susarny (10). Rozdil mezi
kontaktnim a konvekénim zpisobem je ten, Ze pii kontaktnim uspofadani je tepelnd energie
pfenasena vnitinim povrchem strojniho zafizeni, zatimco konvekéni zplsob je zalozen
na pfimém kontaktu plynného média a Cistirenského kalu (8). Solarni suSarny vyuzivaji
kombinace moznych zplisobl piestupu tepla, tedy piestup zarenim, konvekéni i kontaktni.
Ptestoze jsou naro¢né na vyuzity prostor, jejich hlavni vyhodou je vyuzivani solarni energie,
ktera patii mezi obnovitelné zdroje (10).

Nejcastéji pouzivané jsou susarny fluidni a pasové, které vyuzivaji K suseni horky
vzduch. Fluidni suSarna pracuje pfi teploté 85 °C v podtlaku, pficemz je zabranéno uniku
Skodlivin z cirkulaéniho plynu a samovzniceni. (10). Nizkoteplotni pasova susarna se sklada
Z past umisténych nad sebou, kde vznikd velk4d kontaktni plocha, ptes kterou je pomoci
ventilatorh prohanén horky vzduch. Pomoci peletizatoru je na pas pokladana homogenni
propustnd vrstva kalu tvofena kalovymi nudlemi, které se rozbiji na mensi kusy naslednym
prepadem na niz§i pas. Tvar suSeného kalu, respektive jeho granulometrické vlastnosti, se lisi
dle pouzité technologie (8) (11).

2.2 Biouhel

Biouhel (z angl. Biochar) je produkt bohaty na uhlik, vznikly zahfivanim biomasy
V uzavieném prostoru za minimalniho nebo Zzadného pfistupu vzduchu (12). Jedna
se 0 stabilni material s vysokou porozitou a Sirokymi moznostmi vyuziti. Vyrabi se tepelnym
rozkladem organického materialu (napi. kaly z COV, dievni $tépka, zvifeci trus), nejéast&ji
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pyrolyzou ¢i karbonizaci (13). Jeho ptvod je Casto spojovan s davnymi obyvateli Jizni
Ameriky v oblasti Amazonie, ktefi podle historickych prament spalovali zbytky dieva
pii nizkych teplotach za vzniku dievéného uhli, misili jej s organickymi zbytky, jako jsou
kosti, vnitinosti, ¢i exkrementy a spole¢né vpravovali do pudy. Timto procesem opakovanym

po generace mély vzniknout vysoce Girodné &ernozemé znamé jako Terra Préta de Indio (14).

2.2.1 Vlastnosti biouhlu vyrobeného z ¢istirenského kalu

To, jaké bude mit biouhel vlastnosti a chemické slozeni, je vzdy ovlivnéno podminkami
pyrolyzy a charakterem vychozi suroviny (15). V piipadé¢ Cistirenského kalu hraje roli jeho
puvod, technologie pouzita pii ¢isténi odpadnich vod, velikost istirny i pfitomnost a druh
pramyslu a zemédelské ¢innosti v dané lokalité.

Hlavni stavebni slozkou biouhlu je chemicky stabilni uhlik a to v mnozstvi pfiblizné
20 — 30 %. Nepodléha dalsimu rozkladu ani oxidaci, coz ma velkou vyhodu v tzv. sekvestraci
uhliku, tedy dlouhodobému a bezpecnému skladovani uhliku v zivotnim prostiedi
a omezenim tvorby sklenikovych plynt (16).

Chemické a fyzikédlni vlastnosti biouhlu vyznamné ovliviiuje ptfedevSim teplota
maji obecné za nasledek snizeni vytéZzku produktu a to v dusledku té€kavosti nékterych
organickych frakeci. Podle fady studii biouhel vyrobeny pii nizsich teplotach byva kysely
az neutralni, zatimco biouhel vyrobeny pii vysoké teploté kolem 700 °C muze mit naopak
charakter zasadity s pH v rozmezi 12 — 13 (18) (19). Takovéto zvySeni mize byt zpuisobeno
polymeriza¢nimi ¢i kondenza¢nimi reakcemi alifatickych sloucenin, rozkladem kyselych
povrchovych skupin béhem tepelného zpracovani a koncentraci anorganickych slozek
v biouhlu vznikajicich separaci soli kovli z organické matrice pii zvySenych teplotach (20).
Vysledky studie (19) dokazuji, ze koncentrace N i P ve formé dostupné pro piijem rostlinou
jsou velmi nizké a zavisi na teploté procesu. Pti zvySeni teploty pyrolyzy z 300 °C na 700 °C
se celkovy obsah dusiku snizil 055 %. Je tomu tak disledkem volatilizace a ztraty frakci
NH;-N a NOs-N jako tékavych latek obsahujicich dusikaté skupiny. U fosforu méla zvySujici
se teplota pozitivni vliv na jeho mnozstvi, které se zvySovalo. To dokazuje, ze fosfor je spojen
s anorganickou frakci kalu (19). Také koncentrace vSech mikronutrientii (K, Ca, Fe, Mg, S)
jako celkovych prvkii méla rostouci charakter se zvySujici se teplotou pyrolyzy (19).

Béhem pyrolyzy se do biocharu koncentruji také t€zké kovy, jako napt. Zn, Cd, Pb, Cu,
As, Cr, Hg. S rostouci teplotou pyrolyzy se jejich celkova koncentrace zvySuje, ale zaroven se
zvysuje jejich stabilita, coz snizuje jejich vyluhovaci potencial (17). Podle studie Racka a kol.
(21), ktefi sledovali fixaci vybranych tézkych kovi na biochar, byla mikrovinou pyrolyzou

snizena biologicka dostupnost tézkych kovi v priméru o 74 % (21).
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Na zéklad¢ toho, ze vétSina studii zabyvajici se vlastnostmi biouhlu vyrobeného
z Cistirenského kalu byla provedena za trochu odlisnych podminek a také vzhledem k jejich
nizkému poctu a faktu, jak nehomogenni material Cistirensky kal je, je nutno tento vycet

vlastnosti nezobecnovat, ale spiSe by mély slouzit jako voditko pti dalsim badani.

2.2.2 Vyuziti biouhlu v zemédélstvi

Hlavni tendence vyuziti biouhlu vyrobeného =z Cistirenského kalu sméfuje
k jeho aplikaci na zeméd€lskou pudu. Vzhledem k nebezpeénym vlastnostem samotného
Cistirenského kalu a rizikem spojenym s aplikaci na zeméd¢lskou pudu je pravé termicka
pifeména na biouhel jednou z diskutovanych moznosti feSeni problematiky nakladani
s Cistirenskym kalem.

Biouhel vyrobeny z odpadnich kalii je specificky vtom, ze obsahuje Sirokou skalu
prvki dilezitych pro péstovani plodin jako je N, P, K, Ca a mikronutrienty, které by se mély
postupné do pidy uvoliiovat. To znamena, ze biochar nemusi pfispét vyznamnym mnozstvim
zivin okamzité po aplikaci, ale pravdépodobné az v dlouhodobém horizontu (19). V nékterych
ptipadech je biochar mylné povazovén za iplnou ndhradu hnojiv. Pfitomnost biouhlu zvySuje
kationtové vyménnou kapacitu pudu (KVK) az o 40 %, coz prispiva k zadrzovani kationtli
potiebnych pro vyzivu rostlin. Dochazi také k zamezeni vyluhovatelnosti nutrientt
a nasledného praniku do podzemnich vod, ¢imz by mohl byt zvySen stupenl vyuziti pouzitych
hnojiv (16) (18). Aplikace biocharu by mohla pomoci i pfi neutralizaci pid. Pouziti biouhlu
vyroben¢ho pii vysSich teplotach, tedy s vyssi hodnotou pH, by mohlo byt dosazeno
neutralizace piili§ kyselych pud a naopak pro alkalické zeminy mohou byt vhodné biouhly
vyrobené pii nizsich teplotach, aby se odstranily problémy s alkalitou (18).

Oproti Cistirenskym kaltim, které jsou prakticky neporézni, se diky pyrolyze ziska
material s vice vyvinutou povrchovou strukturou. Pfitomnosti biouhlu by se méla zvysit
kapacita zadrzovani vody v pudé, coz je vzhledem k obecnému nedostatku vody velice

pozitivni jev (15).

2.2.3 Aplikace biouhlu na zemédélskou piidu

Vzhledem k tomu, Ze je biouhel pfipravovan vétSinou v peletizovaném stavu, Ize jeho
aplikaci zabezpecit klasickymi zeméd€lskymi stroji, jako jsou rozmetadla Ci seci stroje.
Mnozstvi davkovaného biouhlu je uvadéno ve velmi Sirokém rozmezi a to 1 — 50 t.ha™,
nejéastéji ale 5 — 10 tha™. Davka by mé&la byt stanovena na zakladé vlastnosti konkrétniho
biouhlu a potieb zemédélské pudy (16). Veédeckych praci a studii, které by se skutecné
zabyvaly vlivy aplikace tohoto typu biouhlu na zemédélskou pidu, je opét velmi omezené
mnozstvi. Dostupné informace a pfipadné dopady této aplikace nejsou zcela urcité dostateéné

prozkoumany a chybi také legislativa, ktera by se touto problematikou zabyvala.
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Hossain a kol. v ramci své studie (22) aplikovali na farmé cherry rajcatek biouhel
vyrobeny z Cistirenskych kalt v davce 10 t.ha. Biouhel byl vyroben pyrolyzou pfi teploté
550 °C a bylo v ném identifikovano 16 kovi a stopovych prvki. Pada, do které byl biouhel
aplikovéan, vykazovala Spatné vlastnosti v disledku nizké dostupnosti zivin. Naslednou
analyzou cherry rajcatek byly vSechny prvky pfitomné ptivodné v biouhlu stanoveny pouze
V nevyznamnych mnozstvich. Se, Pb, Sn, Cr a As sevrajcatech nachazely dokonce
pod limity detekce. Studie potvrdila, ze biouhel také zlepSuje dostupnost P, celkového N
a dalsich vyznamnych kationtl, rovnéz pozitivné zvysil pH pidy a produkce plodin vzrostla
0 64 %. Krom¢ toho m¢l biouhel ptiznivy vliv na kvalitu pady, zvysil kapacitu zadrzovani
vody a zlepsil podminky prostiedi pro rust a rozvoj systému kofeni rostlin. Podle autort
studie ma biouhel z Cistirenskych kalti potencial snizit mnozstvi pouzivanych hnojiv (22).

Studie X. D. Songa a kol. (23) se zabyvala akumulaci tézkych kovi v rostlinach
po aplikaci biouhlu z pyrolyzy &istirenskych kall, pti¢emz byl sledovan vliv teploty pyrolyzy
a poméru biouhel : puda. Biouhel ziskany pfi ¢tyfech riznych teplotach byl aplikovan jako
dopln€k pudy pro péstovani ¢esneku Allium sativum L.. Experimentalni vysledky ukazaly, ze
biouhel je bohaty na obsah zivin a zlepSuje vynosy Cesneku. Ackoliv pii srovnani s mistni
pudou, byl obsah tézkych kovi v biouhlech vyssi, hodnoty spadaly do limiti pfijatelnych
pro aplikaci na pudu. V Cesneku dochazelo k akumulaci tézkych kovt hlavné v kofenech
a cibulkach, a to u nejvice zastoupeného Zn a Cu. Bioakumulace byla podpoiena a zvySovala
se s prodluzujici se dobou péstovani. Biouhel vyrobeny pii 450 °C, aplikovany v poméru 1 : 4
(20 % pozn.), vykazoval velmi pozitivni vliv na rychlost ristu ¢esneku, mél vyssi konecné
s biouhly vyrobenych pii jinych teplotach. Z vysledku studie tedy vyplyva, ze akumulace
tézkych kovu v rostlinach mize byt inhibovana spravnym vybérem teploty pyrolyzy (23).

Vlivem biouhlu ziskaného z Cistirenskych kalli na biochemické vlastnosti pidy
se zabyvala studie Paz-Ferreira a kol. (24). V ramci studie byly pouzity dvé ruzné davky
biouhlu (4 a 8 % hm.), porovnany s vysledky ziskanymi u kontrolni pudy a také s vysledky
pudy upravené stejnymi davkami nepyrolyzovaného (Cistirenského kalu. Sledovalo
se mnozstvi mikrobidlni biomasy uhliku, respirace pudy, Cista mineralizace dusiku a vybrané
enzymové aktivity (dehydrogenaza, B-glukosidaza, fosfomoesteraza a arylsulfataza). Jako
index kvality pidy byl pouzit geometricky primér enzymovych aktivit. Bylo dokazano
zvySeni kvality pud upravenych vyssi davkou biouhlu, a naopak snizeni kvality pudy
doplnéné vyssi davkou distirenského kalu, tedy pozitivni vliv pyrolyzy Cistirenského kalu

na vysledné biochemické vlastnosti pudy (24).

13



2.3 Produkce biouhlu

Nejbéznéjsim zptisobem vyroby biouhlu je pyrolyza. Dale je mozné jej vyrobit v pevné
formé& suchou karbonizaci a zplynovanim biomasy, ve formé suspenze pak hydrotermalni
karbonizaci biomasy (25).

Pyrolyza je termochemicky proces, pii némz se biomasa zahiiva v nepfitomnosti nebo
omezeném piivodu kysliku a dochdzi k jeji transformaci. Hlavnimi produkty pyrolyzy jsou
biouhel, pyrolyzni olej a pyrolyzni plyn. Moznosti vyuziti biouhlu jiz byly v této praci
popsany. Pyrolyzni olej je komplexni smés nékolika stovek organickych slou¢enin. Sklada se
ze dvou fazi, vodné faze, obsahujici okysli¢ené organické slouceniny s niz$i molekulovou
hmotnosti a nevodné faze, kterd obsahuje organické slouCeniny, hlavné aromatické latky.
Mohl by byt pouzit jako alternativni palivo nebo jako zdroj vysoce hodnotnych chemikalii.
Poslednim produktem pyrolyzy je pyrolyzni plyn, obsahujici predevsim Hy, CO, CO; a CHa.
Pfimym Spalovanim by se dal vyuzit jako zdroj energie v misté aplikace (21) (26).

Existuje nékolik typt pyrolyzy rozdilnych v zavislosti na teploté procesu, rychlosti
ohfevu a dob¢ zdrzeni. Mezi zdkladni typy, tzv. konvekéni zpiisoby, patii flash pyrolyza, coz
je proces velmi rychlého ohtevu, ktery probiha pfii teploté 400 — 900 °C s kratkou dobou
zdrzeni. Rychla pyrolyza se 1isi od flash pyrolyzy v rychlosti ohfevu, ktera neni extrémné
vysoka a probihd za teploty nizs$i nez 600 °C. Béhem pomalé pyrolyzy se teplota pohybuje
kolem 450 — 700 °C pii jesté nizSich rychlostech ohtevu (26).

Pfedmétem této diplomové prace je vSak biouhel vyrobeny pomoci mikrovinné

pyrolyzy, proto ji bude vénovana nasledujici kapitola.

2.3.1 Mikrovinna pyrolyza

Mikroviny maji potencial poskytovat rychlé a energeticky uc¢inné ohfivani materiald.
Mikrovinné zéafeni je termin spojeny s jakymkoliv elektromagnetickym zafenim
v mikrovinném kmito¢tovém rozsahu 300 MHz — 300 GHz. Dochazi k rozkmitani molekul
materidlu vedouci k nartstu teploty. Ne vSechny materidly v§ak mohou byt rychle zahtivany
mikrovinami. Ty, které mikrovinné zafeni absorbuji, se nazyvaji dielektrika. Pravé
dielektrické materialy obsahujici uhlik maji dobrou schopnost absorbovat mikrovinné zafeni
a prevést ho na tepelnou energii (21) (27).

Pii bézném ohtevu je teplo z vnéjSiho zdroje tepla pfendSeno na povrch materiadlu
vedenim, konvekci nebo zafenim a nasledné dochazi k prenosu tepla smérem dovnitf. Naopak
mikrovinné zafeni pronika do materialu, kde se elektromagneticka energie pfemeéni na teplo,
které se hromadi uvniti a pfenasi smérem k povrchu. Proces tedy probiha v celém objemu
materialu. Tento jedine¢ny postup inverzniho ohfevu nabizi mnoho vyhod, jako

je rovnomérné ohfivani materialu, zvyseni Gi¢innosti pienosu energie a celkové zefektivnéni
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procesu. Na rozdil od konvencnich metod je tepelny efekt témét okamzity, coz umoziuje
leps$i kontrolu nad samotnym procesem bez rizika pichfati materialu (27) (28).

Protoze biomasa neni vzdy pfili§ dobrym absorbérem mikrovin, ptidavaji se
ke vstupnimu materialu rizna aditiva, ktera mohou pisobit i jako katalyzatory. Ty mohou
zvysit rychlost ohfevu, snizit energii aktivace procesu, zvysit vytézek ¢i zlepsit kvalitu
produktu (29). Bézné¢ pouzivanymi aditivy jsou napft. zeolity, aktivni uhli, dfevéné piliny,
seno nebo lignin (21).

Samotny proces mikrovinné pyrolyzy se odehrava ve specidlnim reaktoru v inertni
atmosfére (napf. Nz, CO;). Surovina je vystavena mikrovinnému zareni, zpocatku dochézi
Kk suseni, nasleduje rozklad na plynné¢ a zuhelnatélé latky. Pary prochazeji chladici,
kondenzaty se shromazd'uji v odbérnych nadobéch a z nekondenzovanych par vznika bioplyn.
Vyhodou mikrovinné pyrolyzy je vyssi rychlost ohfevu, selektivita, piesnost fizeni ohfevu,

vyssi G¢innost pifemény energie a jeji tispora (30).

2.4 Vybrané metody pro posouzeni ekotoxicity

Ekotoxicita je vlastnost latek nebo odpadu, které pii uvoliiovani do Zivotniho prostiedi
predstavuji nebezpeci biologické akumulace nebo toxického ucinku na biotické systémy.
Ke stanoveni ekotoxicity se vyuzivaji ekotoxikologické testy. Principem testl je vystaveni
vybranych testovacich organisml pisobeni testované latky za presné definovanych podminek.
Kazdy test je koncipovan jinak, a proto se i reakce organismi na plsobeni dané latky lisi.
Sledovanym endpointem miZe byt mortalita, zmény reprodukce, inhibice pohybu, riistu nebo
naopak jeho urychleni. Vysledky jsou vZdy porovnavany s kontrolnim stanovenim, které bylo
nasazeno za stejnych podminek, ale testovanou latku neobsahuje. Ekotoxikologické testy
délime podle riznych parametrti, nejcastéji v zavislosti na délce expozice (testy akutni,
subakutni, chronické) nebo podle trofické turovné testovacich organismii (producenti,
konzumenti, destruenti). Aby bylo mozno porovnat vysledky testll toxicity v rtiznych
zafizenich, je tfeba postupovat podle shodnych metodik. Jednotlivé metodiky testli jsou proto
standardizovany mezinarodnimi organizacemi jako jsou ISO a OECD (31) (32).

Predmétem této prace je hodnoceni ekotoxicity biouhlu vyrobeného z Cistirenského kalu
a vzhledem k jeho povaze a moznosti uplatnéni byly ekotoxikologické testy provadény jak
na padnich tak na vodnich organismech.

2.4.1 Testy v kontaktnim usporadani
Testy probihajici v kontaktnim uspofadani, 0znacovany téz jako testy terestrické, jsou
zalozeny na bezprostiednim kontaktu pevné kontaminované matrice s terestrickymi
organismy a ekosystémy. Dochazi k redlné expozici testovanych latek a tyto testy vykazuji

vysSi citlivost a maji lepsi vypovidajici hodnotu nez testy s vodnim vyluhem pevné matrice,
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protoze testovany material mize obsahovat latky, které jsou ve vod¢ rozpustné omezené nebo
vibec (32).

Pro potieby této prace byla vyuzita Zizala hnojni Eisenia fetida jako zastupce pudni
fauny. Tento plidni organismus je exponovan testované latce hned nékolika cestami a jeho
zivotni cyklus probiha cely v padé. Pro odhad G¢inkti pevné matrice na padni floru byly jako
zastupci rostlin vyuzity semena salatu setého Lactuca sativa.

2.4.2 Testy v akvatickém usporadani

Tyto testy jsou vhodné pro toxikanty v kapalném stavu, povrchové a odpadni vody,
pramyslové chemikalie nebo pravé vodné vyluhy pevnych latek, odpadt, kalt, stavebnich
materiali apod. Testy jsou opét zaloZzené na pfimém kontaktu testované kapalné matrice nebo
vodného vyluhu s testovacim organismem. Jedna se vétSinou o akutni testy toxicity
s kratkodobou expozici. Pro posouzeni ekotoxicity vodnych vyluhti by vsak tyto testy mély
slouzit jen jako dopliikkové, jak jiz bylo feceno, fada latek S nizkou rozpustnosti ve vodé
a hydrofobniho charakteru neni ve vyluhu obsaZzena. V nékterych piipadech by mohlo
dochazet k podhodnocovani ekotoxikologickych rizik (31).

Vramci této prace byly pouzity dva vodni organismy, konkrétné zastupce
sladkovodnich korysu hrotnatka velkda Daphnia magna a slanovodnich koryst zabronozka
solna Artemia salina. D. magna je oproti zabronozce vyuzivana pii standardnich
ekotoxikologickych testech. Test se zabronozkou je vhodny pii vyssi celkové mineralizaci,
avSak neni moc rozsiteny kvili jeji nizké citlivosti. Ze zastupct terestrickych organismu byly
vybrany dvé suchozemské rostliny, respektive semena hoicice bilé Sinapis alba a sazecky
cibule bilé¢ Allium cepa L.. Ob¢ rostliny byly v pfimém kontaktu s vodnym vyluhem a byl

posuzovan jeho vliv na vyvoj rustu kofene.

2.5 Ekotoxicita biouhlu

Ekotoxicita biouhlu je podminéna pudni reakci (pH), elektrickou vodivosti, jeho
elementarnim slozenim, obsahem popela, pfitomnosti ionti, stopovych prvku a organickych
neCistot. Vzhledem ktomu je velice obtizné stanovit jasny vztah mezi témito faktory
a ekotoxicitou biouhlu (33). Studii, které by se zabyvaly ekotoxikologickym hodnocenim
biouhlu z ¢istirenskych kala bylo doposud provedeno jen velmi omezené mnozstvi.

V nedavné studii Siména a kol. (34) byly charakterizovany a analyzovany 2 typy
biouhlu vyrobené pyrolyzou méstského dievniho odpadu a splaskového kalu zahiivanim
Vv pyrolytické peci pfi teplotaich do 500 °C po dobu 30 minut. Oba typy vykazovaly rizné
fyzikéalné-chemické vlastnosti a obsahy kovl. Pro posouzeni ekotoxikologického rizika byly
oba typy biouhlu smichany s nekontaminovanou pfirodni pidou Lufa 2.2 v koncentracich
500, 250, 125, 62,5 a 31,3 g.kg™. Nasledn& byly testovany na roupicich Enchytraeus
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crypticus, které patii do skupiny ptudnich bezobratlych zivo¢ichii. Po 21 dnech expozice byla
hodnocena mortalita (LCsp) a ucinky na reprodukci (ECsop a ECy). Biochar vyrobeny
z Cistirenskych kali vykazoval lepsi vysledky a ani nejvySsi testovana koncentrace
nevykazovala dostate¢né inhibi¢ni ucinky, aby mohla byt vypoctena hodnota LC50. Co se
ty¢e vlivu na reprodukci, pro biouhel z Cistirenskych kalii byla vypoétena hodnota ECy
na462 g.kg'. Autofi také uvadi odhadovanou davku biouhlu z &istirenskych kald, u které
nedochazi k nepfiznivym u¢inkim na 11,5 t.ha™ (34).

Studie polskych védct (33) porovnavala ucinky biouhlu vyrobenych 2z riznych
Cistirenskych kali na fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti pidy, ekotoxicitu a vynos
rostlin. Tti vzorky biouhlu vyrobené pii teploté 300 °C byly aplikovany do kyselé piscité
pudy v davkach 0,5; 1; 2 %. Co se tyce ekotoxicity, byl proveden test inhibice luminiscence
na bakteriich Vibrio fischeri a chronicky test toxicity s korySem Heterocypris incongruens
(OSTRACODTOXKIT F). U testu sV. fischeri byl vliv biouhlu klasifikovan jako malo
toxicky. Nebyla pozorovana zadna korelace mezi aplikovanou davkou a inhibici
luminiscence. Jedinym faktorem, ktery mé¢l vliv na aktivitu V. fisheri byl kal, ze kterého byl
biouhel vyroben. Pouziti testu OSTRACODTOXKIT F ukazalo, ze pridani biouhlu do pady
m¢élo pozitivni vliv na nartst biomasy oproti kontrole a to bez ohledu na davku. Autofi tedy
doporucuji jako vhodnou davku biouhlu 1 —2 % (33).

Dalsi praci hodnotici ekotoxicitu biouhlu z Cistirenskych kali je studie Zielinske
a Oleszczuka (35). Ta byla posuzovana prostiednictvim testu fytotoxicity v kontaktnim
usporadani na fefise seté Lepidium sativum a prostiednictvim vodného vyluhu na bakteriich
V. fischeri a sladkovodnim korysi D. magna. Testovany byly nejenom rtzné kaly, ale také
biouhly, které z nich byly vyrobené pii odlisnych teplotach (500, 600 a 700 °C). Vysledky
testu na fefiSe seté L. sativum, pii kterém byl kal i biouhel aplikovan v davee 1 % hm., dokazuji
vyznamné snizeni toxicity kalu po jeho termické uprave. Nejnizsi toxicitu vykazovaly biochary
vyrobené pii teploté 500 °C, které mély na riist rostliny dokonce stimulacni efekt. VSechny
kaly byly taktéZ vyznamné toxické pro bakterii V. fischeri oproti testovanym biouhlim.
Pyrolyza kalii, podobné jako v ptipadé L. sativum, zplsobila vyznamné snizeni toxicity vyluht
vétsiny testovanych biouhld. Pro koryse D.magna vykazovaly nejnizsi toxicitu vzorky vsech
biouhld vyrobenych pfi teploté 500 °C, nejvyssi toxicitu vzorky biocharu vyrobenych pti 700 °C.
Nejvice toxické v tomto piipadé nebyly surové kaly, jak tomu bylo u ptedchozich dvou testu.

Vyluhy byly pro potieby obou testi ziedény 10x (35).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Testovany material

Vramci této prace byly testovany Ctyii rizné vzorky biocharu vyrobeného
z Gistirenského kalu, ktery pochazel ze dvou rtiznych COV, oznalenych jako COV 1
a COV 1II. Jako paty vzorek byl pro srovnani ekotoxikologickych Gginkd pfed a po pyrolyze
vybran suseny granulovany kal, ktery byl surovinou pro ptfipravu jednoho ze vzorki biouhlu.
Vsechny vzorky biouhlu byly pfipraveny mikrovinou pyrolyzou ve vyzkumném centru
AdMaS v Brné¢.

\

|
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»

Obrdazek 2 — Testovany materidl (zdroj viastni foto)

Vzorek A

Vzorek A je oznaceni pro smésny vzorek ¢tyi biouhld. Pfed samotnou pyrolyzou byl kal
peletizovan za 30% ptidavku sena a vysusen. Pii procesu pyrolyzy bylo dosazeno maximalné
260 °C pii maximalnim vykonu magnetronu 2,7 kW. U kazdého z dil¢ich vzorkl byla
aplikovana jina délka ozafovani, konkrétné 30, 45 a dva vzorky 60 minut. Smésny vzorek byl
vytvofen kvili nedostateénému mnozstvi dil¢ich vzorki, které by nepostatovalo
pro provedeni vSech testl. Surovinou pro vyrobu téchto biochart byl Cdistirensky Kkal
pochazejici z COV I — lokalita COV Drahovice (Karlovy Vary). Jedna se o komunalni
mechanicko-biologickou COV o kapacité 80 000 EO. Cistirna je vybavena biologickym

odstranovanim dusiku a fosfor je zde srazen chemicky.
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Vzorek B

Vzorek B je oznaceni pro smésny vzorek dvou vzorkii biouhlu. Smésny vzorek byl
vytvofen opét kvili nedostatecnému mnozstvi dil¢ich vzorki. Surovinou pro vyrobu obou
téchto dil¢ich vzorkt byl kal pochazejici z COV 1. Vzorky nebyly peletizovany a nebyly
K nim ptidany dalsi aditiva. Mikrovinna pyrolyza probéhla na zatizeni Bionic fuel za celkové
délky ozarovani 60 min. Rozdilnymi parametry mezi dil¢imi vzorky byla maximalni teplota
dosazena béhem pyrolyzy a maximalni vykon magnetronu. U prvniho dil¢iho vzorku dosédhla
teplota maximalné k 152 °C a maximalni vykon magnetronu byl 1 KW. U druhého dil¢iho
vzorku bylo dosazeno maximalné 253 °C za maximalniho vykonu magnetronu 2 kW. Vzorky

byly smichény v poméru 1:1.

Vzorek C

Surovinou pro vyrobu vzorku C byl kal pochazejici z COV II Jedna se o &istirensky
kal, ktery byl vysusen na pasové susarné (susina cca 90 %) z lokality Ingolstadt v Némecku.
Pted vlastni pyrolyzou neprob¢hla peletizace a vzorek je bez dalSich aditiv. Mikrovlnna
pyrolyza probéhla na zatizeni Bionic fuel za celkové doby ozafovani 170 min. Maximalni

dosazena teplota pyrolyzy byla 253 °C pii vykonu magnetronu maximaln¢ 3 kW.

Vzorek D + E

Jako vzorek D je oznaden biouhel, pochazejici opét z COV 1. Proces jeho ptipravy byl
zahdjen pii teploté¢ 18 °C a bylo dosazeno maximalni teploty 231 °C. Ozafovani probihalo
90 minut pfi vykonu mikrovinného zateni 130 MW/V.

Surovinou pro piipravu biouhlu D byl suchy granulovany kal, v této praci oznacovan
jako vzorek E. Surovy kal byl prvné zahustén ve flotacni nadrzi nebo zahustovaci
odstfedivce. Nasledné probéhla stabilizace zahuSténého kalu ve vyhnivacich nadrzich
ahomogenizace skaly piivazenymi z okolnich Cistiren, které nemaji vlastni kalovou
koncovku. Homogenizovany kal byl opét odvodnén na odstfedivkach a nakonec probéhlo
suSeni pomoci horkého vzduchu v nizkoteplotni pasové suSarné kalti za vzniku suchého

granulatu s obsahem suSiny 90 %.

3.2 Testy v kontaktnim usporadani

V ramci této prace byly provedeny celkem 3 testy ekotoxicity v kontaktnim uspotadani,
konkrétn¢ na organismu E. fetida to byl test inikového chovani a test reprodukce. Z testi
fytotoxicity byl proveden test inhibice kotene salatu L. sativa.

Pro potiebu vSech kontaktnich testl byly vzorky biouhlu nejprve rozemlety na jemné
Castice na laboratornim elektrickém mlynku, aby byla zajisténa lepSi homogenizace
testovaného materidlu v kontrolni pidé a také, aby bylo zamezeno vlivu rozdilné velikosti

povrchu testovaného materialu. Poté byly smichany se standardni nebo artificialni ptidou
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v ur¢itych pomérech. Koncentrani fada byla zvolena na zaklad¢ piedpokladanych davek
biouhlu do pudy, kde nizsi koncentrace symbolizuji pravé predpokladané davkovani a vyssi
koncentrace ptipadné naduzivani biouhlu. Piepocet procentualniho zastoupeni biouhlu v ptidé
na davku vyjadienou v t.ha™ byl vytvofen na zaklad predpokladu objemové hmotnosti pady
1,2 t.m™ a aplikace biouhlu do hloubky 10 cm. Piiblizné piepoéty jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1 — Piepocet testovanych koncentraci na davku
¢ (%) 05 1 25 5 10
¢ (9.kg™) 5 10 25 50 100
c (tha?) 6 12 30 60 120

3.2.1 Pidni matrice a stanoveni jejich vlastnosti
Jako zkuSebni matrice byla u testu na zizalach pouzita standardni pida, konkrétné
Lufa 2.2 a u testu inhibice kofene salatu laboratorné pfipravena artificialni ptida. Ob¢ jsou
povazovany za vhodné pii hodnoceni ekotoxicity v ptidach a doporu¢ovany normami OECD.
Pro potieby testli i zhodnoceni vysledkli byly stanoveny hodnoty pH a maximalni vodni

kapacity (WHCnmax) u obou ptd i u vSech testovanych vzorki koncentracni fady.

Standardni piida Lufa 2.2

Tato standardni pida je dodavana némeckou spole¢nosti Lufa Speyer. Pida
je specificka v tom, Ze neni michana z jednotlivych slozek, ale jedna se skutecné o ptirodni
pudu téZenou ve vybranych oblastech Némecka. V téchto oblastech nejsou pouzivany
pesticidy, biocidni ptipravky ani organicka hnojiva po dobu minimalné péti let a mineralni
hnojiva minimalné 3 mésice pfed odbérem. Ptida je tézena z hloubky 0 — 20 cm a po vysuseni
se pomoci sit odd€luji ¢astice mensi nez 2 mm, které jsou dale distribuovany (36). Standardni
puda Lufa 2.2 je vhodngjsi pro pouziti v testech s zizalami a byly u ni zaznamenany lepsi
vysledky reprodukce nez pii pouziti artificidlni pidy. JelikoZ se jedna o pfirodni pidu,

pted jejim vyuzitim do testi nebyla nijak upravovana (37).

Artificialni puda OECD 207

Jedna se o umélou pudu, ktera je bézné vyuzivana pii kontaktnich testech ekotoxicity.
Slozeni artificialni pudy je pfesné definovano normou OECD 207. Puda se sklada ze 70 %
jemného kiemenného pisku, ktery obsahuje vice nez 50 % zrn o velikosti 0,05 — 0,2 mm,
20 % kaolinového jilu s obsahem kaolinu minimalné 30 % a 10 % jemné raSeliny, ktera byla
pfesata a homogenizovdna pfes 2 mm sito. Tato smés by méla mit hodnotu pH optimalné

6,0 = 0,5 a vodni kapacita by se méla pohybovat v rozmezi 35 — 40 % (38).
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Postup pripravy: Vsechny slozky ptudy byly nejprve rozprostieny a v tenkych vrstvach
ponechany k ususeni na nékolik dni v laboratofi. Suché slozky byly pfesety ptes sito velikosti
2 mm a vetsi hrudkovité castice jilu byly pomoci tfeci misky a tloucku rozetieny. Nakonec

byla artificialni ptida pripravena smichanim vsech slozek v ptedepsanych pomérech (38).

Stanoveni hodnoty WHCpyax

Maximalni vodni kapacita pudy, neboli WHCnax (Maximum Water Holding Capacity)
je stav, kdy je ptida schopné udrzet nejvétsi mnozstvi vody ve svych porech. Je vyjadfovana
Vv jednotkach objemu vody na gram suché pudy (39).

Postup stanoveni: 50 g suché pudy bylo navazeno a umisténo do piedem zvazeného
a vysusen¢ho sklenéného valce, ktery mé dno tvofené polopropustnym materidlem. Valeckem
bylo poklepano, aby zemina usedla a nasledné byl umistén do nadoby s vodou takovym
zpusobem, aby byla hladina vody ve vysce sloupce vzorku. Po 3 hodinach byl valec umistén
na misku s piskem a tkaninou na povrchu. Pro zamezeni vysouseni vzorku byla miska zakryta
dalsi tkaninou. Po 3 hodinach byl valecek zvazen a poté kazdych 30 minut do konstantni
hmotnosti. Hodnota WHC ¢ byla vypod¢itana dle rovnice [1], kde My, je hmotnost nasycené
zeminy i s valcem v gramech a My je hmotnost valce v gramech (39).

Myy—My —50
WHCpax = S—Ok [1]

Stanoveni hodnoty pH

Do vétsi konické zkumavky bylo pfiddno 5 ml suché pldy a nasledné doplnéno
na 30 ml celkového objemu 1M roztokem KCI. Suspenze byla tfepana po dobu péti minut
anasledné nechana v klidu po dobu minimalné dvou hodin. Po nasledném protiepani bylo

pomoci kalibrovaného pH metru InoLab pH 7110 zméfeno pH suspenze. Hodnota pH byla

stanovena u v§ech vzorkl dvakrat a vyslednou hodnotou je jejich aritmeticky prumér (40).
- 1 L

AN /O\dj

Obrdzek 3 —V1evo méreni pH, vpravo stanoveni WHC (zdroj viastni foto)
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3.2.2 Test Gnikového chovani se Zizalami dle normy 1SO 17512-1

Jedna se o rychly screeningovy test pouzivany pro hodnoceni pidy a posuzovani vlivu
polutantii a chemikalii na chovani zizal. Pravé Zizaly jsou velmi diilezitou soucasti pidy, kde
se podileji na jeji provzdusiovani, dekompozici a tvorbé humusu. Jsou to bezobratli
zivocichové, fadi se mezi krouzkovce Annelida do tiidy malostétinatcti Oligochaeta. Pouzity
organismus E. fetida patii konkrétné do Celedi zizaloviti Lumbricidae a rodu Eisenia. Namisto
Zizaly hnojni je mozné pouziti jeji blizké piibuzné zizaly kalifornské Eisenia andrei (32). Test
byl proveden na zakladé postupu dle hormy ISO 17512-1 (41).

Tento test je koncipovan jako dvoukomorovy a jeho principem je vystaveni urc¢it¢ho
poctu organismi kontrolni a kontaminované pidé¢ ve stejném case. Ob¢ pudy se nachazi
ve stejné testovaci nadobé a Zizaly maji moznost migrace a preference té vhodngjsi. Doba
trvani tohoto testu je 48 hodin.

Byly vybrany 3 koncentrace u vSech vzorkd, které byly timto zplisobem testovany, a to
0,5; 5 a 10 %. Test by mohl slouZit také k odhaleni nespravné zvolenych koncentraci
testovaného kontaminantu v piipadech vySs$i miry unikovosti v nizkych koncentracich nebo

niz§i miry unikovosti v nejvyssich koncentracich.

Postup prace:

Priprava organismii na testovani: Z chovi byli pro testovani vybrani dospéli jedinci
ve stafi 2 — 12 mésici, s vyvinutym opaskem o hmotnosti 250 — 600 g. Tito jedinci byli
nasledné¢ omyti vodou, jemné osuSeni na papirové utérce a napocitani po deseti kusech
na krabicku.

Nasazeni organismii do testu: test probihal v 0znacenych obdélnikovych plastovych
miskach rozdélenych piepdzkou. Na jednu polovinu misky bylo navazeno 250 g kontrolni
pudy a nasyceno destilovanou vodou na jeji WHCpax. TO samé bylo provedeno na druhé
polovin¢ misky se smési pudy a testované latky. Z takto pripravenych testovacich misek byla
odstranéna piepazka a na rozhrani obou matric bylo ptidano 10 organismui. Vsechny nadoby
byly zakryty potravinovou folii s nckolika otvory pro cirkulaci vzduchu a uloZeny
Vv klimatizované mistnosti pfi teploté 22 °C a pod stalym osvétlenim. Expozice trvala po dobu
48 hodin, béhem které organismy nebyly krmeny. Vsechny testované koncentrace byly
nasazeny ve 3 opakovanich.

Vyhodnoceni testu: po 48 hodinach byl test ukoncen, obé pidy byly opét oddéleny
pirepazkou a v kazdém testovaném substratu byl zaznamenan pocet jedinct. V piipadé
vyskytu jedince na rozmezi byl piifazen do té Casti, ve které se vyskytovala predni ¢ast jeho
téla. Pocty organismil v kontrolni i kontaminované ptidé byly porovnany a na zaklad¢ jejich
preferenci byla vyhodnocena mira Unikového chovani Zzizal NR (net response = Cistd

odpoveéd), ktera se vyjadiuje v procentech a byla vypoctena dle rovnice [2]
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(K-T)-100
= e 2

NR
N

kde K je pocet organismi v kontrolni matrici, T je pocet nalezenych jedinct v testované
matrici a N je celkovy pocet jedinci. Tento vypocet vychazi z predpokladu homogenni
distribuce organismu mezi kontrolni (50 %) a testovanou matrici (50 %). Jestlize mira
unikovosti organismil dosahuje 80 % a vice, prostfedi je povazovano za toxické nebo se

snizenou kvalitou (41).

=

Obrazek 4 — Testovaci miska s nasazenym testem unikoveho chovani zizal (zdroj viastni foto)

3.2.3 Test reprodukce Zizal dle CSN ISO 11268-2

Tento test slouzi pro hodnoceni vlivii chemikalii a ptidnich kontaminantti na reprodukci,
sledovani mortality a inhibice hmotnostniho pfirtstku testovacich organismu E. fetida. Jedna
se o semichronicky test o celkové délce 56 dni a cely jeho postup byl proveden podle normy
CSN EN ISO 11268-2. (42)

V priibéhu testu byli dospéli jedinci vystaveni piimému pusobeni testovanych vzorkl
smichanych se standardni pudou v ur€itych pomérech. V testovacich nadobach byla
udrzovana pfislusna vlhkost a organismy byly krmeny pravidelné jednou tydné. Celkem bylo
testovano pét koncentraci sobsahem biouhlu 0,5; 1; 2,5; 5 a 10% a kontrola, vse

ve 3 opakovanich.

Postup prace:
Priprava organismit na testovani: Z chovl byli pro testovani vybrani dospéli jedinci
ve stafi 2 — 12 mésicl, s vyvinutym opaskem o hmotnosti 250 — 600 g. Tito jedinci byli

nasledné omyti vodou, jemné osuseni na papirové utérce, rozdéleni po péti kusech a zvazeni.
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Nasazeni organismit do testu: test probihal v oznacenych obdélnikovych plastovych
nadobach, do kterych bylo navazeno 250 g testované pudy a nasyceno destilovanou vodou
na WHC ., ktera byla pfedem stanovena. Do kazdé misky bylo pfidano 2,5 g mletého
konského hnoje (0,5 g na jedince), lehce zahrabano a ovlh¢eno vodou. Do takto pfipravenych
testovacich misek bylo pfidano 5 pfedem zvazenych organismi. VsSechny nadoby byly
zakryty potravinovou folii s n€kolika otvory pro cirkulaci vzduchu, ulozeny v klimatizované
mistnosti pfi teploté 22 °C a pod stalym osvétlenim. VSechny testované koncentrace vcetné
kontroly byly nasazeny ve 3 opakovanich. Béhem testu byly organismy krmeny jednou tydné
stejnou davkou mletého komského hnoje jako na zacatku testu. Trikrat tydné bylo
do jednotlivych nasazeni doplnéno piislusné mnozstvi destilované vody a to kvili udrzeni
konstantni vlhkosti pady.

Vyhodnoceni testu: po 28 dnech byly organismy vyjmuty z testovacich nadob, opatrné
umyty, osuSeny a zvazeny. Obsah naddoby byl opatrn€ vysypan na tac a byl zaznamenan pocet
nalezenych kokonli. VSe bylo vraceno zpét do testovacich nadob vcetné piezivsich zizal.
Po dalSich 28 dnech byl postup zopakovan, piezivsi dospéli jedinci byli zvaZeni, obsah misky
byl prohleddn a nasledné¢ byl zaznamenan pocet juvenilt. Porovnanim poctu organismil
Vv kontrolnim testu s poftem organismt v testované matrici byla podle rovnice [3] vypoétena
procentudlni mira mortality.

(Nc—Nj)-100

M= G 3]

N je pocet zivych jedinctii v kontrolnim nasazeni a N; je pocet zivych jedinct v testované

koncentraci. Obdobn¢ byla vypoctena procentualni mira inhibice reprodukce oproti kontrole

(Iy) a procentualni inhibice hmotnosti oproti té ptivodni (Ir).

Obrdzek 5 — V1evo nasazeni testu, Vpravo pocitani juvenilii (zdroj viastni foto)
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3.2.4 Test stanoveni inhibice ristu koiene salatu dle CSN EN ISO 11269-1

Test inhibice rustu kofene salatu set¢ho je jednim z terestrickych kontaktnich testd,
ktery je pouzivan pro hodnoceni fytotoxického ucinku a patii mezi testy pro hodnoceni
ekotoxicity odpadt dle Vyhlasky ¢. 94/2016 Sb. Test byl proveden podle technické normy
CSN EN ISO 11269-1 (43).

Podstatou testu je pfimy kontakt nakli¢enych semen L. sativa S testovanou matrici
anasledné porovnani primérné délky kotfene v testované koncentraci s primérnou délkou
kotfene v kontrole po 120 = 2 hodinové inkubaci. Z téchto hodnot je dale vypoctena mira

inhibice/stimulace rastu kotfene oproti kontrole.

Postup prace:

Predkliceni semen: nepoSkozend semena salatu (odridy Safir) se nechala predklicit
Vv Petriho misce na filtratnim papife zvlhéeném destilovanou vodou po dobu 24 — 28 hodin,
pfi laboratorni teplot¢ za tmy. Pro zkouSku byla nasledné¢ vybrana naklicend semena
S kofinkem max. 2 mm.

Nasazeni testu:. test probihal v oznaCenych obdélnikovych plastovych néadobach,
do kterych bylo navazeno 300 g testované matrice a nasyceno destilovanou vodou na 40 %
WHCax, kterd byla stanovena pfedem. Na povrchu byla vytvofena pravouhla sit’ jamek
hlubokych 0,5 — 1 cm (3x5 bodi). Do kazdé vytvoiené jamky bylo pomoci pinzety opatrné
pfeneseno jedno naklicené semeno salatu a to tak, aby kofinek sméfoval smérem doli.
Semena Dbyla kmatrici jemné pfitlacena, ale ne zahrabana. Nadoby byly piekryty
potravinovou folii a uloZeny k inkubaci pti 24 + 2 °C bez pfistupu svétla. Kazda testovana
koncentrace v¢etné kontroly byla nasazena ve 3 paralelnich opakovani.

Vyhodnoceni testu: po 120 £ 2 hodinach inkubace byl salat jemné oddé€len od pevné
matrice a byla zméfena a zaznamenana délka kotene s pfesnosti na 1 mm. Pokud piedkli¢ené
semeno nevytvoiilo kofinek, zapocitala se tato hodnota jako nulova. Primérna délka kotene
salatu v kontrole musi byt minimaln€¢ 15 mm. Procentudlni inhibice rlstu kofene 1 byla
vypoctena na zakladé rozdilu primérné délky kofene v kontrole a v testované matrici podle

rovnice [4].

_ (Le—Lj)-100
= »

I [4]

Lc je primérna délka kotfene v kontrolnim nasazeni a L; je primérna délka kofene v testované
matrici. Pokud je hodnota I < 0, ma testovana matrice stimula¢ni G¢inky. Vysledné hodnoty
procentudlni inhibice byly vyneseny do soufadnicového systému oproti koncentracim

vyjadfenych pomoci logaritmickych hodnot. Hodnota IC50 byla vypoctena za pomoci linearni
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regrese kiivky davka-odpovéd’. Prostfednictvim Dunnettova testu byla urCena statistickd
vyznamnost odlidnosti zjisténych délek kofinkii ve vech matricich oproti kontrole. Ugelem
této analyzy je ureni vyznamné odlisnosti od kontroly na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05.

Ptiklad vypoctu a Dunnettova tabulka jsou obsazeny v Ptiloze 3 a 4.

0//7//////:///////”/2 HH,HII‘IN\H\\\\\“\\\\\\
- 4 !

Obrdzek 6 — Vlevo testovaci nadoba, vpravo mereni délky korene L. sativa (zdroj viastni foto)

3.3 Testy v akvatickém usporadani

Pro objektivni posouzeni vlivii vodnych vyluht jednotlivych vzorkd biouhlu byly
vybrani zastupci vodnich bezobratlych organismil, sladkovodni a slanovodni kory§ D. magna
a A. salina, u kterych byla sledovana imobilizace/mortalita organismu a terestrické rostliny

S. alba a A. cepa, u niz byla posuzovana inhibice rustu kofene.

3.3.1 Priprava vodnych vyluhii
Pro potiebu testii v akvatickém usporadani byly pfipraveny vodné vyluhy v souladu
s CSN EN 12 457-4 (83 8005) (44).

Postup prace:

Nejprve byl stanoven obsah susiny viech vzorkd dle metodiky CSN ISO 11465
suSenim vzorku pfi teploté¢ 105 + 5 °C do konstantni hmotnosti. Pro pfipravu 0,5 1 vodného
vyluhu bylo navaZeno stanovené mnoZstvi suSiny vzorku, pfevedeno do peclivé vymyté
plastové vzorkovnice a doplnéno takovym mnozstvim destilované vody, aby bylo se vzorkem
v poméru 10:1. Pfipravené vzorkovnice byly peclivé uzavieny a pfipevnény do laboratorni
ttepaCky Heidolph REAX 20. Vyluhovani probihalo V tfepacce automatickym ota¢enim
vzorkovnic metodou ,,hlava — pata“ po dobu 24 hodin pii otackach 5 az 10 ot.min™.

Po uplynuti této doby byly vzorkovnice ponechany 15 minut ve statické poloze sedimentovat.
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Vyluhy byly nésledné zfiltrovany pomoci filtracniho papiru a Biichnerovy nalevky
za snizeného tlaku. Hodnoty pro piipravu 0,5 1 vyluhu, vypoétené podle CSN EN 12 457-4,
jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 — Hodnoty pro ptipravu 0,5 1 vodného vyluhu

A B C D E
Susina (%) 98 97 98 97 93
Musorks (9) 51 51,5 51 51,5 53,5
Vizo (ml) 499 498,5 499 498,5 496,5

3.3.1  Test akutni toxicity na perloockach D. magna

Prostiednictvim tohoto testu byl sledovan akutni vliv testovanych vyluhti na imobilizaci
& mortalitu organismu D. magna. Testovaci sada (Daphtoxkit F™) obsahuje material
pro provedeni testu vcéetné ephippii (klidové stadium organismu). Jedna se o akutni test
toxicity a doba expozice, po které je odecitan pocet uhynulych nebo imobilizovanych jedincii
je stanovena na 24 a 48 hodin. Celkova doba testu je ovSem 5 dni, 72 hodin je potieba

k vylihnuti organismu za ptesn¢ stanovenych podminek (45).

Postup prace:

Ptiprava standardni sladké vody (SSV): vialky ¢. 1 — 4 s roztoky soli NaHCO3, CaCly,
MgSO, a KCl, byly pfevedeny do odmérné barky o objemu 2 1, doplnény destilovanou vodou
po rysku a obsah banky byl promichan. SSV je v souladu s mezinarodni normou pro akutni
imobilizacni test na perloockdch D. magna, ISO 6341. Pted pouzitim do testu byla SSV
provzdusiovana po dobu 15 minut.

Priprava a zpracovani vzorkii: pro pripravu koncentrac¢ni fady jednotlivych vzorkt
v rozsahu 0 — 1000 ml.I"* byla pro fedéni pouzita SSV.

Lihnuti ephippii: lihnuti bylo zahdjeno vzdy tfi dny pfed samotnym testovanim. Obsah
vialky s ephippiemi byl opatrné pifeveden do mikrosita a pod jemnym proudem vody z n¢j
bylo odstranéno konzerva¢ni médium. Oplachnutd ephippia byla pfevedena do kadinky
obsahujici SSV a nechdna inkubovat pfi teplot¢ 20 °C po dobu 72 hodin za kontinualniho
osvétleni. Dvé hodiny pfed nasazenim do testu byl organismus krmen nékolika kapkami
kultury chlorokokalni fasy. K testovani se pouZzivaji juvenilni jedinci mladsi 24 hodin.

Nasazeni organismu do testu: testovani probihalo na testovaci desce, ktera je tvoiena
Sesti testovacimi Sachtami v péti sloupcich. Prvni sloupec Sachet se pouziva jako myci
prostor, aby nedochézelo k rozfed’ovani vzorku SSV. Prvni fada slouzi obvykle pro kontrolni

test a celkem lze v desce testovat 5 riznych koncentraci, maximalné ve ¢tyfech opakovanich.
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Do kazdé testovaci Sachty bylo napipetovano 10 ml ptislusného vzorku. Vzdy 5 jedincti bylo
pfevedeno pomoci plastové pipety do myci Sachty a nasledné do testovaci Sachty. Do kazdé
koncentrace bylo takovymto zptisobem nasazeno 15 — 20 jedinci. Takto pfipravena testovaci

deska byla prekryta parafilmem a uloZena k inkubaci pii 20 °C bez osvétleni (45).

Obrazek T — Vievo testovaci deska, vpravo organismus D. magna (zdroj viastni foto)

Vyhodnoceni testu: po 24 a 48 hodinach byli spocitani zivi jedinci v kazdém nasazeni
a na zaklad¢ téchto hodnot byla vypoctena procentudlni mira imobilizace podle rovnice [5]

Imobilizace = (Nc_s& [5]
C

N je pocet zivych jedinci v kontrolnim nasazeni a N je pocet zivych jedinch
Vv testované koncentraci. Vysledné hodnoty procentualni imobilizace byly vyhodnoceny
pomoci probitové analyzy. Probitové hodnoty, které pfislusi jednotlivym hodnotdm
imobilizace (viz Ptiloha 5) byly vyneseny do soutfadnicového systému oproti koncentracim
vyjadifenych Vv logaritmickych hodnotach a prostfednictvim linearni regrese byly vypocteny
hodnoty efektivniho G¢inku 24hEC50 a 48hEC50.

3.3.2 Test akutni toxicity na Zabronozkach A. salina
Cilem testu akutni toxicity na zabronozkach je podobné jako u D.magna uréeni
akutniho vlivu testovanych vyluht na imobilizaci ¢i mortalitu organismu. A. salina je velmi
odolny organismus, dokaze piezit ve vodach s velkymi vykyvy mnozstvi soli. Organismus by
mél byt schopen piezit bez potravy az 120 hodin po vylihnuti, ale pro potieby testu byla
stanovena doba expozice jen na 72 hodin (46).

28



Obrazek 8 — Slanovodni korys Artemia salina (47)

Postup prace:

Priprava laboratorni morské vody: pro ptipravu jednoho litru byly nejprve pfipraveny
zasobni roztoky ZR1 a ZR2 podle Tabulky 3. Navazky pro dané zasobni roztoky byly
kvantitativné pfevedeny do 100 ml odmérnych ban¢k, doplnény destilovanou vodou po rysku
a zamichany. Navazky obou krystalickych soli rozpusténych ve 200 ml destilované vody byly
prevedeny do 1 I odmérné banky. Do této banky bylo nasledné pfidano 20 ml roztoku ZR 1
a 10 ml roztoku ZR 2, baiika byla doplnéna po rysku a zamichana (46).

Tabulka 3 — Slozeni laboratorni moiské Vodi iro testi na A. salina

NaCl 23,960 CaCl, 2,998
MgS0O,.7H,0 10,346 NaHCO; 2,010
MgCl, .6H,0 32,500 SrCl,.6H,0 0,270

NaBr 5,145 H;BO, 0,060

KCI 2,980 NaF 0,042

Priprava a zpracovani vzorkii: pro ptipravu koncentracni fady jednotlivych vzorki
v rozsahu 0 — 1000 ml.I"* byla pro fedéni pouzita laboratorni morskéa voda.

Lihnuti nauplii: cysty byly jiz dodany ve smési soli vhodnych k lihnuti organismu.
Lzi¢ka smési byla smichana s 250 ml dest. vody a roztok se pomalu nechal probublavat.
Lihnuti probihalo za stalého osvétleni pfi teploté 25 — 27 °C po dobu 24 — 28 hodin.

Nasazeni organismu do testu: testovani probihalo v testovaci desce, do kazdé Sachty
bylo napipetovano 5 ml testované¢ho vzorku a obdobnym zptsobem jako u D. magna bylo
do kazdé Sachty nasazeno 10 jedinci pomoci plastovych pipet. Do kazdé koncentrace

bylo takovymto zptisobem nasazeno 30 — 40 jedinct. Takto piipravena testovaci deska byla
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prekryta parafilmem a ulozena k inkubaci pii 20 °C bez osvétleni. Organismy nebyly po celou
dobu testi nijak krmeny.

Vyhodnoceni testu: po 24, 48 a 72 hodinach byli spocitani zivi jedinci v kazdém
nasazeni. Vyhodnoceni vysledkti bylo provedeno stejné jako u organismu D. magna. Byla

vypoctena procentudlni mira imobilizace a hodnoty efektivniho G¢inku 24(48;72)hEC50 (46).

3.3.3 Test inhibice ristu kofene hoic¢ice bilé S. alba
Bé&hem tohoto testu fytotoxicity byla semena hotcice bilé vystavena po dobu 72 hodin
ucinkiim testovanych vyluhl. Po uplynuti této doby byl zjistén pocet vyklicenych semen
a délky kotent jednotlivych rostlin byly porovnany s kontrolou. Principem testu je kultivace
semen na podlozkach, které jsou nasyceny roztokem testované latky ve srovnani se semeny
rostoucimi na podlozkach nasycenych fedici vodou. Test probihal v souladu s Metodickym
pokynem odboru odpadt ke stanoveni ekotoxicity odpadu (48).

Obrdzek 9 — Vlevo semena S. alba (49) vpravo méreni délky korene (zdroj viastni foto)

Postup prace:

Priprava a zpracovani vzorkii: pro ptipravu koncentracni fady jednotlivych vzorki
v rozsahu 0 — 1000 ml.I"* byla pro fedéni pouZita SSV — standardni sladka voda, stejné jako
pro test na organismu D. magna.

Nasazeni testu: testovani probihalo v Petriho miskdch. Dno misky bylo vyloZeno
filtracnim papirem, na ktery bylo napipetovano 2 ml testovaného vzorku. Na takto zvlhceny
filtra¢nich papir bylo v pravidelnych fadach nasazeno vzdy 20 seminek. Byla vybrana zdrava,
okrové zlutd semena bez znakli poSkozeni o stejné velikosti v rozmezi 1,5 az 2 mm.
Pro dodrzeni validace testu musela semena vykazovat kli¢ivost v kontrole minimaln€ 90 %.
Uzaviené Petriho misky byly uloZeny k inkubaci pfi teploté 20 °C po dobu 72 hodin. VSechny

testované koncentrace vcetné kontroly byly nasazeny ve tiech opakovanich.
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Vyhodnoceni testu: po 72 hodinach inkubace byly zméfeny a zaznamendny jednotlivé
délky kofinku. V piipad€, Ze semeno nevytvoiilo kofinek, zapocitala se tato hodnota jako
nulova. Vysledky testu byly zpracovany obdobnym zptisobem jako u organismu L. sativa.
(kap. 3.2.4).

3.3.4 Testinhibice rastu kofenu cibule A. cepa
Tento test je zalozen na posouzeni ucinkl testovanych vyluhti na rist kofene cibule
A. cepa Vv porovnani s kontrolnim nasazenim. Druhym sledovanym endpointem je v tomto
testu hmotnost biomasy. Principem je nasazeni urcitého poctu cibulek pfimo do testované¢ho

roztoku za podminek denniho svételného rezimu, teploty 20 + 2 °C po dobu sedmi dni (50).

Postup prace:

Priprava a zpracovani vzorkii: pro piipravu koncentratni fady jednotlivych vzorki
vrozsahu 0 — 1000 mLI* byla pro fedéni pouZita studenia vodovodni voda, kterda se
pied pouzitim nechala alespoit 2 minuty odtékat. Vodovodni voda byla pouzita také jako
kontrola.

Nasazeni testu: malé a nizké zkumavky byly naplnény testovanymi roztoky a na jejich
hrdla byly nasazeny sazecky cibule, které byly den pfed zahijenim testu zbaveny svrchni
slupky a rehydratovany ve vodovodni vodé€. Pro kazdou testovanou koncentraci i kontrolu
bylo nasazeno 6 cibulek. Zkumavky s nasazenymi cibulkami byly uloZeny za svételnych
podminek bézného dne po dobu 7 dni pii teplote¢ 20 + 2 °C. V pribé¢hu testu byla
do zkumavek dopliiovana ubyla voda.

Vyhodnoceni testu: po sedmi dnech byla zméfena a zaznamenana délka kotinku
hmotnost biomasy v kazdém nasazeni. Vysledky testu byly zpracovany obdobnym zplisobem
jako u organismu L. sativa. (kap. 3.2.4).

Obrazek 10 — V1evo nasazeni testu, vpravo méreni délky korene A. cepa (zdroj viastni foto)
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Testy v kontaktnim usporadani

Tato kapitola zahrnuje piehled vysledka kontaktnich testi ekotoxicity pro zhodnoceni
pfipadnych negativnich vlivi na organismy terestrického ekosystému po piidavku biouhlu
z cistirenskych kalti nebo nepyrolyzovaného kalu do ptidy. Bylo testovano vSech 5 vzork,
pii¢emz vzorek byl do standardni pudy pfidan v takovém mnozstvi, aby jeho podil byl 0,5; 1;
2,5; 5 a 10 % coz odpovida koncentracim 5; 10; 25; 50 a 100 g.kg'l. V dalsi ¢asti prace jsou

tyto smési oznacovany pojmem smési nebo smésné vzorky.

4.1.1 Stanoveni vlastnosti testovanych matric

V ramci testl se zizalami byly stanoveny hodnoty pH a maximalni vodni kapacity
u samotné standardni pidy a u vSech testovanych smési pidy a vzork.. Graf 1 zobrazuje
zavislost pH plidy na obsahu pfidaného biouhlu a ziroven porovnava vsechny testované
smési. U vSech smési je patrnd tendence ristu hodnot pH vzhledem k hodnoté pH samotné
standardni pudy, ktera byla 4,7. Hodnoty pH samotnych vzorki A — E jsou uvedeny
v Tabulce 4. I kdyZ vzorky biouhlu samy o sobé& nejsou silné alkalické, mély by v ptipadé
aplikace na kyselé pudy pfi urcitych davkach potencidl zmirnit jeji nizké hodnoty pH . Nase
vysledky jsou v souladu s vysledky studii (18) a (22), kdy bylo rovnéZ pozorovano zvySovani
hodnot pH pudy po aplikaci biouhlu.

4 - - '

0 2 4 6 8 10
w biouhlu (%)

Graf 1 — Zavislost pH pudy na pridavku biouhlu
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Tabulka 4 — pH vzorka A — E

‘ 7,406 5,939 7,685 7,135

7,278

V Grafu 2 jsou zobrazeny zavislosti hodnot maximalni vodni kapacity pidy na ptidavku

jednotlivych vzorkl. Kromé biouhlu A, maji vSechny ostatni smési biouhlu a piidy hodnotu

WHCax vyssi oproti ptivodni hodnoté, coz znamena, Ze maji tendenci zadrzovat vice vody

nez standardni pida samotnd. Tato vlastnost obecné charakterizuje biouhel vyrobeny

z ruznych druhii odpadni biomasy, diky velikosti jeho povrchu a porovitosti. Podle studie (51)

zélezi na specifickych vlastnostech pidy, biouhlu a pouzité davce aneni zcela mozné

z dlouhodobého hlediska predpovédét vliv interakce pidy a biouhlu na zadrzovani vody.
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Graf 2 — Zavislost WHC, s na piidavku biouhlu

4.1.1 Test unikového chovani se ziZalami E. fetida

10
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——C
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=¥=E

V tomto testu byl na zdklad¢ preferenci organismil vyhodnocen piimy vliv testovanych

smési na zastupce plidnich bezobratlych. Testovano bylo vSech 5 vzorki za ptidavku 0,5; 5

al0 % vzorku do standardni pidy, coZ odpovidd koncentracim 5; 50 a 100 g.kg™.

Z pramérnych hodnot poctu jedinci v kontrolni pidé K a primérnych hodnot poétu jedincti
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Vv testované pudé T byla vypoctena mira unikovosti NR, vyjadiena v procentech. VSechny tyto
hodnoty jsou pro jednotlivé vzorky shrnuty v Tabulce 5.

Nejvyssi mira Unikovosti 100 % byla zaznamenana u vzorku B, C a E v koncentraci
100 g.kg* a u vzorku C také v koncentraci 50 g.kg™. Metodika testu oznaduje matrice,
ve kterych je unikovost vyssi nez 80 %, za toxické nebo se snizenou kvalitou. Na zakladé
vysledkli miizeme takto oznacit nékolik testovanych matric. Kromé& vzorku A, u kterého
unikovost dosdhla hodnoty 73,3 %, coz je lehce pod hranici, to jsou vSechny ostatni
v koncentraci 100 g.kg™?, ktera odpovida davee 120 t.ha. Dva vzorky vykazovaly nadlimitni
tnikovost i pii koncentraci 50 g.kg™ (60 t.ha™) a to biouhel C a sugeny kal E, u kterého byl
tento stav vzhledem k b&Zn& pouzivanym davkam 5 — 10 tha™ piedpokladan. Preference
testované pidy organismy byla zaznamenana u vzorku C, D a E v koncentraci 5 g.kg™
(6 t.ha™).

Z vysledk testu 1ze odhadnout hranice toxicity, které jsou pro biouhel B a D v rozmezi
50 — 100 g.kg* a pro biouhel C a suseny kal E 5 — 50 g.kg™. Miru unikovosti viech

testovanych smési piehledné zobrazuje Graf 3.

Tabulka 5 — Vysledky testd tinikového chovani organismu E. fetida

¢ (9.kg™ 5 50 100

K 6,3 5,7 8,7

A T 3,7 4,3 1,3
NR (%) 26,7 13,3 73,3

K 53 6,3 10

B T 4.7 3,7 0
NR (%) 6,7 26,7 100

K 4 10 10

C T 6 0 0
NR (%) 20 100 100

K 4,7 8 9,7

D T 53 2 0,3
NR (%) 6,7 60 03,3

K 3,7 9,7 10

E T 6,3 0,3 0
NR (%) 26,7 93,3 100
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Graf 3 — Porovnani miry unikového chovani organismu E. fetida

4.1.1 Test reprodukce se Zizalami E. fetida
Vedle rychlého tunikového testu byl tento pudni organismus pouzit také do testu
semichronického. Béhem 56 denni expozice organismu vii€i testovanym matricim byly kromé
mortality sledovany ucinky na biomasu a reprodukci zizal. Jiz nékolik dni po nasazeni
testu byla pozorovdna vyznamnéd mira mortality organismi, kterd ovlivnila vysledky celého

testu. V Grafu 4 je shrnuta mira mortality organismi po 28 a 56 dnech.
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Graf 4 — Mortalita organismii E. fetida po 28 a 56 dnech
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Umrtnost 100 % ve viech paralelnich stanovenich byla sledovana v koncentracich 25;
50 a 100 g.kg'1 u vSech testovanych vzorkti krom¢ biouhlu A. Tento vzorek vykazoval
nejvy$si miru amrtnosti jen pi koncentraci 100 g.kg™ a jeho ekotoxikologicky Gginek se
ve srovnani s ostatnimi vzorky da oznacit jako nejnizsi.

Dal$im sledovanym parametrem byl vliv matrice na mnozstvi biomasy. V kontrolnim
stanoveni by nemélo dochazet k vyznamnym ubytkiim hmotnosti organismil, naopak
hmotnost organismt by se méla pfirozen¢ zvySovat. Navzdory pravidelnému piisunu potravy
V doporuceném tydennim mnozstvi 2,5 g mletého konského hnoje na krabicku s péti zizalami,
pramérny ubytek hmotnosti na zizalu ¢inil po 28 dnech 77 mg a po 56 dnech dokonce
166 mg. Z tohoto divodu nebyla vypoctena inhibice hmotnosti ve vztahu ke kontrole, ale

K pocate¢ni hmotnosti.

50,0 -

m| 28 (%)

m |56 (%)

-10,0 -
5‘10‘25‘50 5‘10 5‘10 5‘10 5‘10 0

A B C D E K

Graf 5 — Mira inhibice hmotnosti organismu E. fetida po 28 a 56 dnech

Graf 5 zobrazuje miru inhibice hmotnosti pfezivsich organismt. Nejvyssi mira inhibice
hmotnosti organismil byla sledovana u vzorku A pii koncentraci 25 gkg™ a 50 g.kg™, a to
36,8 a 41,3 %. Zaporné hodnoty 128 naznacuji, Ze v nékterych matricich organismy béhem
prvnich 28 dni oproti druhému obdobi testu prospivaly. Souhrn vSech vysledkd pro piezivsi
organismy je obsazen v Tabulce 6.

Poslednim sledovanym parametrem je vliv testované matrice na reprodukci, ktery byl
stanoven oproti kontrole. Testované matrice, které projevily stimulaci reprodukce viaci
kontrole, byly vzorky biouhlu A, B, C v koncentraci 5 g.kg™. Dalsimi matricemi, ve kterych
byla pozorovana alespon néjaka reprodukce i kdyz nizsi nez v kontrole byly vzorek biouhlu A
v koncentraci 10 g.kg™ a vzorek D v koncentraci 5 g.kg™. Pfehled miry inhibice reprodukce

zizal zobrazuje Graf 6.
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Graf 6 - Inhibice reprodukce E. fetida
Tabulka 6 — Souhrn vysledku testu reprodukce E. fetida pro prezivsi organismy
C I2g Ise
Vzorek L \Y J VIN JIN IV I, (%)
(9.kg?) (%) (%0)
5 0,7 51 12 23 2,4 4.6 1,9 Stimulace
A 10 -2,9 19,2 11 3,3 2,2 0,7 0,3 64,3
25 -2,8 36,8 6 0 1,2 0 0 100
50 11,2 41,3 3,7 0 0,7 0 0 100
B 5 -9.8 26,7 19 22 3,8 4.4 1,2 Stimulace
10 9,1 17,1 11 0 2,2 0 0 100
c 5 0,0 -0,2 19,7 19 3,9 3,8 1,0 Stimulace
10 0,0 16,4 6,7 0 1,3 0 0 100
5 5 -0,4 15,6 10 6,7 2 1,3 0,7 28,6
10 -3,2 20,3 14 0 2,8 0 0 100
£ 5 15 14,0 16 0 3,2 0 0 100
10 7,2 31,8 2,7 0 0,6 0 0 100
Kontrola 0 13,7 29,4 10 9,3 2 1,9 0,9

I — Inhibice hmotnosti, V — pramérny pocet kokonti, J — primérny pocet juvenilt, N — primérny pocet
prezivsich Zizal, I, — Inhibice reprodukce
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Tabulka s veSkerymi vysledky testu je obsaZzena v Pfiloze 1. Tento test nelze oznacit
jako validni, mortalita dospélych zizal v kontrole byla sice niz$i nez 10 %, ale nebyla splnéna
podminka pro pocet vyprodukovanych nedospélych jedinct v kontrole. Limitem je minimalni
pocet tii juvenilli na jednoho dospélce, ale v tomto testu bylo dosazeno pouze dvou juvenili
na dospélého jedince. Standardni pida Lufa 2.2 mé& obvykle dobrou odezvu na tyto
organismy, pfi¢inou problému by mohly byt nevhodné laboratorni podminky nebo Casto se
ménici vlhkost pudy. I kdyz budeme vysledky tohoto testu povazovat za orientacni, mira
mortality a inhibice hmotnosti 1 reprodukce organismu je vice nez piekvapiva. Na zakladé
vysledkit miizeme oznacit u vSech vzorkt biouhlu koncentraci 5 g.kg'1 za netoxickou. Tato
koncentrace odpovida davee 6 t.ha™, coz je davka v piedpokladaném rozmezi pouZiti. Naopak
nepyrolyzovany suseny kal se projevil i v této nejnizsi (bézné pouzivané) ddvce negativné.
Testovaci organismy sice inkubaci prezily, ale projevilo se to na nich vyraznym snizenim

hmotnosti a uplnou absenci juvenilnich jedinct po 56 denni inkubaci.

4.1.2 Test stanoveni inhibice rustu kofene salatu setého L. sativa
Inhibice rustu kofene této terestrické rostliny byla stanovena na zékladé rozdilt
pramérnych délek kofenii L Vv testovanych matricich a kontrole. V3echny testované matrice
vykazuji na rust kofene salatu inhibi¢ni efekt. Nejvyssi miru inhibice 100 % vykazuje vzorek
D a E v koncentraci 100 g.kg™, nejnizsi opét vzorek D v koncentraci 5 g.kg™ a to 7,8 %.
Na zaklad¢ vysledkd, které jsou shrnuty v Tabulce 7, byla pro kazdy vzorek pomoci
programu Microsoft Excel a linearni regrese vypoctena hodnota 120hIC50.

Tabulka 7 — Vysledky testu inhibice rustu kofene organismus L. sativa

(9.kg™) 0 5 10 25 50 100 G0
c (9-kg )
(9kg™)
L (mm) 16 12,5 10,9 8,4 8,1 5,8
A 39,0
1 (%) - 21,9 32,3 47 4 49,4 63,6
L (mm) 16 10,0 9,2 8,3 8,1 1,2
B 17,5
1 (%) - 37,4 428 47,9 49,3 92,6
L (mm) 16 12,4 10,8 11,6 9,0 5,4
C 56,7
I (%) - 224 32,8 27,5 43,9 66,1
L (mm) 16 14,8 13,2 13,8 10,8 0,0
D 422
I (%) - 7.8 17,4 13,9 32,6 100
L (mm) 16 11,9 12,1 3,7 0,3 0,0
E 13,8
1 (%) - 25,8 24,2 76,8 98,2 100
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Jako vzorek snejvétsim ekotoxickym ucinkem se jevi suSeny Cistirensky kal E
s hodnotou IC50 13,8 g.kg™, ktera odpovida davce zhruba 16,6 t.ha™. Hodnota IC50 vzorku D
byla vypodtena na 42,2 g.kg™. Srovname-li vysledky &istirenského kalu E a vzorku biouhlu D,
jakozto produktu pyrolyzy tohoto suSeného kalu, je patrné, ze hodnota IC50 témér trikrat
vzrostla. Timto se utvrzuje predpoklad snizeni ekotoxickych ucinkid Ccistirenskych kala
po jejich termickém zpracovani.
56,7 g.kg™ a naopak nejvétsi ekotoxicky ucinek vzorek B, kde hodnota IC50 byla 17,5 g.kg™.
Tato hodnota je srovnatelnd spisSe s vysledky ziskanymi pro Cistirensky kal nez pro ostatni
biouhly a je zptisobena vysokou mirou inhibice ristu kofene jiz v nizkych koncentracich.

Biouhel i kaly z COV jsou z legislativniho hlediska posuzovany jako odpad a vztahuje
se na n¢ vyhlaska ¢. 94/2016 Sb., o hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadt, ktera
posuzuje ekotoxicitu jako nebezpeénou vlastnost HP14. Jednim z testovacich organismu je
i L. sativa. Odpad je povazovan za ekotoxicky v pripads, Ze 10% koncentrace (100 g.kg™)
testované matrice vykazuje ve srovnani s kontrolou vysS§i inhibici nebo stimulaci, nez je
limitni hodnota — 30 % (43). V této koncentraci byla u vSech testovanych vzorkl pozorovana
2 az 3x vySsi inhibice neZ limitni, coz je fadi mezi odpady s nebezpecnou vlastnosti
HP 14 Ekotoxicky.

Veskeré vysledky testli byly dale vyuzity pro statistické zpracovani prostfednictvim
Dunnettova testu, pomoci kterého byla urcena statistickd vyznamnost odliSnosti zjisténych
délek kotinkl ve vSech matricich oproti kontrole. Na zakladé této statistické analyzy byla
u vétsiny matric prokazana vyznamna odlisnost od kontroly na hladiné vyznamnosti a = 0,05
a tim byl rovnéz prokazan ekotoxicky ucinek. Tabulka 8 zobrazuje vysledky Dunnettova testu
pro matrice, u kterych se mira inhibice vii¢i kontrole pohybovala pod 40 %.

Vzorek A a C v koncentraci 5 g.kg™, vzorek D v koncentracich 5; 10 a 25 g.kg™a také
suseny kal E v koncentraci 10 g.kg™' sice pusobily narist kofene salatu inhibiéng, ale
odliSnost od kontroly neni statisticky vyznamna na hladin€ vyznamnosti o = 0,05, coZ
znamend, Ze tyto matrice lze oznacit za ekotoxikologicky negativni. Ve vSech téchto
pfipadech mira inhibice neptekrocila hranici 25 %. Piehled miry inhibice ristu kotfene salatu

vuci kontrole pro vSechny testované matrice jsou zobrazeny v Grafu 7.
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Tabulka 8 — Vysledky Dunnettova testu pro organismus L. sativa

_ L,—L Vyznamna odliSnost
L (mm) SE SD (mm) 1 (%)
(mm) na hladiné a = 0,05
A 5 12,5 3,5 1,79 4,31 21,9 NE
10 10,9 51 1,6 3,86 32,3 ANO
B 5 10 6 1,81 4,37 37,4 ANO
C 5 12,4 3,6 1,96 4,73 22,4 NE
5 14,8 12 1,93 4,64 7,8 NE
5 10 13,2 2,8 1,91 4,59 17,4 NE
25 13,8 2,2 1,79 4,3 13,9 NE
50 10,8 5,2 1,74 4,19 32,6 ANO
5 11,9 4,1 1,62 3,89 25,8 ANO
E
10 12,1 3,9 1,81 4,36 24,2 NE
100
90
80
70
60
S 50

Graf 7 — Porovnani inhibic¢niho efektu na rust korene L. sativa
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4.2 Testy v akvatickém usporadani

Predmétem naésledujicich kapitol jsou vysledky a diskuze ktestim v akvatickém
uspofadani na vodnich organismech D. magna a A. salina a terestrickych organismech S. alba
a A. cepa. Testy slouzi k hodnoceni ekotoxicity vodnych vyluhi zkoumanych materiala
a posouzeni miry vyluhovatelnosti latek obsazenych v materidlu a jejich ptipadnych vlivi
na testovaci organismy. U vSech pouzitych organismu byly provedeny pouze predbézné testy
se stejnou koncentracni fadou 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 %, kterd odpovida koncentraci 62,5;
125; 250; 500 a 1 000 ml.I™.

4.2.1 Vodné vyluhy
Pro potiebu testl v akvatickém uspotadani byly ptipraveny vodné vyluhy vSech vzorkt
biouhlu a vzorku nepyrolyzovaného Cistirenského kalu podle metodiky viz kapitola 3.3.1.
Jeden ze vzorku biuhlu, biouhel D, byl pouzit pro ptipravu téi vyluhii. Poprvé byl pouzit
biouhel v ptivodni zrnitosti (vyluh D), druhy vyluh byl pfipraven z mletého vzorku biouhlu D
(vyluh D) a jako posledni byl ptipraven tzv. kysely vyluh pouZzitim roztoku zifedéné kyseliny
sirové o pH =5,011 (vyluh D). Po filtraci byla u vSech pfipravenych vyluhii zmétena

hodnota pH a konduktivita. Pfehled téchto hodnot zobrazuje Tabulka 9.

Tabulka 9 — Zakladni fyzikaln¢ chemické charakteristiky vyluhii testovanych vzorku

A B C D Dw Dk E
pH 7,383 6,725 9,010 7,626 7,385 7,648 7,792
K (uS.cm™) 392 806 1130 1672 2003 1949 3 440

Vsechny vyluhy biouhlu byly znacné zabarvené¢ do hnéda az Zluta a zapachaly
po popelu. Nejnizsi konduktivitu vykazoval vyluh A, coz znamena niz$i prestup iontl a latek
ze vzorku do vyluhu neZz vykazovaly ostatni biouhly. Pfi porovnani tfi vyluht biouhlu D je
patrné, Ze pfi jeho rozemleti ¢i vyluhovani v kyselém prostiedi se zvysi konduktivita pfiblizné
0 15 %. V porovnani vyluhti D, Dy a Dk s vyluhem kalu E bylo pozorovdno mirné sniZeni
konduktivity, pravdépodobné disledkem pyrolyzy. Nejvyssi pH mél vyluh C, ale jak jiz bylo

zminéno dfive, na hodnotu pH ma vliv hned nékolik faktori.

4.2.2 Test akutni toxicity na perloockach D. magna

Prostfednictvim akutniho testu toxicity byl sledovan vliv pfipravenych vyluhil
na imobilizaci organismu D. magna po 24 a 48 hodinach. V dob¢ testovani byl
pro organismus D. magna vV laboratofi proveden také test s referencni latkou K,Cr,O5.
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Hodnota 24hEC50 byla stanovena na 1,28 mg.I* a hodnota 48hEC50 na 0,773 mg.I™.
Vysledky tohoto testu spliiovaly podminky pro validitu a dostatecnou citlivost testovacich
organismtl.

Z vysledkl testu byla vypoctena procentudlni imobilizace/mortalita v kazdé koncentraci
U vSech testovanych vyluhi, kterd byla nésledné vyhodnocena prostfednictvim probitové
analyzy. K hodnotdm procentudlni imobilizace byly pfitazeny pfislusné probitové hodnoty.
Vysledna hodnota 24hEC50 a 48hEC50 pro jednotlivé vyluhy byla vypoctena na zakladé
rovnice linearni regrese, ktera vznikla vynesenim pfislusnych probitovych hodnot v zavislosti
na koncentraci v logaritmickém méfitku pomoci programu Microsoft Excel. Vysledky testu
jsou shrnuty v Tabulce 10.

Z ptipravenych vyluht se jako nejméné toxicky projevil vzorek biouhlu A. Hodnota EC50
po 48 hodinové expozici byla vypoétena na 896 mll" a hodnotu 24hEC50 nebylo mozné
urcit, protoZe nebylo dosazeno 50 % imobilizace testovacich organismi. VSechny ostatni
vyluhy vykazovaly velmi podobnou miru toxicity. Hodnoty 48hEC50 porovnava Graf 8.
Na rozdil od vysledkii ostatnich testii se vyluh z nepyrolyzovaného kalu E jevil jako méné
toxicky nez jeho pyrolyzovana forma — biouhel D, i kdyz rozdily byly nepatrné. Tento
ptekvapivy jev byl na organismu D. magna pozorovan také polskymi védci ve studii (35).
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Graf 8 — Porovnani hodnot 48hEC50 pro organismus D. magna
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Tabulka 10 — Vysledky testu s organismem D. magna

Vitalni 24 5 5 5 5 5 3,3
organismy | 48 5 5 5 5 4,7 2,3
Imobilizace | 24 - 0 0 0 0 33,3

(%) 48 - 0 0 0 6,7 53,3

Vitalni 24 5 5 4,3 0 0 0
organismy | 48 5 5 4,3 0 0 0
Imobilizace | 24 - 0 13,3 100 100 100

(%) 48 - 0 13,3 100 100 100

Vitalni 24 5 5 4,3 2 0 0
organismy | 48 5 5 4,3 1,7 0 0
Imobilizace | 24 - 0 13,3 60 100 100

(%) 48 - 0 13,3 66,7 100 100

Vitalni 24 5 4,75 4,5 1 0 0
organismy | 48 | 4,75 45 4,25 0,75 0 0
Imobilizace | 24 - 5 10 80 100 100

(%) 48 - 5,3 10,5 84,2 100 100

Vitalni 24 5 5 4,25 0,25 0 0
organismy | 48 | 4,75 45 3,5 0,25 0 0
Imobilizace | 24 - 0 15 95 100 100

(%) 48 - 53 26,3 94,7 100 100

Vitalni 24 5 4,75 4,25 0 0 0
organismy | 48 | 4,75 4,5 4,25 0 0 0
Imobilizace | 24 - 5 15 100 100 100

(%) 48 - 53 10,5 | 100 100 | 100

Vitalni 24 5 4,3 4,7 3,6 0 0
organismy | 48 5 4.3 4,7 2,3 0 0
Imobilizace | 24 - 13,3 6,7 26,7 100 100

(%) 48 - 13,3 6,7 53,3 100 100

R S
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Tento test patfi do skupiny testli pro hodnoceni ekotoxicity odpada dle Vyhlasky
¢. 94/2016 Sb. Vyhlaska ustanovuje limitni hodnotu 48hEC50 pro hodnoceni odpadu jako
nebezpedny s nebezpecnou vlastnosti HP14 Ekotoxicky na < 10 mLI™%. Jak je z vysledkd
patrné, zadny vyluh nevykazoval dle vySe uvedenych kritérii ekotoxicitu. Dal§im moznym
kritériem vyhldsky je, ze procento imobilizace dafnii nesmi ptesdhnout 20 % u vyluhu
zfedéného na koncentraci 100 mlLI™ po 48 hodinich expozice. Toto Fedéni sice nebylo
testovano, vezmeme-li v avahu nejbliz§i vys§ koncentraci, tedy 125 mlLl™%, byla tato
podminka splnéna u vSech vyluhti kromé vyluhu Dy, viz Graf 9.
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Graf 9 — Porovndni imobilizace organismii v koncentraci 125 ml.I™
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4.2.1 Test akutni toxicity na Zabronozkach A. salina

Druhym vodnim organismem, u kterého byl sledovan vliv pfipravenych vyluhi
na imobilizaci/mortalitu byly zabronozky A salina. Odec¢itani vysledka probihalo vzdy po 24,
48 a 72 hodinach. Vysledky byly zpracovany obdobnym zplsobem jako u akutniho
imobiliza¢niho testu na perloockach, tedy probitovou analyzou a naslednym vypoctem
z regresni rovnice v programu Microsoft Excel. Mira imobilizace vuci kontrole a vysledné
hodnoty EC 50 jsou shrnuty v Tabulce 7.

Obdobn¢ jako u testu s D. magna se z ptipravenych vyluhti jako nejméné toxicky
projevil vzorek biouhlu A. Hodnota EC50 po expozici 24 i 48 hodin byla vypoctena
na 767 mlI" apro 72 hodinach klesla na 536 ml1™. Tento trend byl pozorovan u viech
testovanych vyluhti, hodnotu 72hEC50 je proto tfeba brat srezervou. Neni jisté, zdali
organismy umiraly na nasledky expozice toxickych latek nebo z nedostatku potravy, protoze
literatura udavd moznost praveé na téchto organismech testovat letalitu 1 po tfech dnech nebot’

energetické rezervy organismu by mély za podminek testu vydrzet az pét dnu (32).
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Tabulka 11 - Vysledky testu na organismu A. salina

EC50 (mI.I‘l)
¢ (ml/) 62,5 125 250 500 1000
24 48 72
24 0 0 0 0 100
Imobilizace
A 48 0 0 0 0 100 767 | 776 | 536
(%)
72 0 0 2,6 2,6 100
24 0 0 0 6,7 100
Imobilizace
B 48 0 0 0 53,3 100 606 | 555 | 283
(%)
72 0 0 40 100 100
24 0 0 0 0 100
Imobilizace
C ) 48 0 6,7 6,7 33,3 100 767 | 444 | 280
0
72 3,3 16,7 10 53,3 100
24 2,5 0 0 37,5 100
Imobilizace
D o) 48 0 2,6 0 97,4 100 568 | 498 | 384
0
72 -76,2 -76,2 -71,4 100 100
24 0 0 7,5 80 100
Imobilizace
Dwm o) 48 0 25 17,5 85 100 417 | 329 | 278
0
72 0 25 20 100 100
24 0 0 2,5 55 100
Imobilizace
Dk 48 0 0 5 62,5 100 452 | 438 | 343
(%)
72 0 25 5 87,5 100
24 2,5 0 40 86,7 100
Imobilizace
E ) 48 0 2,6 38,5 96,6 100 323 | 295 | 267
0
72 0 2,6 40,4 100 100

Nejvetsi toxicky efekt byl pozorovan u vyluhu nepyrolyzovaného kalu E, kde hodnota
24hEC50 (48hEC50) byla 323 (267) ml.I™. Srovname-li toxicitu vyluhti biouhlu D
piipraveného z tohoto kalu, mizeme fici, ze diky pyrolyze byla toxicita ¢asteéné snizena.

Porovnani hodnot EC50 v zavislosti na dobé expozice je zobrazeno v Grafu 10.
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Graf 10 - Porovnani hodnot EC50 pri expozici 24, 48 a 72 hodin

Citlivost obou vodnich organismi D. magna a A. salina byla porovnana u vsech
vyluhli na zdkladé hodnot 48hEC50. Z grafu 11 je patrné, Ze organismus D. magna je vici
testovanym vyluhim citlivéjsi, ¢imz byl potvrzen piedpoklad. A. salina jakoZto slaniStni
organismus je Casto pouzivana pro testy toxicity v prostiedi s vysokou mineralizaci prave

misto organismu D. magna, jejiz citlivost je v takovémto prostiedi zna¢né snizena (52).
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Graf 11 - Porovndni hodnot 48hECS50 pro organismus D. magna a A. salina
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4.2.1 Test inhibice riistu kofene hofcice bilé S. alba
Prostiednictvim tohoto testu byla hodnocena ekotoxicita vyluht pfiipravenych
Z jednotlivych vzorkl biouhlu a susen¢ho kalu E na zdkladé vypoctu miry inhibice rlstu
kotene v jednotlivych nasazenich oproti kontrole po 72 hodinach expozice. Z téchto hodnot
byly dale pomoci linearni regrese v programu Microsoft Excel vypocteny hodnoty 72h1C50
pro jednotlivé vyluhy testovanych vzorkt. Piehled vysledku testu je uveden v Tabulce 12.
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Tabulka 12 - Vysledky testu na organismu S. alba

¢ (mLI™h) 0 62,5 125 250 500 1000 || 1C50 (mL.I™)
L (mm) | 248 25,0 242 26,1 26,7 26,3
A -
| (%) - -0,6 2,4 -5,0 7,7 -6,0
L (mm) | 26,7 29,6 32,9 30,3 29,8 21,1
B )
| (%) - -10,9 -23,3 -13,3 -11,7 21,0
L (mm) | 26,7 26,3 28,5 17,4 14,2 9,2
C 570
I (%) - 1,7 -6,6 35,0 46,8 65,5
L (mm) | 261 25,3 25,1 19,8 12,2 5,0
D 444
| (%) - 3,1 3,9 24,2 53,3 80,8
L (mm) | 2611 27,0 26,3 21,5 15,5 8,6
Dwm 630
| (%) - -3,6 -0,9 17,5 40,5 67,1
L (mm) | 261 25,3 24,3 18,0 11,7 5,7
B 424
I (%) - 3,2 7,0 31,1 55,0 78,2
L (mm) | 248 21,6 20,0 17,9 12,5 2,1
E 358
| (%) - 13,0 19,4 27,9 49,5 91,7

Pro rostlinu S. alba se jako nejméné toxické jevily vyluhy vzorkl biouhlu A a B,
Unichz nebylo mozné vypoc€ist hodnotu IC50, jelikoz ani v nefedéném vyluhu nebylo
dosazeno 50 % inhibice vuci kontrole. Projevila se naopak stimulace riistu kofene oproti
kontrole, a to téméf u vSech testovanych koncentraci téchto dvou vzorkd biouhlu.
Jako nejvice toxicky se opét projevil vyluh vzorku suSeného kalu E, jehoz IC50 byla
stanovena na 358 ml.I"™.

Tento test patfi také do skupiny testli pro hodnoceni ekotoxicity odpadli dle Vyhlasky
¢. 94/2016 Sb. Vyhlaska ustanovuje limitni hodnotu 72hIC50 < 10 ml/l. U vSech testovanych
vyluht vzorki biouhlu 1 nepyrolyzovaného kalu E byla vypoctena hodnota 72hIC50
mnohonésobné vyssi. Dle pozadavki této vyhlasky nelze vzorky na podkladé testi na tomto
organismu povazovat za ekotoxické. Porovnani miry inhibice rastu testovanych koncentraci

oproti kontrole viz Graf 12.
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Graf 12 - Inhibice ristu korene S. alba
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Za ucelem posouzeni statisticky vyznamné odliSnosti zjisténych délek kotfinkt vuci

kontrolam byl proveden Dunnettiiv test u vSech nefedénych vyluhti. Na zakladé¢ této statistické

analyzy byla unékterych netedénych vzorkd prokdzana vyznamna odlisnost od kontroly
na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05 a tim byl prokdzan ekotoxicky ucinek. Pouze u vyluhil
vzorku biouhlu A a B ekotoxicky ucinek nefedéného vyluhu dokazan nebyl. Tabulka 13

zobrazuje vysledky Dunnettova testu pro nefedéné vyluhy.

Tabulka 13 - Dunnettv test pro vysledky nefedénych vyluht u organismu S. alba

L (mm) Ly — L S SD (mm) | (%) Vyznamna odli$nost
(mm) na hladiné a = 0,05
A 26,3 -1,4 5,64 14,15 -6,0 NE
B 20,9 5,8 4,34 10,90 21,0 NE
C 9,2 17,5 2,08 5,21 65,5 ANO
D 5,0 21,1 1,14 2,86 80,8 ANO
Dm 8,6 17,5 1,92 4,82 67,1 ANO
Dk 5,7 20,4 1,44 3,60 78,2 ANO
E 2,07 22,8 0,78 1,96 91,7 ANO
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4.2.1 Test inhibice ristu korene cibule A. cepa

Poslednim testem v akvatickém uspofddani byl test inhibice rustu kofene cibule
kuchynské A. cepa. Mira inhibice byla stanovena na zékladé méfeni délky kofinkl a také
podle hmotnosti biomasy kofinkd oproti kontrole. Z téchto hodnot byly nasledné pomoci
linearni regrese v programu Microsoft Excel vypocteny vysledné hodnoty 120hIC50
pro jednotlivé vyluhy testovanych vzorka. Piehled veskerych dil¢ich vysledka testu je uveden
v Piiloze 2.

Kromé& vyluhu biouhlu A, ktery v koncentraci 62,5 ml.I"* vykazoval 5,2% stimulaci
rustu kofene, ostatni vyluhy ve vSech testovanych koncentracich vykazovaly vii¢i kontrolam
inhibici. Vyluh biouhlu A se projevil jako nejméné toxicky, jeho hodnota 120hIC50 byla
vypo&tena na 549 ml.I". Nejvyssi toxicita se opét ukdzala u vyluhu vzorku nepyrolyzovaného
kalu E, kde jiz v koncentraci 62,5 mlI" byla pozorovana 80,6% inhibice ristu kofene.
Hodnota 120hIC50 byla u tohoto vyluhu vypoétena na 16,4 mL.I™",

Test byl vyhodnocen také na zdkladé hmotnosti biomasy, byla vypoctena inhibice nartistu
biomasy a ndsledné spocitany hodnoty 120hIC50. Pii porovnani hodnot 120hIC50 vypoctenych
na zakladé hodnoceni dvou rtznych endpointl lze mezi nimi pozorovat mirny rozdil, avSak
v celkovém porovnani ekotoxicity jednotlivych testovanych matric spolu hodnoty viceméné

souhlasi. V Grafu 13 je toto porovnani zobrazeno.
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Graf 13 - Porovnani hodnot 120hIC50 na zdkladé inhibice délky korene a hmotnosti biomasy

Porovnani obou zastupci terestrickych rostlin pouzitych v testech v akvatickém
usporadani, S. alba a A. cepa, je znazornéno Grafem 14. Organismus A. cepa se projevil jako
znacné citlivéjsi vici testovanym vyluhim. Piikladem je vyluh biouhlu B: zatimco

uorganismu S. alba nebyl prokazan ekotoxicky ucinek ani u nefedéné¢ho vyluhu,
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pro organismus A. cepa byla stanovena hodnota 120hIC50 89,5 ml.I" coZ predstavuje vice
nez 10nasobné fedéni testovaného vyluhu. Toto porovnani ovSem dokazuje variabilitu
citlivosti organismi a také potvrzuje nezbytnost vyuziti vice zastupci z jednotlivych

trofickych trovni a skupin organismu pfi objektivnim hodnoceni ekotoxicity materialu.
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Graf 14 - Porovndni hodnot 120n1C50 u rostlin A. cepa a S. alba

120h1C50 (ml.I?)

4.3 Souhrnna diskuze vysledkii

Pro ekotoxikologické posouzeni biocharu z Cistirenskych kalti byla zvolena baterie
testi, ktera zahrnuje pudni bezobratlé E. fetida, sladkovodniho a slanovodniho koryse
D. magna a A. salina a terestrické rostliny S. alba, A. cepa a L. sativa. Vzorky byly testovany jak
kontaktné, tak i v akvatickém uspotadani prostiednictvim vodného vyluhu.

Vysledky kontaktnich testi byly vyznamné ovlivnény piedevSim procentudlnim
zastoupenim testovaného biouhlu ve standardni pid€. Nizsi koncentrace byly zvoleny
na zékladé¢ mnozstvi predpokladaného pii vyuziti biouhlu z Cistirenskych kalt v zemédélstvi,
ty vyss§i mély posoudit jeho vlastnosti jakozto odpadu.

Pii porovnani vysledkti obou testti s organismem E. fetida bylo pozorovano, ze vliv
nékterych matric, ve kterych zizaly pti 48 hodinovém testu nevykazovaly vyrazné unikové
chovani, se nasledné v semichronickém testu projevil na jejich celkové mortalité jiz v pribéhu
prvnich 28 dni. Dlouhodoba expozice méla pro vétSinu organismil fatalni nasledky. Matrice,
ve kterych byly zizaly schopny nejen inkubaéni dobu pfezit, ale které se ukézaly mit také
vhodné podminky pro jejich rozmnozovani, byly pouze vzorky vsech biouhli pti nejnizsi

testované koncentraci, a to 5g.kg™”, coz odpovida davce 6 t.ha™, ktera je predpokladanou

v
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testované koncentraci, kterd odpovida bézn€ pouzivané davce, negativné, protoze zde nebyla
zaznamenana zadna reprodukce.

Na zékladé vysledku testu na organismu L. sativa by byly vSechny vzorky oznaéeny
jako ekotoxické z hlediska posuzovani nebezpecnych vlastnosti odpadid dle Vyhlasky
¢. 94/2016 Sb. (53), kde jsou testované vzorky zastoupeny deseti procenty ve standardni pade.
Kdybychom se zaméfili na testované matrice s niz$i koncentraci testovaného vzorku, pak by
ekotoxicita u vSech prokézdna nebyla. Co se ty¢e porovnani vysledki vzorku biouhlu D
a nepyrolyzovan¢ho kalu E, ze které¢ho byl tento biouhel vyroben, lze pozorovat snizeni
ekotoxicity nasledkem termického zpracovani kalu.

Vysledky vsSech testi v akvatickém uspotadani se liSily v zavislosti na citlivosti
organismil. Vysledky testl ziskané na jednotlivych organismech jsou pii hodnoceni miry
toxicity vétSinou v souladu. Jako nejvice citlivy z testovanych organismu se projevil A. cepa,
nejméné S. alba. Oba patii mezi zékladni testovaci organismy, proto byla nizka citlivost S.
alba ptekvapiva.

Z vysledkli vSech akvatickych testii miZeme oznacit jako nejméné toxicky vyluh
iontll a latek ze vzorku do vyluhu. Kal pro vyrobu Biouhlu A byl jako jediny z testovanych
vzorkd obohacen o 30 % pfidavkem sena a pfed pyrolyzou peletizovan. Mezi ostatnimi

vzorky biouhlu (B, C a D) nebyly pozorovany vétsi rozdily v ekotoxicité.

EC(IC)50 (ml.I")

DM

mA. cepa ® D. magna u A salina mS. alba

Graf 15 - prehled vysledkit EC(IC)50 pro jednotlivé organismy
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Jako nejvice toxicky se projevil u vSech testi kromé testu na organismu D. magna
vyluh nepyrolyzovaného kalu E. Ve srovnani s vyluhem biouhlu D dochazelo vétSinou
ke snizeni toxicity dusledkem pyrolyzy. Kysely vyluh, ktery mél simulovat podminky
kyselého desté, vykazoval toxicitu vétSinou o néco vyssi nez vyluh biouhlu D v granulované
formé i mleté (vyluh Dy). Vyluh ptipraveny z mletého biouhlu Dy byl pro vodni organismy
vice toxicky, naopak pro terestrické rostliny méné. Moznym vysvétlenim je vySsi mira
pfestupu iontl, coZ je opét potvrzeno zvySenou konduktivitou oproti vyluhu z nemletého
vzorku. Graf 15 zobrazuje ptehled vysledkit EC(IC)50 pro jednotlivé organismy.

Dodatecné byl proveden také bakterialni luminiscen¢ni test toxicity na bakteriich
Vibrio Fischeri. Test potvrdil obdobny trend jako ostatni testy v akvatickém uspofadani a tedy
nejméné toxicky se jevil vyluh biouhlu A. Nejvice toxickym v tomto piipad¢ nebyl vyluh
susené¢ho kalu E, ale pravé vSechny vyluhy biouhlu D. Jelikoz nebyla prokazana dostatecna

citlivost bakterii V. fischeri, je nutno brat tyto vysledky pouze jako orientaéni.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo posouzeni ekotoxikologickych vlastnosti biouhlu vyrobeného
z Cistirenského kalu prostfednictvim vhodnych testd ekotoxicity. Pro tyto ucely byly
k dispozici celkem ¢tyfi vzorky biouhlu a vzorek suseného Cistirenského kalu, ktery byl
pavodné surovinou pro vyrobu jednoho z nich. Vzorky biouhlu se od sebe lisily zejména
podminkami pyrolyzy, v jednom ptipad¢é v ptivodu suroviny vyuzité k vyrobé a pouze jeden
ze vzorkl byl pied pyrolyzou peletizovan za ptidavku aditiva.

Ve snaze o objektivni posouzeni vlivii biouhlu na ekosystém, byly zvoleny testy
kontaktni i akvatické. Na biouhel bylo v ramci této prace nahliZzeno jako na pudni p¥ipravek
pro zeméd€lské vyuziti a zaroven jako na odpadni material z hlediska posouzeni jeho
nebezpecnych vlastnosti.

Pro posouzeni dlouhodobého piimého uclinku byl proveden semichronicky test
na zizalach E. fetida. Bylo stanoveno procentualni zastoupeni biouhlu v pidé, pii kterém jesté
nedochazelo k mortalité nebo také pii kterém dochazelo alesponi k n¢jaké reprodukei, coz byla
pouze koncentrace 5 g.kg™, ktera odpovida davce asi 6 tha™. Co se tyde testu na rostling
L. sativa, na zakladé Vyhlasky ¢. 94/2016 Sb. byly vSechny testované vzorky oznaceny jako
toxické. Kdybychom ale nahlizeli jen na urcité testované koncentrace, ekotoxicita by byla
prokazana jen u nékterych znich. Nazakladé vysledkl kontaktnich testd lze fici, Ze
procentudlni zastoupeni biouhlu ve standardni ptidé mélo vétsi vliv na vSechny sledované
endpointy nez puvod kalu, ¢i podminky pyrolyzy. V piipadé vyuziti biouhlu z Cistirenskych
kalll pro zemé&dé€lské ucely by se potencionalni aplikované davky piili§ nelisily od téch, jez
jsou v soucasnosti povoleny pro aplikaci stabilizovaného ¢istirenského kalu.

Vysledky akvatickych testi na vodnych vyluzich vzorki biouhlu oznacily vyluh
biouhlu A jako nejméné ekotoxicky. Ten jako jediny ze vzorkt byl vyroben s 30% piidavkem
sena ve formé& pelet, coZ mélo pravdépodobné pozitivni vliv na jeho ekotoxikologické
vlastnosti.

Suseny Ccistirensky kal se projevil ve vétSin€ testli jako nejvice zatézovy. Pfi srovnani
s biouhlem D, jakozto jeho pyrolytickym produktem, dochazelo po termickém oSetieni
ke snizeni ekotoxického ucinku, je ale nutno dodat, ze tyto rozdily nebyly nijak markantni.

Reseni problému s nakladanim s &istirenskymi kaly je a v piistich nékolika letech zcela
jisté¢ bude velmi aktualni téma. Termickd pfeména kalu na biouhel by mohla mit potenciél
tento problém alespon z Casti vyiesit, ale je nejprve potieba tento matrial co nejpodrobnéji
popsat z hlediska jeho ekotoxikologickych rizik, dopadu na zivotni prostiedi a nasledné

stanovit bezpe¢nou davku, ktera by mohla byt vnasena do ekosystému.
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SEZNAM POUZIVANYCH SYMBOLU A ZKRATEK

cov
CSN

CsU

EC50
IC50

ISO

KVK
OECD

PAU
SOP

Cistirna odpadnich vod

Ceské technické normy

Cesky statisticky uad

Efektivni koncentrace, pii které je pozorovan 50% ucinek

Inhibi¢ni koncentrace, pfi které je pozorovan 50% Ucinek

International Organization of Standardization — Mezinarodni organizace
pro normalizaci

Kvantitativné¢ vyménna kapacita pidy

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

Polycyklické aromatické uhlovodiky

Standartni operacni postup
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PRILOHA 1 — SOUHRN VYSLEDKU SEMICHRONICKEHO TESTU E.
FETIDA

hmotnostni hmotnostni
Vzorek c N N M28 M56  ubytek ubytek 128 156

\Y VIN N V
Biocharu (gkg®) 28 56 (%) (4) zimlypo2s zmypose (6) o9 o v N )

dnech dnech

A 5 5 5 0 0 -0,003 -0,023 07 51 12 23 24 46 19
10 5 4 0 2 0,013 -0083 29 192 11 33 22 07 03

25 547 0 67 0,013 0171 -28 368 6 0 12 0 0

50 547 0 67 -0,051 0,188 112 413 37 0 07 0 0

100 0 0O 100 100 -0,432 0432 100 100 - - - - -

B 5 547 0 67 0,046 0125 98 267 19 22 38 44 12
10 5 5 0 0 0,039 0074 91 171 11 0 22 0 0

25 0 0 100 100 -0,418 -0,418 100 100 - - - - -

50 0 0 100 100 -0,414 -0414 100 100 - - - - -

100 0 0 100 100 -0,457 -0,457 100 100 - - - - -

C 5 5 5 0 0 0,000 0,001 00 -02 197 19 39 38 10
10 537 0 267 0,000 -0,071 00 164 67 0 13 0 0

25 0 0 100 100 -0,430 -0,430 100 100 - - - - -

50 0 0 100 100 -0,425 0425 100 100 - - - - -

100 0 0 100 100 -0,469 -0,469 100 100 - - - - -

D 5 5 5 0 0 0,001 0058 04 156 10 6,7 2 13 07
10 547 0 67 0,015 00% -32 203 14 0 28 0 0

25 0,7 0 86,7 100 -0,072 -0420 171 100 - - - - -

50 0 0 100 100 -0,475 -0,475 100 100 - - - - -

100 0 100 100 -0,487 -0,487 100 100 - - - - -

E 5 5 0 0 -0,007 -0,067 15 140 16 0 32 0 0
10 47 43 6,7 133 -0,044 -0,194 72 318 27 0 06 0 0

25 0 0 100 100 -0,428 0428 100 100 - - - - -

50 0 0 100 100 -0,462 -0,462 100 100 - - - - -

100 0 0 100 100 -0,454 -0454 100 100 - - - - -
Kontrola 0 5 5 137 294 10 93 2 19 09

N — pocet zizal; M — mortalita (%); | — inhibice hmotnosti; V — pocet kokonti; J — pocet

juvenili
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PRILOHA 2 —- PREHLED VYSLEDKU TESTU A. CEPA

¢ (mi/l) 0 62,5 125 250 500 1000 IC 50
L (mm) 62 65,2 60,8 54,4 34,8 14,4
A 549
I, (%) - 5,2 1,9 12,3 43,9 76,8
L (mm) 64,2 32,6 33,2 20,8 13,6 5,2
B 90
I, (%) - 49,2 48,3 67,6 78,8 91,9
L (mm) 64,2 38 15,6 12,2 42 2,4
C 57
I, (%) - 408 75,7 81,0 93,5 96,3
L (mm) 59,4 37 17,2 8,8 48 2,2
D 66
I, (%) - 377 71,0 85,2 91,9 96,3
L (mm) 59,4 36,4 24.6 7.6 38 2,4
D 79
I, (%) - 38,7 58,6 87,2 93,6 96,0
L (mm) 59,4 21,8 17,2 12 34 1,8
D 23
I, (%) - 63,3 71,0 79,8 94,3 97,0
L (mm) 62 12 5,4 3 2 0
E 16
I, (%) - 80,6 91,3 95,2 96,8 100,0
¢ (mi/1y 0 62,5 125 250 500 1000 IC 50
m (g) 1,887 1,676 1,607 1,580 0,910 0,504
A 509
I (%) 11,2 14,8 16,3 51,8 733
m (g) 1,599 1,138 1,043 0,466 0,414 0,151
B 165
Iy (%) 28,8 34,8 70,9 74,1 90,6
m (g) 1,599 1,017 0,435 0,418 0,145 0,125
C 72
I (%) 36,4 72,8 73,9 90,9 92,2
m (g) 1,485 0,997 0,573 0,383 0,245 0,141
D 98
I (%) 32,9 61,4 74,2 83,5 90,5
m (g) 1,485 1,003 0,885 0,518 0,292 0,102
D 147
I (%) 32,5 40,4 65,1 80,3 93,1
 (g) 1,485 0,643 0,601 0,586 0,212 0,093
D 58
I (%) 56,7 59,5 60,5 85,7 93,7
m (g) 1,887 0,519 0,261 0,193 0,108 0,000
E 20
I (%) 725 86,2 89,8 94,3 100,0
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PRILOHA 3 — PRIKLAD VYPOCTU PODLE DUNNETTOVA TESTU

Piiklad vypoctu pro test inhibice rastu kofene L. sativa

Vypocet poctu stupiii volnosti V:
v=n-(N—-1)=4-(15-1) =56

kde n je pocet stanoveni pro kazdou testovanou latku a N je celkovy pocet rostlin
do ni nasazenych.

Pocet stupnu volnosti byl pouzit pro vypocet smérodatné odchylky S:

Yxf—n-Yx? 7968 — 7070
\4 56

Kde Y, xZ je soucet druhych mocnin délek kofinki a Y, X]-Z je soucet druhych mocnin
pramérnych délek kotinkt

Ze smérodatné odchylky byla nasledné vypoctena standardni chyba SE:

se=s- "1 4004 22121701
- N 15

Na zakladé vysledku standardni chyby byl stanoven vyznamny rozdil SD (Significant
difference):

SD=t-SE=2,41-1,791 = 4,31

kde SD je vyznamny rozdil (mm), t je tabelovana hodnota uréovana Dunnettovou tabulkou
(viz Ptiloha 4)

Tato hodnota je nasledn€ porovnana s primérnou hodnou v kontrole a daném stanoveni.



PRILOHA 4 - DUNNETTOVA TABULKA (54)

Multiple Comparisons Against a Benchmark

with No Prior Hypotheses on Direction
(Dunnett’s t at 5% level for two-tail comparisons

between several treatments and a control)

Number of Treatment Means (Excluding the Control)

Degrees of
Freedom 1 2 3 4 5 6 7 8 9
5 257 303 329 348 362 373 382 390 3.97
6 245 286 310 3.26 339 349 257 364 3.7
7 236 275 297 312 324 333 I 347 353
8 231 267 288 3.02 313 322 329. 335 34
9 226 261 2.81 295 305 314 320 326 3.32
10 223 257 276 283 299 307 314 319 3.24
" 220 253 272 284 294 302 308 314 3.19
12 218 250 268 281 290 298 304 309 3.14
13 216 248 265 278 287 294 300 306 3.10
14 214 246 263 275 284 291 297 302 3.07
15 213 244 261 273 282 289 295 300 3.04
16 212 242 259 211 280 287 292 297 3.02
17 211 241 258 269 278 285 290 295 3.00
18 210 240 25 268 276 283 289 294 298
19 209 239 255 2.66 275 281 287 292 296
20 209 238 254 265 273 280 286 290 295
24 206 235 251 2.61 270 276 281 286 290
30 204 232 247 258 266 272 277 282 2386
40 202 229 244 254 262 268 273 2771 281
60 200 2271 241 251 258 264 269 273 277
120 198 224 238 247 255 260 265 269 273
X 196 221 235 244 2H1 257 261 265 269
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PRILOHA 5 - PROBITOVA TABULKA (55)

Table 3.2 Transformation of percentages to probits

Yo

0

1

2

3

4

b

6

7

8

9

0
10
20
30
40
50
60
70
80
00

e

99

3.72
4.16
4.48
4.76
6.00
6.25
h.62
5.84
0.28

0.0°
7.33

2.67
3.77
4.19
4.50

4.7

6.03
5.28
6.565
5.88
6.34

0.1
7.37

2.95
3.82
4.23
4.03
4.80
6.05

631

5.68
5.92
0.41

0.2
7.41

3.12
3.87
4.20
4.50
4.82
5.08
5.33
5.61
5.96
0.48

0.3
7.40

3.26
3.92
4.29
4.69
4.85
6.10
5.36
5.04
5.99
6.66

0.4
7.61

3.30
3.00
4.33
4.61
4.87
6.13
6.39
5.67
6.04
6.64

0.5
7.68

3.46
4.01
4.30

"4.04

4.90
6.16
6.41
6.71
6.08
6.76

0.6
7.656

3.62
4.05
4.39
4.67
4,92
5.18
b.44
6.74
6.13
0.88

0.7
1.76

3.69
4.08
4.42
4.69
4.95
5.20
6.47
6.77
6.18
7.06

0.8
'7.88

3.66
4.12
4.45
4.72
4.97
5.23
5.50
5.81
6.23
7.33

0.9
8.09
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