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1. Abstrakt

Tato disertatni prace se zabyva ekotoxikologickym hodnocenim vod a zemin
kontaminovanych nékterymi organopolutanty a vyuzitim tohoto ekotoxikologického
pristupu pro vybrané bioremediacni postupy. Pro zjiStovani toxicity byly do testovaci
baterie vybrany biotesty vyuZzivajicich rizné organismy- bakterie Vibrio fischeri,
rostliny Sinapis alba, Hordeum vulgare, Lactuca sativa a Lemna minor, koryse
Daphnia magna a Heterocypris incongruens a zizaly Eisenia fetida. Testy ekotoxicity
byly vyuzity pro ekotoxikologické hodnoceni experimentti bioremediace zeminy
kontaminované ropnymi latkami, kompostovani zeminy kontaminované polycyklickymi
aromatickymi uhlovodiky (PAU) a remediace podzemni vody se smé&snou kontaminaci.

V prvnim experimentu byla hodnocena ekotoxicita zeminy kontaminované
uhlovodiky b&hem 17 mésict pilotniho testu bioremediace. Pocatecni koncentrace
ropnych uhlovodikil (podle parametru NEL) v zemin& byla 6380 pg.g” suiny; jejich
koncentrace v pudé¢ béhem bioremediace poklesla o 65,5 %. Nejvyssi toxicita byla
zaznamenana v prvni fazi bioremediace, nicméné nékterymi biotesty byly toxické
ucinky detekovany béhem celého procesu bioremediace. Vysokou citlivost v tomto
hodnoceni projevily ptfedev§sim kontaktni testy ekotoxicity. Zjisténa ekotoxicita vétSinou
nekorelovala s poklesem koncentrace ropnych latek v zeminé béhem bioremediace.

Ve druhém experimentu byla béhem 12timési¢niho pilotniho testu kompostovani
hodnocena ekotoxicita zeminy kontaminované PAU pochazejici zlokality staré
ekologické zatéze. Po&ateéni koncentrace PAU v zemin& byla 1723,5 pg.g” susiny;
kompostovani se ukazalo byt velmi u¢innym nastrojem pii odstrailovani PAU z pudy.
Nejvyssi toxicky efekt byl zaznamenan v prvni fazi kompostovani. Pokles koncentrace
PAU v zemin¢ koreloval s celkovym poklesem ekotoxicity béhem kompostovani,
nicméné mira zjisténé ekotoxicity byla rtizna podle typu biotestu.

V poslednim experimentu byla testy ekotoxicity hodnocena smésna kontaminace
(ropné latky, chlorované latky, aj.) v podzemni vodé¢ béhem remediace. Vybranymi
biotesty byla zjisténa ekotoxicita podzemni vody; vyznamna korelace byla nalezena
mezi ekotoxikologickymi vysledky nékterych biotesti.

Vysledky jednotlivych experimentd potvrzuji nutnost hodnoceni procesu

bioremediace nejen na zakladé chemickych analyz, ale pravé i testy ekotoxicity.



2. Abstract

The aim of this thesis is to identify the ecotoxicity of contaminated soil and water
during bioremediation. Different test organisms were selected for the battery of
ecotoxicity tests such as the bacterium Vibrio fischeri, the terrestrial plants Sinapis alba,
Lactuca sativa, and Hordeum vulgare, the water plant Lemna minor, the earthworm
Eisenia fetida, and the crustaceans Daphnia magna and Heterocypris incongruens. A
comparison of individual biotests with various organisms and endpoints should
demonstrate their suitability and sensitivity for the ecotoxicity evaluation of
contaminated soil and water. The bioassays were used for the evaluation of the
bioremediation of hydrocarbon-contaminated soil, composting of PAH-contaminated
soil and remediation of contaminated groundwater.

The ecotoxicity of hydrocarbon-contaminated soil originating from a brownfield
was evaluated during a 17-month biodegradation pilot test (experiment I). The initial
concentration of total petroleum hydrocarbons (TPH) in the soil was 6380 pug.g” dry
weight; the concentration of TPH in the soil decreased by 65.5 % after bioremediation.
The highest toxicity was detected in the first period of bioremediation; however, certain
toxic effects were detectable during the whole bioremediation process. The contact tests
were the most sensitive of all of the bioassays. The ecotoxicity results did not always
correlate with the decrease in TPH concentrations in the soil during bioremediation.

The ecotoxicity of PAH-contaminated soil originating from a brownfield site was
evaluated during a 12-month composting pilot test (experiment II). The initial total
content of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in the soil was 1723.5 pg.g” dry
weight; the composting process showed to be an efficient tool in the removal of PAHs
from the soil. The highest ecotoxicity was detected in the first period of composting.
The decrease in PAH concentrations correlated with the reduction of soil toxicity during
composting; however, the ecotoxicity results varied according to the type of the biotest.

Bioassays were also used to evaluate ecotoxicity of contaminated groundwater
during remediation (experiment III). The ecotoxicity was detected with the particular
bioassays; the significant correlation was found between the results of some tests.

The results of the experiments confirmed the urgency to evaluate bioremediation

not only according to chemical analysis, but also with the ecotoxicity tests.



3. Uvod a cil prace

Cilem této prace je zavedeni vybranych testi ekotoxicity a jejich mozné vyuziti v
hodnoceni nékterych bioremedia¢nich technik. Na zakladé¢ srovnani citlivosti
jednotlivych testd a ziskanych dalSich poznatkl vytipovat testy vhodné pro sestaveni
baterie testll ekotoxicity pro podobny typ znecisténi.

Pti ekotoxikologickém studiu je vhodné vytvaret tzv. baterii testd, ktera se sklada
z veétsiho poctu sledovanych parametri na nckolika druzich organismt. Testy
ekotoxicity slouzi ke zjiSténi ¢i odhadu mozného toxického vlivu testovanych vzorkl
na zivé organismy. K testovani se pouzivd vybranych standardizovanych postupt, které
vyuzivaji rozdilné organismy jako jsou nékteré bakterie, rostliny a zivoCichové. Tyto
ekotoxikologické testy jsou nespecifické, to znamena, Ze zachycuji celkové toxické
ucinky vSech latek ptitomnych v testovaném vzorku a vhodnym zplisobem tak dopliuji
chemické analyzy.

Testy ekotoxicity mohou nachdzet uplatnéni v riznych bioremediacnich
technikach, kdy pfi odstranovani zneciSténi mohou vznikat toxické meziprodukty,
jejichz U¢inek mize byt zaznamendn pravé pomoci téchto biotestii. A prave tato
disertacni prace se zabyva sledovanim ekotoxikologickych aspektl pii odstranovani

organického znecisténi pid a vod nékterymi bioremedia¢nimi technikami.

Mezi zékladni cile této prace nalezi:
. vybér vhodnych testli ekotoxicity a jejich zavedeni v laboratofi
= aplikace vybranych testli ekotoxicity pro urCity typ kontaminace (vybrana
kontaminace ropnymi latkami, polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky, aj.)

. posouzeni ekotoxikologického hodnoceni pro urceni ti¢innosti bioremediace.

Pro ucely této prace byly vyzkouSeny a v laboratofi zavedeny testy ekotoxicity
vyuzivajici tyto organismy:
. bakterie Vibrio fischeri
o rostliny - hoi¢ici Sinapis alba, je¢men Hordeum vulgare, salat Lactuca sativa
a oktehek Lemna minor
= korySe Daphnia magna a Heterocypris incongruens

. zizaly Eisenia fetida.



4. Teoreticka ¢ast — literarni reSerse

4.1. Ekotoxikologie

V posledni dob¢ se vénuje zvysend pozornost problematice znecisténi zivotniho
prostiedi riiznymi chemickymi latkami a do poptedi zajmu se dostavd hodnoceni vlivu
nejruznéjsich latek a materialii na zivotni prostfedi. Antropogenni znecisténi zivotniho
prostfedi dosdhlo pocatkem 21. stoleti takovych rozmérii, ze soustavnd a selektivni
kontrola vSech latek, které kontaminuji piidu, vodu a vzduch, je vyloucena. Jsou znamy
miliony organickych latek a kazdym rokem se objevuji a syntetizuji dal$i latky.
V minulosti se mnoh¢ latky do hromadné vyroby zavadély bez dostatecnych informaci
o jejich potencidlni toxicité nejen pro loveéka, ale 1 pro zivotni prostifedi obecné.

Studiem toxického plisobeni latek lidského ¢&i piirodniho plivodu na zivé
organismy, jejich populace a spoleCenstva se zabyva relativné nova védni disciplina-
ekotoxikologie. Krom¢ sledovani ucinkii latek na organismy byva pfedmétem zajmu
pohyb polutantli v Zivotnim prostfedi. Ekotoxikologie ptedstavuje multidisciplinarni
piistup integrujici ekologické, toxikologické a chemické poznatky (obrazek 1). V této
discipliné se zaroven spojuji védecké, technologické a praktické pfistupy a cile (De

Coen et al., 2000; Marsalek, 2002; Janssen, 2005).

ekologie

L

otomkologle

I‘I’;g?:' — chemie
—_

Obrazek 1 Ekotoxikologie jako multidisciplinarni pristup (upraveno podle Janssen, 2005)

Termin ,,ekotoxikologie poprvé pouzil v roce 1969 René Truhaut, ktery rozsitil

zakladni pojeti toxikologie (védy zkoumajici UC€inky latek na jedince) o oblast



ekologickych dopadl polutantli na Zivotni prostiedi (Calow, 1994). Ekotoxikologie je
definovadna jako studium toxickych vlivi chemickych a fyzikalnich faktort na zivé
organismy, zvlasté¢ na populace a spoleCenstva urcitych ekosystému, a déle sleduje
jejich pfenos a interakce v zivotnim prostiedi (Rand et al., 1995). Pozdéji Newman a
Unger (2003) formulovali ekotoxikologii jako védu o znecist'ujicich latkach v biosféte a
jejich vlivu na slozky biosféry véetné ¢loveéka.

V soucasnosti se antropogenni ¢innosti dostdvaji do Zivotniho prostfedi nové
organické slouceniny, které nasledné mohou s dalSimi pfirodnimi slou¢eninami
produkovanymi organismy ¢i s anorganickymi slouceninami vytvaret riznorodé smeési.
Toxicitu téchto smési nelze presné predvidat ani efektivné monitorovat metodami
analytické a environmentdlni chemie, které¢ jsou vétSinou cileny na urcitou latku.
Zaroven lze prohlasit, ze pritomnost a koncentrace jednotlivych polutanti v prostredi
nevypovidd zcela o biologickém riziku, které vyplyva napt. ze synergickych nebo
antagonistickych efektl souCasn¢ pusobicich kontaminanti. Z toho divodu se
dilezitym nastrojem tohoto hodnoceni stavaji ekotoxikologické metody (Alexander,
1995; Walker et al., 2003).

Podstatou ekotoxikologické laboratorni prace je provadéni tzv. testli ekotoxicity
neboli biotestl (z angl. bioassay) vyuzivajicich biologické systémy a zahrnujicich
expozici dan¢ho organismu testovanému toxickému vlivu a stanovujicich odpovéd
tohoto organismu. Jako testovaci organismy se pouziva Sirokd Skdla organismi,
nejcastéji se jedna o bakterie, rostliny a bezobratlé¢ zivocichy. Spektrum pouzivanych
druhtt se lisi pfedevSim podle standardizovanych protokolli jednotlivych instituci
zabyvajicich se ekotoxikologickym hodnocenim (ASTM, Canada Environment, DIN,
ISO, OECD, US EPA, aj.). Testy ekotoxicity lze provadét na vSech trovnich organizace
biologickych systému (pocinaje trovni molekularni az po uroven ekosystému).

Pti ekotoxikologickém hodnoceni se vytvaii tzv. baterie testi, kterd se sklada z
vétsiho poctu sledovanych parametrti a nékolika druhli organismi (Clément, et al.,
1996; Jos et al., 2003, Pandard, et al., 2006). Vybrané testovaci organismy obvykle
zastupuji jednotlivé trofické tirovné. Tato kombinace testi je schopna 1épe zhodnotit
mozné ekotoxikologické riziko daného prostiedi (Kahru et al., 1998).

Principem biotestu je kontakt testované latky, smésného nebo ptirodniho vzorku

za definovanych a kontrolovatelnych podminek s detekénim systémem (tkani,



zkuSebnim organismem, populaci, spoleCenstvem, apod.). Mezi zékladni sledované
parametry (tzv. endpointy) jednotlivych biotestli patfilo piedev§im vyhodnocovéni
mortality testovacich organismli, v soucCasnosti se ale do popfedi dostavaji
vlivy na rast, reprodukci a dalsi (Chapman, 1995; Walker et al., 2003).

Biotest vétSinou nemiize podat informaci, kterd latka a v jakém mnozstvi je
v prislusném vzorku pfitomna, to je vyhrazeno chemické analyze. Miize ale jednoduse a
rychle fici, zda jsou latky obsazené ve vzorku biologicky aktivni. Biotest tedy lze
definovat jako proces, pfi némz je testovaci systém exponovan v piesné definovanych
podminkach riznym koncentracim zkoumané chemické latky nebo smésného ¢i
pfirodniho vzorku. Testy ekotoxicity jsou nespecifické, to znamena, ze vyjadiuji
celkové toxické ucinky vSech latek pfitomnych ve vzorku bez nutné blizsi znalosti jeho

chemického slozeni (Koci, 2002; Marsalek, 2002; Thompson et al., 2005).

Podrobny piehled clenéni testli ekotoxicity podle rGznych kritérii provedl
Marsalek (2002):
= podle testované matrice: voda, ptida, vzduch, sediment, odpad, chemicka latka
* podle doby expozice: akutni, semiakutni (semichronické) a chronické
» podle trofické trovné testovacich organismii: producenti, konzumenti, destruenti
» podle spektra testovacich organismii: jednodruhové ¢i vicedruhové
= podle pokrocilosti designu testovaciho systému (také 3 generace biotestl)
1. generace - klasické (standardni)
2. generace - mikrobiotesty
3. generace - biosenzory, biosondy a biomarkery
= podle stupn¢ komplexnosti detekéniho systému:
enzymy, biosondy, bunééné a tkdnové kultury in vitro, intaktni zivy
organismus, populace, mikrokosmos a mezokosmos, terénni experimenty
* podle typu testovaného vzorku
- Cisté chemické latky (hydrofilni, hydrofobni, t€kave)
- smes latek (zndmych i nezndmych)

- pfirodni vzorky (vét§inou nezndmé, smésné, s neznamymi interakcemi)



= podle zplisobu pfipravy vzorku

- definované koncentrace chemickych latek

- testovani vyluht pfirodnich vzork (extrakce vodou, organickymi
rozpoustédly, rizné pH, teplota, aj.)

= podle zptisobu vyhodnocovani

- letalni efekty (mortalita, imobilizace)

- subletélni efekty (chovani organizmt - napft. rychlost a smér pohybu)

- hodnoceni fyziologické aktivity (fotosyntetické asimilace, enzymaticka
aktivita, ptirtstky jako naptiklad délka kotfene, pocet bunék v populaci,
hmotnost a velikost organismu, aj.)

- reprodukéni aktivita, malformace a teratogenita atd.

* specidlni testy pro hodnoceni rizik v zivotnim prostfedi v piipad€ nutného jiného
stanoveni nez bézné (toxické, letalni) efekty na testovaci organizmus:

- trofie

- mutagenita/genotoxicita

- teratogenita

- embryotoxicita

- reproduk¢ni testy na rybach, korysich, obojzivelnicich, ptacich apod.

= dal$i biotesty jako jsou testy biokoncentrace (bioakumulace) ¢i testy pro
hodnoceni biodegradability, které nepatii mezi zdkladni ekotoxikologické
biotesty ve smyslu stanovovani toxickych a letalnich efektd v plvodnim
vyznamu, ale patii mezi biotesty ekotoxikologického hodnoceni chemickych

latek i ptirodnich a odpadnich vzorki.

Zakladni snahou ekotoxikologie je pouzivat a vyvijet takové metody, které
umoziuji srovnani u¢inkl riznych latek a riznych organismi, ale i srovnani vysledka
zruznych laboratofi (Rand et al., 1995). Soucasnym trendem ekotoxikologie je
vyuzivani alternativnich biotestl, které jsou miniaturizované, ale umoznuji sledovat
nepfiznivy vliv latek na zivé organismy za standardnich, plné¢ reprodukovatelnych
podminek (Blaise, 1991; Mitchel et al., 2002; Pina et al., 2007). Testy ekotoxicity by
mély spliiovat zdkladni kritéria mezi kterd patii predevSim relevantnost,

reprodukovatelnost, spolehlivost, citlivost a pouZzitelnost v praxi (Calow, 1994).
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hodnoceni kontaminace prostfedi (Janssen, 1998; Kafka and Puncochafova, 1999; Ko¢i,
2002; Thompson et al., 2005). Tyto metody se vyznacuji rozmanitymi ptistupy
v hodnoceni toxickych vlivl latek jak v tekutém, tak i v pevném mediu (Blaise et al.,
2000a; Wharfe, 2005). Historicky nejrozsifené;jsi oblasti ekotoxikologie je jeji zaméteni
na zne€iSténi vody. JiZ koncem 19. stoleti byly pfi studiu toxickych chemikalii
v prumyslovych odpadnich vodach provedeny prvni jednoduché testy akutni toxicity.
V soucasnosti je zndmo mnozstvi testl a jejich riznych modifikaci pro testovani vzorkl
vod a pldnich vyluhii. V posledni dobé vzriista potieba testovat latky ve vodé Spatné
rozpustné, které mohou byt naptiklad zdkladem kontaminace zemin a metodiky
testovani pomoci vodnich organismt zacinaji byt nedostate¢né (Ferndndez et al, 2005).
Rozviji se metodiky testovani zemin v kontaktnim uspofddani, kdy se ze vzorku
nepfipravuje vodny vyluh a testovana latka v zemin¢ se tak dostava do pfimého styku
s organismem (Oleszczuk, 2008a). Tyto tzv. kontaktni testy ekotoxicity pracuji pfimo
s nepozménénou matrici pidy, ¢imz umoziuji relativné pfesnou simulaci procest
probihajicich v ptidé (Ferrari et al., 1999; Eisentraeger et al., 2004; Koci et al., 2008).
Zaroven v soucasnosti nachédzeji uplatnéni rizné miniaturizované formy biotestt,
tzv. mikrobiotesty (Blaise, 1998). Mikrobiotesty 1ze definovat jako metody vyuZzivajici
organismy malé velikosti, jejichz provedenti je relativné rychlé a jednoduché, a vyzaduje
nizké naklady. Tyto metody obvykle vyzaduji testovaci objem mensi nez 100 ml,
kratkou dobu expozice, naopak nevyzaduji jiné nez standardni laboratorni vybaveni a
hlavni vyhodou je dostupnost ve formé¢ komercniho kitu. Z tohoto divodu jsou tyto
testy vhodné pro pouziti v multitrofickych testovacich bateriich pro rutinni monitoring
kontaminace zivotniho prostiedi (Blaise et al., 2000a; Vaal et Folkerts, 2000).
Ptikladem jsou tzv. toxkity, které jsou vétSinou zalozeny na pouziti klidovych stadii
ruznych druhti bezobratlych organismu (napi. Daphtoxkit, Protoxkit, Ostracodtoxkit),
ptipadné tas (Algaltoxkit) a dalSich organismi. Z téchto toxkitd se testovaci organismus
ziskdva ptimo az pred zahajenim testu. V soucasnosti jsou tyto toxkity pravdépodobné
nejlépe zdokumentované mikrobiotesty z hlediska standardizace i validace (Blaise,

2000; Janssen et al., 2000; Persoone and Vangheluwe, 2000; Persoone et al., 2003).



4.2. Vybér testu ekotoxicity

Nasledujici zakladni piehled vybranych testt ekotoxicity souvisi se zaméfenim
této disertacni prace. Avsak existuje a zaroven neustale vznika velké mnozstvi dalSich
ruznych ekotoxikologickych testl a jejich modifikaci, které¢ vyuzivaji rozliéné detekéni

systémy a nachézeji uplatnéni pfi rizném ekotoxikologickém hodnoceni.

4.2.1. Bakterialni testy ekotoxicity

Bakterialni testy ekotoxicity predstavuji nedilnou soucast ekotoxikologického
hodnoceni. Rada téchto testii vyuziva fenoménu bioluminiscence vybranych druhii
bakterii. Tento jev lze charakterizovat jako vyzafovani svétla bez produkce tepla;
principem je reakce redukovaného flavinmononukleotidu (FMNH;) s molekuldrnim
kyslikem a aldehydem, ktery uvadi flavinmononukleotid (FMN) do excitovaného stavu.
Emise svétla je vysledkem névratu flavinu z excitované do zékladni formy; reakci

zprosttedkovava enzym luciferaza (Steinberg et al., 1995; Girroti et al., 2008).

” FMNH, + 0,+ RCHO o> FMN + RCOOH + H,0 + svétlo

Bioluminescence byla nejvice studovdna u bakterii slanych vod Photobacterium
sp. a Vibrio sp. (Bulich, 1979; Dutka and Kwan, 1981). Dnes pravdépodobné
nejroziifendj$im bakterialnimi bioluminiscendnimi testy jsou Microtox® (komerénd
vyvinuty spole€nosti Microbics Corp., Carlsbad, USA) a v Evropé rozsifeny
LUMIStox® (vyvinuty spole¢nosti Dr. Bruno Lange GmbH, Berlin, Némecko)
pouzivajici bakterie V. fischeri (ditive P. phosphoreum). Je mozno se setkat i v riznych
variantach téchto biotesti dodavanych dalSimi firmami (Kahru, 1993; Nohava et al.,
1995; Johnson, 1998). Obecné jsou tyto biotesty zalozeny na inhibici bioluminiscence
bakterie V. fischeri pisobenim toxické latky (Loibner et al., 2004; Hale and Battersby,
2005; Hirmann et al., 2007). Na zakladé délky, po kterou jsou bioluminiscenéni bakterie
vystaveny puisobeni testovanych latek, je stanovovana akutni ¢i chronicka toxicita
(Bulich et al., 1996; Backhaus et al., 1997; El-Alawi, et al., 2002). Urcitou variantu

tohoto biotestu s V. fischeri je mozno vyuzit pro piimé testovani pevnych vzorkl



(Guzzella, 1998; Heinlaan et al., 2007). Dalsi modifikaci bakterialniho testu s V. fischeri
(tzv. flash-test) lze pouzit pro méfeni toxicity silné zabarvenych vzorki, ale i pevnych
vzorkl v kontaktnim uspofadani (Lappalainen et al., 1999, Pdllumaa et al., 2000).
Existuje také fada bakterialnich test pracujicich na dalSich principech hodnoceni
toxicity jako napiiklad sledovani ucCinkii toxikantu na razné fyziologické zmény
mikroorganismi jako je stanoveni koncentrace ATP, zmény respirace, aj. (Steinberg,
1995). Bylo vyvinuto také nékolik bakteridlnich mikrobiotestl pro hodnoceni
mutagennich ucinkl toxikant, nejznaméjs$i znich jsou Amesiv test s bakterii
Salmonella typhimurium, SOS chromotest vyuzivajici E. coli, ptipadné¢ Mutatox test

pouzivajici V. fischeri (Ames et al., 1975; Kwan and Dutka, 1990).

4.2.2. Testy ekotoxicity s niZSimi rostlinami

Testy pouzivajici niz$i rostliny, ptredevsim fasy, pfedstavuji dilezitou soucast
akvatické ekotoxikologie. Biotesty s témito primarnimi producenty jsou Casto zékladni
slozkou testovacich baterii pro testovani toxicity latek a odpadi nebezpecnych pro
sladkovodni prostfedi. Vyhoda téchto testli spociva v Sirokém rozpéti senzitivity fas a
prakticky neomezené kombinovatelnosti a lze je tedy pouzit pro testovani ekotoxicity
vody a sedimentt (Blaise et al., 2000b; Baun et al., 2002).

Principem standardnich metod stanoveni toxicity latek pomoci fasovych
mikroorganismu je vystaveni rychle rostouci populace fas v Zivném mediu toxikantu na
dobu 3-4 dnti (Algaltoxkit, 1996). Nejcastéji pouzivanymi fasami v biotestech jsou
Selenastrum capricornutum, Scenedesmus subspicatus a Chlorella vulgaris (Rojickova—
Padrtova and Marsalek, 1999; Blaise et al., 2000b). V podminkach CR se test provadi
na zelené tase S. capricornutum (syn. Raphidocelis subcapitata) nebo S. subspicatus
(MZP, 2007). Tato metoda prodélala v poslednich letech znaény rozvoj a nové jeji
modifikace zahrnuji pouziti technik jako jsou pratokova cytometrie, pouziti
mikrodesticek a imobilizované fasy. Krom¢ meéteni poctu bun€k lze jako kritérium
hodnoceni metody rovnéZz pouzit méfeni obsahu ATP v bunikdch nebo fluorescence
fasového chlorofylu (Lukavsky, 1992; Rojickova—Padrtova and Marsalek, 1999,
Janssen et al., 2000; Cleuvers and Ratte, 2002).
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4.2.3. Testy ekotoxicity s vy$§imi rostlinami

Jako predstavitelé primarnich producenti jsou vybrané druhy vyssich rostlin ¢asto
vyuzivany pii testovani vlivl latek na zivotni prostiedi (Wang, 1991; Lewis, 1995).
V baterii rostlinnych testl se doporucuje alesponn 1 zastupce jednodéloznych a 2
zastupci dvoudé€loznych rostlin (Wang and Freemark, 1995). Mezi nejéastéji pouzivané
dvoudé€lozné rostliny patii hotcice bila Sinapis alba (syn. Brassica alba), salat sety
Lactuca sativa, okurka seta Cucumis sativum, oktehek mensi Lemna minor (Wang,
1987; Gorsuch et al., 1990; Kapustka, 1997; Song and Huang, 2005; Feiler et al, 2006).
Z jednodéloznych rostlin se pifi testovani ekotoxicity pouziva kukufice Zea mays,
pSenice Triticum aestivum, je¢men Hordeum vulgare, oves sety Avena sativa, teficha
Lepidium sativum a dal$i druhy (Wickliff and Fletcher, 1991; Gong et al., 2001).

Biotesty s rostlinami sleduji vliv toxikanti na kli¢eni semen a rtist rostlin (kofene
1 nadzemni ¢asti rostliny). Sledované parametry téchto rostlinnych biotestl se zamétuji
na rustovy cyklus testované rostliny. Expozice mize byt akutni nebo chronicka. V
biotestech je hodnocena nejéastéji hmotnost nadzemni ¢asti a kotfenti, vyska rostliny,
pocet a plocha listli, ztrata chlorofylu a jiné parametry. NejpouzivanéjSimi akutnimi
testy s rostlinami jsou test kli¢ivosti semen a test rychlosti prodluzovani kofeni (Wang
and Freemark, 1995). Standardné se v CR pouZiva pravé test klidivosti semen a test
inhibice riistu kofene hoiice S. alba v po&ate¢nich stadiich vyvoje (MZP, 2007).

Testy na rostlinach se provadéji ve vodném vyluhu aplikovaném na interni nosic¢
nebo piimo s kontaminovanou zeminou. Test s vodnym vyluhem byl vyvinut jako test
nepiimé toxicity hodnotici rychlost prodluzovéani kofent; v tomto biotestu je velice
Casto pouzivan salat L. sativa a hoicice S. alba (Bibrova, 2004; Banks and Schultz,
2005). Za piimy rostlinny test toxicity pudy lze také povazovat metodu, kdy je
kontaminovand ptda "fedéna" kontrolni plidou geometrickou fadou a 5 dni po zahéjeni
testu je vyhodnocen pocet klicicich semen (Kapustka et Reporter, 1995).

Jednim =z wvelice perspektivnich testi pro ekotoxikologické hodnoceni
rozpusténych latek ve vode nebo ve vyluhu a to i riizné€ barevnych a zakalenych vzorka
se zda byt biotest s okiehkem L. minor (Taraldsen and Norbert-King 1990; Pro et al.,
2003). Tento biotest s L. minor je doporucovan jako mozna alternativa k fasovym

testim (Fairchild et al., 1997; Eberius, 2001b; Cleuvers and Ratte, 2002). Moznost
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vyuziti tohoto biotestu s L. minor byla potvrzena pii hodnoceni toxicity barviv i pfi
sledovani biodegradace barviv (Eichlerova et al., 2007; Sharma et al., 2007). Jednou ze
zékladnich ptednosti biotestu s L. minor je detekce toxicity ptfi subchronické expozici,
nebot’ je zahrnut jak okamzity ucinek pii uvedeni organismu do testu, tak i dlouhodobé
ptsobeni toxikantu (Wang 1986; Wang, 1990; Cleuvers and Ratte, 2002).

Existuje také tada testl s rostlinami sledujicich vliv toxikantu na fyziologické
charakteristiky rostlin jako fotosyntéza, ptijem CO,, produkce O,, fixace N, stanoveni
enzymové aktivity, fluorescence chlorofylu nebo i stanoveni genotoxicity (Baudgrasset

et al., 1993; Wickliff and Fletcher, 1991, Bierkens et al., 1998; Ferrari et al., 1999).

4.2.4. Testy ekotoxicity s nizSimi ZivoCichy

Existuji rozmanité testy snizSimi Zivocichy pomoci kterych se hodnoti vliv
toxické latky na ekosystémy. V potravnim fetézci vodnich i terestrickych ekosystému
zaujimaji tyto organismy kliCovou ulohu, proto jsou casto nedilnou soucasti
ekotoxikologického hodnoceni. V akvatické a pidni ekotoxikologii existuje veliké

mnozstvi standardnich testd ekotoxicity vyuZzivajicich rozlicné nizsi organismy.

4.2.4.1. Testy s vodnimi bezobratlymi organismy

V testech ekotoxicity mohou byt vyuzivani prvoci, ktefi jsou zarazovani mezi
obrvené prvoky (Ciliata). VéEtSina testli pouziva organismy druhu Tetrahymena, pti¢emz
hodnoceni inhibice ristu 7. thermophila je predmétem také mikrobiotestu Protoxkit F™™
(Novotny et al., 2006).

Vodnimi testovacimi organismy mohou byt vifnici, korysi, krouzkovei, i larvy
hmyzu (Persoone and Janssen, 1993). Sladkovodni bezobratli patii mezi nejpouzivanéjsi
organismy Vv testech ekotoxicity (Blaise, 1991; Janssen and Persoone, 1993; Sanchez-
Bayo, 2006; Wik and Dave, 2006).

V akvatické ekotoxikologii zaujima ptedni misto vyuziti druh@ Daphnia magna a
Daphnia pulex, v USA pak Ceriodaphnia dubia (Versteeg et al., 1997; Mark and Solbé,
1998, Wu et al., 2007). Pti testovani akutni toxicity téchto druhil je Casto testovanym

kriteriem imobilizace jedincii po expozici 24h (pfipadné 48h). Chronicka toxicita se
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posuzuje testovanim reprodukce, popfipadé¢ dlouhodobym pfezivanim jedincu, jako
napiiklad 7 denni test preziti a reprodukce C. dubia a 21 denni test reprodukce D.
magna (ISO, 1996; OECD, 2004b). Daphtoxkit F'™ ptedstavuje komeréni provedeni
tohoto testu s korysi D. magna a D. pulex (Daphtoxkit ™, 1996). Podobn& je vyuZivan
kory§ Thamnocephalus platyurus ve formé testu Thamnotoxkit ™ (Persoone et al.,
1994). V CR se provadi test na perlooéce D. magna (MZP, 2007).

Existuji 1 alternativni biotesty vyuzivajici bezobratlych organismi, zalozené na
jiném typu sledovanych parametri nez jen sledovani mortality. Napiiklad test in vitro
inhibice travicich enzyma D. magna ¢i in vivo inhibice enzymové aktivity a miry
piijiméni potravy organismy jako D. magna, C. dubia a motskych koryst Artemia
salina nebo Mysidopsis bahia (Janssen and Persoone, 1993; De Coen et al., 1998).

K hodnoceni toxicity sedimentl je k dispozici mikrobiotest s bentickym korySem
Heterocypris incongruens, ktery je dodavan ve formé toxkitu nazyvaném
OstracodToxkit (Chial and Persoone, 2002c).

V ekotoxikologickém hodnoceni nachédzeji uplatnéni dal$i vodni organismy.
Ptikladem je tfeba vyuziti viiniki, kdy testovacim kritériem je pfedevsim inhibice jejich
reprodukce. Nejéastéji se jedna o druh Brachionus calyciflorus, ktery je také zadkladem

komer¢niho testu Rotoxkit F™™ (Snell and Janssen, 1995).

4.2.4.2. Testy s pudnimi bezobratlymi organismy

Také v ekotoxikologii terestrickych ekosystéml existuje mnoZstvi biotestl
vyuzivajicich rizné organismy a sledujici rozli¢né testované parametry (Kula and
Larink, 1998; Lokke and Van Gestel, 1998). Pudni testovaci organismy lze vystavit
pluisobeni toxikanti dvojim zplisobem - bud jsou kontaminované pudni Ccastice
pohlcovany testovacimi organismy peroralné anebo jsou toxické latky rozpusténé v
pudnim roztoku piijimény organismy difuzi celym povrchem jejich téla. Tteti zpisob,
inhalace toxikantli ptitomnych ve vzdusné fazi pady, je zatim velmi malo prozkouman
(Van Straalen and Van Gestel, 1995; Paoletti, 1999).

Test s chvostoskoky (Folsomia candida) byl plavodné vyvinut k urceni
ekotoxikologického plisobeni €istych chemikalii na plidni organismy; v testu se hodnoti

zejména mortalita a reprodukce chvostoskoki (Crouau et al., 2002).
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Test ekotoxicity, kdy jsou zjisStovany akutni i subletalni uinky toxikantu na
roupice Enchytraeus sp., se provadi v podobé ptidniho testu s umélou standardni piidou
nebo pfirozenou pidou, ptipadné na agarovém mediu (Rombke, 2003).

Zizaly jsou idealnim testovacim organismem pro studium zneci§téni Zivotniho
prostiedi, predevSim pid. Pii testech ekotoxicity se zizalami, které se provadéji
v kontaktnim uspotradani, lze ziskat idedlni model pro zjiStovani toxicity kontaminanti
v pudé€ souvisejici s biodostupnosti (Lanno et al., 2004). Zvolené uspotfadani biotestu
umoznuje vyuziti zizal pro hodnoceni akutni (7 az 28 dni testu) nebo chronické toxicity
(2 mésice testu). Pro testy ekotoxicity s zizalami se pouzivaji predevsim zizaly druhu
Eisenia fetida, E. fetida andrei, Lumbricus rubellus, L. terrestris a Aporrectodea
caliginosa (Lanno and McCarty, 1997; Kula and Larink, 1998; Lokke and Van Gestel,
1998; Inouye et al., 2006). Piestoze pro provadéni kontaktnich testl s Zizalami existuji
standardizované metody, jsou metodiky casto rtiznym zpisobem modifikovany (Van
Straalen and Van Gestel, 1995). NejCastéji je vyuzivano zizal E. fetida a E. andrei, které
lze snadno chovat v laboratofi. Akutni toxicita je hodnocena bud’ variantou kontaktniho
testu na filtranim papiru anebo testem se skute¢nou nebo standardni umélou ptadou
(Hund-Rinke and Wiechering, 2001; Loureiro et al., 2005a). V piipadé testu na
filtratnim papiru je hodnocena mortalita zizal E. fetida po 48 hodinéach; v piipad¢ testu s
pudou je mortalita Zizal E. fetida hodnocena po kontaktu s kontaminovanou ptidou po
dobu 7, 14, resp. 28 dnd. Tento test lze vSak také pouzit ke zjistovani subletalni
toxicity, kdy po 4 tydnech expozice pii podminkéach testu s plidou jsou stanoveny
ucinky toxikantu na rast zizal (méfeno télesnou hmotnosti) a reprodukci (produkce
kokonll). Kokony jsou dale inkubovany po dobu 4 tydni a je stanoven pocet
vylihnutych jedinct a pocet mlad’at vyprodukovanych dospélym jedincem (Van Gestel
et al., 1989; Robidoux, et al., 2000). V posledni dob¢ se pii testech s E. fetida vedle
testu reprodukce stale vice zalind rozSifovat sledovani dalSich parametrii jako jsou
ubytek biomasy, bioakumulace, rizné behavioralni a fyziologické zmény, neurotoxicita

a dalsi (Abdul Rida and Bouché, 1997).
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4.3. Bioremediace
4.3.1. ZneciSténi Zivotniho prostiedi vybranymi organickymi latkami
4.3.1.1.  ZneciSténi ropnymi latkami

Béhem posledniho stoleti naroky na vyuziti ropnych latek jako zdroje energie a
suroviny pro chemicky primysl zna¢né vzrostly a jejich svétova produkce se pohybuje
okolo 3500 milionu tun ro¢né. Znecisténi pudy a vod ropnymi latkami pfedstavuje
zévazny problém pro jednotlivé slozky Zivotni prostfedi véetné ¢lovéka. Uniky ropnych
latek do svétovych moii €ini 0,1 % celkového produkovaného objemu (tj. 35 mil. t),
tyto ztraty jsou zpusobeny zejména uniky ze zpracovatelského primyslu, prusaky z
transportnich systémti nebo zasobnich tankti a vypousténim znecisténych odpadnich vod
(Atlas and Bartha, 1992). Mista nejcastéjSiho vyskytu kontaminace ropnymi latkami v
pudach jsou zejména letist¢, hangary a prostory pro udrzbu letecké techniky, prostory
pro udrzbu vozidel, skladovaci nddrze a manipulacni prostory, kontaminované
sedimenty, ale také naptiklad vojenské prostory; rizné ekotoxicita je spojovana s misty
s takovym znecisténim (Sherry et al., 1997; Kahru et al., 2000).

Typickymi zastupci ropnych produktii jsou benzin, nafta, letecky petrolej, topny
olej, aj. Urcit konkrétni slozky vyskytujici se v pohonnych hmotéach je velice obtizné,
nebot’ se téméi vzdy jednd o velmi slozité smési. Toxicita téchto latek pro Zivotni
prostiedi je zfejma (Aruldoss and Viraraghavan, 1998; Lee at al., 2003). Pro
odstrafiovani kontaminace ropnymi latkami Ize pouZzit mimo jiné metodu bioremediace,
kdy jsou vyuzivany nékteré mikroorganismy schopné zneCisténi odstrafiovat (Atlas,
1981; Atlas, 1991; Lynch and Moffat, 2005). Ropné latky patii k nejcastéji sanovanym
kontaminantim v CR (Matg&ji, 2003).

Zropy je vyrdbéno mnozstvi riznych chemikalii. Piikladem mohou byt
organickd rozpoustédla, kterd jsou v dneSni dobé vyrabéna témét vyluéné z ropy.
Organické rozpoustédla jsou nasledné vychozimi latkami pro velké mnozstvi vyrobku
jako jsou lepidla, barvy, aerosolové spreje, Cistici prostiedky, detergenty, aj. Casto se
jedné o rtzné chlorované latky, které mohou piedstavovat zdvazné riziko pro Zivotni
prostiedi i ¢loveka. Odstranovani znecisténi témito latkami je velice naroéné a nakladné

(Koci et al., 2007).
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4.3.1.2.  Polycyklické aromatické uhlovodiky

Mezi vyznamné kontaminanty zivotniho prosttedi patii polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU; angl. PAHs). Do skupiny PAU patfi mnozstvi uhlovodika, mezi
nejznaméjsi patii 16 PAU podle US EPA (Harvey, 1997; Douben, 2003) (obrazek 2).

o0 O oS o

naftalen acenaftylen

QO o

fluoren fenantren

acenaften benzo(a)pyren

8o

fluoranten pyren benz(ajantracen

o oo

chrysen

benzo(ghi)perylen

benzo(b)fluoranten benzo(k)fluoranten
dibenzo{ah)antracen

Obrazek 2 16 prioritnich PAU (podle US EPA)

Uniky PAU do Zivotniho prostfedi jsou vazany na lidskou &innost i p¥irodni
zdroje. Z ptirozenych zdroji PAU jsou dulezité vulkanickd Cinnost a rozsahlé pozary;
vyznamny antropogenni zdroj pfestavuje nedokonalé spalovani fosilnich paliv, ochrana
dfeva v impregnacnich stanicich dieva, 1 nékteré primyslové zdroje jako naptiklad
vyroba hliniku a koksovny (Harvey, 1997).

PAU nejsou zamérné¢ vyrabéné produkty s vyjimkou vyroby v laboratornim
méfitku, pro pouziti ve vyzkumu a v analytice. Cisté slougeniny jsou bilé nebo nazloutlé
krystalické pevné latky. Jsou nerozpustné ve vodé, ale rozpoustéji se snadno v tucich a
olejich. PAU se vyskytuji v Siroké fad¢é produktli jako jsou motorova nafta, kreozot,
asfalt, dehet a vyrobky z ¢ernouhelného dehtu (Samantha et al., 2002).

PAU patii do skupiny té¢kavych organickych latek (VOC). Schopnost nékterych
PAU ptemistovat se na dlouhé vzdalenosti atmosférou od emisniho zdroje a zaroven
znamé karcinogenni, teratogenni a mutagenni G¢inky nékterych PAU vedly k zatazeni
téchto latek mezi perzistentni organické polutanty (POPs). Obecné k nebezpeCnym

vlastnostem POPs patii vedle stability zarucujici perzistenci v prostiedi také casto
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vysoka toxicita prokazand pro savce a Cloveéka (Vallack et al., 1998; Holoubek, 1999).
Diky vlastnostem, které predurcuji jejich nebezpe€nost v planetarnim méfitku, jsou
POPs pfedmétem regiondlnich a mezinarodnich opatfeni, v jejichz rdmci jsou
definovany prioritni POPs, mezi kter¢ patii pravé PAU (Lerche et al., 2002).

Obecné¢ plati, ze s rostoucim poctem jader roste afinita k sorpci, a ze mutagenni
resp. karcinogenni potencidl PAU roste se zvySujicim se poctem kondenzovanych
cykl, maximalnich hodnot dosahuje u pétijadernych izomeri a s dalSim zvySovanim
poctu cykla klesa. Negativni ucinky jsou ovlivnény i pfitomnosti substituentil resp.
heterocyklického prvku (Harvey, 1997). Stabilita PAU roste v fadé linearni (aromaticka
jadra usporadana vedle sebe - naftalen, antracen), klastrové (alesponi jedno aromatické
jddro obklopeno dalSimi tfemi kondenzovanymi jadry - pyren, benzo(a)pyren,
benzo(hgi)fluoranten) a v fadé angularni (pomysiné linie spojujici stfedy sousednich
aromatickych jader sviraji thel, pficemz kazdy kruh sousedi s maximalné dvéma
dalSimi kruhy - fenantren, chrysen) (Bispo et al., 1999; Kanaly and Harayama, 2000).

Oblasti kontaminované PAU vykazuji dlouhodobé pietrvavajici ekotoxicitu a
odstraniovani PAU z prostiedi je nesnadné (Altenburger et al., 2003; Eom et al., 2007).
Fyzikalni metody byvaji velice ndkladné a mnohdy nevhodné, proto se v nckterych
piipadech slibnym feSenim jevi metoda bioremediace, kdy se vyuZziva schopnosti
nékterych mikroorganismi rozkladat né€které PAU (Cerniglia, 1992; Ashok and Saxena,
1995; Cuypers et al., 1998; Cajthaml et al., 2002; Bamforth and Singleton, 2005).

4.3.2. Bioremediace a jeji moZnosti

V soucasnosti dochazi k velkému rozvoji vyuziti biodegradacni aktivity
mikroorganisml v remediacnich (sanac¢nich) technologiich pro rozkladani polutanti v
zivotnim prostiedi. Biologické metody remediace (tzv. bioremediace) jsou zaméfeny na
podporu biodegrada¢niho procesu pifimo v kontaminované vodé a ptidé nebo v riznych
typech reaktoril, kde je umoznén piimy kontakt kontaminantd s organismy schopnych
tyto kontaminanty rozkladat. Biologické procesy odstrafiovani nezddoucich polutantt
tyto vyhody patii flexibilita biologickych systémi, jednoduchost aplikace a v

neposledni fad¢ nizk4 cena, ale na druhou stranu je nutné povazovat za nevyhodu
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omezené vyuziti pro odstraiiovani anorganickych sloucenin, dels$i doba procesu a
nutnost detailni charakterizace zneciSténé lokality (Ritter and Scarborough, 1995;
Errampalli et al., 1997; Salanitro et al., 1997).

Bioremediace je definovana jako jakykoliv proces, pfi némz jsou pusobenim
zivych organismii ¢i enzymu preménovany toxické ¢i rizikové latky na netoxické a
nerizikové latky, v idedlnim ptipad¢ na CO, a H,O (Atlas and Bartha, 1992; Autry and
Ellis, 2006). VétSinou se jednd o rozklad organickych polutantli prostfednictvim
specifickych mikroorganismi (aplikaci bakterialniho preparatu), piipadné o
optimalizaci podminek prosttedi pro pusobeni jiz pfitomné mikroflory. Tato
optimalizace podminek spociva zejména v aeraci, pridavani Zivin (zajisténi optimalniho
poméru C:N:P), pfidavani dalSich latek stimulujicich mikroorganismy k rozkladu
znecCisténi 1 v dalSich postupech (Agathos and Reineke, 2003; Lynch and Moffat,
2005). Cilem bioremediace je degradace organickych polutantii tak, aby jejich
koncentrace byla bud’ pod hranici detekéniho limitu nebo takova, ze by nepievysSovala
koncentra¢ni limit dany legislativou (Demnerova, 2003).

Mikroorganismy (bakterie, aktinomycety a houby) piedstavuji zdaleka
nejvyznamnéj$i skupinu organismi podilejicich se na biotransformacnich d&jich
(Colleran, 1997; Iranzo et al., 2001). Existuji také dal$i bioremediacni postupy vyuZzivaji
pouze rostliny (tzv. fytoremediace) nebo houby (tzv. mykoremediace). Vyznam
mikroorganisml pii biotransformaci kontaminujicich latek vyplyva zejména z jejich
vysoké rychlosti reprodukce a nasledné také obrovské prizpisobivosti prostredi.
Mikroorganismy se adaptovaly k Zivotu v kompletnim spektru podminek prostfedi na
Zemi. Dominantnimi mikroorganismy v saturované zoné jsou bakterie, zatimco
aktinomycety a houby mohou vykazovat zna¢nou aktivitu pfedev§im v té ¢asti zeminy,
do niz zasahuje kofenovy systém (Kubal et al., 2002; Watanabe, 2001). Rychlosti
biodegradace a mnozstvi mikroorganismti vykazuji obvykle pfimou tméru. Zasadnimi
faktory ovliviiujicimi mnozstvi a aktivitu mikroorganismi v zeminé¢ a tim rychlost
rozkladu je velikost ¢astic dan¢ho typu zeminy, dostupnost zivin, redoxni podminky,
pH, vlhkost, povrchova aktivita tuhé matrice, aj. Bakteridlni kmeny pouzivané pfti
sanacnim procesu museji patfit mezi bézné pudni bakteridlni kmeny a museji byt

netoxické a nepatogenni (Kubal et al., 2002).
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Samovolny bioremediacni proces je vétSinou bez vnéjSich zasaht velmi pomaly, a
to pfedevsim z divodu jako je nizké pozadi plivodni mikroflory, neptfitomnost
specifické mikroflory se schopnosti rozkladat dané polutanty, nizkd rozpustnost
ptitomnych polutantli, nehomogenni rozsifeni polutantt, nedostatek kysliku, nedostatek
doplitkkovych Zivin a biologicka nedostupnost polutantu (Liebeg and Cutright, 1999).
Vhodnym sanacnim postupem je ale mozno urychlit tento samovolny proces az
o nékolik fada (Voicu et al., 2003).

Bioremediace lze vyuzit pro ¢isténi pady, spodnich vod, odpadnich vod, kald a
plynti. V soucasné dobé¢ je pocet sloucenin, které mohou podléhat biologické destrukei,
znacny. Bioremedia¢ni technologie se v soucasnosti zaméiuji zejména na degradaci
ropy a ropnych produktli, PAU, chlorovanych uhlovodiki a v posledni dobé se ukazuje i
perspektivnost vyuziti téchto technologii pro nékteré¢ dalsi POPs (Demnerova, 2003).
Nézory na ucinnost riznych bioremediacnich technologii se u nékterych xenobiotik
Casto dosti lisi (El Fantroussi and Agathos, 2005; Mohan et al., 2005). Pfi vybéru
metody pro odstraiiovani polutantd s urCité lokality je nutné vychazet z kompletni
charakterizace zneciSténé lokality a zvazit fadu specifickych kriterii daného ptipadu
(Breedveld and Karlsen, 2000). S ohledem na cilovy kontaminant se pti vybéru vhodné
remediacni metody sleduji zejména celkové naklady na proces, minimalni dosazitelna
koncentrace polutantu, spolehlivost, u¢innost metody, naklady na tUpravy po ukonceni
bioremediace, a také naptiklad i dal§i mozné vyuziti vycisténé pudy (Mueller et al.,

1989; Wilson and Jones, 1993).

4.3.3. Vybrané bioremedia¢ni postupy

Bioremediacni postupy lze rozdélit podle nékolika hledisek; zakladni rozdé€leni je
podle pritomnosti kysliku na metody aerobni a anaerobni. VétSina bioremediacnich
technologii aplikovanych v sou¢asné dobé v CR na kontaminované zeminy vychézi z
aerobnich procest, které jsou vhodné zejména pro likvidaci znecisténi ropnymi latkami
(Demnerova et al., 1994; Matéjt, 2003).

Bioremediacni technologie lze rozd¢lit dle mista jejich realizace na metody in-
situ, které jsou aplikovany pfimo na kontaminované lokalité¢ (jsou relativné levné, ale

jejich prabéh je obtizné kontrolovatelny) a metody ex-situ, ve kterych je kontaminovany
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materidl odstranén z piivodni lokality a bud’ k degradaci dochéazi na misté odstranéni (on
site) nebo je odstranéna kontaminovand matrice pievezena na jiné misto kde probiha
vlastni biodegradac¢ni proces na dekontaminacni ploSe nebo v bioreaktoru (off site).
Zakladni vyhodou ex-situ uspofddani je moznost provést sanaci za Iépe
kontrolovatelnych podminek, nevyhodou je pravé nutnost odtézeni a transportu
mnozstvi materialu na specialni plochy (Guerin, 1999; Agathos and Reineke, 2003).
Mezi in-situ metody patii bioventing, podpofend bioremediace (neboli
biostimulace, angl. enhanced bioremediation), pfirozend atenuace (angl. natural
attenuation) a fytoremediace. Ex-situ metody zahrnuji bioremediace v suspenznim
systétmu (angl. slurry phase bioremediation), bioremediace v pevné fazi (angl. solid
phase bioremediation), do které patii technologie jako jsou land farming a

kompostovani a jejich dalsi modifikace.

4.3.3.1. Bioremediace v pevné fazi

Land farming technologie se obvykle provadi na separovanych
dekontaminacnich plochach (ex-situ) nebo pfimo v povrchovych vrstvach pudy (in-
situ). Kontaminovana zemina je rozprostfena na nepropustné podlozi, je provlhcena a
pfipadné je aplikovano hnojivo NPK. Na kontaminovanou zeminu se pak nasledné
aplikuji bakteriadlni preparaty s mikroorganismy schopnymi rozkladat konkrétni typ
zneCisténi; pii dostate¢né katabolické aktivité mikroorganismli ptirozené osidlujicich
kontaminovanou zeminu se neprovadi zadna dalsi inokulace mikroorganismy. Ptda je v
prabéhu dekontaminace provzdusiovana piehazovanim. Pribézné se kontroluje vlhkost
pudy, koncentrace zivin a koncentrace polutantu. Technologie je pouZzivana pro ¢isténi

ruznych typli odpadl a kontaminovanych zemin (Guerin, 1999).

4.3.3.2. Kompostovani

Kompostovani je kontrolovany biologicky rozklad pevné organické hmoty za
aerobnich podminek. Biologicky rozlozitelny odpad (jako jsou zbytky zelenych rostlin,
biologicky rozlozitelny komunalni odpad, Cistirenské kaly, zemédélsky odpad, dievni

Stépky) je pii tomto procesu transformovan Cinnosti bakterii, hub a dalSich organismu
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na jednoduché slouceniny (CO,, dusi¢nany, aminokyseliny, aj.) a nasledné jsou pak
v dalsi fazi zpétn€ zabudovany do struktury humusu (Diaz et al., 2007).

Kompostovani predstavuje bioremediacni technologii, ktera je zalozena na
zvySeni mikrobidlni ¢innosti, ¢imz se vytvofi vhodné podminky pro mineralizaci,
kometabolismus a akumulaci n¢kterych organickych latek. Pfi této technologii se
vyuzivaji mikrobidlni spoleCenstva pfitomna ve stanoveném prostfedi a ve vnesenych
organickych materidlech, jelikoZz izolace optimalnich mikrobidlnich druhG ¢i
spoleCenstvi je pomérné slozitd a vnesend kultura byva casto méné vitalni a hife
ptizpisobena danému prostfedi nez kultura autochtonni (Jirkt, 1997). Material mize
byt ulozen v rota¢nich bubnech, cirkulacnich tancich, otevienych nadobéch, silech nebo
na oteviené hromadéch (angl. biopiles) nebo zdhonech (angl. windrow composting).

Pii kompostovani hraje dualezitou roli pfedev§im vhodna surovinovéa skladba
(pomér C:N) a dostatecné mnozstvi strukturniho materidlu, které dovoli pfistup kysliku,
dale také pfitomnost mikroorganismi a vhodna vlhkost kompostu; v pribchu
kompostovani je material pravidelné vlhéen a vzdusnén piehazovanim, otd€enim nebo
vzdusnicim systémem. Proces kompostovani je kontinudlni proces, ktery se zpravidla
rozdéluje do nasledujicich tii Casovych etap: faze termofilni (rozkladu), faze zrani
(pftemény) a faze maturace (dozravani). Faze rozkladu trva ptiblizné 3 az 4 tydny,
teplota v kompostovaném materidlu stoupd az na 50-70°C (podle vychoziho materialu)
a dochazi krozkladu Zzivin, které jsou vazany v organick¢é hmoté. Faze zrani trva
pfiblizné 6 tydni, teplota postupné klesd a mineralizované ziviny jsou zpétné
zabudovany do humusového komplexu. V posledni fazi kompost ziskdva stale vice
zemitou strukturu, zivy humus se pieméiiuje na trvaly humus, Ziviny jsou vazany
pevnéji. Cely proces kompostovani trva pfiblizné 3 az 6 mésicii v zavislosti na pouzité
technologii a druhu materidlu. Cilem intenzifikacnich postupti je zrychleni mikrobialni
¢innosti napft. aeraci, optimalizaci teplotniho rezimu, dodavaného mnozstvi zivin i
aplikaci vhodnych druhli mikroorganismt (Semple et al., 2001; Diaz et al., 2007).

Béhem posledni doby se kompostovani stdvé jednou ze zékladnich technologii pro
¢isténi méstskych odpadi. Technologie kompostovani ma vSechny zakladni
piedpoklady pro dekontaminaci materidli (zemin, kal, odpadi) kontaminovanych
riznymi organickymi slouceninami (Beaudin et al., 1996; Kirchmann and Ewnetu,

1998; Semple et al., 2001). Jedna se vyuziti pii odstraiovani znecisSténi zplsobené
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ropnymi latkami, aromatickymi slouceninami (benzeny, xyleny, PAU), nékterymi
chlorovanymi uhlovodiky a dal$imi persistentnimi latkami jako pesticidy ¢i PCB (Potter

et al., 1999; Dubourguier, 2003; Sasek et al., 2003; Cajthaml and Sasek, 2005).

4.3.3.3. Prirozena atenuace

Pfirozena atenuace je zaloZend na pfirozenych metabolickych procesech, které
probihaji v mikrobidlnich butikdch a odstrafiuji organické polutanty z kontaminovanych
mist. Pfirozena atenuace je spojovana pfedev§im s moznosti €isténi podzemnich vod a
se situacemi, kdy vliv remedia¢nich technik by nedosahl ucinnosti pfirozenych procest
(Lee et al., 2003). Pro jeji stanoveni jsou vyzadovany zakladni informace:

* podrobna charakterizace lokality

» dlouhodobym sledovanim lokality je potvrzen pokles koncentrace kontaminantu
= koncep¢ni a prediktivni model k dosazeni pfirozené atenuace

= stanoveni rizika pro ekosystém a pro lidskou populaci.

Pokles koncentrace cilového polutantu béhem sledované doby miize mit fadu
divodl, z nichz jenom jeden je kompletni mineralizace (dal$i divody mohou byt
odpafovani, adsorpce na ¢astice pudy, biotransformace, chemickd a fotochemicka
oxidace, aj.). Bylo navrzeno né¢kolik prediktivnich a koncep¢nich modeld, které by
mohly umoznit predpovédét biodegradabilitu rGznych organickych latek, ale Zzadny
dosud neumoziuje spolehlivou ptedpovéd’ zda bude sledovany polutant mineralizovéan a
jaké intermediaty metabolismu mohou v prubéhu procesu vznikat. Tyto modely jsou
zalozeny na fyzikalnich a termodynamickych vlastnostech polutantli, na bioakumulaci a
rychlosti biodegradace polutantli za laboratornich podminek, ptipadné u koncepcnich
modell na konkrétnich znalostech biochemickych procest biodegradace.

Jako kazdou bioremedia¢ni metodu také ptirozenou atenuaci ovliviiuje fada
faktorti, pfedevSim plvod polutantu, jeho biodegradabilita, rozpustnost, koncentrace a
pfipadnd toxicita. Dilezitd je celkova charakteristika kontaminované¢ho mista, tj.
vlastnosti piidy, velikost ¢astic, pH, teplota, ptitomnost tézkych kovil a jinych toxickych
latek a v neposledni fad¢ i vlastnosti pfitomné mikrobialni populace (Innemanova and
Havlik, 2000). Piirozend atenuace byla prozatim vyuzivana pro halogenovana
rozpoustédla a ropné uhlovodiky (pfedpoklady maji také dalsi polutanty jako nékteré
chlorované uhlovodiky ¢i PCB) (Maté€ji and Kyclt, 2000). Vyhoda ptirozené atenuace
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spo¢iva v minimalnich nékladech, ale cely proces miize trvat 1 n¢kolik let a vyzaduje

proto disledny kontrolni systém (Leipe et al., 2005).

4.3.4. Ekotoxikologické hodnoceni bioremediace

Ekotoxikologické hodnoceni vhodnym zptisobem dopliiuje chemické analyzy, kdy
ne vzdy je mozno odhadnout ptfipadnou toxicitu pro dany ekosystém (Saterbak et al.,
1999; Plaza et al., 2005). Testy ekotoxicity mohou nachazet uplatnéni pii riznych
bioremediacnich technikéch (Dorn and Salanitro, 2000; Fernandez et al., 2005; Dawson
et al., 2007). Vyuzitim testd ekotoxicity v kombinaci s chemickou analyzou lze 1épe a
pfesnéji definovat sanacni limity a vyhodnocovat GspéSnost bioremediace (Kyclt et al.,
2001; Kiister et al., 2004a). Znecistujici latky jsou v prostiedi rozkladany c¢i
transformovany pfitomnou mikrobialni populaci. Nékteré meziprodukty biodegradace ¢i
biotransformace mohou nékdy ptedstavovat pro okolni ekosystémy a zdravi lidi vétsi
nebezpeci nez plvodni kontaminanty a jejich G¢inek mize byt zaznamenan prave
pomoci biotesti (Tan et al., 1992; Philips et al., 2000a). Pokles koncentrace
kontaminantii nemusi byt tedy vzdy nasledovan poklesem toxicity (Belkin et al., 1994;
Aichberger et al., 2004; Hubalek et al., 2007). Dobrym ptikladem jsou PAU, které
metabolickou aktivaci mohou ziskédvat mutagenni a karcinogenni vlastnosti (Bispo, et
al., 1999). Vyznamny faktor pro hodnoceni situace znecisténi ptdniho ekosystému
predstavuje biodostupnost jednotlivych kontaminantli (Alexander, 2000; Jager et al.,
2003). K posouzeni, zda bioremediace kontaminovaného uzemi vede skutecné k
detoxifikaci, nestaci pouze konvencné provadéné analyticka stanoveni, ale také spravné
zvolené testy ekotoxicity by mohly odhalit potenciondlni nebezpeci (Aichberger et al.,
2004; Kiister et al., 2004a; Kyclt et al., 2004; Hubalek et al., 2007).

V CR jsou dosud ekotoxikologické testy provadény pouze ve vodném vyluhu,
ktery ma modelovat realné situace nastavajici ve volné pfirod¢ jako jsou splachy,
vymyvani a dést. Studie provadéné v zahrani¢i vSak naznacuji, ze pro objektivni
posouzeni ekotoxicity pevnych vzorki kontaminovanych zemin je testovani vodného
vyluhu nedostacujici, a je tfeba tyto metody rozsifit o tzv. kontaktni (terestridlni) testy
ekotoxicity, kdy se testovana latka dostava do pfimého styku s organismem (Matéju et

al., 2005a; Leitgib et al., 2007; Domene et al., 2008; Koc¢i et al., 2008).
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4.4. Ekotoxikologicka legislativa v CR

V soudasné legislativé CR je pouZiti testii ekotoxicity uplatiiovano pii posuzovani
nebezpecnych vlastnosti odpadi. V souladu s platnymi pravnimi predpisy jako je
vyhlaska MZP a MZd &. 376/2001 Sb. o hodnoceni nebezpeénych vlastnosti odpadii, ve
znéni pozdgjsich uprav (MZP, 2001) a Metodickym pokynem odboru odpadit MZP ke
stanoveni ekotoxicity odpadti (MZP, 2007) se v sou¢asné dobé v CR hodnoti
nebezpecnd vlastnost odpadi ,H-14 Ekotoxicita“ na zéklad¢ vybranych a
doporucovanych testii ekotoxicity. Ekotoxicita je obecné definovéana jako nebezpecna
vlastnost odpadu, ptedstavujici akutni ¢i pozdni nebezpeci pro jednu nebo vice slozek
Zivotniho prostiedi (MZP, 2001).

Jako bioindikatory se podle uvedené¢ho metodického pokynu a vyhlasky pouzivaji
hot¢ice bila Sinapis alba, ryby Poecilia reticulata nebo Brachydanio rerio, tasy
Pseudokirchneriella  subcapitata  (diive  Selenastrum  capricornutum)  nebo
Desmodesmus subspicatus (dtive Scenedesmus subspicatus) a koryS Daphnia magna.
Tyto testy ekotoxicity se provadeji v souladu se ¢tyfmi Ceskymi normami a predpisy
(CSN EN, 1995; CSN EN ISO, 1997; CSN EN ISO, 1999; MZP, 2007). Vsechny
pfedepsané testy ekotoxicity se provadéji vyhradné ve vodném vyluhu. Testované
organismy reprezentuji rizné c¢lanky ekosystémi s moznou rozdilnou citlivosti k
riznym latkdm obsazenym ve vzorku. Pro stanoveni ekotoxicity jsou rozhodujici
vysledky testu nejcitlivéji reagujiciho organismu.

Pro potvrzeni nebo vylouceni ekotoxicity jako nebezpecné vlastnosti ,,H14 -
Ekotoxicita® ve smyslu vyhlasky ¢. 376/2001 Sb. se vychazi z definice této vlastnosti
uvedené v piiloze €. 1, kde ekotoxicitou se rozumi takovéa vlastnost odpadu, ktera
predstavuje akutni ¢i pozdni nebezpeci pro jednu nebo vice slozek zivotniho prostiedi.
Nebezpecnou vlastnost ,,H14 Ekotoxicita“ maji odpady, jejichz vodny vyluh ve
zkouskach akutni toxicity alespoil pro jeden z pfedepsanych testl pii ur¢ené dobé
pusobeni na testovaci organismus vykazuje hodnoty LCs (ECso, ICs0) < 10 ml.1! (MZP,
2001).
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5. Material a metody

5.1. Priprava vodného vyluhu zemin

Vodny vyluh je roztok, ktery je pfipraven ze vzorku podle stanovené¢ho postupu
vyluhovani odpadii ve vodé (CSN EN, 2003). Do sklenéné zabrusové lahve o objemu
2000 ml se navazi 100 g suché hmotnosti zeminy a pfida se 1000 ml destilované vody
(pomér tuhd faze : voda = 1:10). Po 24 hodinéch tfepani na rotacni tiepacce otaenim
lahve o 360° pfiiblizné¢ 8krat za minutu pfi teploté 15 - 25 °C se oddéli kapalnd a tuha
faze filtraci pres papirové filtry se stiedni velikosti poérd 5 um. Testy ekotoxicity se
provadeji co nejdiive po piiprave vodného vyluhu. Vodny vyluh zemin se pro potiebu
testll ekotoxicity obohacuje zasobnimi roztoky a v ptipad¢ potieby je fedén fedici vodou
(normalizovanym postupem piipraveny roztok soli ve vod¢) na zvolenou koncentraci.

(MZP, 2007).

5.2. Priprava standardizované pudy

Pro ucely terestridlnich testll ekotoxicity se pouzivd zemina, kterd se pfipravuje
z nasledujicich slozek (ISO, 1993a):

. raselina, vysuSend na vzduchu, jemné rozemletd, bez viditelnych rostlinnych
zbytkl (10 % hm.)

*=  kaolinovy jil, na vzduchu vysuseny, obsahujici aspon 30 % kaolinu (20 % hm.)

. pramyslovy kifemenny pisek, na vzduchu vysuSeny, pievazné jemny s vice nez
50 % castic velikosti 0,05 — 0,2 mm (70 % hm.)

o ptipadné 0,5 - 1 % CaCOs; k dosazeni pH 6,0 + 0,5 na zacatku testu.

Suché soucasti se dokonale promichaji ve velkokapacitnim laboratornim nebo
domacim mixéru, pak se ptida pozadované mnozstvi vody, piiblizné 40 - 60 % celkové
zadrzovaci kapacity pudy. Takto pfipravena puda se pouziva jako kontrolni vzorek
v nékterych testech ekotoxicity.

V testech ekotoxicity této prace byl pouzit jemny kifemenny pisek o zrnitosti 4 mm

(Sklopisek Stiele¢, Mlad&jov, CR), jil - kaolinit (Horni Btiza, CR) a zahradnicka

25



raselina tf. I, vrchovi$tni (AGRO CS, a.s., Ceska Skalice), pH 3,5- 5.0, spalitelné latky

min. 85 % hm., ktera byla proseta pies sito s velikosti ok 10x10 mm.

5.3. Maximalni vodni kapacita pidy

Maximalni vodni kapacita pidy (VPK;.x) se stanovuje tak, ze pfiblizn¢ 200 g
zeminy se umisti do keramického nebo sklenéného valce (ptiblizné 10 cm v priméru)
s jemnou tkaninou na dné a zemina se poklepe, aby sesedla. Vialec se poté umisti do
nadoby s destilovanou vodou tak, aby hladina vody byla asi ve vySce zeminy. Ve vodni
lazni se valec ponecha 3 hodiny, poté se premisti do nadoby s vlhkym piskem (zrnitost
0,1 — 0,7 mm). Pfiblizn€¢ po dvou hodinach se nadoba se zeminou vazi v 30 minutovych
intervalech dokud se dvé po sob¢ nasledujici méfeni neshoduji. Nadoba s piskem musi
byt odvodniovéana (napf. umisténim tkaniny na povrch vrstvy pisku) a nddoba musi byt
ptikryta, aby se zabranilo vysouseni vzorku. Stanoveni se provadi ve tfech paralelach.
Pro vypocet VPK .« se také stanovuje sucha hmotnost zeminy (DECHEMA, 2001; ISO
1998b; ISO, 1993c¢).

” VPKpax (%) = (a+b)lc x 100

a obsah vody ve 100 g zeminy pii zahajeni
b obsah pfijaté vody ve 100 g zeminy

c suchd hmotnost 100 g zeminy.

5.4. Postup ekotoxikologického hodnoceni

Kvalitativné je hodnoceni ekotoxicity provedeno popisem u¢inku nebo uc¢inkd,
které¢ Skodlivost zpiisobuji. Kvantitativné je provedeno stanovenim velikosti téchto
ucinkl. K tomu se vyuzivd méfeni zavislosti velikosti u¢inku na ddvce nebo koncentraci
ucinné latky. Idedlné ma tato zavislost tvar symetrické sigmoidy, ktery je zobrazen na
obrazku 3, kde je vyuzito vlastnich vysledki biotestu s okiehkem L. minor pti pouziti
referen¢ni latky. Na zakladé této sigmoidy Ize odvodit koncentraci ECsg, kterd jednim

ze zakladnich vyjadieni miry toxicity (Koci et al., 2001a; Walker et al., 2003).
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Protoze zéavislost odpoveédi organismii na koncentraci testované latky ma
sigmoidalni charakter, ktery je tézko popsatelny pfesnou rovnici (jediné polynomem
vyssiho stupnég), ziskana data je tfeba transformovat. Je mozné vynést proti hodnotdm
odpovédi organismi logaritmy koncentrace a zavislost vyjadfit pomoci linearni regrese.
V bodé ECsp ma totiz kiivka inflexni bod a v jejim okoli je jeji pribéh piiblizné
linearni. Tato pfimka bohuzel nekopiruje dostate¢né kiivku, pti koncentracich nizSich
neZz ECso je nad kiivkou a v koncentracich vysSich je pod ni. Tuto systematickou
odchylku lze feSit pomoci probitové analyzy, ktera transformuje data odpovédi
organismul na probity (z angl. probability units). Sledovana odpovéd’ organismi se proto
provadi prolozenim pfimky probitovymi hodnotami v zavislosti na logaritmu davky
(ptiloha 1). Hodnoty ECso jsou vyjadieny u chemickych latek v mg.I", u vyluhii v %
fedéni (ptip. mL1") (Kodi et al., 2001a).

120 3.5-DCP 14.05.03

X80 2,39 P 3,44

100 -
80 -

60 -

50
40 -

=) NK :
&
-20 - it v ' ‘
r Y 10
EC50 koncentrace (mg/l)

Sledovany efekt (%)

Obrazek 3 Charakteristicky priibéh ekotoxicity (inhibice ristu okrehku L. minor
pri pouZiti ruznych koncentraci referencni latky 3,5-dichlorfenolu)

Pro popis toxicity se pouZziva fada specialnich indexi, vedle ECsg (pfipadné ICs
¢i LCsp) naptiklad NOEC a LOEC (nejvyssi koncentrace testovaného vzorku, pii které
toxicky efekt). Postupné se vSak upousti od pouzivani indexti NOEC, LOEC a
jednoznacné se doporucuje pouzivani statistickych indexti jako napt. ECsy (Isnard et al.,

2001; Hanson and Solomon, 2002), piipadné piepoctu hodnot ECsy na toxické jednotky
(TU= 100 * ECsy™") (Persoone et al., 2003).
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Testy ekotoxicity se provadéji fadou na sebe navazujicich test, které tak ovéiuji
toxické ucinky na testovacich organismech. Piiklad postupového diagramu testil

ekotoxicity zobrazuje obrazek 4 (Koci et al., 2001a).

pozitivni PREDBEZNY TEST negativni

pozitivni

| |
M ortalita 2 50 % M ortalita < 50 %

{

O RIENTACNITEST

3

Z AKLADNI
TEST

H oDNOGCENI

Obrazek 4  Priklad postupového diagramu testii ekotoxicity (Koci et al., 2001a)

Pti tvodnim pfedbézném testu dochazi k prvnimu kontaktu testovacich organismt
s nezndmou latkou. Test slouzi pro odhad ekotoxicity nefedéného testované¢ho vzorku
(vodného vyluhu ¢i zeminy) na testovaci organismus. Vysledkem je zjiSténi, zda
testovana latka plisobi toxicky ¢i nikoliv. Tento test tedy slouzi k vyhledani intervalu
koncentraci fedéného vodného vyluhu (testovaného roztoku) pro provedeni zakladniho
testu ekotoxicity. V ptipadé negativni odezvy se provede ovérovaci test. Vysledek testu
se hodnoti jako negativni, pokud je sledovany efekt (inhibice, imobilizace aj.) nizsi nez
10 % ve srovnani s kontrolnim vzorkem. V ptipadé efektu nizsiho nez 50 % se dalsi
testy jiz neprovadéji a zjisténé vysledky jsou vyhodnoceny. Jakmile vSak sledovany
efekt prekro¢i 50 %, provede se orientacni test, jehoz Ucelem je urcit rozmezi
koncentraci testované latky tak, aby nejnizsi koncentrace nevykazovala toxicky uc€inek a
nejvyssi vykazovala 100 % ucinek. Poté se provede zakladni test slouzici ke stanoveni
hodnoty ECso (ptip. ICso, LCsp). Provadi se v péti koncentracich v rozmezi ureném
orienta¢nim testem. RozvrZeni koncentraci by mélo byt okolo hodnoty ECsy symetrickeé.

Postupovy diagram pro testy toxicity je uveden také v metodice MZP pro
hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadi a vychazi z obecného postupu

ekotoxikologického hodnoceni (ptiloha 2) (MZP, 2007).
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5.5. Vybrané testy ekotoxicity

5.5.1. Test inhibice bioluminiscence bakterie Vibrio fischeri

5.5.1.1. Podstata testu

Stanoveni inhibi¢niho ucinku na svételnou emisi kultur bakterie Vibrio fischeri
(ISO, 1998c; CSN EN ISO, 2000). Stanovuje se inhibi¢ni Giinek vzorku, pfipadné i
koncentrace vzorku zplsobujici 50 %, resp. 20 % inhibici emise svétla v porovnani

s kontrolnim vzorkem (ECso, ECy).

5.5.1.2.  Organismus
Testovacim organismem je lyofilizovana bioluminiscencni bakterie Vibrio

fischeri; kmen NRLL-B-11177 (obrazek 5).

Obrazek 5 Bakterie V. fischeri (A), bioluminiscence V. fischeri (B) a luminometr
LUMIStox300 (C)

Moftska bakterie V. fischeri je gram-negativni heterotrofni bakterie patfici mezi
Vibrionaceae, velkou skupinu gamma-proteobacterii obsahujicich mnoho druht.
Bakterie V. fischeri se v ptirodnim prostiedi vyskytuje bud’ ve volném planktonickém
stavu, kdy vSak bioluminiscenci nevykazuje, nebo jako symbiotickd bakterie u
nékterych motskych ryb a hlavonozci, kde kolonizuje specifické organy vykazujici tak
bioluminiscenci (Ruby and McFall-Ngai, 1999; Visick and McFall-Ngai, 2000).
Schopnost buné¢k bakterie V. fischeri emitovat svétlo je diky expresi lux operonu,
malého shluku 5 genlt (luxCDABE), ktery v souSasnosti nachdzi uplatnéni

v biotechnologiich a v riznych monitorovacich aplikacich (Girotti, et al., 2008).

5.5.1.3. Podminky testu

teplota: 15+£0,1°C
délka expozice: 15 min (ptip. 5 min nebo 30 min)
pH vzorku: 6-85
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5.5.1.4. Pristroje a pomiicky

* analyticky luminometr : LUMINO * termostat s fizenou teplotou 15 + 0,1 °C
M90a (ZD Dolni Ujezd u Litomysle, = pH metr (Denver Instr., USA)
CR) a LUMIStox 300 (Dr. Lange = zkumavky
GmbH., Némecko) = pipety

5.5.1.5. Chemikalie
Jako fedici voda (normalizovanym postupem pfipraveny roztok soli ve vodé

k fedéni vzorki a ke kontrolnimu stanoveni) se pouziva 2 % roztok NaCl (pH 7 + 0,2).

5.5.1.6.  Postup testu

Nejprve se ovetuje pH a vodivost vzorku; pH by mélo byt v rozmezi 6 - 8 (iprava
HCI nebo NaOH) a vodivost vzorku by neméla piesahnout 70 mS.cm™ (pii vodivosti
vy$$i nez 35 mS.cm™ se jiz nepfidava NaCl). Velmi toxické vzorky lze fedit 2 % NaCl,
obvykle se voli fedéni v poméru 1:2, 1:4, 1:8, atd.

Lyofilizované bakterie jsou uchovavany pii -18 °C a pfed testem se rozmrazi a
resuspenduji v reaktiva¢nim roztoku (2 % NacCl, ptip. glukoza + 2 % NaCl). Pripravuji
se pozadované tady fedéni testované¢ho vzorku. Zakladni méfeni je u fedéni D2 (0,5 ml
bakteridlni suspenze + 0,5 ml testované¢ho vzorku). Pti pozadované teploté 15 °C se
v Casovych intervalech 30 s méii intenzita bioluminiscence v 0,5 ml zkuSebni suspenzi
bakterii v fedici vodé (I,). Thned po té se do kazdé zkumavky se zkuSebni suspenzi
pfidava 0,5 ml testovaného vzorku, resp. 0,5 ml fedici vody do kontrolniho vzorku. Po
15 min (resp. 30 min) se opét méfi hodnota bioluminiscence (Iis, I39). Testovani se

provadi ve dvou paralelnich stanovenich.

5.5.1.7. Vyhodnocovani testu

Kritériem hodnoceni je snizeni bioluminiscence méiené po 15 min, resp. 30 min
expozici. Z naméfené zmény intenzity bioluminiscence v kontrolnim vzorku se vypocte
korekéni faktor (fy), ktery slouzi ke korekci pocatecnich hodnot I, vSech vzorki
(korekéni faktor je meéfitkem zmény intenzity bioluminiscence kontroly béhem
expozice). Vysledky bioluminiscence se nejcastéji uvadéji jako relativni inhibice
bioluminiscence H ¢i jako efektivni koncentrace ECyg (resp. ECsp). Hodnota ECyp neni

stanovovana pokud se u netfedéného vzorku (tj. 1. fedici stupen) zjisti inhibice H <20 %
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pii expozici 15 min ¢1 30 min. Pro zjiSténi hodnoty ECy (resp. ECsp) se naméiené
hodnoty produkovaného svétla se nejprve transformuji pomoci tzv. funkce gama (T;s),
jez je definovana jako pomér svétla ztracené¢ho v dusledku pisobeni toxikantu (H) a
svétla zbyvajiciho. Logaritmus funkce gama (log/s) se potom vynese v zavislosti na
logaritmu koncentrace do grafu, z n¢hoz se grafickou interpolaci nebo vypoctem zjisti
efektivni koncentrace ECy (resp. ECsp) (tabulka 5 v kapitole 6.1.).

Postup vypoctu relativni inhibice bioluminiscence H (%):

fk = Ik * I()-l
i korekéni faktor
Ik intenzita bioluminiscence kontrolniho vzorku po expozici 15 minut v relativnich

jednotkach bioluminiscence
Iy intenzita bioluminiscence kontrolniho vzorku zkusebni suspenze bezprostfedné

pted pfidanim fedici vody v relativnich jednotkach bioluminiscence

‘ Ic=10*fk*

fk* prumér hodnot fi
I, korigovand hodnota pro zkumavky se zkousenym vzorkem bezprostiedné pied

pfidanim zkouSeného vzorku

” H = ((I- I1s) * I.") * 100

Iis intenzita bioluminiscence zkouseného vzorku po expozici 15 minut v relativnich

jednotkach bioluminiscence

” gamma (T;5) = % H / (100 - % H)

5.5.1.8.  Platnost testu
* hodnota korek¢niho faktoru pro expozici 15 nebo 30 min je v rozsahu 0,6 - 1,8
» paralelni stanoveni se neodchyluji od svych primért o vice nez 5 %
= referen¢ni latka zplsobuje pfi 15 min (resp. 30 min) expozici inhibici:
1) 7,5 % NaCl (15 min ¢i 30 min expozice a fedéni D = 2) - inhibice 40 - 60 %
2) 25 mg.l" Zn*" jako ZnSO,4*7H,0 (15 &i 30 min expozice) - inhibice 20 - 80 %
3) 4,0 mg.I" Cr®" jako K,Cr,0- (5 min & 30 min expozice) - inhibice 20 - 80 %.
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5.5.2. Test inhibice ristu kofene Sinapis alba ve vodném roztoku

5.5.2.1. Podstata testu

Stanoveni toxického ucinku latek obsazenych ve vodnim vyluhu na klic¢ivost
semen a rust kofene v pocateCnich stadiich vyvoje rostliny hoicice bilé Sinapis alba
(ISO, 1993b; ISO, 1995; OECD, 2006a; MZP, 2007). Test je zalozen na urceni tzv.
ucinné pocatecni inhibi¢ni koncentraci testovaného vzorku, kterd za 72 hodin inhibuje

rust rostlin o 50 % ve srovnani s kontrolnim vzorkem (72h 1Csy,).

5.5.2.2. Organismus

V baterii testl ekotoxicity predstavuje hoic€ice bila Sinapis alba (Brassica alba L.)
zéstupce vyssich rostlin a kulturnich plodin (obrazek 6). Tato jednoleta olejnina patii do
¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Semeno rostliny je na brukvovité rostliny pomérné
velké, je zluté nebo bélaveé zluté kulovitého tvaru. Dosahuje priméru 1,5 - 4 mm,
hmotnost tisice semen se pohybuje od 3 do 6,8 g. Po vykli¢eni vyriistd jednoduchy

koten s hypokotylem; pozdé&ji je koten kulovity a bohaté rozvétveny (Bibrova, 2005).

Obrazek 6 Horcice bila S. alba (A - semena, B- vyklicena rostlinka s hypokotylem,
C- dospéla rostlina)

5.5.2.3. Podminky testu

teplota: 20+£2°C

pH: 6 - 8 (tprava pomoci H,SO4 1:10 nebo 3 % NaOH)
mnozstvi roztoku: 10 ml na 2 vrstvy filtracniho papiru na dn¢ krabicky
pocet semen: 15 - 30 v jedné nadobé

délka expozice: 72 hodin

osvétleni: bez pfistupu svétla
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5.5.2.4. Pristroje a pomiicky

* pH metr (Denver Instr., USA) = pinzeta

* Petriho misky (primér 110 mm) * milimetrové méfitko
= filtracni papir = nuzky

= pipety = termostat

5.5.2.5. Chemikalie
Kontrolni vzorek (fedici voda) se pfipravuje ze zasobnich roztokti (MZP, 2003):
zéasobni roztok 1: 18,5 g/l CaCl,*2H,0,
zasobni roztok 2: 49,3 g/l MgSO4*7 H,0,
zasobni roztok 3: 25,9 g/l NaHCOs,
zasobni roztok 4: 2,3 g/1 KCl
Z kazdého zésobniho roztoku se odebere 0,5 ml a smés se doplni na 200 ml

destilovanou vodou, pH se upravi na hodnotu 7,0 + 0,5.

5.5.2.6.  Postup testu

Filtracni papir vysttizeny podle velikosti dna krabic¢ky se ulozi ve dvou vrstvach
do Petriho misky a nasyti se 10 ml testovaného vzorku (vzorku vody, vodného vyluhu ¢i
fedici vody jako kontroly). Na vlhké filtracni papiry se rovhomérné rozmisti 15 - 30
semen. Takto pfipravené Petriho misky se umisti do termostatu (20 + 2 °C), kde se
inkubuji bez ptistupu svétla po dobu 72 hodin.
Uvodni test se provadi s nefedénym vodnym vyluhem. Poté se stanovi koncentraéni
rozmezi, v némz bude provadén zékladni test. K vodnému vyluhu se ptidava fedici voda
v poméru 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 (tabulka 1) a v navaznosti na predbézné testy se provede

zakladni test (Koci et al., 2001b).

Tabulka 1 Redéni vyluhu v testu se S. alba

Redéni Davkovani vyluhu [ml] Davkovani vody [ml]
1:2 3,33 6,67
1:4 2,00 8,00
1:8 1,11 8,89
1:16 0,59 9,41
kontrola 0 10

podle Koci et al. (2001b)
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5.5.2.7. Vyhodnocovani testu

Zaznamenava se délka vSech kotfenll ve vzorku i v kontrole. Nésledné se vypocita
inhibice (stimulace) rastu kofene v dané koncentraci latky. Pro kazdé fedéni se vypocita
aritmeticky primér délky kofenu z obou paralelnich stanoveni. Na zaklad¢ pramérnych
délek kotent v jednotlivych koncentracich se spocita inhibice rastu podle néasledujiciho

VZOrce:

” I = ((Lk - Ly)/ Lg) * 100

I inhibice nebo stimulace riustu kotene (%)
Lx pramérna délka kotfene v kontrole (mm)

Ly pramérnd délka kofene v testované koncentraci (mm)

Zakladem pro hodnoceni testu inhibice ristu je primérnd délka kotene zjisténa
v kontrole a testovaném vzorku. Je-li I > 0, jedna se o inhibici, je-li I < 0, jedna se o
stimulaci ristu kofene. Nevyklicend semena i semena, ktera vykli¢i, ale nevytvori
kotinek, se zapocitavaji do aritmetického priméru jako nulova délka kotene.

Jako kriterium ekotoxicity vzorkidl je pouZit statisticky vyznamny rozdil mezi

pramérnou délkou kotene rostlin v referen¢nim vzorku (kontrole) a testovaném vzorku.

5.5.2.8. Platnost testu
= kli¢ivost semen v kontrole je nejméné 90 %,
= stanovena hodnota 72 ICsy standardu (K,Cr,O7 p.a) pro testovana semena je

v rozsahu 10 - 50 mg.I”
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5.5.3. Test inhibice rustu korene rostlin kontaktnim testem

5.5.3.1. Podstata testu

Stanoveni toxického Uc€inku latek obsazenych ve vzorku zeminy na klic¢ivost
semen a rust kofene vybranych rostlin v po¢atecnich stadiich vyvoje. Zakladem tohoto
biotestu jsou standardizované metodiky (ISO, 1993b; ISO, 1995; ISO, 2005; OECD,
2006a; OECD, 2006b).

5.5.3.2.  Organismus
Testovaci organismus — piebrand neposkozend semena rostlin stejné velikosti,
s klic¢ivosti minimaln€ 90 %. Pro testy ekotoxicity v ramci této prace byly vybrany tyto
rostliny:
= hoftcice bila Sinapis alba

» salat hlavkovy Lactuca sativa

» jeCmen sety Hordeum vulgare

Obrazek 7 Kontaktni test ekotoxicity s rostlinami

5.5.3.3. Podminky testu

teplota: 20+2°C

pH: 6 - 8 (Uprava pomoci H,SO4 1:10 nebo krystalickym CaCOs)
mnozstvi zeminy: 250 g vlhké zeminy na nadobu

pocet semen: 30 semen v jedné nadobé¢ (ptip. 100 semen pro test kli¢ivosti)
délka expozice: 5 dni (120 hodin)

osvétleni: bez piistupu svétla

kontrola: standardizovand piida
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5.5.3.4. Pristroje a pomiicky

= plastové misky 11,0 x 13,5 cm, = pinzeta
vyska 4 cm, vicko stejnych * milimetrové métitko
rozmeéru = nuzky
= filtra¢ni papir = termostat
" Dpipety * pH metr (Denver Instr., USA)

5.5.3.5. Postup testu

Vzorky testované zeminy se zpracuji do 10 dnti od odbéru pii skladovani
v lednici. Je-li pH vzorku mens$i nez 6 nebo vétsi nez 8, provadi se test se vzorkem
s neupravenym i upravenym pH. Do plastovych misek se navazi ptiblizné 250 g zeminy
zvlhéené na hodnotu 70 £ 5 % VPK,x, pinzetou se rovnomérné rozmisti po 30
semenech (pfip. 100 semen) a s vyjimkou semen salatu se zakryji vrstvou zeminy.
Misky se umisti do termostatu s teplotou 20 + 2 °C, bez ptistupu svétla. Po 5 dnech se
rostlinky opatrné¢ oddéli od zeminy a hodnoti se kli¢ivost a zaznamenava se délka

kofenu v testovaném i kontrolnim vzorku.

5.5.3.6. Vyhodnocovani testu

Pti hodnoceni kli¢ivosti se zjiStuje % rozdil kli¢ivosti v kontrolnim a testovaném
vzorku. Zakladem pro hodnoceni testu inhibice rlstu je primérna délka kofene zjisténa
v kontrolnim a testovaném vzorku. U rostlin s vétSim poctem kofenli se méii nejdelsi
koten. Jestlize semeno nevyklici nebo vykli¢i, ale nevytvorti kotinek, zapocitava se tato
hodnota do aritmetického primeéru jako nulova.

Vypocet inhibice nebo stimulace se pocita pro nefedény vzorek zeminy:

” I = ((Lk — Ly) / L) * 100

I inhibice nebo stimulace rustu kotene (%)
Lk pramérnd délka kotfene v kontrole (mm)
Ly pramérna délka kotfene v nefedéném testovaném vzorku zeminy (mm)

Je-1i I > 0, jedna se o inhibici, je-1i I <0, jedna se o stimulaci riistu kofene.
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5.5.4. Test inhibice rastu okiehku Lemna minor

5.5.4.1. Podstata testu

Test je obecné navrZen pro stanoveni toxického vlivu rozpusSténych latek ve vode
nebo ve vyluhu na riist okfehku Lemna minor (USEPA, 1996; Environment Canada,
1999; ISO/FDIS, 2005; OECD, 2006c). Zjistuje se inhibice rastu okiehku (%); ptipadné
se urcuje 1 koncentrace testované latky, kterd za 168 hodin zptisobi 50 % inhibici ristu
(168h ICsp). Inhibice riistu se stanovuje podle parametri jako je pocet listenti, plocha

listentl, zména Cerstvé nebo suché hmotnosti a zména mnozstvi chlorofylu.

5.5.4.2. Organismus

Testovacim organismem je krytosemennd rostlina okiehek mensi Lemna minor
(obrazek 8). Okiehek L. minor ptedstavuje rychle rostouci, na hladiné volné plovouci
rostlinu, jednu znejmensich predstaviteli vysSSich vodnich makrofyt a kvetoucich
rostlin. L. minor patii do tfidy jednodéloznych rostlin, ¢eled’ okiehkovité (Lemnaceae).
Nejznaméjsim druhem této Celedi je pravé okiehek mensi L. minor, mezi dalsi zastupce
této Celedi patii L. gibba, L. valdiviana a Spirodella punctata a také tyto druhy jsou
n¢kdy vyuzivany v testech ekotoxicity (Greenberg et al., 1997; ASTM, 2000).

Obrazek 8 Okrehek mensi Lemna minor

Oktehek mensi L. minor (zndmy je lidovy nazev - zabinec) je rostlina
kosmopolitni, v CR je rozsifena ve stojatych nebo mirné tekoucich vodach od nizin az
do hor. Zakladem okiehku jsou ploché listeny, které maji tvar opacné vejcovitych
desticek, Sirokych 2 az 3 mm a rozdélenych podlouhlou Zilkou na dvé casti. Horni
povrch listenu a jeho kraj jsou vodou nesmacivé. Zdravé kolonie okiehku jsou tvofeny 2
az 5 listeny. Z dolni strany listenu vyrusta jeden kotinek, ktery ma tvar vlasku dlouhého

n&kolik cm, pfizpisobuje se pohybu hladiny a dava listenu stabilitu. Uginné piijimani,
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vedeni vody a vni rozpusténych latek je praveé listenem. Okiehek se prevazné
rozmnoZzuje vegetativné a je schopen za vhodnych podminek (dostate¢né fotosyntetické
zéteni, dostatek Zivin) svoji biomasu exponencialné zvySovat (Wang, 1990).

Oktehek L. minor pro testy ekotoxicity byl ziskan z RWTH Aachen (Némecko) a

srovnavaci kultura okiehku byla odebrana z p¥irodni lokality v Ohnigové (CR).

5.5.4.3. Podminky testu
. délka testu: 168 hodin (7 dni)

= gvétlo: 4000-10000Ix (85-125uEm™.s™)
. teplota: 24+2°C
. pH: 5-10

. pocet listenti v kadince: 10 (vétSinou 3 kolonie po 2 - 4 listenech)

. mnozstvi vzorku: 100 ml testovaciho vodného vzorku ve 250 ml kadince
(90 ml vzorku + 10 ml 10krat koncentrovaného media)
10 g zeminy + 40 ml 2krat koncentrovaného media

- kontrola: zivné medium, resp. kiemity pisek

. udrzovani kultury okiehku L. minor v laboratornich podminkiach po dobu

piiblizné 8 tydnli pred zahdjenim testovani.

Obrdzek 9 Kultivacni zaiizeni testu s okiehkem L. minor (A- pracovisté MBU AV CR,
Praha, CR; B- pracoviste UFZ, Lipsko, Némecko)

5.5.4.4. Pristroje a pomiicky

= kultivacni zafizeni- termostat = zdroj svétla- lampa (intenzita osvétleni
nebo vodni lazen (obrazek 9) 6 000- 8 000 Ix)

* pH metr (Denver Instr., USA) = Dpipety

= suSarna =  pinzety
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» digitdlni kamera LemnaTec, = kultivacni a testovaci nadoby - kadinky
GmBH (Némecko) 0 objemu 250 ml

= nuzky = analytické vahy

5.5.4.5. Chemikalie

Pro testovani se pouzivd bud’ tzv. SIS medium nebo Steinbergovo medium
(ISO/FDIS, 2005, OECD, 2006c). V této praci bylo pouZivano Steinbergovo medium
piipravené podle ISO/FDIS (2005). Redici vodou v testu je Zzivny roztok (pH 5,5 £ 0,2,
uprava NaOH nebo HCI), ktery je ptipraven smichdnim zasobnich roztokl a destilované
vody. Slozeni jednotlivych zéasobnich roztokli zivin a pfipravu zivného roztoku

zobrazuje ptiloha 3.

5.5.4.6. Postup testu

V piipadé testovani vzorka vody ¢i vodného vyluhu je do 250 ml kadinek
pfipravena koncentrac¢ni fada vzorku o celkovém objemu 100 ml. Nejvyssi moznou
pouzitou testovanou koncentraci vzorku je 90 ml vzorku a 10 ml 10krat
koncentrovaného Steinbergova media. Pro testovani vzorku sedimentu ¢i pudy se
v tomto testu jevi jako nejvhodnéjsi pouziti 40 ml 2krat koncentrované¢ho Steinbergova
média a 10 g sedimentu ¢i pidy (Hubdlek et al., 2004). Jako kontrolni vzorek je pii
testovani vyluhil pouzit zivny roztok, pro testovani vzorkt ptd je pouzit Cisty kiemicity
pisek. Do kazdé kadinky je nasledné ptidano 10 listend (tj. pfiblizné 3 kolonie; kazda
kolonie o poctu 2-4 listent1). Takto pfipravené kadinky jsou vlozeny do vodni 1dzn¢€ s
termostatem, kde jsou vzorky s okiehkem inkubovany za kontinudlniho osvétleni po

dobu 168 hodin. Na zacatku a na konci testu je stanovovano pH.

5.5.4.7. Vyhodnocovani testu

V testu se hodnoti inhibice rastu okiehku L. minor na zéklad¢é specifické
rychlosti ristu, ktera vychazi z vysledkli zmén parametra jako je pocet listent, plocha
listenti, Cerstva a sucha hmotnost nebo mnozstvi chlorofylu. Doporucuje se sledovat
alespon 2 z téchto parametr. Na konci testu (po 168 h) jsou listeny vizualné spocitany,
nasleduje hodnoceni podle dalsiho vybraného parametru (plocha listeni, zména

hmotnosti, obsah chlorofylu). Pocet listenti se doporucuje zaznamenavat nejen na konci
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testu, ale 1 béhem jeho prubéhu (nejlépe dalsi dvé pozorovani béhem sledovaného
obdobi) (ISO/FDIS, 2005).
Kromé¢ grafického vyjadieni lze ristovou rychlost p (specifickou ristovou

rychlost) vypocitat pro kazdou testovanou koncentraci a kontrolni vzorek:

” p=(nN,-InNy)/t,

No pocet listenil (¢i jiny parametr) na pocatku testu
Nn pocet listent (¢i jiny parametr) na konci testu

ty doba trvani testu

Na zakladé riistové rychlosti p 1ze vypocitat hodnotu ¢asu zdvojeni 7y:

” T,=In2/p

Z ristové rychlosti se ziskava % inhibice riistu 1,; pro kaZzdou koncentraci:

‘ L = ((pe - ) / e ) * 100 je-li I <0, jednd se o stimulaci riistu
e rustova rychlost v kontrole
L rustova rychlost v testované koncentraci

Vysledky jsou tedy zaloZeny na srovnani nardstu biomasy v kontrolnim vzorku s
nariistem v jednotlivych testovanych koncentracich. Pomér mezi nartistem v kontrolnim
roztoku a testované koncentraci je vyjadien v procentech. Inhibice riistu biomasy Ize

hodnotit také pomoci probitové analyzy. Dal§im vystupnim parametrem mulze byt

hodnota ICsy.

5.5.4.8. Platnost testu
Pii optimalnich podminkach je splnéna validita testu pravé na zakladé vysledki
kontrolniho vzorku a testu s referen¢ni latkou (obrazek 10 a ptiloha 4):
. pocet listenti v kontrolnim roztoku se na konci testu zvysi neyjméné 7krat
. pH v kontrolnim roztoku se nezvysi o vice nez 1,5 jednotky
. specifickd rychlosti ristu v kontrole je alesponn 0,275 dne, coz koresponduje
s casem zdvojeni kratSim nez 2,5 dne

= hodnota ICsg 3,5-dichlorfenolu v rozmezi 1,8-3,6 mg/1.
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zadatek
testu

Obrazek 10 Vysledky testu s okiehkem L. minor pro riizné koncentrace referencni
latky 3,5-dichlorfenolu (A - pocatek testu; B - G po 7 dnech testu)
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5.5.5. Test akutni imobilizace korySe Daphnia magna

5.5.5.1. Podstata testu

Test je zalozen na uréeni vlivu testovaného roztoku na pohyblivost neonat koryse
Daphnia magna. Stanovuje se pocatecni koncentrace zkousené latky, ktera za 24 hodin
imobilizuje 50 % jedinch D. magna (24h ECsy) vystavenych podminkdm ur¢enych
normami (OECD, 2004b; ISO, 1996; CSN EN IS0, 1997).

5.5.5.2. Organismus

ZkuSebnim organismem je perloo¢ka Daphnia magna (obrazek 11). Pouzivaji se
neonaty (jedinci Cerstve vylihli z vajicek; ne star$i nez 24 hodin) pochazejici nejméné ze
treti generace ziskané acyklickou partenogenezi za definovanych chovnych podminek.

Testovaci organismy byly ziskdny z komer¢niho testu (Daphtoxkit, 1996).

Obrazek 11 Daphnia magna (A, C) a jeji zimni vajicko- ephipium (B) (foto R.Wagner)

Korys rodu Daphnia je jednim z nejoblibenéjsSich testovacich organismi mezi
bezobratlymi (Adema, 1978; Mark and Solbé, 1998; Sanchez-Bayo, 2006; Bae and
Freeman, 2007; Wu et al., 2007). Daphnia patii mezi korySe (Crustacea) do tiidy
lupenonozci (Cladocera), organismy bézné se vyskytujici ve sladkovodnich vodach.
Tito korysi jsou dilezitym ¢lankem potravniho fetézce, maji pomérné kratkou generacni
dobu, jsou citlivi k Sirokému okruhu sladkovodnich kontaminantli, relativné dobie se
chovaji v laboratornich podminkéach a v neposledni fadé¢ se jedna o organismy pomérné

malé, nevyzadujici rozséhlé chovné a testovaci prostory.
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5.5.5.3. Podminky testu

. osvétleni: fotoperioda 16h svétla / 8h tmy
= teplota: 20+2°C

. pH: 6-8

. rozpusteny O,: >7 mg.l”

5.5.54.

mnozstvi roztoku:
pocet jedincii v testu: 5

délka expozice:

Pristroje a pomiicky
pristroj na méfeni koncentrace
rozpu$téného kysliku GOX 20
(Greisinger, Némecko)

pH metr (Denver Instr., USA)

light box ULB — 150 (Microbiotests

24 h, ptipadn¢ 48 h

10 ml na 1 komtirku testovaci desticky

testovaci desticka (Microbiotests
Inc., Belgie)

pipety

Petriho misky

sklenéné lahve o objemu 1 a 51

Inc., Belgie)

5.5.5.5. Chemikalie

Redici voda pro test inhibice pohyblivosti D. magna je identicka s fedici vodou
pouzivanou pro test inhibice ristu kofene S. alba (viz kap. 5.5.2.5). Hodnota pH takto
pfipravené fedici vody musi byt 7,8 + 0,2 (Uprava pomoci NaOH nebo HCI).
Provzdugiiovanim se docili hodnot koncentrace rozpuiténého O, nad 7 mg.1™.
5.5.5.6. Postup testu

V chovu je pravidelné kontrolovano pH a mnozstvi rozpusténého O, ve vodé.
Organismy jsou tiidény pfiblizn¢ jednou za Ctrnact dni. Jako krmivo je pouzivana
zelend tasa S. capricornutum. Pied provedenim testu se rozd€luji neonaty a matefsti
jedinci pfes sita pruméru 0,5 mm a 0,01 mm. Neonaty se ihned po odbéru pouzivaji pro
test; matei'ské jedince je mozno vratit do chovu. Béhem testu se organismy nekrmi.

Testovaci destiCka je rozdélena na Sest fadkt odpovidajicich rlznym
koncentracim testované latky (1-5) a kontrolni vzorek (X), a pét sloupci zasobni

komiirky + Ctyfi paralelni stanoveni pro kazdou koncentraci A, B, C, D.
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Test se provadi se vzorkem vody nebo vodného vyluhu v riizném koncentracnim
rozmezi v fedici vodé. Komurky testovaci destiCky o obsahu 10 ml se naplni témito
koncentra¢nimi fadami podle vySe uvedené¢ho schématu. Do zésobnich komurek se
prenese po dvaceti neonatech a odtud se umistuji po péti jedincich do kazdé z
paralelnich komutrek A-D. Testovaci desticka se ptikryje z divodu zamezeni vyparu
parafilmem a vickem. Po 24 hodindch se zaznamenaji pocty imobilizovanych jedincii
(za imobilizované se povazuji jedinci, ktefi do 15 sekund po mirném zamichani

roztokem nedokdzi aktivné plavat).

5.5.5.7. Vyhodnocovani testu
Procentualni imobilizace korySi se vypolitdivd na zakladé poctu

imobilizovanych koryst ve vzorku ve srovnani s kontrolou po 24, resp. 48 h testu.

‘ Toausy = ((Nk - Ny) / Ny * 100

I44s)y 1mobilizace koryst po 24, resp. 48 h (%)
Nk pocet piezivajicich (aktivné se pohybujicich) koryst v kontrolnim vzorku (%)

Ny pocet piezivajicich (aktivné se pohybujicich) v testovaném vzorku (%)

5.5.5.8.  Platnost testu

Platnost vysledki se posuzuje z hlediska dodrzeni nasledujicich podminek:
o koncentrace rozpusténého O, na konci testu je vétsi nebo rovna 2 mg.1”!
=  procento imobilizace korysi v kontrole je mensi nebo rovno 10%

= 24h-ECs pro K»Cr,0; je v rozsahu 0,6 - 1,7 mg.1"
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5.5.6. Test mortality a inhibice ristu korySe Heterocypris incongruens

5.5.6.1. Podstata testu
Kontaktni 6-denni test ekotoxicity s korySem Heterocypris incongruens je uren
pro piimé testovani vzorkd sedimentli a pid. Sledovanymi parametry testu jsou

mortalita a inhibice riistu korySe. Komer¢ni provedeni tohoto mikrobiotestu se nazyva

OstracodToxkit F™ (Chial and Persoone, 2002a; Chial and Persoone, 2002b).

5.5.6.2. Organismus

ZkuSebnim organismem testu je benticky korys Heterocypris incongruens. Tento
drobny sladkovodni koryS nalezi do tfidy lasturnatky (Ostracoda). Lasturnatky maji
lateralné zplostélé télo, které je uzavieno ve schrance inkrustované CaCOs;. Obecna
morfologie lasturnatek je znazornéna na obrazku 12. Potrava lasturnatek se sklada
vétSinou z ftas, bakterii, zivého ¢i mrtvého rostlinného materidlu a vyméski
bezobratlych. Lasturnatky prochédzeji osmi instary nez dospé€ji. Teplota a chemismus
vody ovliviiuje populaéni dynamiku lasturnatek, protoze piisobi na vyvoj jedince a

zivotni cyklus (Novacek, 2007).

antens antenuly

kra&iva noha maxilipeda

Obrazek 12 Korys Heterocypris incongruens (foto R.Wagner (A); Novacek (B))
Testovaci organismy pochdzeji zkomeréniho kitu OstracodToxkit F™

(MicroBioTests Inc., Belgie).

5.5.6.3. Podminky testu

. teplota: 25°C

. mnozstvi vzorku: 2 ml fasové suspenze + 300 pl sedimentu (pady)
. pocet jedinci: 10 jedincut v testovaci jamce

. délka expozice: 6 dni
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] osvétleni: tma

. kontrola: sediment dodévany v kitu (ptip. jiny referencni vzorek)

5.5.6.4. Chemikalie

Redici voda pro tento test se pfipravuje pomoci zasobnich roztokti dodavanych
v kitu. Zasobni roztoky jsou pfipravené koncentrace NaHCO;, CaSQO4, MgSO4, KCl,
které se doplni do 1 1 destilovanou vodou. Tato fedici voda se pouziva jako kultivaéni

medium i jako medium pro ptipravu fasové suspenze (Ostracodtoxkit, 2001).

5.5.6.5. Pristroje a pomiicky

. testovaci kit - OstracodToxkit F'™ =  zdroj svétla - kontinualni osvétleni
(MicroBioTests Inc., Belgie) (3000- 4000 1x)
. light box (MicroBioTests Inc., . mixér Vortex
Belgie) . pipety

Obrizek 13 Biotest s korySem H. incongruens — OstracodToxkit™

5.5.6.6.  Postup testu

Redici voda se pouZije jako kultivaéni medium pro vylihnuti koryst
z dodavanych cyst. 10 ml této fedici vody se piida na Petriho misky s cystami koryse H.
incongruens. Piekryté misky jsou umistény pod kontinualni osvétleni pii teploté 25 °C
po dobu 52 hodin. Redici voda se pouZije také pro piipravu fasové suspenze pouZivané
v testu jako krmivo. Z dodévaného prasku tasy Spirulina se pomoci ptidané fedici vody
a zamichani na mixéru Vortex piipravuje krmivo pro korySe. 48 h po startu inkubace
cyst koryst se krmivo piidavd na Petriho misky, aby cerstvé vylihnuti korys$i méli
dostatek potravy. Po vylihnuti koryst je u 10 jedincii zaznamenana jejich délka pomoci

dodévané specialni métici desticky pod disekéni mikroskop (Cerstvé vylihli korysi maji
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velikost ptiblizné 200- 250 um). Do kazdé jamky testovaci desti¢ky se pii testu pouziva
2 ml pfipravené tasové suspenze, 10 Cerstvé vylihlych koryst a 300 ul sedimentu
(pidy). Piesné mnozstvi navlhéeného sedimentu (pidy) se nabird a umistuje do
testovaci jamky pomoci dodavané stiikacky. Testovaci desticka se piekryje parafilmem
a umisti na 6 dni pii teploté 25 °C do tmy. Po 3 dnech inkubace je doporu¢eno mirné
promichani testovaci desticky z divodu opétovného rozmichani fas. Po 6 dnech je
obsah kazdé¢ jamky vybran pomoci specidlni mikropipety a je promyvan pies sitku, kdy
je tak odstranén nejjemnéj$i sediment. Zbytek obsahu (sediment a korysi) je poté
umistén na Petriho misky a pod disek¢nim mikroskopem je zaznamenavan pocet a

velikost koryst (Ostracodtoxkit, 2001).

5.5.6.7. Vyhodnocovani testu

Umrtnost a inhibice ristu koryst se vypocitava podle nasledujicich vzorci:

” X = ((Nk-Ny) /Ny * 100

X umrtnost koryst po 6 dnech testu (%)
Nk pocet piezivajicich koryst v kontrolnim vzorku (%)

Ny pocet prezivajicich v testovaném vzorku (%)

” I=100 - ((Ly - Lo) * (Li - Lo)™") * 100

I inhibice ristu korysi (v %)
L, primérnd délka koryst v testovaném vzorku na konci testu
Lo primérna délka korySt na pocatku testu

L primérna délka koryst v kontrolnim vzorku na konci testu
5.5.6.8. Platnost testu

Musi byt splnéna 2 zakladni kritéria testu:

. pramérnd mortalita koryst v kontrolnim vzorku s referenénim sedimentem nesmi
prekrocit 20 %

. pramérny prirtstek délky koryst v kontrolnim vzorku s referenénim sedimentem

musi byt nejméné 400 pm.
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5.5.7. Testy se zizalami Eisenia fetida

5.5.7.1. Podstata testu

Pti akutnim testu s zizalami Eisenia fetida se zjist'uje mortalita zizal po plisobeni
ur¢itych koncentraci testované latky (OECD, 1984; ISO, 1993a); subletélni testy jsou
hodnoceny podle inhibice reprodukce a inhibice rastu (ISO, 1998a; OECD, 2004a).

5.5.7.2.  Organismus

Eisenia fetida je standardni testovaci organismus hojné¢ vyuzivany v terestrické
ekotoxikologii (Kula and Larink, 1998). Dospély jedinec této epigeické Zizaly ma délku
téla cca 40-120 mm, primér téla 2-4 mm, hmotnost 0,3-1,2 g. Vylihnuti jedinci byvaji
nitkoviti, jejich délka 12-20 mm. Dosp¢li jedinci jsou hnédocervené az Cervenofialové
barvy (obrazek 14). Zizala E. fetida nalezi do &eledi Lumbricidae. Tato vlhkomilna
Zizala se vyviji v substratu pii teploté 18-25 °C, hranice pro existenci je asi 35 °C,
resp.5 °C (optiméalni vlhkost substratu 60-85 %, optimalni pH 6,5-7,5). Zizala E. fetida
se vyskytuje nejcastéji v kompostu, hnoji a jinych organickych substratech, které
postupné zpracovava a preméiuje na humus. Je to oboupohlavni zivocich. Kokony této
zizaly jsou zlutozelené, nékdy hnédavé az oranzové, jejich velikost je ptiblizné 3 mm. Z

jednoho kokonu se pfiblizn€¢ po 3- 4 tydnech vylihne nékolik (obvykle 2-5) mladat,

kterd dospivaji ptiblizn€ uz za 30 dni (Lowe and Butt, 2007).

Obrdzek 14 Zizaly E. fetida (A), nadoby pro chov Zizal (B), sklenice pro testovani (C)

Pro ucely této prace byly zakoupeny Zzizaly od firmy Pecl- Ekovermex, s.r.o.,

Pust&jov, CR.

5.5.7.3. Podminky testu

. osvétleni: bez regulace osvétleni (piipadné kontinualni osvétlent)
. teplota: 20+ 2 °C
o pH: 6-8
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. mnozstvi zeminy: 250-300 g
. pocet jedincii v testu: 10
. délka expozice: 28 dni

. referencni zemina: um¢éle pfipravena standardizovana zemina

5.5.7.4. Pristroje a pomiicky

. chovné nadoby o obsahu 50 1 . pinzeta
s perforovanym vikem = klimatizovana mistnost (20 + 2 °C).
. sklenice o obsahu 500 ml . vahy

5.5.7.5. Postup testu

Chov zizal byl provadén v 50 1 nddobach se smési zahradni zeminy, slamy a
raSeliny, pii teplot¢ 20 £ 2 °C, bez regulace osvétleni (obrazek 17). Nadoby byly
prekryty perforovanym vikem (pifipadné perforovanym alobalem). Zemina byla podle
potieby zvlh€ovana tak (pfiblizn€ 50 % VPK.x). Pfidavek krmiva (kukufiéného Srotu
nebo suSenych pelet vojtésky) a rozemleté slamy byl regulovan spotiebou tak, aby byla
zajisténa stala pritomnost pfiméfeného mnozstvi na povrchu zeminy. Pfiblizné jednou
za 2- 4 tydny byl obsah chovné nadoby provzdusnén promichanim. Pfiblizné¢ po 3
meésicich byly dospélé zizaly prevedeny na Cerstvy substrat, pficemz v plvodnim
substratu s kokony se béhem dvou mésicti vytvofi nova generace zizal. Zizaly se
povazuji za zdravé pokud se v substratu pohybuji a nesnazi se opoustét chovnou nadobu
a kontinualné se mnozi (Kula and Larink, 1998).

Vzorky zemin se zpracovavaji do 10 dnli od odbéru pii skladovani v lednici,
zeminy se zvlh¢uji destilovanou vodou na hodnotu 50 + 5 % VPKux. Je-1i pH vzorku
mensi nez 6 nebo veEtsi nez 8§, provadi se test se vzorkem s upravenym pH. Pro test se
pouzivaji dospélé zizaly s relativné homogennim vékovym zastoupenim (pfiblizné 2 az
12 mésicl) a sdobie vyvinutym opaskem (clitellum). Vybrané zizaly se 7 dni
aklimatizuji v referenni zeminé pouzivané v testu. Béhem této periody se zizaly krmi
stejnym substratem jako v testu. Cerstvd hmotnost Zizal E. fetida by méla byt mezi 300
az 600 mg. Zizaly se oplachnou v misce s vodou o teploté asi 20°C, poté se umisti na
filtracni papir a po odkapani vody se vazi celkovy pocet zizal na nadobu najednou. Do
500 ml sklenice se pridava ptiblizné 250-300 g zvlhéené zeminy. Do kazdé nadoby se

umistuje 10 dospélych zizal. Do 15 minut zdravé Zizaly zalezou do zeminy, pokud
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nektera zizala zlistavd na povrchu zeminy, je nutné ji vymeénit. Nadoby se zakryji
perforovanym vikem, umoziujicim pfistup vzduchu. Piidavek potravy se provadi
nasledujici den po zahajeni testu. Na povrch zeminy se déavkuje ptiblizné¢ 3 ml
nabobtnalé vojtésky (vojtéska ve vodé v objemovém poméru 1:3) na 300 ml zeminy v
testovaci nadob¢ a dalsi ptidavek vojtésky se provadéji 1krat tydné béhem 4 tydni testu.
Pokud krmeni ziistdva na povrchu zeminy nespotiebovano, davky se snizi. Béhem
akutniho testu toxicity se v ¢asovych intervalech po 7 dnech stanovuje pocet zivych
zizal, po 14 a 28 dnech se zjiStuje hmotnost zizal. Nadoby se zeminou se umisti do
vodni 1azné s teplotou 40 °C a teplota se zvysuje az na 60 °C, ptiblizn¢€ po 20 minutach
se zizaly objevi u povrchu zeminy, odkud je lze snadno odstranit a spocitat. Pro

kontrolu se jesté prohlizi cely obsah zeminy.

5.5.7.6. Vyhodnocovani testu
Vysledky akutniho testu toxicity se statisticky vyhodnoti, vliv vzorku na rust a

mortalitu zizal se posuzuje ve srovnani s referenénim vzorkem.

Inhibice rastu zizal (114, Irg) — zména hmotnosti zizal ve srovnani s referen¢nim

vzorkem, kterd je zjiStovana po 14 a 28 dnech testu (vyjadieni v %):

Lises) = (Mg —my) / my) * 100

48y inhibice nebo stimulace ristu zizal po 14, resp. 28 dnech testu (%)
my pramérnd hmotnost ZiZal vztazena k pocate¢ni hodnoté v kontrole (%)

my primérnd hmotnost zizal vztazena k po¢atecni hodnoté ve vzorku (%)

Umrtnost zizal (114, I2g) - zména poctu uhynulych Zizal ve srovnani s kontrolou,

kterd je zjiStovana po 14 a 28 dnech testu (vyjadieni v %):

I14(zs) = ((nk — Ilv) / Ilk) * 100

Lisg) Umrtnost Zizal po 14, resp. 28 dnech testu (%)
Nk primérny pocet piezivajicich zizal vztazeny k pocatec¢ni hodnoté v kontrole (%)

ny pramérny pocet piezivajicich ZiZal vztaZzeny k pocatecni hodnoté v testu (%)

5.5.7.7.  Platnost testu
Musi byt splnéno zakladni kritérium testu, kdy mortalita Zizal v kontrolnim

vzorku nesmi piesahnout 10 %.
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5.6. Popis a metodika vybranych bioremediacnich postupt

Vzhledem k tomu, Ze toxicita uméle kontaminovanych vzorkli nemusi piesné
odrazet toxicitu starych zatézi, které jsou ¢astym predmétem bioremediacnich postupi,
pro experimenty vramci této disertacni prace byly vybrany materidly realné

kontaminované riznymi typy polutanti (ropné latky, PAU, aj.)

5.6.1. Bioremediace kontaminované zeminy

Byla hodnocena zména ekotoxicity zeminy kontaminované ropnymi uhlovodiky
v prub¢hu bioremediace. Zemina byla odebrana z dekontaminacni plochy spole¢nosti
ENVISAN-GEM, a.s. a testy byly provadény v poloprovoznim méfitku. Zemina byla
kontaminovéana minerdlnimi a hydraulickymi oleji a mazivy. Experiment byl zahéjen
v kvétnu roku 2002 a trval do listopadu 2003.

Kontaminovana zemina (koncentrace NEL = 6380 pg.g” susiny) byla na
dekontamina¢ni plose odebrana v ptiblizném mnozstvi 200 kg a poté byla aplikovana
inokulace 1,5 | bakteridlniho preparatu GEM-100, ktery byl pfipraven spolecnosti
ENVISAN-GEM, a.s. Zakladem bakteridlniho preparaitu GEM-100 jsou bakteridlni
kmeny Pseudomonas sp. a Acinetobacter sp. (opticka denzita pii 620 nm 8,25; pH 6,8;
celkovy pocet aerobnich heterotrofnich bakterii 5,3.10'"° KTJ.ml™"). Potty bakterii
v kontaminované zemin¢ se béhem bioremediacniho procesu pohybovaly v rozmezi
10° - 10° KTJ.g" susiny. Bylo odhadnuto, 7¢ mnoZstvi bakterii schopnych rozkladat
uhlovodiky bylo 10” - 10%krat niz$i neZ celkové mnozstvi aerobnich heterotrofnich
bakterii a klesalo do okamziku reinokulace stejnym bakterialnim vzorkem po 14
mésicich bioremediace.

Pied zahijenim experimentu byly stanoveny vybrané fyzikalné-chemické
parametry zeminy a koncentrace NEL a vybranych tézkych kovli v zeminé (pfiloha 5).
Koncentrace vybranych kovii v kontaminované zemin¢ byly podobné jejich piiorozené
koncentraci v prostfedi, proto nebyl v biotestech predpokladan toxicky ucinek kovi.
Zmény koncentraci NEL v zeminé a ve vyluhu béhem bioremedi¢niho experimentu jsou
zobrazeny v tabulce 2. Vysledky uvedené v tabulce 2 a pfiloze 5 byly zpracovavany

spolecnosti ENVISAN-GEM, a.s.
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Mnozstvi NEL v zeminé pokleslo béhem 17 mésicii bioremediace o 66 % (z
pavodnich 6380 pg.g” na 2200 pg.g"). Koncentrace NEL ve vyluhu pfipravovaném pro
ekotoxikologické testovani také poklesla béhem bioremediace. Na konci experimentu
byl zaznamenén pouze vyssi obsah nékterych uhlovodiki, jejichz biodegradace je jiz
pomérné pomald. Béhem bioremediace dochdzelo k poklesu obsahu zivin (dusiku a
fosforu) v dusledku bakteridlni aktivity, proto byly tyto Ziviny pfiddvany do zeminy
nékolikrat béhem experimentu (tabulka 2).

Tabulka 2 Vybrané parametry kontaminované zeminy béhem bioremediace

cas NEL
(mésice) v zeming
(ug g
zacCatek 6380
4840
4360
4490
3680
3840
3650
3220
3450
3390
3290
2960
2520
2480
2410
2200

Ekotoxicita kontaminované zeminy v prubéhu bioremediace byla hodnocena
nckolika testy ekotoxicity - s bakteriemi V. fischeri, s korysi H. incongruens, s zizalami

E. fetida a s vybranymi druhy rostlin (S. alba, H. vulgare, L. sativa a L. minor).
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5.6.2. Kompostovani kontaminované zeminy

Kontaminovand zemina byla ziskdna z aredlu dfevaiského zavodu JDZ
Sobéslav. Zemina v tomto arealu byla dlouhodobé kontaminovéana béhem impregnace
dfeva a v soucasné dob¢ v aredlu probihd sanace této staré ekologické zatéze. JDZ
Sobé&slav je nejvétsim vyrobcem Zelezni¢nich prazct a telegrafnich sloupt v CR.
Impregnace dievénych vyrobkl probiha na lokalité jiz od poc¢atku minulého stoleti, a to
jednak kreosotovym olejem (produkt destilace Cernouhelného dehtu), jednak solemi
tézkych kovii. Dsledkem dlouhodobé ¢innosti zavodu je znecisténi plidy a podzemnich

vod predevsim PAU a fenoly, lokdln€¢ doprovazené kontaminaci tézkymi kovy a

ropnymi latkami (obrazek 15).

Obrazek 15 Kontaminace uzemi jako nasledek impregnace dreva

Kompostovani bylo uskute¢néno v kompostovaci jednotce (obsah 2 t) s aktivni
regulaci vzduchu (obrazek 16). Ptiblizné 120 kg kontaminované zeminy bylo smichano
s 500 kg substratu pro ptipravu kompostu pro péstovani zampioénl (tento substrat byl
pouzit pro nastartovani procesu kompostovani). Celkem 6 vrstev kontaminované
zeminy bylo vloZzeno mezi vrstvy tohoto CcCerstvého substratu. Celkova vyska

kompostovaného materidlu byla 1,5 m na po¢atku kompostovani.

Obrazek 16 Kompostovaci jednotka (A, B) a zajisténi aerace této jednotky (C)
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Celkova pocate¢ni koncentrace 16 PAU byla 1724 pg.g” susiny (DIN 38407-F8
Standard). Kontaminovana ptda byla pfed zahdjenim experimentu suSena a prosivana
sitem o velikosti ok 2 mm. Koncentrace jednotlivych PAU v zeminé pied zahijenim
kompostovani zobrazuje tabulka 3. Dal§i parametry kontaminované zeminy
(struktura/textura zeminy, obsah nékterych zivin, koncentrace vybranych tézkych kovil)

z lokality JDZ Sobéslav jsou zobrazeny v tabulce v ptiloze 6.

Tabulka 3  Koncentrace PAU v kontaminované zeminé pred kompostovanim

suma PAU 1723.,5 p,tg.g'1
fenantren [PHE] 365,9 | pg.g’
antracen [ANT] 102,3 | pe.g’
fluoranten [FLT] 668,3 | ng.g’
pyren [PYR] 4272 | pg.g’
benzo(a)antracen [BaA] 77,5 | pg. g'1
chrysen [CHR] 62,9 | pg.g’
benzo(b)fluoranten [BbF] 93| pg.g’
benzo(k)fluoranten [BkF] 64| ng.g’
benzo(a)pyren [Bap] 37| pngg’

Béhem prvni faze kompostovani byl wuvnitt kompostovaci jednotky

zaznamenavan pribeh koncentrace O, a COp a prib¢h teploty v riiznych castech

kompostovaci jednotky (u dna, ve stfedu a v horni vrstve) (obrazek 17).

_—

—=— teplota (spodni vrstva) —e—teplota (stredni vrstva)
—e— teplota (vrchni vrstva) A 02
—<— C02

—_—
O
(3
q
k]
o
2

koncentrace O2 a CO2 (%)

21 26 33
Délka kompostovani (dny)

Obrazek 17  Pritbeh prvni faze kompostovani kontaminované zeminy
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Délka prvni kompostovaci faze byla 6 tydnti, nasledovala 14-tydenni faze
maturace (zrani). Poté byl kompostovany material pfevezen na plochu, kde nasledovala
dalsi venkovni fdze maturace trvajici ptiblizné dalSich 30 tydnti (ptiblizné 200 dni).

Vzorky kompostovaného materialu pro analyzy a testy ekotoxicity byly
odebrany po termofilni fazi kompostovani a po fazi premény ze 3 Casti kompostovaci
jednotky. Vzorkovani bylo provedeno pouZitim kovové trubky (délka 1,5 m; primér
100 mm), kterou byly odebrany vzorky ze stfedové a okrajové ¢asti kompostovaci
jednotky. Vzorkovani pidy po venkovni maturaci bylo provedeno z nahodnych mist
hromady kompostu. Vzorky byly homogenizovany a suSeny pti 40°C. Homogenizovany
vzorek byl podstoupen soxhlet extrakci pfi pouziti smési aceton - hexan (1:3) po 12
hodin. Po odpateni rozpoustédla byl extrakt rozpustén v malém mnoZzstvi acetonitrilu a
po suseni byl analyzovan pomoci HPLC (Hewlet-Packard 1090) (ISO, 1998d).

Béhem kompostovani byl zaznamenan vyznamny pokles koncentrace PAU
v zeminé (obrazek 18). Obsah PAU po prvni intenzivni fazi kompostovani ¢inil 42 %
ptvodni koncentrace, po fazi piemény 30,2 % a nasledné 5 % po dalsi 200-denni
venkovni maturaci kompostu. Celkovy obsah PAU v zeminég poklesl béhem 12 mésicti o

95 % (z hodnoty 1723,5 pug.g™' na kone¢nou hodnotu 87 pg.g” susiny zeminy).

O 12 mésicu E 20 tydnt O 6 tydn O zacatek

zacat
6 tydnu ek
20 tydnu
12 mésica

Obrazek 18 Pokles koncentrace PAU v zeminé béhem kompostovani

Pro hodnoceni ekotoxicity byly do testovaci baterie zahrnuty biotesty s V.

fischeri, S. alba, L. minor, H. incongruens a E. fetida.
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5.6.3. Remediace kontaminované podzemni vody

Ekotoxicita podzemni vody z lokality OZ-Chemie Horni Pocernice byla
hodnocena béhem obdobi 2002-2005 (celkovd doba sledovani piedstavovala 34
mésictl). Sledovana lokalita byly po desetileti vyuzivana jako sklad chemikalii a od roku
1995 probiha na této lokalité¢ remediace kontaminované podzemni vody. Podzemni voda
z aredlu OZ-Chemie Horni Pocernice byla kontaminovana smésnou kontaminaci s
hlavnim podilem ropnych latek a chlorovanych etylenli. Smésnou kontaminaci této
podzemni vody tvotily chlorované etyleny (TCE, 1,1-, cis-1,2,- a trans-1,2-DCE, VC,
aj.), chlorované alkany (chloroform, dichlor-, trichlor- a tetrachloretany, dichlormetan,
tetrachlormetan), BTEX, chlorbenzeny, styren, organicka rozpoustédla a patrné spousta
dalsich doprovodnych polutantii, které nebyly pfedmétem sanace. Koncentrace hlavnich
kontaminant (BTEX a chlorovanych etylentl) ve sledované podzemni vodé v roce 2002
pred zahdjenim ekotoxikologického sledovani podzemni vody na vybranych tiech
vrtech (HP-72, HP-81 a HP-88) zobrazuje tabulka 4. Podrobné;si vyjadieni koncentraci
hlavnich znec€ist'ujicich latek v podzemni vodé na vybranych 3 vrtech pfed zahajenim
ekotoxikologického hodnoceni je uvedeno v pfiloze 7. V letech 2003-2004 bylo
ekotoxikologické hodnoceni rozsiteno také pro vzorky kontaminované podzemni vody
z dalsich dvou vrti (HP-83 a HP-92) z divodu potvrzeni nékterych trendt pii sledovani
procesu remediace. Vysledky chemickych analyz vtabulce 4 a v ptiloze 7 byly
zpracovavany spolecnosti ENVISAN-GEM, a.s. Nejen vzhledem k slozité situaci
kontaminace (rizné podminky pro biologické odbourdavani ptitomnych polutanti)
nakonec nebylo nakonec piistoupeno k pouziti biologickych metod (napf. o uvazované
piirozené atenuaci), prestoze biologicka dehalogenace v zajmové lokalit¢ byla
prokdzana (Mat&ju et al., 2005b). Od roku 2003 tak byly klasické fyzikalné-chemické
sanatni metody (sanac¢ni Cerpani, stripping) podporovany aplikaci neionogenni
povrchové aktivni latky (NPAL) SUPERNEU®. Ugelem aplikace NPAL bylo uvolnit
sorbované zneciSténi a zvysit vytéznost sanacniho Cerpani. Toto promyvéani bylo
provedeno ve dvou etapach v roce 2003 a v tfeti etapé v roce 2004. Aplikaci NPAL se
zvysila celkova vytéznost organickych polutantd pii sanacnich Cerpéni, pozitivni vliv

vSak nebyl zjistén na vSech Cerpanych objektech (Maté&ju et al., 2005b).
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Testy ekotoxicity byly realizovany z diivodu dalSiho hodnoceni této smésné
kontaminace podzemni vody. Piipadné zmény ekotoxicity vzorkl kontaminované vody
jsou vyjadieny bez ohledu na zmény koncentraci rozlicnych kontaminantti v podzemni
vod¢ béhem remediace, nebot’ byla zdokumentovana silna fluktuace kontaminace v
podzemni vod¢ mezi jednotlivymi vrty. Z tohoto divodu nejsou ekotoxikologické
vysledky pfimo porovnavany s mnozstvim dat ziskanych béhem chemickych analyz, ale
testy ekotoxicity jsou vyhodnocovéany jako doplnéni pohledu na hodnoceni vybrané

metody remediace podzemni vody.

Tabulka 4  Koncentrace BTEX a chlorovanych latek v podzemni vodeé na pocatku
sledovani ekotoxicity

misto datum typ suma BTEX | suma CIU
odbéru | odbéru | vzorku ug/l ug/l
HP-72 13.03.02 | voda 11,8 3954
HP-81 21.03.02 | voda 52,2 10898
HP-88 21.03.02 | voda - 53,2

Pro hodnoceni ekotoxicity podzemni vody byly do testovaci baterie zahrnuty
biotesty s V. fischeri, S. alba, L. minor, D. magna. Obrazek 19 zobrazuje ndzorné

vyuziti biotestu s okiehkem L. minor pti hodnoceni vzorkd kontaminované podzemni

vody.

Obrazek 19  Riist okiehku L. minor v kontaminované podzemni vodé (A- kontrolni
vzorek, B- podzemni voda z vrtu HP-72; C- podzemni voda z vrtu HP-81)
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5.6.4. Biodegradace barviv

Cilem tohoto biodegrada¢niho projektu byla dekolorizace dvou vybranych barviv
(Orange G a RBBR) pomoci houby bilé hniloby Dichomitus squalens. V pribéhu
biodegradace byl sledovan mozny toxicky vliv barviv na morfologické zmény. Uginnost
dekolorizace D. squalens byla hodnocena pro obé barviva v koncentracich 0,5 g.I" a 3
g1 ve statické a tfepané tekuté kultufe i na pevném agarovém mediu b&hem 14 dni.
Pfitomnost barviva snizila produkci biomasy a rychlost rastu D. squalens, toto snizeni
bylo vyznamnéj$i u RBBR. Po 14 dnech dekolorizace byly elektronovym mikroskopem
zaznamenany velice vyznamné morfologické zmény mycelia D. squalens rostoucich
v mediich s barvivy. Riizné deformace jednotlivych hyf D. squalens byly vyznamnéjsi
v pevném nez tekutém mediu a pfi vySsi koncentraci barviv. Ve vSech ptipadech byly
morfologické zmény vyrazné€jsi v ptitomnosti barviva RBBR nez Orange G (Eichlerova,
et al., 2007).

Biodegradace (dekolorizace) barviv ale nemusi byt vzdy znakem uspésné
detoxifikace; piikladem mutize byt vznik karcinogennich aromatickych amint pfi redukci
a $tépéni azo-vazeb. Toxicita barviv (Orange G a RBBR) v prubéhu jejich biodegradace
byla sledovana biotestem s okiehkem L. minor, ktery byl vybran jako vhodny klasicky
test ekotoxicity na doplnéni vysledki hodnoceni pritbé¢hu biodegradace barviv (obrazek
20). Inhibice ristu L. minor byla hodnocena podle 2 parametrii - inhibice poctu listenti
a inhibice hmotnosti listeni. Vliv media (Kirkovo dusikem limitované medium)

pouzitého pii dekolorizaci barviv nebyl brdn v uvahu pii hodnoceni ekotoxicity

biotestem s L. minor.

Obrazek 20  Vyuziti biotestu s L. minor pri hodnoceni biodegradace barviv-
rist L. minor v pritomnosti riiznych koncentraci barviva RBBR
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6. Vysledky

6.1. Vyhodnocovani jednotlivych vybranych testi ekotoxicity

Vysledkové protokoly jednotlivych biotesti zobrazuji piiklady vyhodnocovani
testll ekotoxicity pifi vybranych bioremedia¢nich experimentech (tabulka 5 az 10).
Tabulka 5 znazorfiuje protokol vysledki bakteridlniho testu s V. fischeri. Jako ptiklad je
v tabulce 5 vyuzito vyhodnoceni vzorku kontaminované zeminy pouzité v experimentu

kompostovani; podrobné ekotoxikologické vysledky tohoto experimentu jsou uvedeny

v kapitole 6.3.

Tabulka 5 Protokol testu ekotoxicity - inhibice bioluminiscence bakterie V. fischeri

LUMISTOX
vzorek 1A
test fedeni D=2 (0,5 ml bakterialni suspenze + 0,5 ml vzorku)
fedéni (%) 50 25 12,5 6,25 2%NaCl
das 0 180 186,4 176,3 197,7 202,8
176,8 197,5 1753 197,1 183,5
¢as (15 min) 61,6 84,2 99,78 117,1 1447
68,6 85,6 93,4 116,3 145,9
Inhibice bioluminiscence (%)
vzorek I Ii5 I H;s primér SD
50 a 180 62 136 54,6 51,6 4,29
b 177 69 133 48,6
25 a 186 84 141 40,1 41,3 1,72
b 198 86 149 42,5
12,5 a 176 100 133 25,0 27,2 3,11
b 175 93 132 29,4
6,25 a 198 117 149 21,5 21,6 0,21
b 197 116 149 21,8
2%NaCl a 203 145 153 5,4 0,0 7,65
b 184 146 138 -5,4
Primér (Iy) 187,34 x=logc y=log /s c 15
SD (Iy) 10,0 1,69897 0,0277 50 1,066
Korekéni faktor (f,) [ 0,754 1,39794 -0,1522 25 0,704
1,09691 -0,4283 12,5 0,373
0,7959 -0,5592 6,25 0,276
02
s 0 . . el
) y=0,6767 x - 1,1221
Sz VTOTET 142 log/5=0,6767logc-1,1221
: R20,9833 = £5=, 9c-2,
8 -0,4 - r
§ -0,6 - pro ECy: log/ ;5= 0,25
Y ECy =59 %
0,6 0,8 1 1,2 14 1,6 1,8 pro ECsp: logl 5= 1
log {c) EC 5o = 45,5 %
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Tabulky 6 az 8 zobrazuji ptiklady ekotoxikologického hodnoceni vzorkl

kontaminované podzemni vody na zakladé€ priibéhu biotestu s hoi¢ici S. alba

(tabulka

6), biotestu s okiehkem L. minor (tabulka 7) a biotestu s korySem D. magna (tabulka 8).

Podrobnosti k vysledkiim experimentu sledovani zmén ekotoxicity v pribéhu remediace

kontaminované podzemni vody jsou uvedeny v kapitole 6.4.

Tabulka 6 Protokol testu ekotoxicity - inhibice riistu korene horcice S. alba

testovana semena: horcice S. alba

vzorek: nefedény vyluh

datum zahajeni testu: 5.1.2004
datum ukonceni testu: 8.1.2004

kontrolni vzorek €. 72 vzorek ¢. 81 vzorek ¢. 83 vzorek ¢. 88 vzorek €. 92
vzorek
k1| k2 | k3| a | b | ¢ a | b | c a | b | ¢ a | b | c a | b | c
pocet pocet pocet pocet pocet pocet
vykli¢enych vykli¢enych vykli¢enych vykli¢enych vykli¢enych vykli¢enych
semen semen semen semen semen semen
150151515 1515 1515151515 [15[15]15]15] 15| 15| 15
délka kofenu délka kofenu délka kofenu délka kofenu délka kofenu délka kofenu
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
46 | 62 | 35| 37 | 52 [ 33 | 14 | 22 | 23 | 13 | 29 | 37 | 10 | 26 | 15 | 38 | 46 32
43 | 47 [ 38 | 24 | 46 47 18 15 20 41 33 46 12 28 24 42 48 30
40 | 42 |43 ] 30 [ 36 | 38 | 12 | 33 | 22 | 33 | 35 | 27 | 23 | 17 | 20 [ 25 | 42 | 43
30 | 38 |42 | 53 | 30 | 35 | 10 | 15 [ 24 | 42 | 38 | 38 | 13 | 18 | 24 | 36 | 40 30
34 |52 {40 | 48 | 40 | 37 | 14 | 23 [ 30 | 24 [ 25 | 32 | 27 | 22 | 38 | 35 | 36 | 41
33 |55 (43| 44 | 43 | 30 | 13 | 18 [ 22 | 38 | 28 | 25 | 15 | 23 | 28 | 43 | 30 35
40 | 43 |52 35 [ 28 | 38 | 10 | 22 | 38 | 34 | 22 | 36 | 30 | 24 | 30 | 40 | 35 30
42 | 45 147 52 [ 60 | 42 | 12 | 28 | 25 | 38 | 30 | 35 | 25 | 40 | 15 | 38 | 35 32
44 135140 ] 43 | 50 | 26 8 20 | 18 | 36 | 32 | 38 | 22 [ 18 | 20 | 30 | 37 35
31 | 45 [ 37 ] 38 | 40 | 33 7 23 | 15 | 27 | 27 [ 33 | 25 [ 22 | 16 | 35 | 38 25
42 | 42 |38 35 | 47 | 25 9 17 [ 13 | 45 | 32 | 32 | 26 | 32 | 18 | 33 | 42 22
49 1 46 | 53] 30 [ 38 | 35 | 12 | 24 | 20 | 32 | 37 | 36 | 28 | 18 | 20 | 44 | 45 35
38 [33 (5733 | 38 [40 | 15 | 16 | 25 | 35 | 33 | 48 | 20 | 25 | 15 ]| 32 | 35 42
34 [ 38 35| 38 | 43 [ 38 | 16 | 15 | 21 | 48 | 25 | 34 | 18 | 22 [ 21 | 48 | 26 38
45 1 41 |38 40 [ 32 | 39 | 12 | 20 | 22 | 25 | 22 | 30 | 19 | 24 | 25 | 38 | 28 29
primérna | prumérna délka | primérna délka | primérna délka | primérna délka | primérna délka
délka korenu koFenu kofenu koFenu kofenu korenu
39 [44 [43] 39 [ 42 [ 36 | 12 ] 21 |23 |34 ]3035 [ 2 [24]22]37]38] 33
pramér: | 42 | prumeér: 39 | prumeér: 19 | prameér: 33 | prumér: | 2,2 | pramér: 36
inhibice: (8,1 | inhibice: | 56,1 | inhibice: | 21,5 | inhibice: | 47,1 | inhibice: | 14,5
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Tabulka 7 Protokol testu ekotoxicity - inhibice ristu okiehku L. minor

DenO | Den?2 | Den5 | Den 7 Datum: 6-13.9.2004
vzoreK | (245°C)|(25,1°C) | (24,3°C) | (23,2°C)
Rozmisténi testovanych vzorki
72 -A 10 14 19 32
-B 10 14 17 31 72-A| 81-4 | 83-A4 | 88-4 | 92-4
-C 10 14 19 30 K-1|72-B | 81-B | 83-B | 88-B
81 -A 10 21 28 36 92-B| K-2 72-C | 81-C | 83-C
-B 10 17 25 38 88-C| 92-C | K-3
-C 10 18 25 34
83 -A 10 16 7 31 Na pocatku testu (n= 20) :
-B 10 15 22 30 ||- primérnd hmotnost 10 listenti: 0,97 pg
-C 10 14 19 28
88 -A 10 16 19 29
-B 10 15 19 25
-C 10 15 19 27
922 -A 10 14 19 32
-B| 10 16 24 40
-C 10 16 22 38
K -1 10 22 39 89
-2 10 22 44 90
-3 10 18 33 77
POCET | Polet Priamér SD Cas Prumér | Specific. Prim. | Inhibice
LISTENU | listeni  poétu zdvojeni  ¢asu | Rychlost specific. rustu
to=10 listenu zdvojeni | ristu  rychlost
vzorek |(Cast;) (Cast;) (Casty) (dny) (dny) rustu (%)
72 - A 32 31,0 0,82 4,17 4,29 0,166 0,162 47,2
-B 31 4,29 0,162
-C 30 4,42 0,157
81-A 36 36,0 1,63 3,79 3,80 0,183 0,183 40,2
-B 38 3,63 0,191
-C 34 3,96 0,175
83-A 31 29,7 1,25 4,29 4,47 0,162 0,155 49,3
-B 30 4,42 0,157
-C 28 4,71 0,147
88- A 29 27,0 1,63 4,56 4,91 0,152 0,142 53,7
-B 25 530 0,131
-C 27 4,88 0,142
92-A 32 36,7 34 4,17 3,77 0,166 0,185 39,5
-B 40 3,50 0,198
-C 38 3,63 0,191
K-1 89 85,3 5,91 2,22 2,27 0,312 0,306 -
=) 90 2,21 0,314
-3 77 2,38 0,292

61




Tabulka 7 — pokracovdani Protokol testu ekotoxicity - inhibice rustu okiehku L. minor

HMOTNOST| Vaha Viha Viha | Prim. SD Specific. Prim. | Inhibice
LISTENU misky (listeny listeni | vaha rychlost specific. | ruistu
+ miska) listenu riastu  rychlost
(Cast;) (Casty) | (Cast;) (Casty) ristu
vzorek (g g g g (g (%)
72-A 112,3 115,6 33 3,7 0,3 0,171 0,185 34,3
-B 106,5 110,4 3.9 0,194
-C 83 86,8 3,8 0,191
81-A 97,6 102,7 5,1 4,6 0,4 0,233 0,217 22,9
-B 124,5 129,1 4,6 0,218
-C 1074 111,5 4,1 0,202
83-A 102,1 106,6 4,5 42 0,3 0215 0,205 27,4
-B 131,6 135,9 43 0,208
-C 1184 1222 3.8 0,191
88-A 94,6 97,6 3,0 3,1 0,3 0,157 0,163 42,3
-B 107,3 110,8 3,5 0,179
-C 096,2 99,1 2,9 0,152
92-A 122,9 126,6 3,7 5,0 0,9 0,187 0,226 19,7
-B 095,2 100,8 5,6 0,246
-C 095,3 100,9 5,6 0,246
K-1 104,6 112 7,4 7,2 0,2 0,286 0,282 =
-2 105 1123 73 0,284
-3 1174 1243 6,9 0,276
PLOCHA | Plocha Plocha | Zména Pram. SD Specific. | Prim. | Inhibice
LISTENU |listenii listeni plochy zména rychlost | specific. | ristu
listeni  plochy riastu | rychlost
(Casty) (Casty;) | (Cast;) (Casty) | (Casty) rustu
vzorek (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (%)
72-A 109 269 160 148,0 8,6 0,129 0,129 51,1
-B 103 243 140 0,123
-C 90 234 144 0,137
81-A 103 242 139 154,7 12,3 0,122 0,132 50,3
-B 109 278 169 0,134
-C 95 251 156 0,139
83-A 107 234 127 129,0 43 0,112 0,118 55,3
-B 96 221 125 0,119
-C 98 233 135 0,124
88-A 105 205 100 104,7 7,3 0,096 0,102 61,3
-B 96 211 115 0,113
-C 99 198 99 0,099
92-A 90 299 209 221,0 12,4 0,172 0,172 35,0
-B 101 339 238 0,173
-C 93 309 216 0,172
K-1 103 657 554 543,7 13,2 0,265 0,265 -
-2 106 658 552 0,261
-3 95 620 525 0,268
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Tabulka 8 Protokol testu ekotoxicity - imobilizace koryse D. magna

7.-8.10.2003 | pocet korySi | pocet korySiu | imobilizace
D. magna D. magna D. magna

vzorek (den 0) (den 1) (%)

72 -A 5 5 30
-B
-C
-D

-A
-B
-C
-D

-A
-B
-C
-D

-A
-B
-C
-D

-A
-B
-C
-D

K -1
-2
-3
-D

DN L U D b D D D [ D [ D D [ e D
DN L bbb Nl BWDERKWEKAPRWER OV W

Ptiklad vyhodnocovani testu ekotoxicity s zizalami E. fetida zobrazuje tabulka 9;
tento biotest byl vyuzit pro hodnoceni ekotoxicity bioremediace a kompostovani

kontaminované zeminy (kapitola 6.2. a 6.3).

Tabulka 9 Protokol testu ekotoxicity - inhibice rustu a mortalita Zizal E. fetida

Den 0 Den 14
pocet / hmotnost pocet / mortalita hmotnost /
vzorek (2) (%) |inhibice rastu (%)

S1 -A 10 3,64 0 100 100

-B 10 4,26 0 100 100
-C 10 3,87 0 100 100

K -1 10 3,92 10 0
-2 10 4,65 10
-3 10 4,16 10

Pozn. S1- zemina kontaminovana PAU, K- kontrolni vzorek
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V tabulce 10 je zobrazeno podrobné vyhodnoceni biotestu nazyvaného

OstracodToxkit F™ s korysem H. incongruens. V tomto protokolu je pouZito

vyhodnoceni biotestu se vzorky kontaminované zeminy z aredlu Carborundum Svijany

(kontaminace lehkymi topnymi oleji; NEL = 13 000 mg/kg), s kontaminovanym

sedimentem z potoka Mlynafice (kontaminace motorovym olejem a naftou; NEL =

3 500 mg/kg) a referenéni zeminou z aredlu MBU Praha. Na zékladé téchto vysledki pii

prvni aplikaci biotestu s korySem H. incongruens byl tento biotest dale vyuzit pro

hodnoceni ekotoxicity bioremediacnich postupt (kapitola 6.2. a 6.3.).

Tabulka 10 Protokol testu ekotoxicity - inhibice rustu a mortalita koryse H. incongruens

OstracodToxkit FT_M

testovany organismus:
Heterocypris incongruens
(velikost v pm)
umrtnost = d

UMRTNOST

pocet mrtvych korysu
prumeérna umrtnost
pramérnd umrtnost (%)
primérna umrtnost (%)
SD

INHIBICE RUSTU
pramérnd délka korysi
primérna délka

prumérny prirastek délky
priumérny priristek délky
pramérnd inhibice ristu
priumérna inhibice rastu
primérnd inhibice ristu (%)
pruam. inhibice riustu (%)
SD

vzorky| MBU Praha Mlynarice Carborundum
den 0 den 6. den 6. den 6
vzorek | &1 &2 &3 &4 | ¢&1 &2 &3 &4 | &1 &2 &3 &4
200 | 600 550 600 550|450 350 300 400 d d d d
200 | 600 600 650 600|300 400 350 450 d d d d
200 | 600 550 650 500{300 300 400 300 d d d d
200 | 550 600 600 550|400 350 450 350 d d d d
200 | 600 500 600 600|350 300 400 400 d d d d
200 | 650 600 650 600|350 350 350 d [ d d d d
200 | 650 600 550 550 d d 450 d | d d d d
200 | 600 650 600 600 d d 400 d | d d d d
200 | 550 600 650 600 d d d d | d d d d
200 | 600 600 500 600/ d d d d | d d d d
0 o 0 o004 4 2 5 ]10 10 10 10
0 4 10
0 0 0 O |40 40 20 50 |100 100 100 100
MBU Praha 0 Mlynarice 37,5 Carborundum 100
0 1,26 0
200 | 600 585 605 575|358 342 388 380
200 591 367
400 385 405 375|158 142 188 180
391 167
233 250 204 211
224
60 64 52 54
Mlynarice 57 | Carborundum -
5
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6.2. Bioremediace kontaminované zeminy

Ekotoxicita zeminy kontaminované ropnymi latkami byla hodnocena v pribéhu
bioremediace nékolika testy ekotoxicity s ndsledujicimi organismy- s bakteriemi
V. fischeri, skory$i H. incongruens, s zizalami E. fetida a biotesty s vybranymi
rostlinami (S. alba, H. vulgare, L. sativa a L. minor).

Biotest s bakterii V. fischeri byl vyhodnocovan jako inhibice bioluminiscence
(His), pfip. byla vypocitdvana hodnota EC,). Béhem celého obdobi experimentu
hodnoty ECy kolisaly, ale v n¢kterych fazich bioremediace nebylo mozné EC, urcit
kvili nizké toxicité vyluhu, proto se pfi vyuziti biotestu s V. fischeri ukazal vhodné;si
parametr inhibice bioluminiscence Hjs. V pribéhu bioremediacniho procesu byl
zaznamenan trend klesajici inhibice bioluminiscence Hs (obrazek 21). Na obrazku 21
je znazornén téz pokles koncentrace NEL ve vyluhu (podrobné vysledky uvedeny jiz
uvedeny v tabulce 3, kapitola 5.1.). V piipadé Ze je z grafického i statistického
hodnoceni vyloucena hodnota koncentrace NEL ve vyluhu na pocatku bioremediace
(obrazek 22), Ize ziskat korelaci mezi vysledky inhibice bioluminiscence V. fischeri a
koncentracemi NEL ve vyluhu v pribéhu bioremediace (korela¢ni koeficient r = 0,84;

p<0,001) (obrazek 23).

—— H15 —4A— NEL ve vyluhu
60 1 =
8 109 35
& 50 1 =
2 08
f w0 [or 8
ES 106 @<=
S 2 30+ to5 = 2
A N @
o T + o
04 9
) 20 - 1 =]
% 03 £
T 10l to2 &
[ c
= + 0,1 3
o T T T T T T T T T T T T T T T o
0 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 17
délka bioremediace (mésice)

Obrazek 21  Inhibice bioluminiscence V. fischeri behem bioremediace kontaminované
zeminy
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—— H15

—a— NEL ve vyluhu

inhibice bioluminiscence
H15 (%)

0,16
- 0,14
- 0,12
- 0,1

- 0,08

+ 0,06
+ 0,04
+ 0,02

0

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 17

délka bioremediace (mésice)

koncentrace NEL ve vyluhu

(mg/l)

Obrazek 22  Grafické srovnani vysledkii inhibice bioluminiscence V. fischeri a poklesu
koncentrace NEL ve vyluhu béhem bioremediace kontaminované zeminy

55
50 |
45t
40 ¢
35}
30t
25|
20 ¢

inhibice bioluminiscence
V. fischeri (%)

r?=0,7009; r=0,8372; p = 0,0001;

y = 9,8452 + 188,5119*x

15

10
0,00

0,02 0,04
koncentrace NEL ve vyluhu (mg/l)

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

0,16

Obrazek 23  Inhibice bioluminiscence V. fischeri a koncentrace NEL ve vyluhu béhem
bioremediace kontaminované zeminy
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Pro testovani ekotoxicity ve variant¢ s vyluhem z kontaminované zeminy i
v kontaktnim upotadani byly vyuzity rostliny S. alba, H. vulgare a L. sativa. Pii
testovani vyluhli byl zaznamenan béhem témét celého bioremedia¢niho experimentu
predevsim stimulujici u¢inek na rast kofene vSech pouzitych rostlin (obrazek 24).
V pribéhu bioremediacniho procesu byl zaznamenan urcity trend poklesu stimula¢niho
ucinku vyluhu z kontaminované zeminy na rust kotfene rostlin, ktery na konci
bioremediace v ptipad€ H. vulgare a S. alba vyustil aZ k zdznamu inhibice ristu kofene
H. vulgare a S. alba. Tento trend neni v souladu s poklesem koncentraci NEL ve vyluhu
a zjisténé zavislosti vysledkii biotestu s V. fischeri. Nejvyssi rozdil mezi koncentracemi
NEL ve vyluhu a inhibici ristu kofene byl zaznamenan pro S. alba, kdy pfi postupném
poklesu koncentrace NEL dochdzelo k poklesu stimulace ristu kofene S. alba; tj. pfi
inhibice ristu kofene (negativni korelace) (obrazek 25). Pfi vyluhovém testu se salatem
L. sativa nebyla zaznamendna inhibice ristu kofene béhem celého sledovaného obdobi
bioremediace. Vysledky rostlinnych testli s vyluhy jsou tedy v rozporu s vysledky testu
s V. fischeri.

—— L. sativa —&— H. vulgare

inhibice ristu [%]

6 7 9 10 11 12 13 14 15 17

délka bioremediace [mésice]

Obrazek 24 Inhibice rustu korene rostlin behem bioremediace kontaminované zeminy -
test s vyluhy
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Obrazek 25 Inhibice rustu korene S. alba ve vztahu k poklesu koncentrace NEL ve
vwluhu béhem bioremediace kontaminované zeminy

Rostliny S. alba, H. vulgare a L. sativa byly také vyuzity pro testovani
ekotoxicity ve variant¢ v kontaktnim upofddani s kontaminovanou zeminou. Byly
ziskany rozdilné vysledky kontaktnich testli s rostlinami ve srovnani s rostlinnymi
biotesty, které hodnotily ptidni vyluhy. Na rozdil od biotestii s vyluhy tyto 3 vybrané
rostliny projevily znacnou citlivost na kontaminovanou zeminu v kontaktnim
usporadani. Vysledky kontaktnich testl s rostlinami zaznamenaly vyznamny ekotoxicky
vliv kontaminované zeminy v prib¢hu celého obdobi bioremediace (obrazek 26). Velice
podobny prubéh vysledkd byl zaznamenan pro kontaktni test s S. alba a H. vulgare;
byla zjiSténa vyznamna korelace (r = 0,82; p < 0,001) mezi vysledky téchto dvou
biotestli (obrazek 31). Nejvyssi inhibice riistu kofenli byla zaznamenana u S. alba a
H. vulgare béhem prvnich 2 mésicti a pak ke konci obdobi bioremediace, zejména po
reinokulaci bakteridlniho preparatu na zeminu ve 14. mésici. V této souvislosti je mozné
vyjadfit souvislost se zvySenou bakterialni aktivitou v zemin¢ po aplikaci bakteridlniho
preparatu a moznym vznikem urCitych toxickych meziprodukti biodegradace
kontaminantli; pfesna pfi¢ina zvySeni toxicity po inokulaci je nicméné neznama.
Nejcitlivejsi rostlinou v kontaktnim usporadani byl salat L. sativa; inhibi¢ni Gcinek

kontaminované zeminy na rist kofene L. sativa dosahoval téméf maximalni hodnot
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behem celého obdobi bioremediace. Vysledky ekotoxicity kontaktnich testa s rostlinami
S. alba, H. vulgare a L. sativa nekorespondovaly s poklesem koncentraci NEL v zeminé

béhem bioremediace.

‘ O S.alba —€—L.sativa —4A— H.vulgare —=— NEL v zeminé ‘
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2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 17

délka bioremediace (mésice)

Obrazek 26 Inhibice riistu korene rostlin behem bioremediace kontaminované zeminy -
kontaktni test

Dalsim testem v ekotoxikologickém hodnoceni tohoto experimentu byl biotest
s okiehkem L. minor (obrazek 27). Tato rostlina je v ekotoxikologii vyuzivdna
predevsim pro testovani vyluhil, ale v tomto experimentu bylo rozhodnuto pro pouziti v
tzv. semi-kontaktnim uspotadani, kdy do 250 ml testovaci kadinky bylo vlozeno 10 g
kontaminované zeminy a 40 ml 2krat koncentrovaného Steinbergova média (pfiloha 3).
Vybrané dva parametry pro hodnoceni inhibice riistu L. minor (pocet listenli a sucha
hmotnost listenll) vykazaly podobny trend zaznamu toxického uGc¢inku zeminy béhem
bioremediace; byl ziskan korela¢ni koeficient r = 0,88 (p < 0,001) mezi vysledky téchto
dvou parametrti. Nejvyssi inhibice ristu L. minor byla zaznamenana ve 2. mésici a dale
na konci obdobi bioremediace; podobné jako u kontaktnich testl s rostlinami S. alba a
H. vulgare. Od 3. do 11. mésice byl sledovan pokles inhibice rustu L. minor, ktery tak
byl vtéto fazi bioremediace v souladu s poklesem koncentrace NEL v zeminé.

Nasledny vzriist hodnot inhibice rastu L. minor podle obou hodnocenych parametrii uz
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byl ale vrozporu sdalSim poklesem NEL vzeminé. Na konci experimentu byl
zaznamenan pietrvavajici toxicky ucinek zeminy na rlst okfehku L. minor; po 17
mésicich bioremediace zeminy byla zjiSt€éna vyssi inhibice rlstu L. minor nez ptred
samotnym zahdjenim bioremediace. Celkovy prubéh inhibice ristu L. minor proto

nekoreloval s poklesem koncentraci NEL v testované zeminé béhem bioremediace.

—&— pocet listeni —¢— sucha hmotnost —— NEL v zeminé
60 -— 7000

L. minor - 6000

50 -

40 - - 5000

- 4000
30 -
- 3000

20 - - 2000

—_
=
5
B
-3
-
2
£
=

NEL v zeminé (mg/kg)

10 - - 1000

0 0
11 12 14 15 17
délka bioremediace [mésice]

Obrazek 27 Inhibice riistu L. minor béhem bioremediace kontaminované zeminy

Kontaktni test s kory$em H. incongruens (OstracodToxkit F'™) se ukazal jako
velmi citlivy k toxicit¢ zeminy béhem bioremediace (obrazek 28). Relativné vysoky
stupen mortality korySe H. incongruens byl zaznamenan béhem celé¢ho bioremediacniho
procesu. Pfed zahijenim bioremediace byla v kontaminované zemin¢ zaznamenéina
umrtnost 53 %. Nejvyssi umrtnost koryst byla poté zaznamenana ve 2. a 3. mésici
bioremediace, kdy dosahovala maximalnich hodnot, poté se hodnota mortality
H. incongruens v tomto biotestu ustalila na hodnot¢ okolo 60 % aZz do konce obdobi
bioremediace. Vzrlst hodnoty mortality ve 2. a 3. mésici bioremediace by mohl byt
opét vysvétlovan zvysSenou bakteridlni aktivitou v zeminé po aplikaci bakteridlniho
preparatu a piipadnym moznym vznikem urcitych toxickych meziproduktt
biodegradace kontaminantti. Vysledky ekotoxicity s H. incongruens nejsou v souladu

s poklesem koncentraci NEL v zeminé béhem bioremediace.
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Obrazek 28  Mortalita H. incongruens béhem bioremediace kontaminované zeminy

Vysledky akutnich kontaktnich testi s zizalami E. fetida byly velmi podobné po
expozici 14 1 28 dni; z diivodu vétsi prehlednosti zobrazuje obrazek 29 pouze vysledky
ziskané po 14 dnech expozice Zzizal v kontaminované zeminé. Vysledky testu
hodnocené podle mortality zizal E. fetida ukéazaly vysoky toxicky ucinek pouze ve 2.
meésici. Tato vysokd hodnota mortality E. fetida z pocatku bioremediace by mohla byt
vysvétlovana jiz zminénou moznou piitomnosti toxickych meziproduktli na pocatku
bioremediace podobné¢ jako v pfipadé kontaktnich testd srostlinami a korysi
H. incongruens. Dal$i hodnoceny parametr E. fetida (sledovani inhibice rastu) vsak
poskytl pon€kud odlisné vysledky zdznamu toxického ucinku kontaminované zeminy.
Vysoké inhibice riistu E. fetida byla zjisténa v 2.mésici bioremediace a poté po prudkém
poklesu hodnot inhibice ristu byl v druhé polovin€ bioremediacniho procesu detekovan
trend zvySujici se inhibice rGstu E. fetida. Reakce zizal E. fetida (podle obou
sledovanych parametrii) na toxicitu zeminy vSak nebyla v souladu s poklesem

koncentraci NEL v testované zeminé béhem bioremediace.
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Obrazek 29 Mortalita a inhibice ristu E. fetida behem bioremediace kontaminované zeminy

Nejlépe hodnocené testy ekotoxicity tohoto bioremediacniho experimentu byly
kontaktni (resp. semi- kontaktni) biotesty s rostlinami L. sativa, S. alba, H. vulgare a
L. minor, korysi H. incongruens a zizalami E. fetida. Nejvyssi toxicky ucinek byl u
vétSiny téchto kontaktnich testi zaznamenan béhem prvni faze bioremediace po
inokulaci bakteridlniho preparatu na kontaminovanou zeminu, poté po urcitém
nasledném poklesu miry ekotoxicity byl u téchto biotestli zaznamenén trend vzristajici
ekotoxicity zeminy v prubé¢hu bioremediace. Vysledky nékterych biotestd byly
navzajem velmi podobné, nejvyrazngjsi korelace mezi vysledky jednotlivych testi byly
zaznamenany pro akutni test ekotoxicity s E. fetida hodnoceny podle parametru inhibice
rustu a biotest s L. minor, kdy inhibice ristu byla hodnocena zménou hmotnosti
(obrazek 30). Podobné reakce pii detekci toxicity byly zaznamenany pro rostliny
S. alba a H. vulgare v kontaktnim uspotradani (obrazek 31). Ekotoxicita zeminy uréena
vysledky téchto kontaktnich biotesti nekorespondovala s poklesem kontaminace

(koncentrace NEL) v zemin¢ béhem bioremediace.
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r? = 0,7534; r=0,8680; p = 0,0011;
y = 29,2497 + 0,2189*x
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Obrazek 30  Hodnoty inhibice ristu L. minor ve vztahu k hodnotam inhibice rustu
E. fetida behem bioremediace kontaminované zeminy

r? = 0,6800; r = 0,8246; p = 0,00008;
y = 28,2278 + 0,5172*x

inhibice ristu kofene H. vulgare
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inhibice rustu korene S. alba (%)

Obrazek 31 Hodnoty inhibice riistu korene H. vulgare ve vztahu k hodnotam inhibice
ristu korene S. alba v kontaktnim testu behem bioremediace
kontaminované zeminy
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6.3. Kompostovani kontaminované zeminy

Pro hodnoceni ekotoxicity experimentu kompostovani kontaminované zeminy
byly do testovaci baterie zahrnuty biotesty s V. fischeri, S. alba, L. minor,
H. incongruens a E. fetida. Vysledky jednotlivych biotestli ekotoxicity nebyly navzajem
vzdy v souladu, nicméné kompostovani vedlo k celkovému poklesu ekotoxicity zeminy
(tabulka 11). Samotnd kontaminovana zemina vykazovala vysokou toxicitu pred
zahdjenim kompostovani podle vysledkii vétSiny biotestli. Vysoky toxicky ucinek
zeminy byl jednotlivymi biotesty zaznamenéan v prvni fazi kompostovani. Pietrvavajici
toxicky ucinek byl vSak zaznamendn az do faze pfemény v biotestech s okiehkem
L. minor, korySem H. incongruens a zizalami E. fetida. Velmi nizké4 ekotoxicita byla
zjiSténa jednotlivymi biotesty po ndsledné 200-denni venkovni maturaci kompostu. Na
konci kompostovani byla jiz zemina hodnocena jako netoxicka podle vysledkil biotestli

s V. fischeri a E. fetida.

Tabulka 11 Ekotoxikologické hodnoceni metody kompostovani- souhrn vysledku
Jjednotlivych biotesti

Vibrio

Sinapis alba

fischeri

ECy

(%)

vyluh
inhibice

rastu
korene

(%)

zemina
inhibice
kliéivosti

(%)

Lemna
minor

inhibice
rastu *

(%)

Heterocypris
incongruens

mortalita

(%)

Eisenia
fetida

mortalita

(%)

zemina
(na pocatku)

5+0,3

43,2193

19,3+£3,3

100

100

100

substrat
(na pocatku)

5,8+0,9

64,8 7,9

67,059

38,1+23

0

10£2,3

zemina + substrat
(na pocatku)

83+1.2

59,4 + 12,1

253+2,5

74,8 £4,9

100

5575

po termofilni fazi
(6 tydnu)

25,5127

51,1£5,3

10,7+ 3,7

559+1,3

100

58,9 £ 23,9

ks

po fazi premény
(20 tydnu)

39,1+ 1,8

48,6 £6,2

13412

51+2,7

100

30+9,6

skesksk

po maturaci
(12 mésicu)

NT kek

27+43

12413

27,5+ 1,0

33%£0,5

Pozn: * podle poctu listenti; ** netoxicky vzorek; *** centralni ¢ast kompostovani jednotky
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Vyznamny pokles toxicity byl zaznamenan béhem celého procesu kompostovani
(po kompostovaci fazi 1 po fazi zrani) na zdkladé vysledki bioluminiscencniho testu s
V. fischeri vyjadiené hodnotou EC, (tabulka 11) i podle inhibice bioluminiscence (H;s)
(obrazek 32). Po venkovni maturaci kompostu jiz nebyl zjistén toxicky ucinek ptidniho
vyluhu zeminy v testu s V. fischeri. Vyznamnou inhibici bioluminiscence V. fischeri
vSak vykazoval také Cerstvy substrat pred pouZzitim pro kompostovani (pfed smichanim
s kontaminovanou zeminou). Toxicita tohoto samotného substratu byla prokazana téz
pro dalsi testovaci organismy ve vybrané baterii biotestl. Byla zjiSt€éna vyznamna
korelace mezi poklesem inhibice bioluminiscence V. fischeri a poklesem koncentrace

PAU v zemin¢ béhem kompostovani (r =0,91; p < 0,05).

- =& - V. fischeri -

8
c
8 =
S
€ =
£ 2
3
[¢]
5 &
8>
S
=
<€

koncentrace PAU (mg/kg)

puda na termofilni faze faze premény maturace (12
pocatku (6 tydnu) (20 tydnu) mésicl)

Obrazek 32  Inhibice bioluminiscence V. fischeri a pokles PAU béhem kompostovani
kontaminované zeminy

Také u testu kliceni semen S. alba byl zaznamenan pokles ekotoxicity béhem
kompostovani (tabulka 11). Pivodni Cerstvy substrat pouzity v kompostovaci smeési
vSak vykazoval mnohem vyssi toxicky ucinek na semena rostliny S. al/ba nez samotna
kontaminovana zemina pfed kompostovanim, a to jak v kontaktnim (test kli¢ivosti), tak
i ve vyluhovém testu se S. alba. Kontaktnim testem kli¢eni semen S. alba byl zjistén
pokles ekotoxicity zeminy béhem kompostovani; na konci experimentu jiz toxicky
ucinek nebyl zaznamenan. Ve srovnani s kontaktnim testem byly pfi testovani rostlin v

testu s vodnym vyluhem ziskany odlisné vysledky. Pti pouziti vyluhtli v testu s S. alba
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byla zaznamenana inhibice riistu kofenli 27 % 1 na konci kompostovani. Vyluhovy test s
hoi¢ici S. alba se tak ukdzal jako nevhodny pro hodnoceni ekotoxicity zeminy v
experimentu kompostovani (Cerstvy substrat uréeny pro michani s kontaminovanou
zeminou vykazoval v biotestu se S. alba vyssi ekotoxicitu nez samotnd kontaminovana
zemina pred kompostovanim). Az po dvou tydnech suseni substratu bylo mozné tento
substrat pro biotest s S. alba pouZit. Tato skutecnost s vysokou toxicitou substratu pro
kompostovani byla potvrzena také v testu se zizalami E. fetida.

Podobny pribéh zmény ekotoxicity jako u testu s V. fischeri byl zjistén
biotestem s okiehkem L. minor (obrazek 33). Nejvyssi inhibice rustu L. minor byla
stanovena u pudy kontaminované PAU pted zahijenim kompostovani, kdy byl
pozorovan Uplny rozpad kolonii a nekréza listeni okiehku L. minor a inhibice ristu
L. minor (podle tfech hodnocenych parametrl) dosahovala maximalnich hodnot 100 %.
Béhem kompostovani byl zaznamenan celkovy pokles inhibice ristu L. minor a na
konci experimentu (po maturaci kompostu) byla inhibice ristu okiehku L. minor uz jen
12 % (hodnoceni biotestu podle poctu listent), resp. 23 % (hodnoceni biotestu podle
plochy listent). Vysledky inhibice rastu L. minor podle vSech tfech hodnocenych
parametri byly vyznamn¢ zavislé na koncentraci PAU v zeminé béhem kompostovani.
Zjistény rozdil inhibice rastu L. minor na pocatku a po skonCeni experimentu

kompostovani je ndzorn¢ zdokumentovan také na obrazku 34 a 35.

- 4B - L. minor - pocet listenti A- - L. minor - vaha listena
& L. minor - plocha listenu - -¢- - PAU

koncentrace PAU (mg/kg)

)
:
-~
3
<
2
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<
=

puda na termofilni faze faze premény maturace (12
pocatku (6 tydnu) (20 tydnu) mésicu)

Obrazek 33  Inhibice rustu L. minor behem kompostovani kontaminované zeminy
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Obrazek 34 Vzorek kontaminované zeminy pred kompostovanim - test s L. minor
(A - na pocatku testu, B - po 7 dnech testu)

Obrazek 35  Vzorek zeminy po kompostovani - test s L. minor (A - na pocatku testu,
B - po 7 dnech testu)

Pti testu s korySem H. incongruens byl zaznamenan trvaly toxicky ucinek az do
faze zrani kompostu. Test hodnoceni umrtnosti H. incongruens vykazoval pretrvavajici
extrémni hodnotu mortality (100 %) az do posledni faze venkovni maturace kompostu,
kdy byl detekovan vyznamny pokles mortality korysi H. incongruens (pokles tirovné
mortality z ptivodnich 100 % na 27,5 %). Obrazek 36 vyjadiuje vysledky toho biotestu s
H. incongruens ve vztahu k poklesu obsahu PAU v zeminé¢ béhem kompostovani;
nebyla vSak zjiSténa Z4dnd statistickd zavislost. Pouze na konci experimentu
kompostovani byl vyznamny pokles Grovné mortality kory$t H. incongruens v souladu

s vyraznym poklesem koncentrace PAU v kompostu.
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Obrazek 36  Mortalita H. incongruens a pokles koncentrace PAU v zeminé béhem
kompostovani kontaminované zeminy

Vysledky testu se zizalami FE. fetida vykézaly béhem kompostovani
kontaminované zeminy pretrvavajici toxicky u¢inek po termofilni fazi 1 fazi pfemény
(tabulka 12; obrazek 37). Po zavérecné maturaci kompostu byl zaznamendn vyznamny
pokles mortality E. fetida. Pfed zahajenim kompostovani byl zjistén vyznamny toxicky
vliv samotného Cerstvého substratu, kdy zadné zizaly v tomto Cerstvém substratu
pouzitém pro kompostovaci smés s kontaminovanou pidou nepiezily. Kdyz byl ale
Cerstvy substrat pred pouzitim vysuSen (2 tydny pii pokojové teploté), toxicita jiz
dramaticky poklesla a témé&f 90 % Zizal E. fetida v daném vzorku pieZilo. DileZitou roli
v testech s E. fetida predstavovalo také presné misto odbéru vzorku z kompostovaci
jednotky. V zemin¢ z prostiedni Casti byla prokézana nizsi toxicita pro E. fetida nez v
zemin¢ z okrajové casti kompostovaci jednotky (tabulka 12). Tento vyznamny vliv
mista odbéru vzorku pro test s E. fetida mize byt vysvétlovan moznou rychlejsi zralosti
kompostu ve stfedové ¢asti kompostovani jednotky. Pokles mortality zizal E. fetida byl
v souladu s poklesem koncentrace PAU v zemin¢ béhem kompostovani; vyznamna
zavislost urovné mortality E. fetida a koncentrace PAU v zeminé byla zaznamendna pro

vzorky zeminy odebrané z centralni ¢asti kompostovaci jednotky (r = 0,96; p<0,05).
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Tabulka 12 Biotest s E. fetida pri hodnoceni kompostovani kontaminované zeminy

mortalita po 14 dnech (%)

E. fetida -

puda na pocatku

100

cerstvy substrat

100

suchy substrat

10

puda + suchy substrat na pocatku

55

okrajova ¢ast po termofilni fazi

76,7

okrajové Cast po fazi premény

80

centrdlni ¢ast po termofilni fazi

58,9

centralni ¢ast po fazi pfemény

30

po maturaci (po 12 mésicich)

33

- 4B- - E. fetida - okrajova cast
A E. fetida - centralni cast

mortalita E fetida (%)

~ -

pocatku (6 tydnu)

puda na termofilni faze faze premény maturace (12

(20 tydnua)

mésict)

Obrazek 37 Mortalita zizal E. fetida v riiznych castech kompostovani jednotky a pokles
koncentrace PAU v zeminé behem kompostovani kontaminované zeminy

Béhem tohoto experimentu kompostovani zeminy kontaminované PAU byl

zaznamenan celkovy pokles ekotoxicity, ktery byl ve shod¢é s vyznamnym sniZenim

koncentrace PAU v zeminé béhem kompostovani.. Zemina kontaminovand PAU byla

pied kompostovanim vysoce toxickd podle vysledkli vSech biotestli. Avsak Cerstvy

substrat pouzity pro piipravu smési s kontaminovanou zeminou zpulsobil specificky

problém v testech s V. fischeri, S. alba a E. fetida, protoze také tento substrat byl

hodnocen jako ekotoxicky. V této souvislosti byla vyjadiena hypotéza toxicity tohoto

Cerstvého substratu pro organismy v testech ekotoxicity z diivodu mozného vyssiho

obsahu amoniaku. Na konci experimentu kompostovani (po maturaci kompostu) byla
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jiz vyznamné niz8§i ekotoxicita podle vétSiny biotestli; pti biotestech s V. fischeri a
E. fetida byl vysledny kompost vyhodnocen jiz jako netoxicky. Vysledky nékterych
biotestl byly statisticky velmi podobné, vyznamna zavislost byla zjisténa dokonce mezi
vyluhovym testem s V. fischeri a kontaktnimi testy s L. minor a E. fetida (obrazek 38 a
39). Posledni faze kompostovani (venkovni maturace) se ukéazala byt velice dilezitou
casti celého procesu kompostovani, protoze dosSlo nejen k vyznamnému poklesu
koncentrace PAU v kompostu, ale i k vyznamnému sniZeni ekotoxicity. VSechny
vybrané biotesty kromé testu s S. alba lze doporucit pro ekotoxikologické hodnoceni

prabéhu kompostovani kontaminovanych zemin.

r2 = 0,9619; r=0,9807; p = 0,0193;
y = -40,4993 + 1,3717*x
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Obrazek 38 Vysledky biotestu s V. fischeri ve vztahu k vysledkim biotestu s L. minor
pri ekotoxikologickém hodnoceni kompostovani kontaminované zeminy

r? = 0,9657; r=0,9827; p = 0,0173;
y = 1,0265 + 1,0556*x

inhibice bioluminiscence
V. fischeri (%)

20 40 60 80
mortalita E. fetida (%) - centralni ¢ast

Obrazek 39 Vysledky biotestu s V. fischeri ve vztahu k vysledkium biotestu s E. fetida
pri ekotoxikologickém hodnoceni kompostovani kontaminované zeminy
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6.4. Remediace kontaminované podzemni vody

Pro hodnoceni ekotoxicity podzemni vody byly do testovaci baterie zahrnuty
biotesty s V. fischeri, S. alba, L. minor a D. magna.

Pti sledovani ekotoxicity kontaminované podzemni vody biotestem s V. fischeri
bylo mozné stanovit hodnoty ECy (resp. ECsg) pouze v prvnim roce sledovani pro
vzorky vody z vrti HP-81 a HP-72. Poté uz z diivodu nizsi toxicity vzorkil vody, kdy
efektivni koncentrace jiz nemohly byt stanoveny, se v celkovém hodnoceni pro vyuziti
biotestu s V. fischeri ukazal vhodné&j$i parametr inhibice bioluminiscence H;s (obrazek
40). Nejvyssi hodnoty inhibice bioluminiscence V. fischeri byly zjistény v prvnim
obdobi sledovéani (v pfipadé¢ vody zvrtu HP-81 dosahovaly maximalnich hodnot);
v nésledujicim 2 letech pozorovani se inhibice bioluminiscence H;s vody z jednotlivych
vrtd (bylo zahdjeno sledovani podzemni vody z dalSich dvou dopliikkovych vrtl)
pohybovala v rozmezi 0-30 %, jen v n¢kolika malo ptipadech presahla hodnotu 30 %.
Celkové byla tedy zaznamenana biotestem s V. fischeri relativné nizsi toxicita
sledovanych vzorkli podzemni vody v daném obdobi. Velice podobny pribch
ekotoxicity byl v jednotlivych vrtech zaznamenan téz biotestem s D. magna (obrazek
41). Vysoka mira toxicity pro korySe D. magna byla zjisténa pouze pro podzemni vodu

z vrtu HP-81 a to jen v prvnim roce sledovani.
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Obrazek 40  Inhibice bioluminiscence V. fischeri behem remediace podzemni vody
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Obrazek 41  Imobilizace D. magna béhem remediace podzemni vody

Biotestem s hoicici S. alba byla zaznamenana velkd mira fluktuace ekotoxicity

v podzemni vodé¢ v jednotlivych vrtech béhem sledovaného obdobi (obrazek 42).

Vysoké hodnoty inhibice délky kotene S. alba byly zjistény pro podzemni vodu z tiech

sledovanych vrtll v prvnim roce sledovani. Poté byl sledovan kolisavy inhibi¢ni Gi¢inek

podzemni vody z jednotlivych vrtli na rist kotfene S. alba vrozmezi 0 - 60 % (v

nékterych ptipadech byl zaznamenén dokonce stimula¢ni G¢inek na rist kofene S. alba)

bez vyjadieni urcitého trendu pribehu ekotoxicity béhem sledovaného obdobi.
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Obrazek 42 Inhibice rustu korene S. alba béhem remediace podzemni vody
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Podrobné hodnoceni ekotoxicity podzemni vody z jednotlivych vrtd bylo
uskute¢néno biotestem s okiehkem L. minor. Piiklad vyhodnoceni biotestu s L. minor
pro vzorky podzemni vody zobrazuje jiz tabulka 7 (kapitola 5.6.3.), kde jsou zobrazeny
vSechny 3 hodnocené parametry tohoto biotestu (inhibice ristu L. minor podle poc¢tu
listent, hmotnosti listeni a plochy listenil). Plocha listenti L. minor vSak ale nebyla
hodnocena u vSech vzorkii béhem celé doby pozorovani (34 meésicli), proto jsou
vysledky prubéhu inhibice ristu L. minor ve vzorcich podzemni vody z jednotlivych
vrtl vyjadieny podle dvou parametrti (pocet listentl, resp. hmotnost listenil) (obrazek 43
az 48). U vzorkli podzemni vody ze vSech sledovanych vrtl byla vys$si mira inhibice
rustu okifehku L. minor urCena poctem listenti; srovnani téchto parametri tak
zaznamenalo ve vzorcich podzemni vody mensi pocet novych malych listenti
vytvarejicich nové kolonie okiehku L. minor ve srovnani s kontrolnim vzorkem. Byl
pozorovan trend poklesu miry inhibice rstu okiehku L. minor béhem 34 mésict
pozorovani pro vzorky podzemni vody z vrtu HP-72 a ptfedevsim z vrtu HP-81 (obrazek
43 a 44). Podzemni voda z vrtu HP-81 byla velice toxicka pro okiehek L. minor
predevsim na pocatku sledovani remediace, kdy nefedény vzorek podzemni vody z vrtu
HP-81 vykazoval 100 % inhibici riistu L. minor; tato extrémni toxicita vzorku zptisobila
uhyn okiehku L. minor béhem nékolika hodin testu. Tento vzorek podzemni vody z vrtu
HP-81 z prvniho odbéru byl podroben podrobnéjSimu hodnoceni testem s L. minor.
Také ve varianté biotestu s L. minor pti nékolikanasobném ztedéni (fedéni D = 8; resp.
D = 16) vzorku podzemni vody byla stale stanovena vysokd mira inhibice rustu
L. minor a byl pozorovan rozpad kolonii a nasledna nekroza listeni okiehku L. minor
(obrazek 45). Pro podzemni vodu z vrtu HP-81 z pocatku sledovéani remediace byla
zjisténa hodnota ECsp = 5,7 % na zéklad€ inhibice ristu podle poctu listentl, resp.
ECso = 7 % podle inhibice ristu podle hmotnosti listend L. minor. Po 34 mésicich
sledovani remediace podzemni vody jiz hodnota ECsy pro vzorek podzemni vody z vrtu
HP-81 nemohla byt vypocitana z divodu niz$i miry inhibice rastu L. minor. Vyznamny
pokles inhibice rGstu L. minor vpodzemni vodé¢ zvrtu HP-81 byl zaznamenan

predevsim béhem prvnich 12 mésict remediace.
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Obrazek 43  Inhibice riistu L. minor behem remediace podzemni vody (vt HP-72)
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Obrazek 44  Inhibice rustu L. minor béhem remediace podzemni vody (vrt HP-81)
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Obrazek 45 Riist okrehku L. minor pri riizném redeni vzorku podzemni vody (vrt HP-81);
(A- neredeny vzorek; B- redeni DS; C- redeni D16, D- kontrolni vzorek)
Naopak méné vyznamné zmény byly pozorovany biotestem s L. minor pii
hodnoceni podzemni vody =zvrtu HP-88 (obrazek 46). Prestoze koncentrace
chlorovanych latek na poc¢atku sledovani byly ve vrtu HP-88 o 2 fady nizsi nez ve vrtu
HP-81, také v podzemni vod¢ z vrtu HP-88 byla testem s L. minor zaznamenana urcita
mira ekotoxicity v prub¢hu celého obdobi remediace. Inhibice rustu L. minor (podle
obou sledovanych parametri) v podzemni vodé zvrtu HP-88 dosahovala po 34
meésicich remediace podobnych hodnot jako na pocatku pozorovani (inhibice ristu
L. minor se pohybovala kolem hodnot 50 % podle poctu listenti, resp. 40 % podle
hmotnosti listeni L. minor). Vysledky biotestu s L. minor pii hodnoceni ekotoxicity
podzemni vody ze dvou doplikovych vrtd (HP-83 a HP-92) vykazovaly relativné
podobny prabéh inhibice rastu L. minor jako v ptipad¢ vrtu HP-88 a béhem dvou let

pozorovani bylo zaznamenano pozvolné zvySeni hodnot inhibice rlstu L. minor

(obrazek 47 a 48).

‘ - -9 - inhibice poctu listent --A- - inhibice hmotnosti listent
100
5
< 80
g
J 60
2 I R R SR SN
S -9 / A
= 490, 2 . e S A
8 N O o A ¢ a A
3 Ao a0 T A
— 20 A A X
_: ~ -
£ A
0 T T T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
délka sledovani (mésice)

Obrazek 46  Inhibice rustu L. minor behem remediace podzemni vody (vrt HP-88)
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Obrazek 47  Inhibice rustu L. minor béhem remediace podzemni vody (vrt HP-83)
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Obrazek 48  Inhibice riistu L. minor béehem remediace podzemni vody (vrt HP-92)

V kontaminované podzemni vod¢ byla v priibéhu nékolika mésici pozorovani
stanovovana relativné niz8i mira ekotoxicity podle vysledkli biotestl s V. fischeri a
D. magna. Avsak pro vzorky podzemni vody z vrtu HP-81 z pocéatku sledovaného
obdobi byla témito biotesty ur¢ena vyznamna ekotoxicita, coz bylo ve shod¢ s vysokou

kontaminaci tohoto vrtu. Mezi vysledky biotesti s V. fischeri a D. magna pii stanoveni
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ekotoxicity podzemni vody z vrtu HP-81 je mozno nalézt vyznamnou zavislost (obrazek
49). Vysledky biotestu s S. alba vykézaly vysokou miru fluktuace celého obdobi
pozorovani. Biotest s L. minor se ukazal jako vhodny test pro ekotoxikologické
stanoveni kontaminované podzemni vody. Také pii porovnani vysledkil biotestu s
V. fischeri a biotestu s L. minor je v nékterych ptipadech (vrt HP-81) mozno nalézt

vyznamnou zavislost (obrazek 50).

r2 = 0,8817; r=0,9390; p = 0,0001;
y = -5,4819 + 1,4787*x
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Obrazek 49 Vysledky biotestu s V. fischeri ve vztahu k vysledkim biotestu s D. magna
pri ekotoxikologickém hodnoceni remediace podzemni vody (vt HP-81)

r? = 0,8944; r =0,9457; p = 0,0001;
y = -58,3409 + 1,5074*x
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Obrazek 50 Vysledky biotestu s V. fischeri ve vztahu k vysledkiim biotestu s L. minor
Pri ekotoxikologickém hodnoceni remediace podzemni vody (vrt HP-81)
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6.5. Biodegradace barviv

Vysledky testu ekotoxicity s okiehkem L. minor ukazaly vyssi toxicitu barviva
RBBR nez Orange G pied biodegradaci i po nasledné biodegradaci (dekolorizaci). Po
biodegradaci barviv byla zaznamendna niz§i toxicita obou vybranych barviv pii
sledovani inhibice rastu L. minor podle dvou parametrii (pocet listend, resp. hmotnost
listent1) (obrazek 51). Podle zmény hmotnosti listen L. minor byla zaznamenana vyssi
mira inhibice rastu okiehku L. minor ve vzorku barviva RBBR pted biodegradaci i po
nasledné biodegradaci oproti vysledkiim inhibice riistu L. minor podle parametru poctu
listend. Rozdil mezi 2 sledovanymi parametry hodnoceni biotestu s L. minor lze
vysvétlovat vlivem pfitomnosti riznych koncentraci barviva RBBR na ruast velikosti
listent L. minor (mensi listeny byly zjistény v pfitomnosti barviva pfed biodegradaci 1
po nasledné dekolorizaci). Zjisténi nizsi toxicity biotestem s L. minor pro ob¢ barviva
po dekolorizaci preduréuje vyuziti houby bilé hniloby D. squalens pro dalsi
biotechnologické aplikace jako vtomto piipadé¢ pro dekolorizaci barviv RBBR a

Orange G.

‘ A - pred zahajenim biodegradace B — po biodegradaci

H 125 mg .- I 62,5 mg.I E 31,25 mg.H m 15,62 mg.I

RBBR
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Obrazek 51 Hodnoceni toxicity barviv Orange G a RBBR behem jejich biodegradace-
biotest s L. minor
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7. Diskuse

Testy ekotoxicity se mohou stat zdkladnim a rutinné pouzivanym prosttedkem
nejen pro zjiStovani mozného toxického vlivu neznamych latek, ale 1 k vyjadieni
celkové kvality prostredi (Walker, et al., 2003; Thompson, et al., 2005). Testy
ekotoxicity mohou zaroven dopliiovat standardni chemické analyzy, které mozny ptimy
toxicky vliv zkoumaného materialu na jednotlivé slozky prostfedi vyjadiuji v omezené
mife (Kiister et al., 2004a). Ekotoxikologické hodnoceni lze proto také vyuZzivat pii
sledovani a hodnoceni riznych bioremediacnich postupti.

Pii praktické¢ aplikaci jednotlivych testd ekotoxicity pro bioremediaéni
experimenty vramci této disertacni prace byly zjistény razné ekotoxikologické
vysledky v zavislosti na testovaném organismu, vybranych sledovanych parametrech a
typu testovaci metody. Proto jsou v nasledujici casti jednotlivé biotesty podrobné
diskutovany z hlediska jejich pfednosti a nevyhod s ohledem na jejich citlivost a

spolehlivost i naro¢nost jejich provedeni.

7.1. Bioluminiscencni test s V. fischeri

Vyhodou bioluminiscenéniho testu s bakterii V. fischeri je jednoduché a rychlé
provedeni testu, nutnost pouze malého mnozstvi objemu vzorku pro testovani, a
pfedevsim také skuteCnost, Ze testovaci organismy jsou komeréné¢ dostupné a
skladovatelné v lyofilizované podob¢ a neni je tedy tieba pted testem slozité kultivovat.
Udrzovani a kultivace testovacich organismii totiz predstavuje jedno z uskali tady
metod v ekotoxikologii (Persoone et al., 2003; Walker et al., 2003). Mohou existovat
rozdily ve vysledcich biotestu s V. fischeri piredev§im diky riiznym modifikacim
standardniho bioluminiscen¢niho testu vyplyvajicim ztypu pouzitého luminometru,
z pouzitého bakterialniho kmene V. fischeri od riznych dodavateli a zda jsou v testu
pouzity Cerstvé piipravené, suSené nebo lyofilizované bakterie V. fischeri (Kahru and
Borchardt, 1994; Vosahlova et al., 2004). Soldan and Gélkova (2004) porovnavali
vysledky biotestu s V. fischeri ziskané¢ na stejném luminometru, ale s bakteriemi
V. fischeri (kmen NRLL-B-11177) od 4 riznych dodavatelt ptisobicich na ¢eském trhu

a zaznamenali podstatné rozdily v citlivosti bakterie V. fischeri pfirizném typu
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zneCisténi (roztoky obsahujici soli kovl, organické znecisténi, vyluh z odpadu a vyluh
ze sedimentu). Nejcastéji je bioluminiscencni test s V. fischeri znam pod oznafenim
Microtox® nebo LUMIStox". Ze srovnani vysledkii mezi riiznymi bioluminiscenénimi
systémy vsak byly ziskany relativné malé rozdily (Kahru, 1993; Kahru and Borchardt,
1994). Jennings et al. (2001) shrnuji, Ze pii hodnoceni toxicity 81 chemickych latek
tfemi komerénimi systémy stanoveni inhibice bioluminiscence V. fischeri (Microtox”,
LUMIStox® a ToxAlert™) jsou ziskany velmi podobné vysledky pii dodrzeni
standardnich podminek testovani. Kaiser and Palabrica (1991) analyzovali data o
toxicité 850 chemickych latek v bioluminiscenénim testu a zaznamenali pro stejné
chemické latky mnozstvi rozdili mezi vysledky jednotlivych laboratofi. Tuto rozdilnost
ve vysledcich bioluminiscenéniho testu mezi riznymi laboratofemi zdiraziuje také
Ribo (1997), naopak Hernando et al. (2006) ziskali pii srovnavani vysledkl testu s
V. fischeri riznych laboratoti podobné vysledky.

Vysledky tohoto biotestu jsou bézné srovnavany s vysledky dalSich standardnich
testll ekotoxicity s riznymi organismy. V fadé ekotoxikologickych studii byla pravé
inhibice bioluminiscence V. fischeri urCena jako nejcitliveéjsi parametr (Jos et al., 2005).
Byly nalezeny vyznamné korelace mezi vysledky toxicity uréené testem s V. fischeri a
biotesty s dalSimi testovacimi organismy jako napiiklad rybami, korySi a fasami
(Kaiser, 1998; Doherty et al., 1999). Ptfi pouziti biotestu s V. fischeri pro hodnoceni
odpadnich vod z kanadské rafinérie byla zjiSténa vyznamna linearni zavislost (r = 0,68;
F = 59) mezi vysledky biotestu s V. fischeri (vyjadiené hodnotami ECs)) a
koncentracemi ropnych latek ve vod¢ (Aruldoss and Viraraghavan, 1998). To je
v souladu se zavéry uvedenymi v kapitole 6.2. (obrazek 22 a 23), kdy byla zjisténa
vyznamnd zavislost mezi inhibici bioluminiscence V. fischeri a koncentraci NEL ve
vyluhu. Biotest s V. fischeri byl pouzit pro vyjadieni zmén ekotoxicity b&hem
bioremediace pudy kontaminované ropnymi latkami a PAU v fad¢ studii. Vyznamna
korelace mezi vysledky biotestu s V. fischeri a poklesem koncentraci 16 PAU v zeminé
i ve vyluhu byla zjisténa ptfi hodnoceni bioremediace zeminy z byvalého rakouského
zavodu impregnace zelezni¢nich prazci (Hirmann et al., 2002). Pfi podrobnéjSim
hodnoceni jednotlivych PAU bylo zjisténo, ze vicekruhové PAU nebyly toxické pro V.
fischeri pravdépodobné zdivodu jejich nizké rozpustnosti ve vyluhu, zatimco

rozpustnéj$i nizkomolekularni PAU vedly k zdznamu toxicity vtomto biotestu.
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V toxickych vyluzich ze zeminy byly totiz detekovany ptfedevSim nizkomolekularni
PAU; s postupem bioremediace byl ve vyluhu pozorovéan pravé vyznamny pokles PAU
s niz§im poctem kruhti a s tim pravdépodobné souvisel také pokles toxicity (Hirmann et
al., 2002). Predmétem mikrobialni degradace jsou predevsim PAU s mén¢ kruhy, proto
biotest s V. fischeri muze ptedstavovat vhodny nastroj pro sledovani postupu
bioremediace (Girrotti et al., 2008). Nicméné pro hodnoceni rizik remediované zeminy
muze byt velmi nedostacujici nezohlednéni mozného vlivu vysokomolekularnich PAU.
Pokles toxicity podle testu s V. fischeri koreloval s poklesem koncentrace ropnych latek,
pripadné¢ i PAU také v dalSich studiich (Symons et al., 1988; Wang et al., 1990;
Antiainen et al., 2002; Lee et al., 2003). Loibner et al. (2004) nalezli vyznamnou
zavislost poklesu bioluminiscence V. fischeri a poklesu 16 PAU v zemin€ 1 ve vyluhu
béhem bioremediace zeminy kontaminované PAU (obrazek 52). Také zjistény pokles
inhibice bioluminiscence V. fischeri b&éhem experimentl mykoremediace a
kompostovani zemin kontaminovanych PAU byl v souladu s vyznamnym poklesem
koncentrace PAU v remediované zeminé (Cajthaml et al., 2002; Sagek et al., 2003).
Ptesto v nekolika studiich nalezena toxicita biotestem s V. fischeri nebyla ve shod¢ s
poklesem kontaminace béhem bioremediace (Aichberger et al., 2004; Kiister et al.,
2004a). Pti bioremediaci chlorfenolii a kreozotu v kontaminované podzemni vod¢ byl
zjistén pokles koncentrace nékolika kontaminant pod detekéni limit, ale jen nepatrny

pokles toxicity podle testu s V. fischeri (Mueller et al., 1991).
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Obrazek 52 Zavislost inhibice bioluminiscence V. fischeri a koncentrace 16 PAU

v zeminé i ve vyluhu béhem bioremediace (upraveno podle Loibner et al.,
2004)
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Bioluminiscencni test s V. fischeri proto plné vyhovuje zédkladnim pozadavkim
ekotoxikologické monitorovaci metody (Hale and Battersby, 2005). Tento biotest s
V. fischeri se uz nyni b&ézné pouzivd pro stanoveni akutni toxicity rtznych latek
napiiklad v Némecku, Nizozemsku, Svycarsku, Francii a v fadé dalsich evropskych
zemich (Wharfe, 2005; Farré et al., 2006; Giroti et al., 2008). Je navrhovano zaclenéni
pravé tohoto biotestu do zdkladnich testovacich baterii pro hodnoceni
environmentalnich rizik (Repetto et al., 2001; Parvez et al., 2006). Rovnéz v CR je tato
metoda navrhovana pro Sir$i uplatnéni v praxi (Roji¢kova-Padrtova et al.,, 1998;
Kulovana et al., 2006). Vyuziti testu s V. fischeri 1ze v budoucnosti nalézt predevsim
jako rychlé predbézné hodnoceni toxicity kontaminovanych tizemi (Kahru et al., 1998);
véetné mozného vyuziti luminometru pfimo v terénu (Gotzl et al., 1999; Hernando et
al., 2007). Lze dokonce ocekavat i dalsi riznorodé vyuziti biotestu s V. fischeri jako

napiiklad pfimé on-line metody sledovani bioremediace (Kiister et al., 2004a).

7.2.  Testy ekotoxicity s vybranymi rostlinami

Testy ekotoxicity pouzivajici rozlicné druhy rostlin se hodnoti podle riznych
parametrl, nejcastéji se jednd o hodnoceni inhibice kliCivosti semen a inhibice rastu
kofene rostlin, nicméné interpretace vysledkti téchto parametrii je casto velmi
problematicka (Kummerova et al., 1995). Také idaje o citlivosti téchto dvou parametrii
biotestu s rostlinami se li$i; nékteti autofi jako Baudgrasset et al. (1993) povazuji za
citlivéjsi test kli¢ivosti, jini uvadeéji vyssi citlivost pro test inhibice rastu ristu kotfene
rostlin (Wang, 1987; Smith et al., 2006). Test kli¢eni semen neni vzdy dostatecné citlivy
k piisobeni fady toxikantli; chemické latky obecné nepronikaji snadno do semene
rostlin, a protoZe rostliny pii kliceni vyuzivaji zasobni materidly ze semene, klicici
semeno tak muze byt ucinné izolovano od prostiedi (Kapustka and Reporter 1995).
Vysledky pouze testu kli¢ivosti rostlin zaroven nepiedvidaji uspéSnost nasledného ristu
rostlin v rizné¢ kontaminovanych ptdach (Maliszewska-Kordybach and Smreczak,
2000; Gong et al., 2001). V pfipadé¢ hodnoceni fytotoxicity 15 rGznych zemin
kontaminovanych ropnymi latkami pro 4 vybrané rostliny byla vedle stanoveni
kli¢ivosti semen uspé$Sné hodnocena také inhibice rtistu nadzemni Casti rostlin po 2

tydnech testu (Gong et al., 2001). Tito autofi také zaznamenali vyznamngj$i vliv Zivin
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oproti vlivu struktury pidy na vysledky testl ekotoxicity s rostlinami. Nejen rtzna
dostupnost Zivin, ale fada dalSich faktorti ma vliv na rozdilnou citlivost riznych druhti
rostlin v testech ekotoxicity (Kapanen and Itdvaara, 2001). Také pokud jsou v testech
ekotoxicity pro stejné testovaci organismy pouzity rozdilné parametry pro vyhodnoceni
biotesti, mohou byt ziskdvany znacné rozdilné vysledky urceni toxicity (Cedergreen
and Streibig, 2005). Vyznamné rozdily v citlivosti mezi jednotlivymi druhy rostlin byly
zjistény na zdkladé klic¢ivosti semen a rlstu rostlin (podle Cerstvé a suché hmotnosti
rostlin) béhem 3 tydnii v kontaktnich testech s tfemi druhy rostlin (S. alba, Trifolium
pratense a Lolium perenne) pti hodnoceni toxicity PAU v zeminé (Sverdrup et al.,
2003). Druhova citlivost rostlin v testech ekotoxicity byla zaznamenana také v dalSich
studiich jako napftiklad pfi sledovani toxického vlivu zeminy kontaminované PAU na 7
druhii trav a lusténin (Smith et al., 2006) nebo pfi zjiStovani toxicity pid
kontaminovanych ropnymi latkami (Baudgrasset et al., 2003). Henner et al. (1999)
hodnotili fytotoxicitu zeminy uméle kontaminované PAU, zeminy kontaminované ze
starych zatézi, vyluhy téchto kontaminovanych zemin a pfimo také tekuty dehet testy
ekotoxicity s mnozstvim rozlicnych druhli rostlin (v€etné naptiklad S. alba nebo
H. vulgare) a podle zjisténé inhibice rastu rostlin hodnocené podle vysky rostliny po 2
meésicich testu byly testované vzorky kontaminované PAU rozdéleny do dvou kategorii
podle odlisné citlivosti k PAU. Prvni skupinu tvofil tekuty dehet a Cerstvé odkryta
kontaminovana ptda (vzorky siln€¢ zapachajici a stanovené jako fytotoxické) a do druhé
skupiny zaradili piidu ze starych zatézi (ptida vystavena vliviim prostiedi po dlouhou
dobu a podle vysledki biotesti s rostlinami vyhodnocena jako netoxicka). Dale bylo
zjisténo, Zze v biotestech srostlinami je klieni a rlst rostlin velmi inhibovano
ptitomnosti t€kavych uhlovodiki rozpustnych ve vod¢ s nizkou molekularni hmotnosti
majici méné néz 3 benzenova jadra (BTEX, styren, naftalen aj.), naopak v podminkéach
této studie PAU svysokou molekularni hmotnosti (3-5 benzenovych jader)
nevykazovaly fytotoxicitu. Tato zjiSténi mohou naznacovat, Ze pokud dojde v pudé
k odstranéni aromatickych uhlovodikli s nizkou molekularni hmotnosti (naptiklad
vytékanim, bioremediaci aj.) mize byt tato zemina netoxicka pro rostliny (Henner et al.,
1999). Maliszewska-Kordybach and Smreczak (2000) uvadéji souvislost mezi mirou
fytotoxicity zemin kontaminovanych PAU pro 6 riznych druhi rostlin a obsahem

organické hmoty v zeming, kterd reguluje koncentrace PAU v piidnim roztoku. Podle

93



parametru kli¢ivosti byla hodnocena citlivost fetichy Lepidium sativum v pudach uméle
kontaminovanych PAU a v pidach ze starych zatezi (Maila and Cloete, 2002). Citlivost
L. sativum byla prokidzéna v testu skontaminovanou zeminou z aredlu rafinérie
(hodnoty koncentrace PAU v zemin¢ se pohybovaly kolem 1200 mg/kg), kdy zadna
semena L. sativum nevyklicila a v testu s uméle kontaminovanou zeminou zaznamenaly
hodnoty kli¢ivosti L. sativum pokles pti vzristajici koncentraci PAU (obrazek 53). Pfi
koncentraci PAU v pidé 1000 a 50 ppm byly hodnoty kli¢ivosti L. sativum ptiblizné
16 %, respektive ptes 75 %; podobné hodnoty klicivosti byly zaznamenany i v ptipadé
pouziti surfaktantu v mnozstvi 100 mg/kg pidy za ucelem zvySeni biodostupnosti PAU
(Maila and Cloete, 2002). Také v jiné studii byl potvrzena citlivost L. sativum a zaroven
byl ur€en vyznamny vliv biodostupnosti PAU z pid primyslové kontaminovanych
lokalit (Bogolte et al., 2007). Podle zjisténych vysledkt biotestu s L. sativum navrhuji
tito autofi fetfichu L. sativum jako vhodnou rostlinu pro sledovani odstranovani PAU
z kontaminovanych ptid. Naopak na rozdil od jinych biotesti test kliivosti s tfemi
druhy rostlin (véetné¢ L. sativum) nebyl dostatecné citlivy napiiklad pfi hodnoceni
toxicity pudy kontaminované riznymi herbicidy a pfi hodnoceni nasledného procesu

kompostovani této zeminy (Dubova and Zarina, 2004).
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Obrazek 53  Klicivost L. sativum v zemindch kontaminovanych riiznymi koncentracemi
PAU; bez pritomnosti surfaktantu (A); s pritomnosti surfaktantu (B)
(upraveno podle Maila and Cloete, 2002)
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Vyuziti biotesti s rostlinami na hodnoceni ucinnosti vybrané bioremediacni
technologie doporucuji napiiklad Baudgrasset et al. (1993) nebo Gunderson et al.
(1997). Ekotoxicita byla sledovéana tfemi vybranymi druhy rostlin (salat L. sativa, oves
Avena sativa, proso Panicum miliaceum) v testech s vyluhem i v testech klicivosti
piimo s kontaminovanou zeminou o puvodni koncentraci PAU 5878 mg/kg
(Baudgrasset et al., 1993). Celkovy pokles obsahu PAU o 86 % (tj. na koncentraci PAU
798 mg/kg) po skonceni bioremediace koreloval s celkovym poklesem ekotoxicity
zaznamenané prave témito tfemi druhy rostlin. Nejméné citlivy byl test s 4. sativa, kdy
po bioremediaci nebyl toxicky ucinek zeminy zaznamendn, salat L. sativa byl
nejcitlivéjsi pro hodnoceni toxicity zeminy pied zahdjeni bioremediace a proso
P. miliaceum se ukdzalo jako nejcitlivéjsi druh pro detekci toxicity po skonceni
bioremediace. Z vysledka tak lze vyjadfit vyssi citlivost salatu L. sativa k ptivodnim
PAU nez k vzniklym metabolitim (Baudgrasset et al., 1993). Pfi podobném hodnoceni
bioremediace velmi kontaminovanych zemin ropnymi latkami (koncentrace NEL
v rozmezi 56 500 - 142 000 mg/kg; koncentrace PAU 16,4 - 36 mg/kg) byla zjisténa
vyznamnd korelace (p < 0,05) piedev§im mezi vysledky rostlinnych biotestii s vyluhy
pro L. sativa (resp. Triticum aestivum) a koncentracemi uhlovodiki a PAU v zeminach i
vyluhu; pro piipravu vyluhu vSak byly vyuzity organické extrakty (Plaza et al., 2005).
Vyznamna korelace (p < 0,01) mezi poklesem koncentrace ropnych latek v zeminé a
mirou kli¢ivosti 7. pratense byla také zjiSténa béhem 4 mésicti kompostovani (Juvonen
et al., 2000). Kontaktni test kli¢ivosti s S. alba nebyl na rozdil od biotestu s V. fischeri
dostate¢né citlivy pii jiném ekotoxikologickém hodnoceni kompostovani zeminy
kontaminované¢ PAU; v tomto pfipadé nebyla zaznamendna Z4dnd vyznamna zména
miry inhibice kli¢ivosti béhem kompostovani ani po fazi maturace (Cajthaml et al.,
2002). V testech ekotoxicity v CR se standardné pouziva pravé test kli¢ivosti semen a
test inhibice rastu kofene hoicice S. alba (Ambrozova, 2003; Bibrova, 2004; MZP,
2007). Tento biotest se S. alba se vSak ukézal byt pro plo§né testovani pevnych odpadi
nevhodny; naopak je v této studii vyzdvihovéna citlivost salatu L. sativa a je¢mene
H. vulgare v kontaktnim uspotadani (Koci et al., 2008). Také pii porovnavani toxicity
zeminy kontaminované ropnymi latkami v testu kli¢ivosti s 5 riznymi druhy rostlin byl
vyhodnocen salat L. sativa jako nejvhodnéjsi rostlina pro ekotoxikologické hodnoceni

takovéto kontaminace (Banks and Schultz, 2005). Citlivost salatu L. sativa byla také

95



potvrzena pifi vyhodnocovani kli¢ivosti semen této rostliny v roztoku s raznymi
koncentracemi benzo[a]pyrenu a fluorantenu (Kummerova et al, 1995; Kummerova and
Kmentova, 2004). Biotest hodnoceny podle kliCivosti semen L. sativa ve varianté¢ ve
vyluhu i v kontaktnim usporadani byl relativn€ nedavno standardizovan (ISO, 2005), 1ze
tedy ocekavat Castéjsi vyuziti tohoto druhu v ekotoxikologickych studiich. Tyto zavéry
jsou plné v souladu se ziskanymi vysledky ptfi hodnoceni bioremediac¢nich postupti
v prub¢hu této disertacni prace, kdy ekotoxicita byla stanovena pravé pomoci biotesta

s H. vulgare a L. sativa a niZ§i citlivost byla zjiSté€na pro S. alba (kapitola 6.2.).

7.3. Biotest s okirehkem L. minor

Test ekotoxicity s okfehkem L. minor se pouziva piedevSim pro testovani
toxicity rozpusténych latek ve vodé nebo ve vyluhu (Joutti et al, 2000; Mackenzie et al.,
2003; Pro et al., 2003). Pfi srovnavani metodik a citlivosti dvou akvatickych rostlinnych
biotestt s S. alba a L. minor byla na vybrané typy zneciSténi vod zjisténa
mnohonésobné vyssi citlivost okiehku L. minor a zaroven byla vyzdvihovana moznost
sledovéani vice parametri v biotestu s L. minor (Motejlova, 2008). Vysoka citlivost
L. minor byla zaznamenana napiiklad pifi pouziti 7 rlznych biotestl pro
ekotoxikologické hodnoceni vody kontaminované t€zkymi kovy, kdy okiehek L. minor
byl nejcitlivéjsi organismus ve vybrané sad¢ biotestii (Fenske et al., 2006). Okiehek
L. minor je vhodny a dostatecné citlivy také pfi testovani vyluhli zemin a sediment
kontaminovanych tézkymi kovy (Jenner and Janssen-Mommen, 1993). Pro hodnoceni
toxicity zemin a sedimentli kontaminovanych organickymi latkami se miize v biotestu s
L. minor ale misto pouziti vyluhu Iépe uplatnit testovani zemin a sedimentii v tzv. semi-
kontaktnim uspotadani, které bylo Uspésné aplikovano v ramci této disertacni préce.
Tato modifikace biotestu s L. minor, kdy je na rozdil od vyluh kontaminovana ptuda
nebo sediment pouzivan piimo spolecné s médiem, miize prindset v tomto biotestu dalsi
upfesnéni interpretace vysledkt ekotoxicity pro hodnoceni rtizné¢ kontaminovanych pid.
Oktehek L. minor byl Gspé$né aplikovan ve stejné varianté modifikace tohoto biotestu
jako vtéto disertaéni praci (10 g kontaminovaného sedimentu a 40 ml 2krat
koncentrovaného media ptipraveného podle ISO/FDIS (2005)) pro hodnoceni
sediment kontaminovanych PAU feky Niger (Olajire et al., 2005). Schultz and Joutti
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(2007) se zabyvali hodnocenim ekotoxicity arzenu v ptdach a pouzivali ,,semi-
kontaktni“ uspotfddani biotestu s L. minor pii aplikaci 50 g vzorku pidy a 100 ml
standardniho media pfipravené¢ho podle ISO/FDIS (2005) v 250 ml kéadince (pramér 80
mm) (obrazek 54). Také pro ekotoxikologické hodnoceni bioremediace sedimentt
kontaminovanych PAU byl vyuzit biotest s L. minor v ,,semi-kontaknim uspotadani (15

ml sedimentu + 2 ml vody) pfi zkradcené délce testu na 4 dny (Tabak et al., 2003).

Obrazek 54  Vyuziti modifikace biotestu s L. minor na stanoveni ekotoxicity zeminy
kontaminované arzenem (Schultz and Joutti, 2007)

Kultivace okfehku L. minor i samotné provedeni biotestu byva relativné
jednoduché, biotest miize byt provadén pii bézném vybaveni laboratofe bez narokli na
specifické pfistroje. Pro vyhodnocovani vysledkii jednotlivych parametrii biotestu s
L. minor vSak zaroven existuje moznost vyuziti riznych fotopfistroji (pfipadné i
jednoduchého digitalniho fotoaparatu). V ramci této disertacni prace byl vyzkouSen
analyzator Scanalyzer od spole¢nosti LemnaTec GmbH (Némecko), jehoz software byl
koncipovan pro hodnoceni ristu L. minor ve vzorcich vody. Pfesto lze tento software
vyuzit také pro testovani vzorkd zemin (Eberius, 2001c). Urcitou nepiesnost pii
vyhodnocovani vzorkli zemin timto analyzatorem (mozna interference zabarveni vzorku
zeminy) vyvazuje velkd ¢asova tspora pii testovani vétstho mnozstvi vzorkl. V ptiloze
8 je uvedeno srovnani vysledkil inhibice ristu L. minor podle poctu listentl, které byly
ziskdvany pomoci analyzéatoru Scanalyzer a vysledki klasického vizudlniho hodnoceni
u vzorkil zemin v pribéhu této disertacni prace. Tyto vysledky jen potvrzuji zkuSenosti
vyrobce tohoto analyzatoru (Eberius, 2001a). Pro zakladni, rychlé¢ a jednoduché

hodnoceni tohoto biotestu (parametr pocet listenil) mize postacovat pouhé vizudlni
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hodnoceni, ale analyzator Scanalyzer vhodné¢ doplnuje vyhodnoceni tohoto testu o dalsi
dilezity parametr, kterym je plocha listentl. JiZ Wang (1990) upozoriiuje na skutecnost,
ze pocet listenll neni ¢asto v souladu plochou listent a biomasou okiehku L. minor, kdy
pod vlivem toxickych latek miize okfehek pfrirtistat pomalu rostoucimi listeny (vétsi
mnozstvi menSich listentt miize podhodnotit vyslednou toxicitu vzorku) nebo naopak
muze byt inhibovan pfiristek novych malych listenti L. minor. Toxicky vliv tak miize
byt zaznamenan pravé jinym parametrem neZ pouhym stanovenim poctu listend a
inhibice rastu L. minor miize byt 1épe vyjadiena podle plochy listend, ptfipadné podle
zmény hmotnosti L. minor. Ptikladem miize byt zaznamenand rizna citlivost okiehku
L. minor podle tfi parametrti pi1 pouziti referen¢ni latky K,CrO7, kdy inhibice ristu L.
minor podle plochy listenli byla téméf o 20 % vyssi nez podle poctu listenii (Eberius,
2001a). Dilezity aspekt vybéru vhodného parametru pro vyhodnocovani konkrétniho
testu ekotoxicity je zdlraznovan pravé na prikladu biotestu s okiehkem L. minor
(Cedegreen and Streibig, 2005; Cayuela et al., 2007).

Biotest s okiehkem L. gibba je vyuzivan v testech ekotoxicity predevs§im v USA
(Brain et al., 2004; Mkandawire and Dudel, 2005). Aplikace tohoto druhu okiehku
L. gibba byla uspésné pouzita napiiklad pro hodnoceni toxicity odpadu z vyroby
olivového oleje a nasledného experimentu kompostovani (Cayuela et al., 2007). Pokles
toxicity byl zaznamendm béhem vSech fazi kompostovani; z pivodni témét 100 %
inhibice ristu L. gibba podle poctu listenti (resp. 70-80 % inhibice podle plochy listenit)
inhibice rastu L. gibba vyznamné poklesla po termofilni fazi kompostovani a po
zaverecné fazi zrani (po 31 mésicich procesu kompostovani) uz inhibice ristu L. gibba
nebyla vibec zaznamendna. PfedevS§im koncentrace hlavnich chemickych sloucenin
zodpovédnych za toxicitu odpadu z vyroby olivového oleje (fenoly a lipidy) byla
vysoka vprvni fazi kompostovani, ale bcéhem pribéhu kompostovani doslo
k vyraznému sniZzeni koncentrace téchto latek v kompostu (Cayuela et al., 2007).
Hodnoceni kvality kompostu tak casto souvisi s poklesem fytotoxickych latek a
s mikrobidlni aktivitou (Hue and Liu, 1995; Wu et al., 2000). I pfes vyhody biotestu
s oktehkem L. minor pti dalSim ekotoxikologickém hodnoceni procesu kompostovani
(Juvonen et al., 2000) neni tento biotest zatim pro hodnoceni bioremediace vice
vyuzivan. V soucasnosti je dokonCovana standardizace norem ISO a OECD testu s

L. minor (ISO/FDIS, 2005; OECD, 2006), zaroven se jiz objevila i Ceska verze této
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metody (CSN, 2007). Lze tedy odekavat vétsi uplatnéni biotestu s okiehkem L. minor,
kdy by mohl byt tento biotest pouzivan také ve varianté “semi-kontaktniho” uspofadani

pro hodnoceni kontaminovanych zemin a sedimentt.

7.4. Biotest s korySem D. magna

Jsou znamy stovky studii vyuzivajici sledovani imobilizace korysSe D. magna pti
ekotoxikologickém hodnoceni predevsim latek rozpusténych ve vodé nebo pro razné
vyluhy. Vysokd citlivost D. magna je zminovéana pii pouziti tohoto organismu
v bateriich testli vyuzivajicich rizné organismy pro vyjadieni ekotoxicity rizné¢ho typu
znecisténi (Loureiro et al., 2005b; Molina-Barahona, et al., 2005). Test imobilizace
D. magna byl hodnocen jako nejcitlivéjsi biotest v rozsahlé baterii nékolika biotestl
s riznymi organismy pii stanoveni toxicity zneciSténi tekoucich vod v Estonsku
fenolovymi latkami (Kahru et al., 1998). Také pfi testovani 24 organickych a
anorganickych vzorkl byla zjisténa nejvyssi citlivost D. magna ve srovnani s dal$imi 4
organismy vcetn¢ salatu L. sativa (Arkhipchuk et al., 2000). Naopak naptiklad ve studii
testujici 43 vzorkli podzemnich vod ze 26 lokalit byl kory§s D. magna hodnocen jako
méné citlivy organismus nez fteficha L. sativum, ptipadné i tasa S. capricornutum
(Helma et al.,, 1998). Také v této disertacni praci byla v piipadé pouziti korySe
D. magna zaznamenana relativné niz§i citlivost tohoto organismu pii hodnoceni
kontaminace podzemni vody (kapitola 6.4.; obrazek 41). I pfes prokazanou citlivost
biotestu s D. magna v tadé ekotoxikologickych studii je né¢kdy relevantnost vybéru
tohoto druhu koryse jako nejvhodnéjsiho zastupce zooplanktonu pro ekotoxikologicka
hodnoceni zpochybnovana (Koivisto, 1995). Versteeg et al. (1997) srovnavaji citlivost
kory$i rodu Daphnia a Ceridaphnia v testech ekotoxicity a zdiraziuji pro
ekotoxikologickd hodnoceni predevsim vyhody korySe rodu Ceridaphnia. Také Wu et
al. (2007) pfti srovnani vysledkl biotestti s 6 druhy korystu ze stejné tfidy Cladocera
vyzdvihuji vysledky jiného druhu korySe nez D. magna. Ptesto vyuziti D. magna
v testech ekotoxicity ma své dilezité opodstatnéni nejen z divodu moznosti srovnani
souCasnych vysledki tohoto biotestu s mnozstvim dat zdznamu toxicity rdznych
chemikalii pfi testech stimto korySem z minulosti (Adema, 1978; Janssen and

Persoone, 1993). D. magna predstavuje mezi perlooCkami druh, se kterym se nejlépe
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manipuluje pfi testech, a ve srovnani s ostatnimi perloockami mé velké mnoZstvi neonat
v jedné sniSce a zaroven tyto neonaty jsou pomérné velké, ¢asto mirn¢ zabarvené, proto
je jednodussi vyhodnocovat vysledky imobilizace pravé tohoto druhu koryse (Vesela,
2004). Nejen z téchto diivodu je perloocka D. magna vybirana do testovaci baterie testll
ekotoxicity (Vangheluwe, et al., 2000; Zurita et al., 2005). Biotest s D. magna byl
uspéSné pouzit pro hodnoceni toxického vlivu ropnych latek ve vodé béhem
bioremediace (Diamantino et al., 2000). Byla potvrzena také moznost vyuZiti biotestu s
D. magna pro hodnoceni ucinnosti bioremediace zeminy kontaminované ropnymi
latkami (Molina-Barahona, et al., 2005). V této studii byla vychozi koncentrace ropnych
latek v kontaminované zeminé pted bioremediaci ptiblizné 45 000 mg/kg a byla zjisténa
vysoka toxicita pro D. magna i pro rostliny; béhem 80-denni biostimulace této
kontaminované zeminy byl zaznamendn v zeminé€ pokles koncentrace ropnych latek o
50,6 %, coz bylo vsouladu s poklesem toxicity vyjadiené predev§im biotestem s
D. magna. V budoucnu se pfi vyhodnocovani biotestu s D. magna bude pravdépodobné
vice uplatiiovat hodnoceni jinych parametri nez pouhé vyhodnoceni imobilizace
jedincii (De Coen, et al., 1998; Baun et al, 2004). Uz nyni tento biotest dokonce nasel
uplatnéni jako vhodna metoda pro kontinualni monitoring pti hodnoceni kvality vody
nebo piimo monitoring procesu bioremediace podzemni vody. Pro tento on-line
monitoring mize byt v biotestu s D. magna pouzito sledovéani n¢kolika biochemickych
endpointti jako napiiklad detekce cholinesterazovych inhibitord (De Hoogh and

Wagenvoort, 2004; Kiister et al., 2004b).

7.5. Biotest s korySem H. incongruens

Na rozdil od zavedené¢ho ekotoxikologického biotestu s korySem D. magna
zacind byt pro testovani toxicity kontaminovanych sedimentt a pid vyuzivan relativné
novy komeréni kontaktni mikrobiotest (tzv. Ostracodtoxkit F'™) skorysem
H. incongruens (Chial and Persoone, 2002a; Chial and Persoone, 2002b). Protoze korys
H. incongruens je vodni benticky organismus, ktery je v neustalém styku se
sedimentem, lze jej vyuzit pro testovani kontaminovanych sedimentii piimo
v kontaktnim usporadani. V této disertacni praci bylo vyzkouseno vyuziti mikrobiotestu

s H. incongruens pro hodnoceni bioremediac¢nich postupli s kontaminovanou zeminou;
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byla zjisténa vysoka citlivost H. incongruens pti uréovani ekotoxicity. Nejen vysoka
citlivost, ale 1 ekonomicka vyhodnost pouzivani komer¢nich mikrobiotesti fady
»toxkit* (v€etné Ostracodtoxkitu) ve srovnani s konvencnimi biotesty byla potvrzena
fadou studii (Johnson, 2000; Blaise et al., 2004; Dubova and Zarina, 2004). Citlivost
korySe H. incongruens byla napiiklad srovnavana s dalSimi kontaktnimi testy
ekotoxicity pouZivajicich korySe Hyalella azteca a larvy pakomard Chironomus
riparius pro ekotoxikologické hodnoceni kontaminovanych sedimentli jezera Superior
v Kanad¢ (Chial et al., 2003a). A v této studii stejné jako v pfipad€é monitoringu kvality
ficnych sedimentli v Belgii, kde byl tento mikrobiotest pouzit v testovaci baterii
spolecné s korysi Hyalella azteca, Thamnocephalus platyurus a fasou S. capricornutum,
byla prokazana pravé vysoka citlivost prave biotestu s korySem H. incongruens na
kontaminované sedimenty (Chial and Persoone, 2002c). Na zéklad¢ téchto zkuSenosti
byl Ostracodtoxkit s H. incongruens aplikovan také pro hodnoceni 15 kontaminovanych
zemin v Belgii; pro 10 z 15 vzorki byla dokonce zaznamenédna 100 % mortalita koryse
H. incongruens a pravé tento biotest se tak v n¢kterych ptipadech ukazal jako mnohem
citlivéjsi nez biotest s chvostoskokem Folsomia candida (Chial and Persoone, 2003a).
Tato vysoka citlivost H. incongruens vyjadiena maximalni mirou mortality potvrzuje
moznou reakci tohoto organismu zjisténou pii hodnoceni experimentu kompostovani
kontaminované zeminy (obrazek 36). V soucasné dobé byla také potvrzena vysoka
citlivost korySe H. incongruens naptiklad pfi ekotoxikologickém hodnoceni toxicity
Cistirenskych kalti a naslednych komposti vzniklych z Cistirenskych kalt (Oleszczuk,
2008a; Oleszczuk, 2008b). Pii ekotoxikologickém studiu 13 Cistirenskych kala
z jihovychodniho Polska byly v biotestu s H. incongruens dosazeny hodnoty mortality
0 - 70 % (pramér 19,5 %) pii aplikaci Cistirenskych kali v davce 6 %, mortalita
v rozmezi 4,7 - 72,1 % (pramér 41 %) pii aplikaci Cistirenskych kalti v davce 12 % a
hodnoty mortality H. incongruens vrozsahu 0 - 100 % (pramér 60,3 %) byly
zaznamenany pii aplikaci Cistirenskych kalt v davce 24 % (Oleszczuk, 2008a). Zaroven
v tomto biotestu byla zjiSténa vysokd inhibice rustu H. incongruens pii hodnoceni
vétSiny Cistirenskych kald, tento parametr vSak na rozdil od hodnot mortality nevyjadiil
vtomto biotestu tak vyznamné rozdily v zavislosti na pouzit¢ davce kalu
(v jednotlivych ptipadech aplikace urcit¢ davky kalu dosahovala primérnad inhibice

ristu H. incongruens hodnot 39,7 az 46,6 %). V této studii byla zjiSténa vyznamna
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zavislost (p< 0,05) mezi koncentraci benz(a)antracenu v kontaminovanych cistirenském

kalu a vysledky biotestu s H. incongruens hodnocené¢ho podle obou sledovanych

parametrl - mortality a inhibice riistu (Oleszczuk, 2008a) (obrazek 55).
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Obrazek 55 Zavislost mezi koncentraci benz(a)antracenu v Cistirenském kalu a
vysledky biotestu s H. incongruens (A- hodnoceno podle parametru
mortality;, B- hodnoceno podle parametru inhibice riistu H. incongruens)
(upraveno podle Oleszczuk, 2008a)

Pti studiu kompostil z Cistirenskych kalti se hodnota mortality H. incongruens
pohybovala od 0 do 90 % a dalsi sledovany parametr tohoto biotestu (inhibice ristu)
dosahoval hodnot az 55 % v zéavislosti na pouzitém Cistirenském kalu (Oleszczuk,
2008b). Dalsi aplikace biotestu s H. incongruens byla pouzita spolecné s biotestem s
Hyalella azteca pro ekotoxikologické hodnoceni 5 riznych bioremediacnich postupli na
odstrafiovani kontaminace ropnymi latkami z fi€nych sedimentt (Chial et al., 2003b).
Pted zahajenim bioremediace byly vSechny vzorky sedimentd toxické pro oba vybrané
druhy korys8l; hodnota mortality H. incongruens se pohybovala mezi 80 - 100 %. Po 6
tydnech bioremediace byla zaznamenéana niz§i mortalita korySe H. azteca a pietrvavajici
toxicky uc¢inek pro korySe H. incongruens; tento trend byl potvrzen po dalSich 15
tydnech bioremediace, kdy biotest s korySem H. azteca jiz toxicitu neprokazal, ale byla
zjiSténa pretrvavajici toxicita v biotestu s H. incongruens (Chial et al., 2003b).
V neddvné dobé byla zjiSténa téz vysoka citlivost korySe H. incongruens pro
ekotoxikologické hodnoceni bioremediace piid kontaminovanych ropnymi latkami a

PAU (Plaza et al., 2005; Hamdi et al., 2006), ale naptiklad i pro sledovani priab&hu
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ekotoxicity béhem kompostovani plidy kontaminované riiznymi herbicidy (Dubova and

Zarina, 2004).

7.6. Biotest s Zizalami E. fetida

Zizala FEisenia fetida je idealni testovaci organismus pro hodnoceni
kontaminovanych piid a sedimentd. Vysoka citlivost Zizaly E. fetida byla potvrzena v
bioremediacnich experimentech s kontaminovanou zeminou (kapitola 6.2 a 6.3.).

Vyhodou pouziti zizaly E. fetida v testech ekotoxicity je jeji relativné kratky
generaCni Cas (2-3 mésice), vysoky generacni potencial i relativné snadny chov (Kula
and Larink, 1998). Moznou nevyhodu miize pfedstavovat skutenost, ze se v piirodé
E. fetida vyskytuje pouze na velmi organicky bohatych stanovistich pfedevsim
kompostech a neni to tak reprezentativni zastupce pudnich organismi vSech typt
pudniho prostiedi. Napiiklad Johnson et al. (2002) doporucuji v testech ekotoxicity pfi
hodnoceni kontaminace pid kontaminovanymi PAU uplatnéni Zizal Aporrectodea
longa oproti zavedenému pouziti zizal E. fetida. Na velice rozdilnou citlivost
jednotlivych druht zizal k riznym kontaminantim upozoriiuji Rungren and Van Gestel
(1998). Presto na pravé zizala E. fetida ptedstavuje jeden ze zakladnich standardnich
testovacich organismi pouzivanych v terestrické ekotoxikologii s rozsdhlou databazi
ucinklt mnozstvi chemickych latek (Gibbs et al., 1996; Lokke and Van Gestel, 1998).
Zizaly E. fetida 1ze téz aplikovat pfi zjisfovani biodostupnosti kontaminantli v pidé
(Lanno et al., 2004). Obecné Ize prohlasit, ze pro zizaly jakozto organismy s mékkym
télem zijici v neustalém tésném kontaktu s ptidou, je z hlediska toxicity nejdilezitéjsi
expozice zprostiedkovand vodou z pidnich péru. To znamena, Ze pro tyto organismy je
toxicita kontaminované piidy ddna pfedevsim koncentraci chemickych latek pfitomnych
v pudnich porech, ktera je vyslednici celkové koncentrace latky v piide€ a jeji sorpce na
pudni Castice. Neutralni organické latky, které nenesou zadny naboj, jsou prevazné
adsorbovany na pidni organickou hmotu. Sorpce latek obecné vzriista s Casem a proto
pokusy s cCerstvé ptfidanymi latkami do pidy mohou nadhodnocovat jejich toxicitu
vzhledem k situaci, kdy jsou tyto latky ptitomny dlouhou dobu v pidé (Van Straalen
and Van Gestel 1995; Eom et al., 2007). Také Lanno and McCarty (1997) zmiiuji

skute€nost, ze pro zizaly je efektivni koncentrace pidnich kontaminantd ta ¢ast, ktera
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zustava puadni vod¢ a proto lze nalézt souvislosti mezi toxicitou v pid¢, sedimentech i
ve vodé. Obecné je doporucovano pouzivat v testech ekotoxicity s E. fetida jako
kontrolni vzorek standardizovanou pidu OECD i pies nékteré vyhody standardizované
referen¢ni pidy LUFA 2.2 (Kula and Larink, 1997; Kula and Larink, 1998).

Akutni test toxicity se zizalami E. fetida byl vyuzit napiiklad pro hodnoceni
bioremediace zemin kontaminovanych PAU, kdy dva typy zemin pochdzejici ze starych
zatézi kontaminace kreosotem pii upravach dfeva byly podrobeny 52-denni
bioremediaci v bioreaktorech (vychozi koncentrace PAU 1320 mg/kg, resp. 1500
mg/kg) (Charrois et al., 2001). Byl zaznamenam celkovy pokles PAU v obou
sledovanych zeminach (vysledné koncentrace PAU byly 80 mg/kg,, resp. 1180 mg/kg)
Koncentrace 3-kruhovych PAU poklesly o vice jak 85 % v obou zeminach, koncentrace
4-kruhovych PAU 0 94 % v jednom typu zeminy, ale jen mirny pokles byl zaznamenan
v druhé pad¢ a také koncentrace vicekruhovych PAU poklesly opét jen v jedné
testované zemin€. Pifi bioremediaci =zUstala nezménéna koncentrace naftalenu,
benzo(ghi)perylenu a dibenzo[a,h]antracenu. U nefedéné kontaminované plidy byly
zaznamenan 100 % uhyn zizal jiz béhem 1 az 2 dntli. Pfi expozici zizal E. fetida pii
zifedéni kontaminované pidy 3,13 % a niz$im byla zjisténa 100 % umrtnost béhem 4,
resp. 7 dni. Bioremediace eliminovala akutni toxicitu zizal E. fetida u jednoho typu
pudy, ale u druhé zeminy se projevovala ptetrvavajici vysoka akutni toxicita (hodnota
mortality 100 %) zizal E. fetida (Charrois et al., 2001). Vyuziti dalSich parametrii
(reprodukce a inhibice rustu zizal) vbiotestu s E. fetida piinaSi podrobnéjsi
ekotoxikologické vyhodnoceni nez pouhé¢ sledovani parametru mortality (Bierkens et
al., 1998). Shin and Kim (2001) pouzili biotest s E. fetida pro monitoring procesu
promyvani dvou rizné kontaminovanych zemin; prvni typ zeminy byl uméle
kontaminovéan fenantrenem (vychozi koncentrace fenantrenu v pudé byla 200 ppm),
druha zemina byla kontaminovana naftou (vychozi koncentrace nafty v zemin¢ byla
ptiblizn€ 20 000 ppm). V testu akutni toxicity se zeminou kontaminovanou fenantrenem
bylo mozné inhibici riistu (vyjadienou jako ptirastek biomasy) E. fetida povazovat za
vhodnéjsi parametr hodnoceni tohoto biotestu, protoze na rozdil od projevené inhibice
rustu E. fetida byla zaznamendna relativné nizka mira mortality E. fetida. Byla zjisténa
vyznamna zavislost (r = 0,841) celkového pfiriistku biomasy E. fetida za 7 dni

v akutnim testu na koncentraci fenantrenu v zemin¢ (obrazek 56).
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Obrazek 56  Zavislost mezi celkovym prirustkem biomasy E. fetida a koncentraci
fenantrenu v zeminée (upraveno podle Shin and Kim, 2001)

Zemina kontaminovand naftou byla v akutnim testu hodnocena jako toxicka
podle obou sledovanych parametrii. Inhibice rlstu E. fetida se vSak opét ukdzala jako
citlivéj§i parametr, mezi inhibici ristu hmotnosti zizal E. fetida vyjadienou jako
priristek biomasy E. fetida béhem 7 dni testu a koncentraci nafty v zeminé byla
nalezena vyznamna korelace (r = 0,985) (obrazek 57). Pokles toxicity v akutnim
biotestu s E. fetida byl v souladu s postupujici remediaci zeminy, kdy byl zaznamenan
vyrazny pokles koncentraci fenantrenu, respektive ropnych latek v zeminé (Shin and
Kim, 2001). Tyto zavéry v biotestu s E. fetida koresponduji s vysledky podobné studie
pro hodnoceni zeminy kontaminované naftou, kde E. fetida byl zaroven ve srovnani s
V. fischeri a biotestem s rostlinami nejcitlivéjsi organismus pro detekci toxicity tohoto

typu znecisténi (Dorn et al., 1998).
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Obrazek 57  Zavislost mezi celkovym pririistkem biomasy E. fetida a koncentraci
nafty v zeminé (upraveno podle Shin and Kim, 2001)

Takeé pfi zjiSt'ovani toxicity 2 kompostovanych zeminy bylo v biotestu s E. fetida
vyuzito vice hodnoticich parametrti (stanoveni mortality, ristu a nékolik reprodukénich
charakteristik E. fetida) a pravé inhibice ristu a reprodukce E. fetida vyjadiily 1épe
toxicitu zeminy (Gibbs et al., 1996). Vysledky téchto studii zaroven potvrzuji situaci
zaznamenanou pii ekotoxikologickém hodnoceni bioremediace kontaminované zeminy
v ramci této disertacni prace, kdy v akutnim testu ekotoxicity s E. fetida byly zjistény
rozdilné vysledky podle 2 parametrti biotestu s E. fetida (hodnoceni inhibice riistu se
ukazalo jako citlivéjsi parametr ve srovnani s mirou mortality) (obrazek 29).

Nékteré studie prokazaly v biotestu E. fetida stejnou miru ekotoxicity podle
inhibice rastu a inhibice reprodukce E. fetida (Neuhauser and Callahan, 1990; Van
Gestel et al, 1992; Van Gestel et al, 2001). Jini autofi ale upozoriiuji na mozné negativni
korelace mezi reprodukci a riistem zizal E. fetida (Robidoux et al., 2000). Na zaklad¢
hodnoceni rastu a reprodukce zizal E. fetida pti expozici vyluhu z impregnace dieva (s
obsahem i tézkych kovill) aplikovaného do ptipravené zeminy byla vyjadiena hypotéza,
ze E. fetida mlize v kontaminované zeminé vyclenit vice energie pro rust nez pro
reprodukci (Leduc et al.,, 2008). V biotestech s zizalami E. fetida tak nezbyva nez

doporucit kombinaci dvou riznych endpointii pro piesnéjsi vyhodnocovani tohoto testu.
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7.7. Baterie testi ekotoxicity

Citlivost jednotlivych standardnich biotestli vyplyva nejen zrizné biologické
urovné pusobeni jednotlivych toxikanti a rizného stupné biologické slozitosti
testovacich organismt, ale ma spojitost i stypem kontaminace (Kyclt et al., 2001;
Dawson et al, 2007). Odpoveéd’ jednotlivych organismil ovliviiuje mnoho faktort jako
naptiklad biodostupnost, zplsob pfijimani toxikantu, jeho pfipadnd bioakumulace,
schopnost Skodlivou latku odbouravat apod. Proto by se pii ekotoxikologickém
hodnoceni nemélo zobecnovat pouze z vysledkii biotestu jednoho organismu, jak
bohuzel bylo c¢astym zvykem v minulosti. Vzhledem k velmi rizné a obtizné
predikovatelné citlivosti testovacich organismi k toxikantim, je zarovenl velmi obtizné
a ndkladné vybrat organismy specifické pro jednotlivé stresory. Jedinou cestou se zda
byt vybér vhodnych baterii biotestli, nebot’ zapojenim véts§iho poctu testovacich
organismll vzrasta nejen informace o zkoumaném vzorku, ale zvySuje se zaroven i
vypovédni hodnota celého hodnoceni (Marsalek, 2004). Ekotoxicitu je tfeba v téchto
sadach biotestli stanovovat na trovni producentl, konzumentd i destruentd (Marsalek
and Rojickova-Padrtova, 2000). Dulezity je téz aspekt vybéru vhodného parametru pro
dany biotest (Cedegreen and Streibig, 2005). Existuje mnozstvi kritérii pro vybér
jednotlivych biotesti do této souhrnné sady biotestli. Do baterie jsou vybirany biotesty
predevsim takovym zpusobem, aby tato sada biotestl byla schopna detekovat co nejvice
riznych tfid toxikantd s vysokou spolehlivosti (Johnson, 2000; Marsalek, 2002).
Nicméné¢ nazory rtiznych autorti pro vybér vhodnych biotesti do souhrnné testovaci
baterie se velice lisi.

Jiz Slooff and Canton (1983) se pokusili o jedno z prvnich doporuceni pro pouziti
urcitych biotestil pro ekotoxikologické hodnoceni vodniho prostiedi. Willemsen et al.
(1995) pti podrobném hodnoceni 26 mikrobiotesti (vyuzivajicich bakterie, fasy,
bezobratlé organismy, vcetné testli genotoxicity a teratogenicity) uskutecnili vybér tiech
reprezentativnich biotesti do testovaci baterie, kdy podle riznych kritérii vybrali
bioluminiscenéni test s V. fischeri, test s fasami na mikrodestickach a test Thamnotoxkit
F™ s kory§em Thamnocephalus platyurus. Vybér pravé téchto t¥ organismi v testovaci
baterii byl napiiklad realizovan v pfipadé hodnoceni vyluhti skladek komunalniho

odpadu v jizni Italii (Isidori et al., 2003). Na zéklad¢ zkuSenosti z aplikace riznych
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biotestil pii hodnoceni kvality povrchovych vod v Estonsku jsou navrhovéany v testovaci
baterii pro urceni potencidlniho rizika pro vodni ekosystém biotesty s D. magna,
L. minor, tfasou S. capricornutum a pripadné i1 s korySem 7. platyurus (Blinova, 2000).
Rojickova-Padrtova et al. (1998) shrnuji vybér organismi do baterie biotestl, jejiz
soucasti by mél byt bioluminiscencni test, fasovy test a test s korysi nebo vifniky. Pii
vytvafeni jednoduché a dostate¢né citlivé baterie biotesti, kterd by byla pouzitelna pro
hodnoceni toxicity kontaminované vody také v rozvojovych zemich, bylo navrzeno
pouziti testu kli¢ivosti L. sativa, test imobilizace D. magna a 3-denni test mortality
Hydra attenuata (Forget et al., 2000). Existuje fada dalSich doporuceni pro vybér
testovaci baterie pro konkrétni typy znecisténi, ktera ale maji velice specifické uplatnéni
(Clément et al., 1996; Zurita et al., 2005; Alvarenga et al., 2007; Macken et al, 2008).
Pretrvavajicim problémem v souCasnosti ziistdva vybér vhodné sady biotesti,
kterd by byla obecnéji pouzitelna pro ekotoxikologické hodnoceni pevnych vzorki-
pudy, sedimentu ¢i pevného odpadu. Pfi testovani toxicity kontaminovanych pid a
sedimentll se zatim stale jeSté nejCastéji pouZzivaji biotesty s testovacimi organismy
zijicimi ve vodé&; pudni matrice je tak pfed ekotoxikologickym stanovenim pievadéna
do formy vyluhu (Maxam et al., 2000). Polutanty z ptid je mozné extrahovat bud’ vodou
nebo organickym rozpoustédlem. Vodny vyluh by mél modelovat redlné situace
nastavajici ve volné ptirod¢ jako jsou splachy, vymyvani a dést’ a pfi jeho ptiprave se ze
vzorku extrahuje pouze urcity podil polutantli souvisejici s rozpustnosti ve vodnim
prostiedi. Naopak organicky extrakt obsahuje vSechny polutanty ptitomné ve vzorku,
tedy 1 ty, které byly imobilizovany vazbou na plidni ¢astice a organismim nebyly
dostupné, avsSak tento extrakt jiz ptedstavuje v piirod¢ odliSnou situaci (Kahru et al.,
2002). Vétsinou jsou pro testy ekotoxicity pfipravovany vodné vyluhy, av§ak uz pouha
rozdilna metodika ptipravy vyluht, kdy je pouzivano napiiklad rizné mnozstvi zeminy,
muze odhalit fadu problému nejen pii porovnavani ekotoxikologickych vysledka fady
autort. Nejcastéji se v testech ekotoxicity uziva pomér zeminy a vody 1:10 (Kyclt et al.,
2004; MZP, 2007) nebo 1:4 (gaéek et al, 2003; Loibner et al., 2005), avsak fada autora
pouziva své upravené metodiky pro ptipravu vyluhu (Bispo, et al., 1999; Bierkens et al.,
1998; Plaza et al., 2005). Pokud je v pevné matrici (pida, sediment, odpad) toxicky
polutant, ktery je ve vodé nerozpustny (piikladem mohou byt hydrofobni organické

latky typu chlorovanych pesticidii nebo PAU), zvolené sada biotestl pouZzivajici pouze
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testy s vyluhy nemuze toxicitu vhodné postihnout (Koci et al., 2008). Z toho vyplyva,
ze pokud naptiklad nebezpecné odpady obsahuji polutanty ve vodé nerozpustné ¢i méné
rozpustné, stanovend ekotoxicita jen na zaklad¢ testl s vodnym vyluhem miZze byt
znaén€¢ podhodnocena. To je také zakladnim nedostatkem vyuziti testt ekotoxicity
v CR, kdy hodnoceni ekotoxicity legislativné zavedenymi testy pro posuzovani
nebezpecné vlastnosti odpadu se provadi jen na zdkladg testli s vodnymi vyluhy. Pfi
ekotoxikologickém hodnoceni by se tedy méla zvolit takova sestava testli ekotoxicity,
ktera nedostatek metod s vyluhem fesi zahrnutim kontaktnich (terestridlnich) testii
ekotoxicity do zakladni baterie biotestll. Ve svété a v soudasné dobé i v CR se objevuje
fada studii, jejichz zavéry jasn¢ prokazuji rozdilné vysledky testl ekotoxicity s vodnym
vyluhem a v kontaktnim uspotddani (Ferrari, et al., 1999; Leitgib et al., 2007; Domene
et al., 2008; Koci et al., 2008). Tuto skute¢nost vSak nedokéazal postihnout ani novy
metodicky pokyn MZP pro stanoveni ekotoxicity odpadéi (MZP, 2007). V minulosti jiz
Keddy et al. (1995) kriticky porovnavali 18 biotesti pro hodnoceni kvality puady, 9
biotestll pro hodnoceni sladkovodnich sedimentti a 25 biotestt sledujicich kvalitu vody
a rozdelili testy do tii kategorii: béZné pouzitelné, prototypové a testy vyzadujici dalsi
vyvoj. Z vybéru vybrali vzdy tfi vhodné biotesty pro zatazeni do zékladni baterie testi;
pro ekotoxikologické hodnoceni kontaminovanych pid byly vybrany test mortality s
E. fetida, 5-denni test kli¢ivosti L. sativa a test inhibice rlstu fasy S. capricornutum, pro
hodnoceni vodniho prostiedi byly do sady biotestli vybrany bioluminiscencni test s
V. fischeri, test inhibice ristu fasy S. capricornutum a test imobilizace D. magna. Tato
baterie tfech biotestl byla uspéSné vyzkouSena pii aplikaci na hodnoceni kvality
vodniho ekosystému vcetn¢ sedimentll viekach v Némecku a Belgii (Ziehl and
Schmidt, 2000; Vangheluwe et al., 2000); zaroven byla potvrzena moznost vyuziti
upravenych metodik pravé téchto biotestli v ptipad¢ hodnoceni chronické toxicity pii
rizném typu zneCiSténi (Radix et al., 2000). Pfi vybéru vhodné testovaci baterie pro
vyjadieni toxicity ptidy byly hodnoceny odlisné typy znecisténi v zeminach 20 testy
ekotoxicity s riznorodymi endpointy, z nichz Zddny nebyl nejcitlivéjsi pro vybrané Ctyfti
typy znecisténi v zeminach (Bierkens et al., 1998). Zaroven autofi rozdélili hodnoceni
této sady biotesti podle pouziti vyluhu nebo piimo kontaminované zeminy
v jednotlivych testech ekotoxicity. Jako nejcitlivéjsi test pii testovani vyluht byl

hodnocen fluorescen¢ni fasovy test a z kontaktnich testll nejcitlivéjsi odezvy poskytly
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biotesty s E. fetida, kdy se sledovaly imunologické parametry a inhibice ristu (Bierkens
et al., 1998). V této souvislosti je tfeba zminit ovéfovani experimentdlni testovaci
strategie v rdmci EU pro vybér biotesti do baterie pro hodnoceni ekotoxicity jako
nebezpecné vlastnosti odpadt, kdy do rozsifené verze této baterie testil ekotoxicity jsou
zahrnovany 2 kontaktni biotesty - inhibice rtstu s L. sativa a test mortality s E. fetida a
4 biotesty svyluhy - inhibice bioluminiscence s V. fischeri, inhibice rlstu s
S. capricornutum, test imobilizace s D. magna a inhibice reprodukce s C. dubia; pii
vybéru 3 biotestli jsou do souhrnné baterie navrhovany testy ekotoxicity s V. fischeri,

L. sativa a C. dubia (Pandard et al., 2006).

7.8.  Vybér biotesti pro ekotoxikologické hodnoceni bioremediace

V soucasné dob¢ je stale aktualnéjsi diskuse o moznosti zafazeni vybranych
testl ekotoxicity do systému pro hodnoceni rizik vyplyvajicich ze starych zatézi, jak je
tomu jiz v nékterych evropskych statech (Rila and Eisentraeger, 2003; Kyclt, et al.,
2005). Zatim ale neexistuje univerzalni doporuceni pro vybér testil ekotoxicity do jediné
sady biotestt, ktera by byla schopna hodnotit rtizné bioremediacni procesy.

Tabulky 13 a 14 shrnuji vybér organismti a jejich hodnocenych parametri
v biotestech do souhrnné baterie testli, kterou lze doporucit pro ekotoxikologické
hodnoceni bioremediacnich procesi na zakladé vysledkd uvedenych v experimentdlni
casti této disertacni prace. Pro vybér organismii a jednotlivych parametri byly
uplatnovany vysledky bioremedia¢nich experimentl z kapitol 6.1. az 6.5. a zaroven i1
dalsi ziskané praktické zkuSenosti z realizace jednotlivych testil ekotoxicity.

Jednotlivé testovaci organismy a jejich parametry pro vyhodnoceni v testech
ekotoxicity vykazuji odlisnou citlivost k riznym kontaminantim. Proto vybrané
testovaci organismy v baterii biotestll reprezentuji razné trofické urovné (destruenti -
test I; producenti - test II a konzumenti - test III). V pifipad¢ testovani vzorkd vody i
zemin jsou proto vybrany vzdy 3 organismy do této baterie biotestli. Pro
ekotoxikologické hodnoceni kontaminovanych vod a vyluhti z kontaminovanych zemin
pii bioremediacich jsou na zéklad¢ ziskanych vysledka z jednotlivych bioremediacnich

experimentl (kapitoly 6.1. az 6.5.) vybrany biotesty s V. fischeri (test I) , L. minor (test
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IT) a D. magna (test I11) (tabulka 13). Na zaklad¢ ziskanych vysledki 1ze na rozdil od
rostlinnych testli s vyluhy doporucit bakteridlni biotest s V. fischeri pro hodnoceni
vyluhii z kontaminovanych zemin. Pfedev§im podle zavislosti inhibice bioluminiscence
V. fischeri a mnozstvim NEL ve vyluhu zkontaminované zeminy v pfipadé
bioremediace v kapitole 6.2. (obrazek 23) se tento test s V. fischeri jevi jako vhodny
biotest pro predbézné hodnoceni do baterie testli pro ekotoxikologické hodnoceni zemin
v pribchu bioremediace. Do této testovaci baterie testll ekotoxicity pro hodnoceni
pribéhu bioremediace zemin s podobnou kontaminaci jako v experimentech v kapitole
6.2. a 6.3. lze na zaklad¢ potvrzené citlivosti doporucit vedle testu s V. fischeri (test I)
také testy srostlinami jako je semi-kontaktni biotest s L. minor nebo biotest s
H. vulgare &1 L. sativa v kontaktnim uspofadani (test II). Jako posledni test ekotoxicity
zastupujici v této baterii biotestli Grovenn konzumentl je navrhovan biotest s korysi

H. incongruens nebo zizalami E. fetida (test I1I) (tabulka 14).

Tabulka 13  Baterie testul ekotoxicity pro testovani kontaminovanych vod a vyluhii pri

bioremediacich
. testovaci . sledovany
test ¢. . typ testu |délka testu postup podle
organismus parametr
I |bakterie V. fischeri|  akutni 15 min; | inhibice biolumi- | ISO, 1998/c
30 min niscence (H;s);
ECy; ECso
II |okiehek L. minor [subchronicky|] 7 dni inhibice rustu *; | ISO/FDIS, 2005
ECs
IIT | kory$ D. magna akutni 24 h; 48 h | % imobilizace; ISO, 1996
ECs

Pozn. * inhibice rlstu okiehku L. minor podle poctu, plochy, resp. hmotnosti listenti
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Tabulka 14 Baterie testu ekotoxicity pro testovani kontaminovanych zemin pri

bioremediacich
- testovaci , sledovany
test ¢. . typ testu |délka testu postup podle
organismus parametr
I bakterie V. fischeri akutni 15 min; | inhibice biolumi- | ISO, 1998/c
30 min niscence (H;s);
ECy; ECso
11 rostliny H. vulgare [subchronicky| 5- 14 dni inhibice rustu ISO, 1993/b;
a L. sativa kofene; inhibice ISO, 2005
kli¢ivosti
11 oktehek L. minor |subchronicky 7 dni inhibice rustu *; ISO/FDIS,
ECsg 2005
III |korys H.incongruens |subchronicky| 6 dni mortalita; inhibice [ Ostracodtoxkit,
rustu ** 2001
111 zizala E. fetida akutni, 14- 28 dni | mortalita; inhibice | ISO, 1993/a
subchronicky] rastu ***; ECs

Pozn. * inhibice rastu okiehku L. minor podle poctu, plochy, resp. hmotnosti listenti
** inhibice rastu kory$ H. incongruens podle velikosti
*** inhibice rustu ZiZal E. fetida podle hmotnosti

Souhrnny vybér jednotlivych testli ekotoxicity pro hodnoceni bioremediace na
zaklad¢é ekotoxikologickych vysledkli této disertatni prace (tabulka 13 a 14) lze
porovnat s fadou studii a jejich vybérem baterie testi ekotoxicity sledujicich rtizné
bioremedia¢ni postupy.

Tento vybér testovaci baterie je ¢asteCné v souladu s jiz zminovanym vybérem
testovacich organismil pro testovaci baterii hodnoceni ekotoxicity jako nebezpecné
vlastnosti odpadd (Pandard et al., 2006). Jak bylo vyjadieno vybranymi biotesty pro
ekotoxikologické hodnoceni procesu bioremediace s kontaminovanymi zeminami
(tabulka 14), vysledky jednotlivych testli ekotoxicity nejsou vzdy v souladu s
koncentracemi polutantil pfi bioremediaci kontaminovanych zemin a riizné biotesty tak
vyjadiuji rozdilné pohledy na hodnoceni bioremediace (Knoke et al, 1999; Rila and
Eisentraeger, 2003). Pii ekotoxikologickém hodnoceni bioremediace zeminy
kontaminované ropnymi latkami byly napiiklad v testovaci baterii vyuzity vedle
kontaktniho biotestu s rostlinami také vyluhové testy s korysi D. magna a s hlisticemi
(Molina-Barahona, et al., 2005). Dorn and Salanitro (2000) pouzili pro sledovani
toxicity pii bioremediaci zemin kontaminovanych ropnymi latkami bioluminiscenéni

test s V. fischeri (v modifikaci pro pevné vzorky), 14-denni test mortality zizalami
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E. fetida a testy kli¢ivosti a inhibice ristu tiech vybranych druha rostlin (pSenice
T. aestivum, oves A. sativa a kukufice Zea mays). Jako velmi citlivy se v této
ekotoxikologické studii ukazal test mortality s E. fetida, nejméné citlivy byl naopak test
s V. fischeri; pres stanoveny pokles ekotoxicity po 360-denni bioremediaci vSak nebyla
zjisténa jakakoliv zavislost zjisténé toxicity a koncentrace ropnych latek b&hem
bioremediace (Dorn and Salanitro, 2000). Ne kazdy pokles koncentrace kontaminantl
béhem bioremediace je nasledovan poklesem toxicity; netiplny rozklad a vznik rGznych
meziproduktii pti bioremediaci miize vést dokonce i ke zvySeni toxicity pudy (Belkin et
al., 1994; Jarvis et al., 1998; Philips et al., 2000a). Také napiiklad Marwood et al.
(1998) vyjadrili rozdilny pohled na bioremediaci ¢tyt riiznych zemin kontaminovanych
ropnymi latkami, nebot’ pii poklesu kontaminace béhem bioremediace byla urcena
pretrvavajici toxicita u vSech zemin biotestem s L. sativa a dvou zemin také
bioluminiscen¢nim testem s V. fischeri. Philips et al. (2000a) dokonce pii sledovaném
poklesu koncentrace ropnych latek béhem bioremediace zaznamenali zvySeni toxicity
biotesty s V. fischeri, L. sativa a E. fetida; tuto skute¢nost vysvétlovali pravé detekci
vznikajicich toxickych meziproduktl biodegradace polutanti. Ve stejné studii vSak pii
hodnoceni bioremediace piidy kontaminované¢ PAU byl zdznam poklesu toxicity
stejnymi biotesty v souladu s poklesem koncentraci PAU v zemin¢ béhem bioremediace
(Philips et al., 2000a). Také dalsi studie ukdzaly vyznamny pokles ekotoxicity na
zéklad¢ vysledkli nékolika riznych akutnich a chronickych biotesti pii poklesu
koncentrace PAU pfi bioremediaci zeminy (Sayles et al., 1999; Philips et al., 2000b).
Naopak jina studie sledujici bioremediaci zemin kontaminovanych PAU zaznamenala
vyznamny vzrist toxicity a genotoxicity pii zjiSteném poklesu koncentrace PAU
v zeminach béhem bioremediace (Belkin et al., 1994). Bioremediace zemin
kontaminovanych ropnymi latkami byla hodnocena n¢kolika testy ekotoxicity s vyluhy
(testy s 6 druhy rostlin a test s V. fischeri) 1 testy ekotoxicity v kontaktnim uspotradéani
(test s H. incongruens a test s prvokem Spirostomum ambiguum) a vSechny biotesty
v této studii potvrdily moznost jejich vyuziti pravé pro ekotoxikologické hodnoceni
bioremediace puid kontaminovanych ropnymi latkami (Plaza et al., 2005). V této studii
byla zjisténa vyznamna korelace ptfedev§im mezi vysledky rostlinnych biotestl s vyluhy
pro L. sativa (resp. Triticum aestivum) a koncentracemi uhlovodikii a PAU v zeminach i

vyluhu béhem bioremediace (Plaza et al., 2005). Ale i v jinych studiich byly nalezeny
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vyznamné korelace mezi vybranymi biotesty a vysledky chemické analyzy b&hem
bioremediace kontaminované zeminy (Hund and Traunspurger et al., 1994; Salanitro et
al., 1997; Juvonen et al., 2000; Saterbak et al., 2000; Dubova and Zarina, 2004; Hamdi
et al., 2006). Ptikladem muze studie, kdy na na zaklad¢ zjisténé vyznamné korelace
mezi koncentracemi kreozotu v pudé béhem bioremediace a vysledky
bioluminiscen¢niho testu s V. fischeri, resp. vysledky biotestu s S. alba (podle
parametru inhibice ristu nadzemni ¢asti), jsou prave tyto 2 biotesty spolecné s testem
mortality s Folsomia candida navrhovany pro ekotoxikologické hodnoceni puad
kontaminovanych kreozotem (Molnar et al., 2007). Pro jiné ekotoxikologické
hodnoceni experimentu kompostovani zeminy kontaminované PAU byly vedle testu
genotoxicity (SOS chromotest s E. coli) pouZity testy s V. fischeri, S. alba a E. fetida,
avsak pouze vysledky bioluminiscen¢niho testu s V. fischeri byly v souladu s poklesem
koncentrace PAU v zemin& béhem jednotlivych fazi kompostovani (Sasek et al., 2003).
Kapanen and Itdvaara (2001) shrnuji moznosti vyuziti riznych biotestd pravé pro
hodnoceni procesu kompostovani, piesto neexistuje pro toto hodnoceni doporucena
souhrnna baterie biotestd. Blaise et al. (2004) zdlraziuji opatrny vybér biotesti do
testovaci baterie pro hodnoceni toxicity sedimentii kontaminovanych ropnymi latkami
vcetné sledovani jejich nasledné¢ bioremediace a doporucuji moznost vyuziti noveé
pouzivaného biotestu s H. incongruens. Pouziti biotestu s H. incongruens vedle biotestil
s L. sativa a D. magna doporucuji v testovaci baterii pro hodnoceni bioremediace
zemin kontaminovanych PAU také dalsi autofi (Hamdi et al., 2006). Vybér koryse H.
incongruens do testovaci baterie je téZ v souladu s vysledky této disertacni prace.

Vybér biotestl pro ekotoxikologické hodnoceni bioremediace vody (tabulka 13)
lze srovnavat napiiklad s vysledky aplikace testi ekotoxicity pii hodnoceni
kontaminace podzemnich vod na vybranych lokalitdich pobliz Londyna, kdy
bioluminiscen¢ni test s V. fischeri a test imobilizace D. magna jsou na zakladé
ziskanych vysledkii navrhovany jako vhodné biotesty pro stanovovani ekotoxicity
kontaminovanych podzemnich vod (Dewhurst et al., 2005). Moznost vyuzivani praveé
téchto dvou biotestli pro identifikaci toxicity podzemni vody potvrzuji Baun et al.
(2000). Biotesty s V. fischeri, D. magna a E. fetida byla srovnavdna toxicita
kontaminované podzemni vody s toxickym efektem zeminy nad kontaminovanou

saturovanou zénou; nebyla nalezena vyznamna zavislost mezi zaznamenanou toxicitou
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pudy, vyluhu a podzemni vody, ani nebyla prokazana souvislost mezi vysledky
chemické analyzy pudy, vyluhu a podzemni vody (Sheehan et al., 2003). Pii hodnoceni
in situ remediace podzemni vody v némeckém Bitterfeldu vysledky sledovani zmén
koncentrace dominantnich kontaminanti v podzemni vodé, kterym byly rtzné
chlorované organické polutanty, nedokéazaly vysvétlit toxicky vliv na V. fischeri (Kiister
et al., 2004a). Byla potvrzena skutecnost, ze pouhé sledovani vysledkii chemickych
analyz je nepostacujici z celkového pohledu hodnoceni UspéSnosti bioremediace bez
stanoveni pfimé toxicity.

Aplikaci vhodnych testii ekotoxicity ve spojeni s chemickou analyzou a dal$imi
parametry lze vedle zpracovani analyzy rizika kontaminované podzemni vody nebo
zeminy hodnotit také uc¢innost bioremediace a ptesnéji definovat sanacni limity (Kyclt
et al,, 2001; Kiister et al., 2004a). Lze tak stanovit redlné¢ podminky pro sanaci i
kone¢né hodnoty sana¢nich limitl a tim dosdhnout financ¢nich uspor na provedeni
bioremediace (Matéji et al., 2004). Vysledky této disertatni prace potvrzuji, ze
remediace kontaminovanych lokalit nemusi vzdy vést k redukci toxického potencidlu a
nékteré vlivy na pribéh bioremediace tak mohou byt podhodnoceny, pokud neni prave
stanovovana ekotoxicita. V tomto kontextu aplikace vhodnych testd ekotoxicity pro
hodnoceni kontaminovanych lokalit a nasledné bioremediace ovlivituje cely proces a
filosofii bioremediace, nebot’ pii takovém zplsobu hodnoceni je zdkladni snahou
snizovat toxické vlivy veSkerych polutanti v dané lokalit€ a nejenom sniZeni

koncentrace specifickych polutantt.
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8. Zavér

Vysledky této disertaéni prace prokazaly, Ze vybrané testy ekotoxicity lze
uspéSn¢ pouzit k hodnoceni ekotoxicity kontaminovanych vod a zemin béhem
bioremediace. Vysledky ekotoxikologického hodnoceni se odliSovaly v zavislosti na
testovaném organismu, vybranych sledovanych parametrech a typu testovaci metody
(kontaktni test nebo test s vyluhy). Velmi citlivé a vhodné pro hodnoceni ekotoxicity
zemin kontaminovanych organickymi polutanty se ukazaly byt kontaktni testy
ekotoxicity.

Na =zakladé¢ vysledkii této disertacni prace je doporuCovdno vyuziti
bioluminiscen¢niho testu s V. fischeri jako vhodného biotestu pro rychlé predbézné
ureni toxicity vzorkd. Pro ekotoxikologické hodnoceni bioremediacnich postupli
s kontaminovanymi zeminami lze zahrnout do souhrnné baterie biotestl vedle biotestu s
V. fischeri také kontaktni testy ekotoxicity pouzivajici né¢které rostliny (salat L. sativa a
je€men H. vulgare nebo ,semi-kontaktni“ test sokiehkem L. minor) a test s
zizalami E. fetida nebo s kory$i H. incongruens. Pro ekotoxikologické hodnoceni
bioremediacnich postupl s kontaminovanymi vodami je do testovaci baterie biotesttl
doporuceno zahrnovat biotesty s V. fischeri, s korysi D. magna a s okiehkem L. minor.
Vybrané testovaci organismy zastupuji jednotlivé trofické urovné a kombinace pravée
téchto vybranych biotestl je podle ziskanych vysledkl této prace schopna vhodnym

zpusobem sledovat mozné ekotoxikologické riziko pfi bioremediacich.
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A. sativa
ASTM
ATP

AV CR
BTEX

C. dubia
ClU

C:N

C:N:P
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CSN
CSNEN
CSN ENISO
CSNISO
DCE

DCP

D. magna
DIN

D. squalens

ECx

ECso

EEA

E. fetida

EN

EU

FMN

FMNH,

H. azteca

H. incongruens
HPLC

H. vulgare

oves Avena sativa

standardizované normy v USA (American Standards™)
adenosin trifosfat

Akademie véd CR

benzen, toluen, etylbenzen a xylen (3 izomery xylenu)
korys Ceriodaphnia dubia

chlorované uhlovodiky

pomér mnozstvi zivin (uhliku a dusiku)

pomér mnozstvi Zivin (uhlik, dusik, fosfor)

Ceska republika

Ceska technicka norma

ceska verze evropské normy

Ceska verze evropské normy

Ceska verze evropské normy

dichloretylen

dichlorfenol

kory$ Daphnia magna

némecka technicka norma (ném. Deutsches Institiit fiir Normung e.V.)
houba bilé hniloby Dichomitus squalens

u¢inna koncentrace (z angl. effective concentration) - koncentrace
zpusobujici sledovany efekt u x % zkuSenich organismi

koncentrace vodného vyluhu odpadu, ktera zpiisobi 50% inhibici ve
srovnani s kontrolou v podminkach urcenych jednotlivymi metodikami
testtl (MZP, 2007)

Evropska agentura pro zivotniho prostfedi (European Environment
Agency)

zizala Eisenia fetida

Evropska norma EU

Evropska unie

flavinmononukleotid

redukovana forma flavinmononukleotidu

korys Hyalella azteca

kory$ Heterocypris incongruens

kapalinova chromatografie (angl. high-priced liquid chromatography)

je¢men Hordeum vulhare
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IC50

ISO

KTJ
L. minor
L. sativa

L. sativum

LCso

LDso
LID

LOEC

MBU
MPO CR
Mzd CR
MZP
NEL
NOEC

OECD

oG
PAU

PCB

P. miliaceum
PNEC

POPs

RBBR

S. alba
SETAC

koncentrace vodného vyluhu odpadu, kterd zpisobi 50 % inhibici
hustoty bungk fas, ristové rychlosti fas nebo ristu kofene semen S. alba
ve srovnani s kontrolou v podminkdch urcenych jednotlivymi
metodikami testd v mLI"' (MZP, 2007)

Mezinarodni organizace pro normalizaci (International Organisation for
Standardisation)

kolonie tvofici jednotku (angl. CFU colony-forming unit)
okiehek Lemna minor

salat Lactuca sativa

teticha Lepidum sativum

koncentrace vodného vyluhu odpadu, pii které uhyne 50 % zkuSebnich
organisml v podminkach uréenych jednotlivymi metodikami zkousek v
mLI" (MZP, 2007)

davka zptasobujici 50% mortalitu

Tvvr

pfi némz nejsou pozorovany zadné ucinky) (angl. lowest ineffective
dilution)

(angl. lowest observed effect concentration)
Mikrobiologicky tstav AV CR
Ministerstvo pramyslu a obchodu CR
Ministerstvo zdravotnictvi CR

Ministerstvo Zivotniho prostiedi CR
Nepolarni extrahovatelné latky

nejvyssi koncentrace testovaného vzorku, pii které jeste neni pozorovan
zadny ucinek (angl. no- observed effect concentration)

Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj (Organisation for
Economic Cooperation and Development)

barvivo Orange G

polycyklické aromatické uhlovodiky (angl. PAH - polycyclic aromatic
hydrocarbons)

polychlorované bifenyly

proso Panicum miliaceum

predpokladana koncentrace, ktera nezptisobuje zadny efekt
persistentni organické polutanty (angl. persistant organic polutants)
barvivo Remazol Brilliant Blue R

hot¢€ice Sinapis alba
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SD

T. aestivum
TCE

TNT

TNV

T. platyurus
TPH

T. pretense

T. thermophila
UFZ

US EPA

VC

V. fischeri
VOC
VSCHT
VKPnax

v

Zp

smérodatna odchylka (angl. standard deviation)
pSenice Triticum aestivum

trichloretylen

2.4,6- trinitrotoluen

technicka norma vodniho hospodarstvi

korys Thamnocephalus platyurus

ropné latky (angl. total petroleum hydrocarbon)
jetel Triforium pretense

prvok Tetrahymena thermophila

Helmholtz-Zentrum fiir Umweltforschung (Helmholtz Centre for
Environmental Research), Lipsko, Némecko

Agentura zivotniho prostfedi v USA (U.S. Environmental Protection
Agency)

vinylchlorid

bakterie Vibrio fischeri

tékavé organické latky (angl. volatile organic compounds)
Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze

maximalni vodni kapacita (angl. WHC,,,,- maximum water-holding
capacity)

zivotni prostiedi
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12. Prilohy

Piiloha 1 Prevedeni dat v procentech na probity
% | probit |% |probit |% |probit |% |probit |% |probit |% | probit
0,2 12,122 10,0 {3,718 (30,0 |4,476 50,0 {5,000 (70,0 |5,524 90,0 |6,282
0,4 12,348 11,0 {3,773 31,0 {4,504 [51,0 |5,025 71,0 5,553 91,0 |6,341
0,6 2,488 12,0 |3,825 32,0 14,532 [52,0 15,050 72,0 |5,583 92,0 |6,405
0,8 [2,591 13,0 13,874 33,0 |4,560 53,0 |5,075 73,0 |5,613 93,0 |6,476
1,0 2,574 14,0 13,920 34,0 |4,588 54,0 |5,100 74,0 [5,643 94,0 [6,5S5
1,2 12,743 15,0 3,964 [35,0 |4,615 55,0 |5,126  [75,0 [5,674 95,0 | 6,645
1,4 12,803 16,0 {4,006 [36,0 |4,642 |56,0 5,151 76,0 5,706  [95,5 |6,695
1,6 12,856 17,0 14,046  [37,0 14,668 |57,0 [5,176 [77,0 |5,739 96,0 |6,751
1,8 (2,903 18,0 14,085 38,0 14,695 58,015,202 78,0 5,772 96,5 6,812
2,0 12,946 19,0 14,122 139,0 14,722 159,0 |5,228 79,0 |5,806 97,0 |6,881
2,5 13,040 [20,0 {4,158 [40,0 {4,747 [60,0 [5,253 (80,0 {5,842 [97,5 [6,966
3,0 13,123 21,0 14,194 41,0 (4,772 61,0 |5,278 81,0 [5,878 |98,0 |7,054
3,S 13,188 22,0 14,228 42,0 [4,798 62,0 | 5,305 82,0 [5,915 98,2 | 7,096
4,0 3,249 23,0 14,261 43,0 14,824 63,0 5,332 83,0 [5,954 98,4 17,144
4,5 13,305 24,0 (4,294 44,0 (4,849 64,0 [5358 [84,0 [5,994 (98,6 [7,197
5,0 3,355 25,0 (4,326  |45,0 (4,874 |65,0 [5,385 [85;0 [6,036 (98,8 [7,257
6,0 [3,445 26,0 (4,357 46,0 {4,900 |66,0 [5,412 |86,0 [6,080 (99,0 [7,326
7,0 13,524 27,0 14,387 47,0 [4,925 67,0 {5,440 (87,0 [6,126 99,2 | 7,409
8,0 13,595 28,0 14,417 48,0 [4,950 68,0 |5,468 88,0 [ 6,175 99,4 17,512
9,0 13,659 29,0 14,447 49,0 [4,975 69,0 {5,496 (89,0 |6,227 99,6 | 7,652
99,8 | 7,878
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Piiloha 2 Postupovy diagram testii ekotoxicity pii hodnoceni odpadii (MZP, 2007)

Uvodni test

Toxicita Ovéfovaci test

=30%

Toxicita

PiedbéZny test > 50 %

Toxicita Oveéfovaci test
=>50%

Zakladni test Toxicita
= 50 %

Vypocet hodnot
LC (IC, EC) 50

h 4

Zarazeni odpadu
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Priloha 3

Priprava Steinbergova media pro test s okiehkem L. minor

Slozeni zdsobnich roztokii Zivin - Steinbergovo medium (ISO/FDIS, 2005)

Makroelementy oI’
roztok ¢.1 KNO; 17,5
KH,PO, 4.5
K,HPO, 0,63
roztok ¢.2 MgSO,*7H,0 5
roztok ¢.3 Ca(NOs),*4H,0 14,75
Mikroelementy mg.l’1
roztok ¢.4 H;BO; 120
roztok ¢.5 ZnS0O4*7H,0 180
roztok ¢.6 Na,Mo0,4*2H,0 44
roztok ¢.7 MnCl,*4H,0 180
roztok ¢.8 FeCl;*6H,0 760
roztok ¢.9 Titriplex III (EDTA) 1500

Priprava 1 [ Zivného roztoku - Steinbergovo medium (ISO/FDIS, 2005)

roztok ¢. 1 20 ml
roztok €. 2 20 ml
roztok ¢. 3 20 ml
roztok ¢. 4 1 ml
roztok ¢. 5 1 ml
roztok ¢. 6 1 ml
roztok ¢. 7 1 ml
roztok ¢. 8 1 ml
roztok ¢. 9 1 ml
destilovana voda | 934 ml (doplnéni do 11)
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Priloha 4 Rust okiehku L. minor v kontrolnim vzorku

Lemna minor

* Control (27.06.-04.07.2003)

y = 0,0119x + 2,326
R20,9968 =

150
c¢as (hodiny)

Kontrolni vzorek I (medium)

Pozn. A- pocatek testu,; B - po 2 dnech; C- po 5 dnech; D - po 7 dnech testu
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Priloha 5 Vybrané parametry kontaminované zeminy pred zahdjenim bioremediace

SuSina

VPK ax

pH

NH; -N
PO,”-P

NEL v zeminé

NEL ve vyluhu

Cd
Pb
Hg
Cu
Cr
Ni
/n

Piiloha 6 Vybrané parametry kontaminované zeminy pred zahdjenim kompostovani
pisek 83,9 %
silt (jemny pisek) 5,0 %
jil 11,0 %
suSina 98,1 %
organicky C 0,7 %

N (Kjeldahliv) 182 pg.g”
N celkovy <0,05 %
p 373 ng.g’
Fe 16100 pg.g”
Mn 161 ug.g'1
Pb 6,4 ng.g’
Zn 18,3 ],Lg.g'1
Cu 9,1 ug.g’
Cd <0,4 pg.g’
Cr 16 pg.g”
Al 7930 pg.g’
Hg 0,047 pg.g’
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Piiloha 7 Vybrané parametry kontaminované podzemni vody pred zahdjenim
sledovani remediace testy ekotoxicity (vysledky poskytnuty spolecnosti
ENVISAN-GEM, a.s.)

trans
1,1- 1,2- cis 1,2-
datum | vinyl- | dichlor- | dichlor-| dichlor-|trichlor- chloro-
odbéru | chlorid eten eten etylen | etylen form

ug/l ug/l ug/l ug/l ug/l ug/l
05.12.01] <1,0 <1,0 2,3 220 370 3,8
05.12.01] <1,0 2 5,2 34 43 53
19.12.01| 170 19 21 2000 25000 110

1,1,2,2-
1,2- 1,1,1- 1,1,2- tetra-
datum | dichlor-| 1,1.dichlor| dichlor- | trichlor- | trichlor- chlor-
odbéru | metan etan etan etan etan etan

ug/l ug/l ug/l ug/l ug/l ug/l
05.12.01] <1,0 <1,0 <1,0 <0,5 3,6 2,5
05.12.01| <1,0 <1,0 <1,0 <0,5 <0,5 <0,5
19.12.01| <1,0 <1,0 190 <0,5 100 140

1,3-a
1,2- 1,4-
datum | chlor- | dichlor- | dichlor- | trichlor-
odbéru | benzen | benzen | benzen | benzen

ug/l ug/l ug/l ug/l
05.12.01| <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
05.12.01| <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
19.12.01| <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

datum etyl-
odbéru | benzen| toluen benzen

ug/l ug/l ug/l
05.12.01| <0,5 15 <0,5
05.12.01 11 <0,5 1,7
19.12.01 61 19 18
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Priiloha 8 Vyuziti analyzatoru Scanalyzer pro vyhodnocovani biotestu s L. minor

Srovnani vysledkit parametru pocet listenit v biotestu s L. minor pri klasickém vizualnim
hodnoceni a analyzatorem Scanalyzer (LemnaTec)- ruzné vzorky zemin

y = 0,8197x + 1,8547
R%0,9433 =

]
og'a
2
:g-‘g

80 100 120

pocet listenti (spocteno vizualné)

Srovnani vysledkii parametru pocet listenii v biotestu s L. minor pri klasickem vizudalnim
hodnoceni a analyzatorem Scanalyzer (LemnaTec)- vzorky vody (referencni latka)

y =0,9267x + 0,2114
R%0,9878 =

80 100 120

pocet listent (spocteno vizualné)
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Piiloha 9 Vyuziti semi-kontaktni varianty biotestu s L. minor pro hodnoceni sedimentii

Sediment I - Feka Labe z lokality Magdeburk (Nemecko)

¢ Kontrolni vzorek —m  Labe (Barg-Hafen) A Labe (Magdeburg) < Labe (Wittenberg

80
70
60 -
50 -

40 -
30 - R? =0,9912

R? =0,9839

20 | R2 =0,9705

pocet listenti okiehku L. minor

144 168

c¢as (hod)

Sediment Il - Feka Sdla z lokality Calbe (Néemecko)

¢ Calbe- sediment Saly —A— kontrolni vzorek

R?>=0.9968

pocet listent okirehku L. minor

c¢as (hod)
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