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Abstrakt

Pfedmétem prace je zjisténi ekotoxicity (ve formé ECsg) a charakteriza¢nich faktort (CF)
dvou redlnych pudnich vzorkd, kontaminovanych smési tézkych kovu, za vyuZiti
terestrickych testi ekotoxicity. Ziskané hodnoty jsou nasledné porovnany s hodnotami CF
pouZivanymi v metodé posuzovani Zivotniho cyklu (LCA) v soucasnosti a jsou diskutovany
rozdily. Obsahy tézkych kovii ve vzorku jsou zjistény sekvencni extrakci s ICP-OES. Pro
zjisténi hodnot ECsg jsou pouzivany testy na roupicich Enchytraeus crypticus, chvostoskocich
Folsomia candida (u obou zjistovana inhibice reprodukce) a salatu Lactuca sativa (zjistovana
inhibice rastu kofene). Hodnoty ECso a CF ukazuji vysSi toxicitu v piipadé vzorku Vodarna
oproti vzorku Rampa. Je prokazan rozdil ve stanoveni CF metodou terestrickych testi a

matematickou metodou pouzivanou standardné.

Abstract

Subject of the study is establishing ecotoxicity (in the form of ECsy) and characterization
factors (CF) of two real soil samples, contaminated by a mixture of heavy metals, by using
terrestrial tests of ecotoxicity. The gained values are then compared to CF values nowadays
used in life cycle assessment (LCA) studies and the differences are discussed. The heavy
metals contents are assessed by sequential extraction with ICP-OES. To gain the ECs, values
following organisms are used: enchytraeids Enchytraeus crypticus, collembolans Folsomia
candida (determining inhibition of reproduction) and lettuce Lactuca sativa (determining
inhibition of root growth). ECso and CF values show higher ecotoxicity in the case of Vodarna
sample than in the case of Rampa sample. A difference in CF assessment between the method

of using terrestrial tests and mathematical method, which is used generally, is proved.
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Seznam pouZzitych zkratek

BCR
CF

CML
ECso

ICP-OES

LCso

LCA
RAM
REACH

SES
TC
TIC
TOC
VOD
VPK
WHC

Bureau Communautaire de Référence

Characterisation Factor; charakteriza¢ni faktor

Institute of environmental sciences, Leiden University

Effective Concentration; efektivni koncentrace; koncentrace latky vyvolavajici
sledovany efekt u 50 % testovaci populace organismui

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry; emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Lethal Concentration; letalni koncentrace; koncentrace latky zpisobujici smrt u
50 % testovanych zivocichii

Life Cycle Assessment; posuzovani Zivotniho cyklu

vzorek Rampa

tzv. registrace, evaluace a autorizace chemickych latek; nova chemicka politika
Evropské unie

Sequential Extraction Scheme; schéma sekvencni extrakce

Total Carbon; celkovy obsah uhliku

Total Inorganic Carbon; celkovy obsah anorganického uhliku

Total Organic Carbon; celkovy obsah organického uhliku

vzorek Vodarna

vodni kapacita pady

Water Holding Capacity; vodni kapacita pady



1 Uvod
Odpad je dle Seské legislativy (zakon 185/2001 Sb.") kazda véc, které se osoba zbavuje a je

dale definovana v ptiloze tohoto zakona. Jako 0 odpadech v takovém piipad¢ hovotime i o
zlstatcich z vyrob a spotfeby ¢i pozlstatcich t€zby nerostnych surovin, obrabéni materidli a
mnoho dalSich. Pfedmétem naseho z&jmu pak bude kategorie Q15: Znecist€né materidly,
latky nebo vyrobky, které vznikly pfi sanaci ptd.

V piipadé této bakalarské prace bude zkoumana dvojice vzorka pud ziskanych v aredlu
prumyslového podniku Kovohuté Piibram nastupnickd, a.s., v nichz je o¢ekavano nadmérné
mnozstvi tézkych kovi. Jejich vliv na Zivotni prostfedi bude prezentovan vlastnosti
nazyvanou ekotoxicita. Ekotoxicka latka je ve vyhlasce MZP a MZ CR 376/2001 Sb.?
definovana jako latka majici hodnotu ECso <10 ml-I™* pii testovani vlivu jejiho vodného
vyluhu po stanovenou dobu na jeden z testovacich organismi (Poecilia reticulata, nebo
Brachydanio rerio; Daphnia magna; Raphidocelis subcapitata, nebo Scenedesmus
subspicatus; Sinapis alba). Dle této vyhlasky jsou vSechny latky majici nebezpecnou vlastnost
H14 Ekotoxicita oznaCovany jako odpady. Proto je toto oznadeni pouzito i v nazvu této
bakalarské prace.

Testovani ekotoxickych vlastnosti pouze na vodnych vyluzich latek je vSak nedostatec¢né.
Napiiklad pravé t€zké kovy se do vodnych vyluht uvoliuji v mnohem menSich mnoZstvich,
nez jaka jsou ve skutec¢nosti biologicky dostupnd pro organismy a tak by vysledky testu
vychéazely pro testovany odpad pfiznivéji, nez jaka je skute¢nost. Z toho divodu bude
ekotoxicita smési tézkych kovil zjiStovana vyuzitim terestrickych testii ekotoxicity (testil
zalozenych na zkoumani toxickych vlastnosti pid ¢i pudnich smési vici riznym pidnim
organismiim).>

Hlavnim cilem této prace vSak nebude samotné zjisténi miry ekotoxicity zkoumanych pid,
ale zjisténi tzv. charakteriza¢niho faktoru danych vzorkt. Charakteriza¢ni faktor je nastroj
umoznujici v metodé posuzovani zivotniho cyklu (LCA) porovnani vlivii riznych Skodlivin
na urCitou oblast Zivotniho prostfedi. Jak bude vysvétleno v nasledujicim textu,
charakterizani faktory jsou v dnesni dobé znadmy pro jednotlivé tézké kovy V rtiznych
matricich. Pfedpoklada se vsak, ze smés tézkych kovi v redlné matrici bude mit jiny efekt nez
jednotlivé tézké kovy puisobici oddelené a celkovy dopad na Zivotni prostfedi nebude stejny
jako suma dopadi zpusobena kazdym kovem zvlast. Kromé toho se na celkové mife
ekotoxicity vzorkii mohou podilet 1 dalSi kontaminanty ¢i obecné slozeni pidy. Porovnani

experimentalné ziskanych dat s daty tabelovanymi bude pfedmétem zavérecné diskuse.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Posuzovani Zivotniho cyklu, LCA

Posuzovéni Zivotniho cyklu (LCA; Life Cycle Assessment) je, jak uZ samotny nazev
napovida, analytickd metoda hodnoceni vlivu produktii, sluzeb a technologii na Zivotni
prostiedi. Hodnoti se vSechna stddia zivota daného pfedmétu zdjmu od ziskavani surovin pro
jeho vyrobu, pies vyrobni proces, dopravu ke spotiebiteli, pouzivani spotiebitelem a likvidaci
po splnéni ucelu. Takovy pristup je pak nazyvan ,,od kolébky do hrobu*.

Analyzu je oviem mozné provadét v ziizeném a doposud Castéj$im rozsahu, tak zvané ,,od
kolébky k bran¢“. V takovém piipadé¢ jsou pfedmétem zajmu pouze procesy ziskavani
materialll pro vyrobu, samotné zpracovani ¢i vyroba se vSemi jeho aspekty, az po okamzik
opusténi vyroby. Jednd se o pfistup vyuzivany obvykle vyrobcem produktu, kterého dalsi

LCA metody se zamétuji pochopitelné hlavné na environmentalni hlediska, ackoli ani dalsi

thly pohledu nejsou opomijeny (hlavné ekonomickd, socialni a funkéni stranka véci).?

Studie LCA probiha ve ¢tyfech fazich: definice cili a rozsahu, inventarizace, hodnoceni
dopadu a interpretace.

Ve fazi definice cili a rozsahu probiha pfiprava na samotny proces analyzy. Jsou uréeny
oblasti zjmu studie, diivody zadani, pozadované vystupy. Napf. musi byt stanoveny hranice
zkoumaného systému, popsany zdroje dat a zptisob nakladani s nimi. Obecné se da Fici, Ze je
popsano, co vSe bude tifeba ucinit pro zdarné vypracovani studie. V tomto kroku vSak
neprobiha samotny sbér dat, jejich zpracovani ani interpretace.

Druhou fazi je inventarizace. Jeji hlavni néplni je shromazdit vSechny relevantni informace
o zucastnénych procesech, hlavné pak o materidlovych a energetickych tocich (souhrnné
oznacovanych jako elementarni toky, jejich suma a zpiisob proudéni systémem potom jako
tzv. ekovektor). Na tyto toky je nahlizeno z hlediska jejich vstupt do systému a vystupti z né;j.

Informace zjisténé o elementérnich tocich, nemaji samy o sob& zadnou konkrétni vypovédni
hodnotu. Pravé ve fazi hodnoceni dopadi jsou vSak ekovektory produktovych systému
prevadény na konkrétni métitelné dopady na zivotni prostiedi. Zavaznost environmentalnich
dopadll je pak mozné porovnavat pomoci kvantifikovatelnych veli¢in oznacovanych jako
kategorie dopadu. Kategoriemi dopadu muze byt napt. globalni oteplovani, acidifikace,

eutrofizace, motska toxicita ¢i pudni ekotoxicita.



Jednotlivé zjisténé ekovektory jsou pfifazovany kategoriim dopadu tzv. klasifikaci a
nasledn¢ kvantifikovany charakterizaci. Behem ni je vyc¢islena velikost dopadii elementarnich
tokil na jednotlivé kategorie dopadu. Proto je potteba zvolit pro kazdou kategorii dopadu
veli¢inu, v niz bude velikost poSkozeni vyjadiena (indikator kategorie dopadu). Toto pfifazeni
probiha za vyuziti charakteriza¢nich faktor, o nichz blize pojednava samostatnd kapitola
5.1.1

Posledni fazi je interpretace Zivotniho cyklu. Forma prezentace zjisténych vysledki mize
velmi ovlivnit jejich vyznam a pochopeni a pravé proto byly zavedeny urcité standardy i pro
tento krok. Zjisténa data by méla byt strukturalizovana s ohledem na nejvyznamnéj$i procesy
a latky a s ohledem na tcel studie. Méla by byt provedena analyza citlivosti dat a zhodnoceni
nejistot, napf. vzhledem ke kvalité vstupnich dat. Zavérem by mélo byt shrnuti a formulace
realistickych doporuceni. Pfesto, Ze je interpretace posledni fazi LCA, iterativnim zpisobem
se podili na tfech pfedchozich: vystupy z interpretace mohou mnohdy vést k piehodnoceni

postupii pouzitych v predchozich krocich a odhadii & aproximaci, které byly nezbytné.®

2.1.1 Charakterizacni faktory

Charakterizace je vycisleni miry, jak silné se elementarni toky podili na rozvoji urcité
kategorie dopadu. Pro piepocet elementarniho toku (obvykle vyjadfeného hmotnostn€) na
jednotku indikatoru kategorie dopadu je vyuzivano charakteriza¢nich faktorti (CF). Jedna se o
konstantni tabelované hodnoty, které umoziuji porovnani miry urcitého kvantitativné
vyjadieného efektu na zivotni prostiedi (v naSem ptipadé hodnoty ECsp) S mirou tohoto efektu
zpusobeného standardni latkou (indikatorem). Pro jednotlivé kategorie dopadu mohou byt
vyuzivany ruzné standardni latky. V soucasnosti existuje nekolik charakterizacnich modelt
(metodik zjistovani charakterizacnich faktorti a jejich ptifazovani k indikatoriim kategorie
dopadu), z nichz kazdy mize pouzivat pro kategorie dopadu jiné standardy. V piipadé studii
provadénych VSCHT Praha je nyni vyuZivan model CML-IA (konkrétn& verze CML2001),
kde je pro kategorii dopadu pudni ekotoxicita indikatorem ekvivalent 1,4-dichlorbenzenu.

Pravé v této fazi dochézi k propojeni prevazné teoretické prace na studii LCA s praci
experimentalni, nebot’ zjisténi charakterizacnich faktorii neni mozné provést jinak nez
laboratornimi pokusy. (Pouzity budou terestrické testy na bézné€ pouzivané baterii organismui:

Folsomia candida, Enchytraeus crypticus, Lactuca sativa capitata).®



2.2 Terestricke testy

2.2.1 Organismy

Roupice

Pudni krouzkovci rodu Enchytraeus (Celed Enchytraeidae, fad Oligochaeta, kmen
Annelida) jsou ekologicky dtileziti, nebot’ se vyskytuji v mnoha piidach. Celed’ Enchytraeidae
je mozné vyuzivat mj. k laboratornim testlim, kde je zna¢nou vyhodou jejich snadny chov,
lehka manipulace a kratka doba vyvoje (doba trvani reprodukénich test byva obvykle 4 az 6
tydni). Jedna se o ZivoCichy Cervovitého tvaru a bilé barvy, v dospélosti dosahujici délek 15
a? 40 mm. Dospélosti dosahuji mezi 33 a 74 dnem Zivota.” Roupice jsou hermafroditi
(sexualni rozmnozovani se uskutectiuje vyménou spermatozoidii mezi dvéma dospélymi
jedinci), ¢imZz odpada potieba rozliSovat samce od samic a zavadét do chovi a testll obé
pohlavi v pfiblizn¢ stejnych poctech. Dospé€lé roupice jsou pak rozeznatelné pouhym okem
diky opasku tvofenému sekretovanym kokonem, v némz jsou uchovavana vajicka (v poc¢tu 1 —
15 ks).®

Pro terestrickeé testy je pouzivano nékolik druhii roupic, nejéasté&ji Enchytraeus albidus a E.
crypticus, které jsou si vzhledem velmi podobné. V laboratornich podminkéach jsou krmeny

autoklavovanymi ovesnymi vlockami.

Obr. 1: Roupice Enchytraeus albidus. © Bauchhausen, P.

Chvostoskok

Chvostoskoci rodu Folsomia jsou mali bili zivo¢ichové zijici témét ve vSech typech pud
(vyjma pud s extrémnimi vlastnostmi) a s kosmopolitnim rozsifenim. F. candida byl nalezen i
v antarktickych pudach. Délka té€la dospé€lych jedinci F. candida byva 1,25 mm (samci),
respektive 2,0 — 2,5 mm (samice).’

Jakozto clenovei maji té€lo tvofeno jednotlivymi clanky. Na ventrdlni strané tfetiho

zadeckového ¢lanku se nachazi klestickovy uchyt (retinakulum) pro skakaci vidlicku (furka),
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kterd vyrista ze &tvrtého zadeckového &lanku.? Pravé tato vidlicka umoziiuje chvostoskokiim
rodu Folsomia jejich charakteristicky pohyb, diky némuz jsou (napf. pti prenaseni) jednoduse
rozeznatelni i pfi minimalni velikosti desetin milimetru.

Chvostoskoci jsou nesmacivi, coz nékterym druhim umoznuje zit i na hladiné¢ vodnich
ploch. Pro ucely testi je tato vlastnost zasadni, nebot umoziuje v zavéru testu jedince
vyplavit vodou z testované pudy a po vyfoceni digitalnim fotoaparatem vyuzit obrazové
analyzy pro jejich spocitani, jak je popsano v metodické ¢asti.

Ackoli jsou chvostoskoci dvojiho pohlavi, v laboratornich podminkdch se rozmnoZuji
partenogeneticky, a tudiz odpada potieba rozliSovat jednotliva pohlavi a nasledné je zavadét
do testli a chovii v ptiblizné rovnych poctech, aby nebyla ovliviiovana plodnost. 10

Rod Folsomia se zivi odumielymi kofeny rostlin, listovym materialem a hlavné¢ houbami.
Pokud je rostlinny materidl napadeny houbami, preferuji ho. V laboratornich podminkéch jsou
dostate¢nou potravou napf. susené kvasnice.™

Pro testy ekotoxicity jsou obvykle pouZivani dva zastupci rodu Folsomia (¢eled’ Isotomidae,
fad Collembola, tfida Entognatha) a to chvostoskoci Folsomia candida a F. fimetaria. F.

candida je pouzivan hojnéji a je o ném znamo vice nez o F. fimetaria.

Obr. 2: Chvostoskok Folsomia candida. © Kohl, F.

Salat

Salat ¢i locika seta (Lactuca sativa) je jednoleta aZz dvouleta rostlina v zemédélstvi velmi
roz§ifena a jako takova je v posledni dobé s oblibou pouZivana jako vzorovy organismus napf.
pti kontaktnich testech ekotoxicity u rostlin. Je zndmo asi 130 kultivart, které¢ se déli do 4
skupin, nejbéznéjsi je skupina capitata (salaty hlavkove). Poznatky ziskané zkoumanim salatu
mohou byt ndsledné uzity pii vytvafeni novych odolnéjSich odrid, pii fytoremediacnich

procesech &i pii zavadéni preventivnich opatfeni v oblasti nakladani s odpady.*?
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Pii terestrickych testech ekotoxicity je nejbéznéji pouzivana pravé nejrozsitenéjsi odrada

Lactuca sativa capitata (Celed” Asteraceae, rad, Asterales, tiida Rodopsida).

Obr. 3: Salat Lactuca sativa capitata. © Deml, M.

2.2.2 Terestrické testy

U velkého mnoZstvi bézn¢ pouzivanych chemikalii jsou jiz v dnesni dob&é znamy jejich
toxické uc¢inky, spousta dalSich je pravé zkoumana. Napomahaji tomu i nejriznéjsi
legislativni zmény a snahy nadnarodnich organizaci — viz napt. REACH.

Doposud se vSak vétSina toxikologickych studii zaméfovala na G¢inky xenobiotik na lidsky
organismus a U¢inky na zivotni prostfedi, potaZmo na jiné organismy nez na ¢lovéka, byly
leckdy opomijeny. Diky ménicim se nazorim a poznatkim ohledné prostfedi, ve kterém
Zijeme, se vSak ukazuje, Ze je nesmirné dulezité porozumét také G¢inkim chemikdlii na
ptirodu jako takovou.

Jednim z nastroju, jak otestovat vliv chemickych latek na ZivoCichy a rostliny jsou napf.
testy ekotoxicity. V pfipad¢, Ze budeme hovotit pouze o organismech zijicich hlavné
v suchozemském prostiedi — v pidé, bude se jednat o tzv. terestrické testy ekotoxicity.

Divodem existence takovych test muze byt napt. poznatek, ze ptimy toxicky ucinek (at’ uz
s expozici akutni ¢i chronickou) mize byt zcela odlisny od ostatnich toxickych té¢inku, kdy
jsou polutanty rozptyleny v prostiedi. V takovych piipadech hraje svou nezanedbatelnou roli
dostupnost (availability; biologicka dostupnost — bioavailability) dané latky pro organismy.

Pojem biologickd dostupnost je definovan jako mira potencialu chemikalie vstoupit do
biologického receptoru. Je zavisla na piijemci, cesté vstupu, dobé expozice a prostiedi,
v némz se kontaminant nachézi.*®

Meéfit hodnoty biologické dostupnosti je jiz v dnesni dobé mozné, avSak jednd se o velmi

naroné a slozité postupy. Pokud tedy nepotiebujeme ziskat konkrétni hodnoty (napf.
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mnozstvi xenobiotika pfijatétho do organismu v pg-g™?), velmi dobfe poslouzi pravé
ekotoxikologickeé testy, které umoznuji zjistit napt. hodnoty ECsy nebo LCsy.

V dnesni dobé je pouzivédna celd fada ekotoxikologickych testl. Napfi. pro testovani ucinkil
latek na molekularni drovni jsou vyuZivany vyssi rostliny (mutagenita) ¢i Zaba drapatka vodni
(Xenopus laevis; teratogenita). Obecné jsou velmi Casté testy s producenty nebo organismy
Zijicimi v aquatickych ekosystémech, sedimentech, padnich ekosystémech atd. Posledni
zminované jsou pak oznacovany jako terestrické testy a pii jejich provadeéni je vyuzivano
hned nékolik druhii organismu, at’ uz rostlin ¢i zivocichti: hlistice (Caenorhabditis elegans),
had’atka (Panagraellus redivius), Zizaly (Eisenia fetida), roupice (Enchytraeus crypticus),
chvostoskoci (Folsomia candida), mékkysi (hlavné celed” Helicidae — hlemyzd'oviti), salat
(Lactuca sativa) ap. Na rozdil od aquatickych testii, kde jsou zkoumany vodné vyluhy vzorkd,
nehrozi u testi terestrickych zkresleni vysledki kvili fazim tézkych kovii a dalSich polutantt,
které zlstanou adsorbovany na povrchu pudnich ¢astic nebo v podobé nerozpustnych
komplext.

Nejbéznéjsim typem terestrickych testii s zivoCichy jsou reprodukéni testy, pii kterych je
zjisStovana mira inhibice reprodukce Zivoc¢ichti pfi pobytu v kontaminované pudé¢ v porovnani
s artificialni pudou. Testy probihaji delsi dobu (vétSinou 4 — 6 tydn) a vzhledem k délce
rozmnozovaciho cyklu pouzivanych organismi tedy testujeme Géinek xenobiotik na vice nez
jednu generaci. Jedna se tedy o testy s chronickou expozici.™

MozZnost testovat akutni expozici vu¢i organismim nam umoziuji napf. UGnikové
(avoidance) testy. Vzhledem ke kratké dobé trvani testu a relativn€¢ jednoduchému
vyhodnoceni jsou vhodné napf. pro rychly screening vétsich tizemi.®® V piipad& roupic
probihaji testy po dobu 48 h a jsou konstruovany tak, Zze do jedné nadoby je vedle sebe
umisténa artificialni ptida a kontaminovana puda ve stejném mnozstvi. Na rozhrani obou pid
je umistén urcity pocet zivoCichll a po uplynuti stanovené doby je zjistén pocet jedinct
v nekontaminované a kontaminované pudé. Pokud jsou jedinci rozptyleni pfiblizné
rovnomeérneé, zkoumany vzorek nevyvolava stres. Pokud jsou jedinci soustiedéni spiSe

. c 717 0 1w v ’ v ’ o ’ . wr v 16
v artificidlni pidé, 1ze predpokladat, Ze zkoumany vzorek plisobi na organismy nepiiznive.

2.3 Problematika tézkych kovi v pidé
Pojem ,,té¢zké kovy“ je obecné Spatné definovatelny. Rlzni autofi jej vymezuji mirné
rozdilné, vétSinou vSak na zakladé specifické hmotnosti, jejiz spodni hranice byva pro tuto

skupinu prvkd udavéna v rozmezi 4 aZz 6 g-cm. Dal$i kriterium pro oznageni kovu jako
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,t€Zkého* muze byt napf. jeho postaveni v periodické tabulce prvkiu (prvky s protonovym
Cislem 22 — 34 a 40 — 52).

Casto je také mozno se setkat s terminem ,,toxické kovy*, ktery je viak definovatelny jests
hiife, nebot’ jak znamo, vSechny stopové prvky jsou pro organismus toxické, pokud jich je
v organismu nadbytek. OvSem s nardstajicimi znalostmi ohledné této problematiky
zjistujeme, ze jako toxické se mohou projevit i kovy, které bychom neoznacili za tézké podle
vySe zminénych kriterii. JiZz del$i dobu je také znama skutecnost, Ze celd fada kovl je pro
organismy esencialni ve stopovém mnozstvi, pfekroceni této hranice je vSak velmi
jednoduché a mize mit drastické nasledky pro zdravi organismu.

Navic nesmime zapominat, Ze reakce jednotlivych organismt na pfitomnost ¢i nadbytek
kovi se muze velmi lisit. Napiiklad u nékterych rostlin byla zjisténa velka tolerance vuéi
vysokym koncentracim té€zkych kovi a takové rostliny jsou pak ¢asto pouzivany pfi
fytoremedia¢nich procesech.’

Ve vzorcich, které jsou predmétem této prace, byly zjistény nejvétsi obsahy Al, Pb, Zn a
Mn, dale pak jesté mala mnozstvi Ni, Cu, As, Cd, Sb. Prav¢ témto prvkam je proto vénovana
zvysena pozornost v nasledujicich odstavcich.

Antropogenni zdroje znecisténi pud tézkymi kovy mohou byt rizné. Nejéastéjsimi zdroji
jsou tézba a zpracovani kovi, zemédélska Cinnost, Cistirenské kaly, spalovani fosilnich paliv,
chemicky primysl, nakladani s odpady atd.

Pii t&zb& kovu je hlavnim zdrojem kontaminace hlusina — jemné ¢astice vytézené zeminy se
zbytky rudy, kterou se nepodafilo extrahovat v prib&hu separace. S postupujicim
technologickym pokrokem v oblasti tézby rud se mnozstvi kovii v hlusinach postupné snizuje,
ale az do zaGatku dvacatého stoleti byly obsahy kovi v hludinach velmi vysoké. Castice
hluSiny mohou byt roznaseny vétrem nebo vodou a kontaminanty jsou nasledné uvoliiovany
do prostiedi. Nejvétsi znecisténi tak nachazime v blizkém okoli mista tézby ¢i v naplavenych
sedimentech podél pripadnych fi¢nich tokt.

Nezanedbatelnou je i skute¢nost, ze rudy (rudni mineraly) konkrétniho kovu byvaji vzdy
asociovany jesté s dalsimi kovy, které jsou €asto nezadouci a po jejich odstranéni mohou také
kontaminovat prostiedi kovohuti. Tak napiiklad dochéazelo v minulosti ke kontaminaci
prostiedi kadmiem pfi zpracovani Pb-Zn rud. Ackoli je samo Cd pouzivano teprve pfiblizné
50 let, kontaminace jim saha mnohem hloubé&ji do minulosti. DalSim ptikladem mize byt
arsen uvoliovany pii zpracovani Cu rud.

Metalurgicky primysl mize byt zdrojem znecisténi velkym mnozstvim tézkych kovu.

Ohledné jejich tniku do prostiedi jsou vétSinou zmiflovany hlavné tfi mozné problémy: emise
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aerosoll obsahujicich polutanty, transportovanych vzduchem a nasledné usazovanych na ptde
a rostlinach; odpadni vody hrozici zaplavenim pid a kontaminaci v dobé zaplav; tvorba
skladek, kde kovy koroduji a pronikaji do pidy.

Pfi¢in kontaminace v zeméd¢lstvi mizeme nalézt hned nékolik. Necistoty v hnojivech
mohou obsahovat Cd, Pb, Zn ad. Uméla hnojiva mohou mit acidifika¢ni ucinek na pidu a
usnadnit tim napf. mobilizaci kadmia a jeho dostupnost pro rostliny. Z pesticidt mohou unikat
Cu, As, Hg, Pb, Zn, Mn. Ni, Zn ad. muze byt kontaminovana ptda pii nevhodném zachazeni
s Cistirenskymi kaly. Z hnoje mize byt uvolinovan Zn, Cu a As, které jsou (nebo v piipadé As
byly v minulosti) pfidavany zvifatim do potravy pro lepSi traveni. Zajimavym a casto
opomijenym zdrojem zneciSténi mize byt v tomto piipad¢ také koroze kovovych predméti,
jako jsou pozinkované stéechy, draténé ploty ap., jez mohou byt zdrojem Zn a Cd.

Spalovani fosilnich paliv i pies veskera provadéna technologicka vylepSeni predstavuje
jeden z nejrozsahlejsich zdroji kontaminace. Na rozdil od ostatnich uvadénych zdroju
dochazi pii spalovani fosilnich paliv k emisi plynt obsahujicich Sirokou $kalu kova (Pb, Cd,
Cr, Zn, As, Sb, Se, Ba, Cu, Mn, U, V), ackoli ne vSechny se vyskytuji ve vSech typech paliv a
nékteré z nich jsou obsaZzeny pouze v minimalnim mnoZstvi. Znecisténi olovem pochazelo
v minulosti v nejvétsi mife pravé z automobilového provozu, nebot’ do pohonnych hmot byla
piidavana olovnata aditiva. V Ceské republice je prodavani, vydavani a pouzivani olovnatych
benzini zakazano od 1.1.2001 dle zakona 107/2007 Sb. (v aktualizovaném znéni).

Pti naklddani s odpady (at’ uz s odpadem domovnim, primyslovym ¢i dalSim) hrozi nejvétsi
znedi$téni tézkymi kovy v okoli skladek, pokud nejsou dostateéné zajistény. V takovych
pripadech je zde velké riziko uniku hlavné Cd, Pb, Cu, Sn a Zn do ptudy, podzemnich vod a
povrchovych vod. Skladkové vyluhy velmi Casto obsahuji chloridové anionty a mnoho kovi
tudiz mize byt ptitomno v podobé chloridovych komplext, které byvaji mobilngj$i a méné
absorbovatelné oproti volnym kovim. Spalovani odpadi ve spalovnach bylo hlavné
v minulosti (nebo je i v soucasnosti v pfipad¢ starSich zafizeni) zdrojem kovovych aerosolt,
které nasledné pti spadu znecist'uji Siroké okoli, coz miize byt zjisténo az s velkym casovym

odstupem, kdy je jiz pozd€ na preventivni opatfeni.18

2.4 Speciacni analyza kovi
Speciaéni analyza obecné umoziiuje ur€it, v jakych forméch se vyskytuji dané prvky ve
zkoumaném vzorku, at’ uz se jednd o jednotlivé oxida¢ni stavy prvku, organokovové

slouceniny se silnou kovalentni vaznou kov-uhlik nebo komplexy kovl charakterizované
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koordina¢ni vazbou prvek-ligand. Definice fika, Ze se jedna o stanoveni koncentraci
jednotlivych fyzikalné-chemickych forem prvku, jejichz soucet tvoti celkovou koncentraci
prvku ve vzorku.™®

Potieba rozliSovat jednotlivé formy prvku vychazi ze skuteCnosti, ze se tyto mohou lisit
vlastnostmi jako je rozpustnost, extrahovatelnost riznymi rozpoustédly, rozdilna reaktivita
s riiznymi dalsimi ¢inidly.?°

A pravé na tyto rozdilné vlastnosti je potfeba pamatovat pii zjiStovani celkové koncentrace
daného prvku ve vzorku, nebot’ se muze stat, ze pro kazdou formu bude nutné zvolit
samostatny analyticky proces. Stejné tak je potieba brat v ivahu skutecnost, ze se jednotlivé
formy mohou liSit svou biologickou piistupnosti pro rizné organismy a kazda forma prvku
miuize poskytovat jinou reakci napt. prave pii testech ekotoxicity.

Pii samotném procesu speciacni analyzy jsou jednotlivé formy kovl extrahovany riznymi
¢inidly dle zavedenych postupt a nasledn¢ je vhodnou analytickou metodou stanoven celkovy
obsah jednotlivych kovl v kazdé fazi extrakce. Pofadi a druh zvolenych extrakénich ¢inidel
vZdy zavisi na sledovanych cilech a na fyzikalnich charakteristikdch zkoumaného vzorku.

Vétsina schémat sekvenénich extrakci (sequential extraction schemes — SES) sestava ze 3 az
8 krokt, pti kterych jsou uplatiiovana postupné ¢im dal silnéjsi extrakéni ¢inidla. Ackoli
konkrétni postupy a uzité chemikalie mohou byt rizné, v principu je mozné jednotlivé frakce
zjistovanych kovi rozdélit do nasledujicich péti skupin: frakce rozpustna ve vodé (stopoveé
prvky extrahovatelné H,O byvaji velmi labilni a mohou byt tedy velmi biologicky dostupné),
iontové vyménna frakce (kovy vazané na povrch pevnych castic pudy slabymi
elektrostatickymi silami, kovy které mohou byt uvolnény iontové-vyménnymi reakcemi a
kovy, které mohou byt vazany na karbonaty), frakce rozpustna kyselinami (vysrazené kovy
¢i kovy vazané na karbonaty), redukovatelna frakce (kovy vazané na oxidy a hydroxidy Fe a
Mn), oxidovatelna frakce (kovy vézané na organicky material) a rezidudlni frakce
(zbytkova; napi. kovy vazané na organicky material, které se nepodafilo uvolnit). Pravé kvuli
rezidualni frakci jsou zavadény dalsi SES, které obsahuji vice krokl a tyto nedostatky fesi. Na
druhou stranu je malo pravdépodobné, Ze by frakce kovii unikajici naSi pozornosti
v reziduélni frakci byly biologicky dostupné a tedy pro ekotoxikologické ticely podstatné.

Z moznych extrakénich schémat je v posledni dobé nejvice pouzivano schéma zavedené
Tessierem et al. a schéma dle Bureau Communautaire de Référence (BCR), ptipadné jejich
modifikace. Pivodni Tessierovo schéma zahrnuje kromé analyzy vodou rozpustné frakce i

analyzu vSech péti nasledujicich. Oproti tomu BCR schéma neobsahuje extrakci vyménitelné
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frakce. BCR metoda neni na rozdil od Tessierovy natolik zatizena chybou zptisobenou
readsorpci.

Ob¢ schémata pouZzivaji stejna extrakéni ¢inidla, 1isi se ale v podminkéch, za jakych jsou
provadény extrakce (teplota a doba trvani jednotlivych extrakénich krokl). Nejvyraznéjsi
rozdil mezi obéma schématy vSak leZi v prvnim kroku, respektive prvnich dvou krocich.
Teoreticky by frakce kovu ziskanad rozpousténim kyselinou u BCR SES méla odpovidat
frakcim ziskanym Tessier SES ve vyménné a kyselinami rozpustné frakci, nékteré
z provedenych srovnavacich pokust vSak ukazuji, Ze mnozstvi kovli vyextrahovanych
Vv jednotlivych krocich se mohou lisit a i celkovd mnozstvi ziskanych kovi byvaji mirné

odligna.?

2.5 Fyzikalné-chemické charakteristiky pad

Dalsimi dilezitymi faktory ptidy, které¢ mohou do urcité miry ovliviiovat, zda je nebo neni
vhodna pro rist rostlin a Zivot Zivocicht, je jeji pH a vodni kapacita (VPK, WHC — water
holding capacity). To jsou charakteristiky pudy, které je potieba brat v uvahu pfi vytvaieni
modelovych podminek pro terestrické testy ekotoxicity. Rozdilné hodnoty pH ptidy mohou
ovlivitovat reakce zkoumanych znecistujicich latek a proto byva pH standardni pudy
upravovano na normovanou hodnotu, aby neovliviiovalo chovani slozek pudy, kterd je
predmétem zkoumani a kterd je v koncentra¢ni fadé se standardni ptidou michana.

Vodni kapacita pudy je mnozstvi vody v hmotnostnich procentech, které je pida schopna
zadrZzet. VPK nam umoziuje doplnit do ptudnich smési takové mnozstvi vody, aby ji bylo
testovacim organismim k dispozici relativné stejné mnozstvi (vztazeno na konkrétni vzorek
pudy). Obecné hraje VPK nezanedbatelnou roli pfi zkoumdni vhodnosti pid pro péstovani
konkrétnich druht rostlin &i chov pidnich Zivo&ichii, napk. pi rekultivaénich procesech.?

Kromé pH a VPK je casto zjistovan také celkovy obsah uhliku (ktery je sou¢tem celkového
organického — TOC - a anorganickeho uhliku — TIC) a obsahy dusiku a fosforu ¢i dalSich
Zivin. Nicméné tyto charakteristiky jiz neni Zadouci jakkoliv upravovat, protoZze se jedna o

ptirozené vlastnosti pid.
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3  Experimentalni ¢ast
3.1 Charakteristika materialu

3.1.1 Organismy

Organismy pouzité pro testy terestrické ekotoxicity vzorku byly roupice (Enchytraeus
crypticus), chvostokok (Folsomia candida) a salat hlavkovy, odrida Safir (Lactuca sativa
capitata)

Roupice pochazejici z chovii vyzkumného centra RECETOX v Brné byly pied zavedenim
do testu kultivovany po delsi dobu pti doporugenych podminkach dle CSN ISO 16387 na
artificialni pidé pouzivané v samotném testu (konkrétni sloZeni viz nize).

Chvostoskoci pochézeji z choviit ENVISAN-GEM, a.s., Praha. Z&loZzni chovy jsou chovany
na ztvrdlé smési sadry a aktivniho uhli v poméru 10:1, pfed testem je nutné nechat dospé€lce
naklast vajicka, ndsledné dospélce odstranit a poté, co se z vajicek vylihnou juvenilové (asi 2
dny), je mozné po cca 12 dnech pouZit tyto pro ucely testi (dle prislusné SOP)',

V ptipadé saldtu se jednalo o semena SEMO, s.r.o., Smrzice CR, z nichz byla vybrana

semena neposkozena, pfiblizné stejné velikosti.

3.1.2 Vzorky zeminy

Vzorky kontaminované zeminy pochdzi z arealu spole¢nosti Kovohuté Piibram nastupnicka,
a.s., spole¢nosti recyklujici odpady s obsahem olova, zpracovavajici odpady s obsahem
drahych kovu a elektroodpad, dale vyrabi olovo a jeho slitiny a vyrobky z olova a cinu.

Byla provedena analyza celkového obsahu organického uhliku (TOC), byla stanovena vodni
kapacita vzorkd pady (VPK) a stanovena hodnota pH. Postup stanoveni a zjisténé hodnoty
jsou uvedeny v dalSich kapitolach.

Obsah jednotlivych kontaminantt byl zjistén metodou sekvenéni extrakce s ICP-OES.

3.1.3 Artificialni puda

Standardni pida byla pfipravena dle smérnice OECD 207 a ISO 11268-2%° smisenim 69 %
hmotnostnich kiemenného pisku (Stavebniny HOSANA, spol. sr.0.; pH =6,03), 20 % hm.
kaolinového jilu (Ceské lupkové zavody, a.s., Pecinov; pH =5,31), 10% hm. raseliny
(vysusené a presaté pres 4mm sito; AGRO CS, a.s., Rikov; pH = 3,77) a 1 % hm. uhli¢itanu
vapenatého CaCO; (Lachema, o.p.; Brno) pro upravu celkoveho pH na 6+0,5. Pro dokonalé

smiseni jednotlivych ptisad byla pouzita laboratorni michacka po dobu péti minut.
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3.1.4 Pouzité chemikalie

uhli¢itan vapenaty Ca(COg3), — Lachema, n.p., Brno (zavod Neratovice)
hydroxylamin hydrochlorid NH,OH-HCI — Lachema, n.p., Brno (zavod Neratovice)
kyselina octovd CH3;COOH - Lachema, a.s., Brno

octan amonny CHzCOONH, — Ing. Svec, Penta

peroxid vodiku H,0, — Ing. Svec, Penta

chlorid vapenaty CaCl, — Ing. Svec, Penta

kyselina dusi¢cna HNO3 — Lachema, n.p., Brno (zavod Neratovice)

ethanol CH3zCH,OH — Ing. Svec, Penta

kyselina fosfore¢na H3PO,4 — Lachema, n.p., Brno (z&vod Neratovice)

bengalska cerven (CyoH2Cl414Na;0s) — Dr. Kulich Pharma, s.r.o.

3.2 Metodika

3.2.1 Odbér a zpracovani vzorki kontaminované pidy

1.10.2009 byly odebrany dva vzorky ptudy oznacované nadale jako Vodarna (VOD) a
Rampa (RAM). Mista odbéru v arealu spole¢nosti Kovohuté Pfibram nastupnicka, a.s. jsou

uvedena v mapé.

Lhota u Pfibramé

RAM
®
[ ]
VoD e
v =
/ % ™
2 / % \

Kovohute;- \
: Pfibram, a.s. \ \
o % a0z Pfibram N ‘\.

Obr. 4: Pfiblizna mista odbéru vzorki a jejich blizké okoli. RAM: N 49°42°31,7“; E 13°58°50,7* (modré
znacka). VOD: N 49°42°32,7“; E 13°58°51,7" (Eervena znacka). © http://mapy.cz/
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K odbéru vzorkli byla pouzita lopatka a PE pytel jako vzorkovnice. V okamziku odbéru
byla mistni teplota vzduchu 16,3 °C, relativni vlhkost vzduchu 45 %, atmosféricky tlak
1018,4 hPa, zapadni vitr 276° vanul rychlosti 3,7 m-s™. Barva vzorku byla tmavé $edohn&da
az ¢erna (viz Obr. 5 a Obr. 6).

V laboratofi byl vzorek vysusen pii laboratorni teploté a piesitovan ptes 4mm sito.

RAHPA VODARNA

Obr. 5: Vzorek Rampa. Obr. 6: Vzorek VVodarna.

3.2.2 Fyzikalné-chemické charakteristiky pid

Stanoveni celkového obsahu organického uhliku (TOC) v pudé

Pro stanoveni TOC je vyuzivano nepiimé metody, kdy je zjistén celkovy obsah uhliku (TC)
a nasledné celkovy obsah anorganického uhliku (TIC) ve vzorku. Hodnota TOC je pak
zjisténa jako rozdil TIC oproti TC (TOC = TC - TIC).%

Pracovni postup

Mnozstvi TC bylo stanoveno spéalenim 50 mg jemné rozetfeného vzorku v proudu
technického vzduchu pii 850 °C a nasledn¢ bylo zjist€tno mnozstvi uvolnéného oxidu
uhli¢itého COy, které bylo pfevedeno na hmotnostni procenta. Pouzit byl pfistroj LiquiTOC II
(kfemenna komora; Elementar, Némecko).

Mnozstvi TIC bylo stanoveno nésledujicim zpusobem: do kadinky bylo nalito 5 ml
koncentrované kyseliny fosfore¢né HzPO, a kadinka byla zakryta hodinovym sklickem a takto
byla vytirovdna na analytickych vahach. Do kéadinky bylo nasledn& pfisypano ptiblizné
presné 5,000 g jemné mletého vzorku a po odeznéni reakce byla opét zjiSténa hmotnost

vzorku s ptesnosti na 1 mg. Pfi reakci vzorku (respektive anorganického uhliku vazaného ve
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vzorku) s kyselinou dochazi k uvoliiovani oxidu uhli¢itého CO,, jehoZz mnozstvi bylo zjisténo

z véhového Gbytku vzorku. Vysledek je vyjadien v hmotnostnich procentech.?*

Stanoveni vodni kapacity pidy (VPK)

Vodni kapacita standardni pudy i kontaminovanych puad byla stanovena dle SOP
vypracované podle prilohy normy 1SO 11268-2%.

Pracovni postup

50 g vzorku bylo umisténo do predem zvazeného kovového vélce s vnitinim primérem
5cm a s jemnym sitkem na dné. Poklepanim na valec doslo k sesednuti zeminy a véalec byl
umistén do 1000 ml kadinky naplnéné destilovanou vodou piiblizn¢ 0,5—-1cm nad vysku
sloupce zeminy uvnitt valce.

Ve vod¢ byl vzorek ponechan po dobu 3 h. Nasledné byl pfemistén na povrch cca 20cm
vrstvy pisku (zrnitost pisku ptfiblizné 2 mm); povrch pisku byl zakryt filtracnim papirem, aby
byla vlhkost odvadéna. Po 2 h stani byl valec se zeminou zvazen. V 30min intervalech byl
pak vazen opétovné do konstantni hmotnosti.

Vilec se vzorkem byl vysuSen do konstantni hmotnosti pfi teploté 105 =5 °C a opétovné
zvazen. Z naméfenych hodnot byla vypoctena vodni kapacita pidy za vyuZiti vzorce

vpk=2—1-D _E_ D 100%

kde S je hmotnost nasycené zeminy s valcem, T zna¢i hmotnost valce a D je sucha hmotnost
vzorku.
Cel¢ méfeni bylo provadéno ve tfech paralelnich stanovenich pro kazdy vzorek pudy.

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v kapitole 4.

Stanoveni pH pidy

pH standardni i kontaminovanych pid bylo stanoveno dle normy CSN ISO 10390%.

Pracovni postup

Do uzaviratelnych plastovych zkumavek bylo odebrdno 5 ml pevného vzorku pidy a
nasledné byl pfidan pétinasobek jeho objemu (25 ml) 0,01 M roztoku chloridu vépenatého
CaCl,. Uzaviené zkumavky byly umistény do tfepacky, kde byly tfepany po dobu 5 min.
Nasledné byly ponechany v klidu 1 h a poté bylo zméfeno pH roztoku pH-metrem (WTW,
MultiLine P4, Némecko).

Meéteni bylo vzdy provaddéno ve tfech stanovenich. Namétené hodnoty jsou uvedeny

v kapitole 4.
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3.2.3 Sekvencni extrakce

Sekvenéni extrakce byla provadéna podle upraveného BCR SES?.

Pracovni postup

VSechny kroky byly provadény ve dvou stanovenich jak pro artificialni pudu tak pro vzorky
kontaminované pudy.

1) Frakce rozpustna kyselinami

1 g vzorku zeminy (vysuSené a piesitované pres 4mm sito) byl v uzaviratelne sklenici
smichan s 40 ml 0,11M roztoku kyseliny octové CH3COOH. Pevné uzaviené sklenice byly
umistény do tfepacky a pfi laboratorni teploté byly vzorky tfepany po dobu 16 h.

Po uplynuti této doby byla suspenze piefiltrovana pies papirovy filtr a usazenina se nechala
pii laboratorni teploté vysusit. Filtrat byl podroben analytické koncovce.

2) Redukovatelna frakce

Usazenina ziskana na konci pfedchoziho kroku byla kvantitativné pfevedena do uzaviratelné
sklenice a prelita 40 ml 0,04M roztoku hydroxylamin hydrochloridu NH,OH-HCI (pH bylo
upraveno kyselinou dusi¢nou na hodnotu 2). Sklenice byly pevné uzavieny, umistény do
tiepacky a pii laboratorni teploté tfepany po dobu 16 h.

Poté byla suspenze opét prefiltrovana pies papirovy filtr, filtrat byl analyzovan a usazenina
byla pfi laboratorni teploté vysusena.

3) Oxidovatelné frakce

Usazenina z piedchoziho kroku byla z filtra¢niho papiru kvantitativné pfevedena do Petriho
misky, kde byla ptelita 10 ml 30% peroxidu vodiku H,O,. Petriho miska byla umisténa do
suarny vyhtaté na teplotu 85 °C, kde byla ponechéna po dobu 1 h. Nasledné byl analyzovany
vzorek opét prelit 10 ml 30% H,0; a znovu umistén na 1 h do suarny, kde byl ponechan pti
teploté 85 °C.

Po vychladnuti byl vzorek ptenesen do uzaviratelné sklenice a pielit 50 ml 1M roztoku
octanu amonneho CH3;COONHjy. Sklenice byla umisténa do tiepacky a pii laboratorni teploté
probihalo tfepani po dobu 16 h.

Poté byla suspenze opét piefiltrovana pres papirovy filtr a filtrat byl podroben analyze.

Jako analytickd koncovka byla zvolena metoda emisni spektrometrie s indukéné vazanym

plazmatem (ICP-OES), ktera byla provedena v laboratofi Kovohut¢ Piibram nastupnicka, a.s.
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3.2.4 Terestrické testy ekotoxicity

Test unikového chovani s roupicemi

Prozatim neni test Gnikového chovéni standardizovdn pro roupice jakoZto pokusny
organismus. Prib¢h testu je ovSem velmi podobny jako v ptipadé¢ vyuziti zizal dle normy ISO
17512-1.7

Pracovni postup

Testovany byly oba vzorky RAM i1 VOD a test byl provadén vzdy ve dvou paralelnich
stanovenich A a B.

Do oznacené 150ml kadinky byla vzdy svisle zasunuta plastova pfepazka rozdé€lujici prostor
na dvé poloviny. Jedna z polovin byla naplnéna 20 g artificidlni pudy (vazeno za sucha)
vlhéené na 50 % VPK. Druha polovina byla plnéna 20 g smési kontaminované puady
s artificialni pudou v koncentra¢ni tfadé 0,0; 25,0; 50,0; 75,0 a 100,0% hm. vzorku
kontaminované piidy. (0% koncentrace kont. piidy slouZila jako kontrola a v takovém ptipadé
byly ob¢ poloviny nadoby plnény artificidlni ptidou.)

Smichéni standardni a kontaminované piidy dle danych hmotnostnich pomérii a navlh¢eni
bylo provadéno ve zvlastni nadobé. Teprve po uplynuti kratké doby, béhem niz doslo
k homogenizaci vlhkosti, byla navlhéena puda pienesena do ptislusné poloviny testovaci
nadoby.

Po naplnéni obou polovin kadinky plidou byla plastova pfepazka vyjmuta a na rozhrani
obou typt pid bylo umisténo 10 ks dospélych roupic Enchytraeus crypticus rozeznatelnych
diky viditelnému opasku s vajicky.

Roupice byly vybirany ze zaloznich chovil na standardni pidé¢ stejné jako v ptipadé vyse
zminéného kontaktniho testu s roupicemi. Drobné mnozstvi pidy obsahujici roupice bylo
rozplaveno destilovanou vodou na Petriho misce a pozadovany pocet dospélych roupic byl
hackem ptenesen do testovaci nadoby.

Kadinky byly zakryty parafilmem a umistény do kultivatoru, kde byly ponechany pii teploté
(20 + 2) °C po dobu 48 h.

Po uplynuti této doby +0,5h byla kontaminovana pudni smés (nebo jedna z polovin
standardni smési v pfipadé kontrol) vzdy vyjmuta z plivodni kadinky, ptfenesena do dalsi
ozna¢ené 100ml kadinky a ob& poloviny testované kombinace (kont. smés v nové kadince a
stand. ptida v ptivodni kddince) byly zality ethanolem a vodou s pfidavkem malého mnozstvi
bengalské Cervené pro obarveni takto usmrcenych roupic. Po dikladném promichani byly

kadinky umistény do lednice, kde byly ponechany déle jak 12 h.
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Nasledujici den byl zjistovan pocet roupic v kazdé kadince. Tedy vZdy v pfislusné dvojici
artificialni puda—kontaminovana smés v celé koncentracni tfadé v obou paralelnich
stanovenich A a B a u obou vzorkit RAM 1 VOD.

Obsah jednotlivych kadinek byl rozplavovan po malych dilech vodou na Petriho misce a

roupice obarvené bengalskou ¢erveni byly ruéné pocitany.

Reprodukéni test s roupicemi

Test vychéazel z CSN ISO 16387’

Pracovni postup

Testy byly pro oba vzorky Rampa a Vodarna vzdy provadény ve dvou paralelnich
stanovenich ozna¢ovanych jako A a B.

Do 100ml sklenénych kadinek bylo navdzeno 15g dukladné promichané smési
kontaminované a artificidlni pidy (respektive pouze artificidlni pida v pfipad¢ kontrolnich
stanoveni) v koncentra¢ni fad¢ 0,0; 12,5; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 % hm. kontaminované pudy.
Piidni smési byly navlhéeny destilovanou vodou na 60 % VPK a opét diikladné promichény a
ponechany odstat po dobu cca 5 min, aby doslo k homogenizaci vihkosti.

Na Petriho misku bylo pfeneseno mensi mnozstvi roupic Enchytraeus crypticus z chovu na
standardni ptdé, roupice byly rozplaveny destilovanou vodou a do kazdé kadinky obsahujici
15 g testované-puadni smési bylo nasazeno 10 ks dospélych jedinct se zfetelnym opaskem
obsahujicim vajicka. Nésledn¢ bylo pfidano malé mnozstvi potravy a celd kadinka byla
zakryta parafilmem. VSechny kadinky byly poté zvazeny na predvazkach s presnosti na jedno
desetinné misto a hmotnost kazdé byla zaznamenéna. V pravidelnych intervalech byly pak
kadinky vazeny a ubytek hmotnosti byl kompenzovan doplnénim destilované vody.

Testovaci nadoby byly umistény do kultivatoru a po dobu 4 tydnl udrzovany pfti
teploté (20 £ 2) °C a svételné periodé 16/8 (svétlo/tma). Pravidelné po 7 dnech byly nadoby
zkontrolovany kvuli pfipadnému ubytku vody a zaroven bylo pfidano krmivo. Protoze z
rozkladajicich se roupic se uvoliiuje amoniak, byly kadinky vzdy ponechany po dobu né€kolika
minut odkryté, aby doslo k odvétrani. Dle potieby byl vyménén parafilm (v ptipadé¢ protrzeni,
ke kterému mtize dojit samovolng¢).

28. den testu bylo do kazdé kadinky ptidano malé mnozstvi ethanolu (2-5ml) pro
usmrceni roupic, v&tsi mnozstvi destilované vody (takové aby hladina byla cca 1 — 2 cm nad
vrstvou testované smeési pud) a n€kolik kapek roztoku bengalské Cervené, kterd kontrastné
zbarvila téla roupic. Po dikladném avsak opatrném promichani kadinek byly tyto umistény na

dobu vice jak 12 hodin do lednice.
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Nésledujici den byly roupice v kazdé kadince spocitany. Po malych dilech byla smés
Z kadinky vzdy prelita do velké Petriho misky, rozplavena vodou a za vyuziti plastového
kapatka a lupy byly spocitdny vSechny viditelné roupice. Jejich rozeznani bylo umoznéno

pravé obarvenim bengalskou ¢erveni (viz Obr. 7).

-;'E-i‘ &

Obr. 7: Roupice obarvené bengélskou ¢erveni pro jednodussi s¢itani pfi vyhodnocovani reprodukéniho testu. Pro

poméfeni je pfilozen milimetrovy papir. Vyfez z ptivodni fotografie.

Reprodukéni test s chvostoskoky

Test vychazel z normy 1SO 112672,

Pracovni postup

Testy byly pro oba vzorky Rampa a Vodarna vzdy provddény ve dvou paralelnich
stanovenich oznacovanych jako A a B.

Do 100ml sklenénych kéadinek bylo navdzeno 30 g dikladné promichané smési
kontaminované a artificialni pidy (respektive pouze artificidlni pida v ptipad¢ kontrolnich
stanoveni) v koncentra¢ni fad¢ 0,0; 12,5; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 % hm. kontaminované pudy.
Pidni smési byly navlhéeny destilovanou vodou na 60 % VPK a opét dikladné promichany a
ponechany odstat po dobu cca 5 min, aby doSlo k homogenizaci vihkosti.

Ze synchronizovaného chovu (juvenilové staii 10-12 dni), umisténého v plastové krabicce

na smési sadry a aktivniho uhli v poméru 10:1, bylo vybrdno pomoci plastové odsavacky nebo
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sklenéné Pasteurovy pipety 10 jedinci roupic Folsomia candida; ti byli opatrné pieneseni na
testovanou padu.

Nasledné byly pfidany 2 mg drcenych suSenych kvasnic jako potrava. Kadinky byly zakryty
parafilmem a kazda zvIast’ byla zvazena na ptredvazkach a jeji hmotnost zaznamenana.

Testovaci nadoby byly umistény do kultivatoru, kde byly uchovavany pii teploté
(20 £ 2) °C a svételné periodé 16/8 hod (svétlo/tma) po dobu 4 tydni.

V pravidelnych tydennich intervalech byla kontrolovdna hmotnost kadinek a ptipadny
ubytek vody byl doplnén destilovanou vodou. Ze stejného diivodu jako v ptipadé roupic
(tvorba amoniaku) byly kadinky odvétravany. Zaroven bylo v tydennich ¢i dvoutydennich
intervalech v pfipad¢ potieby dodano nové krmeni. V ptipad¢ potieby byl vyménén parafilm.

28. den testu byly kadinky s testovanymi pidnimi smésmi vyndany z kultivatoru a zality
smési Cerné tuse a vody. Po dikladném promichani byla smés tuse a zeminy prelita do
plastové misky, znovu dikladné promichéna, aby doslo k vyplaveni chvostoskokil na hladinu
(diky jejich nesmacivosti) a hladina byla vyfotografovana digitalnim fotoaparatem (viz Obr.
8).

Digitalni fotografie byly nasledné analyzovany za vyuziti programu ImageTool, kde byli

manualné spo¢itani jednotlivi viditelni chvostoskoci, zvlast' v kazdém stanoveni.

Obr. 8: Dospéli chvostoskoci na hlading smési ¢erné tuse a vody. Vytez z ptivodni fotografie.
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Test se salatem

Test vychazel z normy 1SO 11269-1%.

Pracovni postup

Testy byly pro oba vzorky Rampa a Vodarna vzdy provddény ve dvou paralelnich
stanovenich oznacovanych jako A a B.

Oproti vySe zminéné normé doslo ke snizeni hmotnosti pidy a poétu semen v jednotlivych
stanovenich, nebot’ mnozstvi vzorku jizZ neumoziovalo provést test piedepsanym zptisobem.

Do prithlednych plastovych krabi¢ek bylo navazeno 100 g dtkladné promichané smési
kontaminované a artificialni pudy (respektive pouze artificidlni ptda v ptipadé kontrolnich
stanoveni) v koncentra¢ni fadé 0,0; 12,5; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 % hm. kontaminované pudy.
Pldni smési byly navlhéeny destilovanou vodou na 70 % VPK a opét diikladné promichany a
ponechany odstat po dobu cca 5 min, aby doslo k homogenizaci vihkosti.

Semena salatu Lactuca sativa. se nechala predkli¢it v Petriho misce na vlhkém filtranim
papiru bez ptistupu svétla piiblizné 36 h pied pouzitim.

Nasledné byla do jamek vyhloubenych do pidy kopistou (asi 1 cm hlubokych) zavedena
predkli¢ena seminka salatu hlavkového, do kazdého stanoveni bylo takto pinzetou vpraveno 7
semen v pravidelnych rozestupech. Byla vybirana semena, jejichZ kofinek byl dlouhy cca 1 —

2 mm.

Uzaviené krabicky s testovanymi vzorky byly ponechany v klidu pti laboratorni teploté bez
ptistupu svétla a bez jakéhokoli dalSiho z&sahu po dobu 120 h.

Po uplynuti 120 h byly krabi¢ky otevieny a za vyuziti rozplaveni zeminy vodou byla kazda
rostlina postupné opatrné vytazena, jeji kotinek byl o€istén od hliny a v nataZzeném stavu

zméfen s presnosti na 1 mm. Takto byly zméfeny vSechny kotinky vSech testovanych rostlin.

3.2.5 Matematické zpracovani vysledku

Pojem ,hmotnostni koncentrace” bézné uzivany v terestrickych testech je shodny
s terminem ,,hmotnostni procento®. Shodné jsou tedy ob¢ veli¢iny oznacovany w.

Platnost reprodukénich testa

Vysledky reproduk¢nich testa jsou platné, jestlize 1) mortalita v kontrole neptekro¢i v
praméru 20 %;
2) varia¢ni koeficient pro reproduk¢ni tdaje kontrolniho stanoveni neni vyssi nez 50 %;

3) na konci ur€ovaci zkousky je prumérny pocet juvenild v kontrole vyssi nez 25 na jednu

zkusebni nadobu.’
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Pokud by podminky platnosti nebyly splnény pro jedno paralelni stanoveni, muze byt
vylouceno. V ptipadé€, Ze by ani v jednom z kontrolnich paralelnich stanoveni nebyly splnény
podminky pro platnost, cely test by byl prohlaSen za neplatny.

Vypocet inhibice reprodukce a riastu

Pro vypocet inhibice reprodukce | poslouzil vzorec:

I =m-100%
Xk )
Xpk znaci aritmeticky primér poctu juvenilli roupic (resp. chvostoskoki) v kontrolnich
stanovenich;
Xi je pocet juvenilli roupic (resp. chvostoskokll) v dané paralelce pii dané hm. koncentraci
vzorku pudy.

Inhibice délky kofene salatu v jednotlivych stanovenich oproti kontrolnimu stanoveni byla
spocitana stejné jako inhibice reprodukce v ptipadé test na zivocisich, ov§em po provedeni
nezbytnych statistickych Gprav.

Vypocet charakteriza¢nich faktord

Charakteriza&ni faktory (CF) pro jednotlivé kovy jsou v soudasnosti jiZ tabelované®®. Pokud
chceme zjistit CF pro smésny odpad (v tomto piipadé zeminu), je jeho efekt (napi. ECsp)
porovnavan s efektem jiné latky — referenéni. V pfipadé charakteriza¢niho modelu CML2001
je pro stanoveni terestrické ekotoxicity referen¢ni latkou 1,4-dichlorbenzen (1,4-DCB). Jeho
hodnotdm ECs, (uvedenym v Tab. 1) je piifazena hodnota CF = 1.

Neptimou umérou byly poté vypocitiny CF pro vzorky RAM a VOD pro jednotlivé
organismy. Napfiiklad CF pro vzorek RAM, testovany na roupicich byl spocitan nasledovné:
EC,, (1,4-DCB, roupice)-CF (1,4-DCB)

EC,,(RAM, roupice)

CF(RAM, roupice) =

Tab. 1: Hodnoty ECs, 1,4-dichlorbenzenu pro roupice (Enchytraeus crypticus) a chvostoskoky (Folsomia

candida) pouZivané jako referenéni pii vypoctu charakteriza¢nich faktord. (Motejlova, H., Ko&i V.; 2011)*

organismus ECso (1,4-DCB) [mg/kg]
Enchytraeus crypticus 287,3
Folsomia candida 129,9
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3.3 Statistické zpracovani dat

3.3.1 Fyzikalné-chemické charakteristiky pid

Méfeni bylo vzdy provadéno ve tfech paralelnich stanovenich, z nichZ byla vysledna

hodnota ziskana jako aritmeticky pramér.

3.3.2 Testy tnikoveho chovani s roupicemi

Test byl provadén ve dvou paralelnich stanovenich, jejichz vysledky byly zpracovany jako
aritmeticky primér. Test je pouze orientacni a vysledky, které poskytuje, jsou zjevné

z jednoduchého grafu.

3.3.3 Terestrické testy ekotoxicity s roupicemi a chvostoskoky

Smérodatna odchylka s a variaéni koeficient kontrolnich stanoveni CV byly vypoéteny

podle vzorci

CV =—>.100%
s=k, R , X o

kde k, je koeficient tabelovany pro dany pocet stanoveni n (k,=0,8862) a R je rozpéti
maximalni a minimalni zmétené hodnoty;
Xpk znaci aritmeticky pramér poctu juvenild roupic (resp. chvostoskoki) v kontrolnich
stanovenich.

Inhibice byla vypoctena pro kazdé paralelni stanoveni zvlast a ziskané hodnoty byly

132

zpracovany v softwaru GraphPad Prism 5.01°¢, ktery poskytl hodnoty ECsy s hodnotou

intervalu spolehlivosti na hlading spolehlivosti a = 0,05.

3.3.4 Terestricky test se salatem
Z jednotlivych naméfenych délek kotinkt byl zjistén aritmeticky pramér L, smérodatna

odchylka s a varia¢ni koeficient CV podle nésledujicich vztaht:

li znaci délku jednotlivych kotinkd, K je poCet méteni.

V ptipadg, ze CV > 20 %, je mozné vyloucit nejodlehlejsi hodnotu, aby byl CV snizen pod
20 %.

Po této statistické upravé byla spocitana inhibice délky kotfene v jednotlivych stanovenich

oproti kontrolnimu stanoveni.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Fyzikalné-chemické charakteristiky pad

Stanoveni celkového obsahu organického uhliku (TOC) v pudé
Za vyuZiti postupu popsaného v oddile 6.2.2 bylo zjisténo, ze vzorky kontaminované pudy a
standardni pudy obsahuji nasledujici mnoZzstvi organického uhliku.

Tab. 2: Vysledky stanoveni TOC u vzorkl kontaminované piidy Rampa a Vodarna a standardni ptdy.

vzorek pudy | TOC [%]
RAM 10,4
VOD 5,3
standardni plida 3,2

Stanoveni vodni kapacity pudy (VPK)
Dle postupu uvedeného v kapitole 6.2.2 byly zjistény nasledujici hodnoty VPK pro vzorky
kontaminované pudy a standardni pudy.

Tab. 3: Vysledky méfeni VPK u vzorkl kontaminované ptidy Rampa a Vodarna a standardni pidy. U standardni

pudy pro avoidance test byl pouzit jil a raselina od stejného vyrobce avsak jiné kvality.

vzorek pudy VPK [%]
RAM 46
VOD 44
standardni plida pro avoidance test 41
standardni puda 49

Stanoveni pH pidy
Postupem uvedenym v kapitole 6.2.2 byly zjistény hodnoty pH jednotlivych vzorku

kontaminovanych ptd a standardni pudy.

Tab. 4: Vysledky méteni pH u vzorkt kontaminované ptidy Rampa a Vodarna a standardni pidy.

vzorek pudy pH
RAM 4,66
VOD 6,43
standardni puda | 6,29

ProtoZe hodnoty VPK i TOC jsou v piipadé vzorku RAM pfiznivéjsi pro organismy nez
Vv pfipadé vzorku VOD, je mozné, Ze tyto charakteristiky budou podporovat nebo naopak
mirné tlumit vliv kontaminanti — téZkych kovi — v pudnich vzorcich, pokud budeme

vztahovat tento vliv na hodnotu ECsy.

4.2 Vysledky sekvenéni extrakce — ziskané data

V nésledujicich tabulkach jsou uvedeny zjisténé obsahy tézkych kovt pro oba vzorky a

standardni pidu. Pro zajimavost jsou uvedena také mnozstvi zjisténa z jednotlivych casti
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sekvenéni extrakce, nebot’ (jak jiz bylo zminéno vyse) biologicky dostupné nemusi byt
vesSkeré mnozstvi kovll v pudé obsazenych, ale napt. pouze slabéji vazané formy. Pro urcity
typ organismu tak mohou hrat roli pouze kovy, které jsme schopni vyextrahovat jiz v prvni
fazi extrakce, pro jiny typ organismu mohou byt zasadni i vS§echny dalsi silnéji vazané frakce.
Tab. 5: Obsahy kovii ve vzorku Rampa zjisténé sekvenéni extrakci s ICP-OES. Hodnoty ¢ jsou velmi blizko

dolni mezi stanovitelnosti.

RAM [mg/kg] Al [Mn| Ni [Cu| Zn |As |Cd | Sn | Sb | Pb | soucet
1) frakce rozpustna kyselinami| 25,3| 4,4| 0,2| 0,3|10,0| 0,0| 0,2%| 0,0|0,0°| 66| 46,9
2) redukovatelné frakce 48,2 1,7| 0,1| 0,2| 41| 0,3| 0,1| 0,0] 0,0| 9,0 63,7
3) oxidovatelna frakce 29,2| 06| 0,1 08| 16| 0,2/ 0,0° 000,04 45| 37,0
soudet 102,7| 6,7| 0,3| 1,3|15,7| 05| 0,1 0,0| 0,0/20,1| 1475

Tab. 6: Obsahy kovu ve vzorku Vodarna zji§téné sekvenéni extrakei s ICP-OES.

VOD [mg/kg] Al [ Mn | Ni |[Cu| Zn |As |Cd | Sn | Sb | Pb |soucet
1) frakce rozpustna kyselinami| 1,6| 4,7| 0,1| 0,3|23,2| 0,4| 0,5| 0,0| 0,3| 13,9 44,8
2) redukovatelné frakce 21,4116,0| 0,1| 0,3|159| 12| 0,3| 0,0| 0,2 70,0| 125,33
3) oxidovatelna frakce 36| 10| 0,0 26| 29| 0,0 0,0 0,0] 0,3| 43,0 53,5
soucet 26,6/216| 0,2| 3,2(419| 16| 0,8| 0,0| 0,8|126,8| 223,6

Tab. 7: Obsahy kovii ve standardni pdé zjisténé sekvenéni extrakei s ICP-OES. Hodnoty ¢ jsou velmi blizko

dolni mezi stanovitelnosti.

stand. puada [mg/kg] Al {Mn | Ni |[Cu| Zn | As |[Cd | Sn | Sb | Pb | soucet
1) frakce rozpustné kyselinami 05| 0,3 0,0d 0,1 0,2 O,Od O,Od 0,0/ 0,0 O,Od 1,1
2) redukovatelna frakce 2,8/ 03| 00| 01| 0,3]0,0° 00| 00|00 01 3,7
3) oxidovatelna frakce 0,8| 0,1 0,0f 0,2 0,2| 0,0 O,Od 0,0l 0,0l 04 1,6
soucet 41 06| 0,2 04| 06| 00| 0,0l 0,0f O0,2] 0,6 6,4

Pti bliz8im pohledu na ziskan4 data je vidét, ze ve vzorcich je nejvetsi mnozstvi Al, Mn, Zn
a Pb. Avsak pii pohledu do tabulky obsaht kovii ve standardni pidé zjistime, ze hlinik je
pritomen v relativné velké mife i pfirozené, tudiz se vii¢i nému dé u organismu ocekavat vyssi
mira tolerance. Vysoky obsah Pb v ptdé¢ je pro primyslové oblasti zcela typicky.

Naopak nékteré kovy jsou ptitomny v minimalnim mnozstvi, které je pouzivana metoda
schopna zachytit. V ptipadé As si je vSak potfeba uvédomit, ze Se jedna o t€kavy prvek, jehoz
koncentrace v piadeé (¢i v nespravné skladovanych vzorcich) mize s ¢asem klesat.

JiZ z pouhych souctt celkovych mnozstvi t€zkych kovu zjisténych sekvencni extrakci se da
odhadnout, ze vzorek VOD bude obecné toxi¢téjsi, nez vzorek RAM. V piedchozim oddile

navic jiz bylo naznaceno, ze 1 fyzikalné-chemické parametry pid mluvi ve prospéch vzorku
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RAM.. Tato skuteCnost byla poté ovéfena vSemi provedenymi testy, jak bude vidét

Z nasledujicich vysledka.

4.3 Test Unikového chovéani s roupicemi

Test Unikového chovani slouzil pouze jako rychly screeningovy test, ktery umoznil

orienta¢né stanovit toxicitu vzorku.

Tab. 8: Vysledky testu Gnikového chovani roupic Enchytraeus crypticus pro vzorek Rampa a VVodarna. Pocet

roupic v prvni poloving nadoby naplnéné standardni pidou a v druhé poloving naplnéné kontaminovanou pidou

— vzorkem (resp. pouze identickymi standardnimi ptidami v ptipad¢ kontrolniho stanoveni).

RAM VOD
Wyp [%] | stand. p. | kont. p. | stand. p. | kont. p.
0 2,0 8,0 7,6 24
25 9,5 0,5 9,1 0,9
50 9,5 0,0 9,5 05
75 8,5 1,0 8,5 15
100 9,0 0,0 9,0 1,0
12,0
10,0 ~
L
2 8,0 A
3
- O kontaminovana puda
= 6,07 o
@ O standardni pada
o
c .
£ 4,0
2,0 A
0,0
0,0 25,0 50,0 75,0 100,0
W ram [%9]

Graf 1: Vysledky testu Unikového chovani roupic Enchytraeus crypticus pro vzorek Rampa.
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Graf 2: Vysledky testu tnikového chovani roupic Enchytraeus crypticus pro vzorek Vodarna.

Z vysledkii testu plyne skutecnost, Ze oba vzorky jsou velmi toxické, nebot’ jiz pfi
koncentraci 25 % hm. kontaminované pidy ve smési se vyrazné uplatituje unikové chovani
roupic — vétsina preferuje standardni pudu. Hodnoty ECsp tedy mizeme ocekavat relativné
nizké. Mezi tnikovym chovanim roupic v jednotlivych koncentracich vzorkil ve smési neni
vidét zadny signifikantni rozdil.

V kontrolnim stanoveni by rozdéleni roupic mélo byt nahodné, tedy pramérné rovnomérné
v celé kadince. Jedna se vSak o jev, ktery neni mozné ovéfit na 4 paralelnich stanovenich.
Pouzitd paralelni stanoveni tedy slouzi pouze ke kontrole testovacich podminek a skutenost,
Ze distribuce roupic mezi jednotlivymi polovinami k&dinky neni rovnomérnd, neni diivodem
ke znevazeni vysledki testu.

Divodem by naopak mohla byt skute¢nost, ze doposud nebyly detailné prozkoumany
fototaktické pohyby roupic a obecné jejich citlivost na svétlo, kterd muze pii nevhodném
umisténi kadinek do kultivatoru ur€itou roli v distribuci sehrat. Tento problém je dan
nedostate¢nou pokrocilosti metody a poskytuje prostor pro dalsi vyzkum a zdokonalovani.

Béhem provadéni testu na VOD byl zjistén jev, kdy témét vSechny dospélé roupice byly po
skonéeni testu fragmentovany na mnoho drobnych kouskd. Diivod tohoto jevu neni znam,
avSak na vypovidaci hodnoté testu nic neméni. Jejich pocet se musel rovnat celkovému
mnozstvi 10 dospélych roupic. Mnozstvi fragmentl byla tedy pfepocitana na podily, tak aby

soucet podili v obou polovinach kadinky vzdy daval dohromady 10.
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V nékterych stanovenich nebyly pti vyhodnocovani nalezeny vSechny puvodné nasazené

roupice, jelikoz nemusi v ojedinélych piipadech dojit k jejich obarveni bengalskou cerveni

nebo mohou byt prehlédnuty vlivem chyby lidského faktoru.

4.4  Vysledky terestrickych testii ekotoxicity

Samotné stanoveni ekotoxicity probihalo testovanim inhibice reprodukce pii rdznych

hmotnostnich koncentracich kontaminované pady v celkové pidni smési.

Reprodukéni test s roupicemi Enchytraeus crypticus

Tab. 9: Hodnoty inhibice I reprodukce roupic pro vzorky Rampa a Vodarna pii raznych hmotnostnich

koncentracich w kontaminované pidy v celkové smési.

| [%]

Wy, [%] | RAM[VOD
0,0 o] o
12,5 52| 48
25,0 49| 62
50,0 65| 92
75,0 94| 96
100,0 | 100| 99

Tab. 10: Hodnoty ECsg pro inhibici reprodukce roupic.

RAM VOD
ECso [% hm.] 16,47 14,82
interval spolehlivosti (a=0,05) [% hm.] | 9,27 - 29,26 | 12,74 - 17,24

Vysledky v Tab. 10 ndm Fikaji, Ze jiz pfi 16,47 % hm. (RAM) & 14,82 % hm. (VOD) je

rozmnozovaci schopnost roupic potlacena na polovinu. Vzorek Rampa se jevi byt méné

toxickym (jeho hodnota ECso je vyssi, nez hodnota ECsp vzorku Vodarna) pro roupice.

Grafické znazornéni poskytuje Graf 3.

Hodnoty varia¢nich koeficientli pro kontrolni stanoveni jsou 9,85 % (RAM) a 1,70 %

(VOD).

Reprodukéni test s chvostoskoky Folsomia candida

Tab. 11: Hodnoty inhibice | reprodukce chvostoskoki pro vzorky Rampa a VVodérna pti riznych hmotnostnich

koncentracich w kontaminované pidy v celkové smési.

| [%]

Wy, [%] | RAM|VOD
0,0 o] o
12,5 27| 22
25,0 46| 60
50,0 67| 74
75,0 78| 84
100,0 | 85| 94
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Tab. 12: Hodnoty ECs, pro inhibici reprodukce chvostoskoki.

RAM VOD
ECso [% hm ] 28,25 23,85
interval spolehlivosti (a = 0,05) [% hm.] | 21,72 - 36,74 |19,71 - 28,84

Z hodnot ECsy v Tab. 12 je ziejmé, ze toxicita vzorku VOD je pro chvostoskoky vyssi
stejné jako v piipadé roupic. Interval spolehlivosti by se na prvni pohled mohl zdat Siroky,
avsak je potieba si uvédomit, Ze se jedna o testy na zivych organismech, jejichz odezvy neni
mozné kalibrovat ¢i standardizovat. Kromé toho je odezva organismi dana také celou fadou
dal$ich okolnosti, které nejsou zminovany (napf. podminky panujici v kultivatoru) nebo které
jsou opomenuty ¢i viibec nejsou znamy. Grafické znazornéni poskytuje Graf 4.

Hodnoty varia¢nich koeficienti pro kontrolni stanoveni jsou 12,56 % (RAM) a 8,60 %
(VOD).
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Graf 3: Zavislost inhibice reprodukce | roupic na logaritmu hmotnostni koncentrace kontaminované pudy log w.
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@ e inhibice VOD
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Graf 4: Zavislost inhibice reprodukce | chvostoskokll na logaritmu hmotnostni koncentrace kontaminované pidy

log w.
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Terestricke testy se salatem Lactuca sativa
Tab. 13: Hodnoty prumérné délky L kotent saldtu z jednotlivych paralelnich stanoveni spole¢né s praimérnymi
varia¢nimi koeficienty CV a praimérnymi inhibicemi | ristu kofene pfi riznych hmotnostnich koncentracich w

kontaminované pidy ve smési.

RAM VOD
Wip [%1 | L [cm] [CV [%] [ 11%] | L [cm][CV [%] | 1 [%]
0,0 3,18| 22,65| 0,00 3,30 23,70| 0,00

12,5 3,001 33,24| 543| 2,24| 52,63|32,09
25,0 3,26| 20,56| -2,57| 2,56| 40,24|22,36
50,0 255| 39,93(/1941| 2,20| 34,90|33,28
75,0 1,65| 73,98|48,04| 2,06| 44,15|37,71
100,0 2,28| 49,39|28,09| 2,21| 42,85|33,06

Hodnoty uvedené v Tab. 13 jednozna¢né ukazuji, Zze test provedeny na saladtu nema
vypovidaci hodnotu. Aby mohl byt test uznan, variacni koeficient pro zadné paralelni
stanoveni pfi Zddné hmotnostni koncentraci nesmi ptekrocit 20 % (ani po vylouceni jedné
odlehlé hodnoty). V tomto pfipadé vSak variacni koeficienty piekracuji nejvyssi povolenou
mez ve vSech piipadech. Pro lepsi predstavu byly do tabulky zahrnuty i inhibice rastu kotene,
kde je sice nazna¢en mirny narust, ktery byl ocekavan na zaklad¢ test s zivocichy. V ptipadé
75% koncentrace vzorku ve smési je vSak vZzdy inhibice vé&tSi nez v ptipadé 100%
koncentrace. Stejné tak je moZzné pozorovat i dalsi extrémni odchylky od pfedpokladaného
prabéhu (napft. stimulace pii 25% koncentraci u RAM).

Cely test byl opakovan, aby byly vylouceny mozné vlivy na rast rostlin. Bylo ovSem
prokédzano, ze velikost krabicky, v niz je test provadén, ani pocet rostlin pouzitych pro kazdé
stanoveni, ani mirné odchylky od doporuc¢ené¢ho vlh¢eni nemaji na stanoveni vliv a hodnoty
varia¢nich koeficientl vzdy vedou k diskvalifikaci testu. DalSi opakovéni testu (s novou
koncentraéni fadou s mendim krokem ve vy3Sich hodnotach), které by za normélnich
okolnosti probéhlo, jiz nebylo mozné kvili nedostatku vzorku a ¢asu.

Pii¢iny zjisténych vysledki se nepodafilo objasnit. Bylo proto rozhodnuto o vylouceni testu
z baterie. Hodnoty ECsy nebyly zjistovany, nebot jejich vypovidaci hodnota by byla

minimalni.

Z obou testil vyplyva, Ze ekotoxicita vzorkli Vodarna je vyssi oproti toxicité¢ vzorku Rampa.
Pokud mluvime pouze o ekotoxicité, je evidentni, Ze za rozdil mohou odlisné koncentrace
tézkych kovi. K vyssi celkové piiznivosti prostiedi pro Zivot organismi v ptipadé RAM

ovSem jednoznacné piispiva 1 vyssi hodnota TOC a VPK.
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4.5 Charakterizacni faktory

Dle postupu uvedeného v kapitole 6.2.5 byly spocitany charakteriza¢ni faktory pro oba
vzorky a vzdy pro oba organismy.
Tab. 14: Charakteriza¢ni faktory vzorku Rampa a Vodarna v jednotkéch ekvivalentu 1,4-dichlorbenzenu.

CF [1,4-DCB-eq] RAM | VOD
Enchytraeus crypticus | 17,44 19,39
Folsomia candida 4,60| 5,45

Aby bylo mozné pfiblizit si miru toxicity vzorkt, kterd je vyjadiena pravé charakterizaénim
faktorem, jsou nize uvedeny CF jednotlivych t&zkych kovii zjisténych v pids.”
Tab. 15: Charakteriza¢ni faktory kovi zjisténych v ptidé v jednotkach ekvivalentu 1,4-dichlorbenzenu. Pro Al a

Mn nejsou CF v metodice CML2001 doposud stanoveny.’

Al Mn Ni Cu Zn As Cd Sn Sb Pb

CF [1,4-DCB-eq] - 240,00| 14,00| 25,00|3300,00|170,00| 30,00] 1,30| 33,00

Chybgjici data pro Al a Mn mohou zavazné ovlivnit celkové vysledky studii LCA. Tab. 5 a
Tab. 6 ukazuji, Ze jejich obsahy v pidé¢ jsou zna¢né a proto by pro iplné posouzeni zivotniho
cyklu zkoumanych vzorkt bylo potteba dodatecné jejich CF stanovit.

V soucasné dobé je v LCA k tézkym kovim v pudé¢ pfistupovano zptusobem, kdy jsou jejich
CF secteny vV pomérech, v jakych jsou jejich celkové obsahy (zjisténé Uplnou mineralizaci) ve
vzorku. Takovy pfistup ovSem nezohlediiuje fakt, Ze nejpevnéji vazané frakce kovil nejsou
biologicky dostupné; i slabé&ji vazané frakce maji ale rozdilnou biodostupnost, nebot” nemusi
dochazet kjejich kompletnimu uvolnovani. DalSi chybou tohoto postupu je zanedbani
synergickych a antagonickych vztahi mezi vSemi slozkami pidy (napf. mezi kovy a
organickymi latkami, které samy o sobé mohou byt také povaZzovany za kontaminanty), jez
opét vedou k rozdilné mite dostupnosti. Proti pouziti terestrickych ekotoxikologickych testii
vSak hovofi jejich ¢asova a tudiz finan¢ni naro¢nost.

CF, které byly zjistény pro RAM a VOD tak necharakterizuji pouze sumu kovi, kterd je
Vv téchto vzorcich obsaZzend a kterd je hlavnim kontaminantem. Vyjadiuji celkovou piiznivost
¢i nepfiznivost pud pro zivot. Na této vlastnosti se podileji vSechny latky obsazené ve
vzorcich spole¢né s fyzikalné-chemickymi parametry pad jako VPK, pH, TOC, mnozstvi
dalSich Zivin (N, P) a celkové slozeni pidy (mnozstvi pisku, jild atd.).

Z tohoto hlediska je velmi neStastné, Ze nemohly byt stanoveny CF také pro salat, nebot’
odpadni zeminy jsou Casto vyuzivany na povrchu pidy pro sanaéni a rekultivaéni ucely. Zde

by bylo samoziejmé velmi uzitecné umét odhadnout osud vysazovanych rostlin.
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Odhadem ze ziskanych CF vzorkl a tabelovanych hodnot CF jednotlivych kovl je mozné
ocekavat, ze smés kovil vredlné matrici ma celkové mensi ekotoxicitu pro terestrické
prostiedi oproti predpokladim. Vysledky LCA studii tak pravdépodobné v soucasnosti

nadhodnocuji skutecny vliv t€zkych kovil na terestrické zivotni prostiedi.

Charakteriza¢ni faktory ziskané pro jednotlivé organismy by v metodé¢ LCA byly nasledné
sjednoceny vzdy pro dany vzorek, piepocitany na vysledky indikatorti kategorie dopadu (v
tomto pfipad¢ terestrickd ekotoxicita) a vysledky by byly dale zpracovavany potiebnym
zpusobem. Tato ¢innost vSak jiz svym rozsahem ptesahuje rdmec této bakalaiské prace a
proto neni zahrnuta.

Piedmétem dalSi védecké cCinnosti by mohlo byt porovnavani dat ziskanych analyzou
realnych matric a dat ziskanych vypoctem. V piipad¢ zjisténi vyznamného rozdilu mezi

obéma metodami je mozné postupné vytvoreni zcela nové metodiky.
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5 Zavér

Na zaklad¢ terestrickych reprodukénich testd na testovacich organismech Enchytraeus
crypticus a Folsomia candida byly stanoveny hodnoty ECsy (Tab. 10 a Tab. 12) pro dva
vzorky primyslovych pud ziskanych z arealu spole¢nosti Kovohuté Pribram nastupnicka, a.s.,
u nichz byla zjisténa kontaminace tézkymi kovy (Tab. 5 a Tab. 6). Z hodnot ECsy byly
vypocitany charakteriza¢ni faktory (Tab. 14) v jednotkach ekvivalentu 1,4-dichlorbenzenu,
které dale budou slouzit pro dokonéeni posuzovani Zivotniho cyklu smési kovi v realné
matrici.

Vzorek Vodarna je toxictéjsi nez vzorek Rampa. Roupice Enchytraeus crypticus jsou vuéi

zkoumanym kontaminantiim citlivéjsi nez chvostoskoci Folsomia candida.
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