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ABSTRAKT

Naplni této prace bylo stanoveni aktivity dehydrogenazy vzorkii matric, které mohou
vstupovat do zivotniho prostiedi a vyuziti ekotoxikologickych testi za ucelem posouzeni
kvality takto ovlivnéné pudy. Byly sledovany ucinky vzorku kalu, biouhlu, dvou vzorkd ze
skladky a vzorku sedimentu. V ramci ekotoxikologie byly zafazeny testy na destruentech,
tedy testy unikového chovani (organismus Eisenia fetida a Folsomia candida), testy akutni,
chronické a reproduk¢ni toxicity (organismus FEisenia fetida) a testy inhibice rustu kofene
salatu Lactuca sativa. Vysledky poukazuji na to, ze testy aktivity dehydrogenazy slouzi jako
vhodné doplnéni ekotoxikologickych testi. Poskytuji cenné rozsifujici informace o kvalite
pudy a pasobeni vzorku po aplikaci na pudu. Nejméné priznivy vliv na aktivitu
enzymu a vitalitu organism meél vzorek sedimentu, ato jak pfi stanoveni aktivity
dehydrogenazy, tak v ekotoxikologickych testech. Déle bylo zji§téno, ze biouhel jako produkt
upravy Cistirenského kalu je pro organismy méneé toxicky nez puvodni kal.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to determine the dehydrogenase activity of matrix
samples that can enter the environment and the use of ecotoxicological tests to assess the
quality of the affected soil. The effects of sludge, biochar samples, two landfill samples and
a sediment sample were monitored. Ecotoxicology included tests on decomposers - tests of
avoidance behavior (Eisenia fetida and Folsomia candida), acute, chronic and reproductive
toxicity tests (Eisenia fetida) and Lactuca sativa root growth inhibition tests. The results
indicate that dehydrogenase activity assays serve as a suitable complement to
ecotoxicological tests. They provide valuable additional information on soil quality and
sample effect after application to soil. The sediment sample had the least favorable effect on
the activity of the enzyme and the vitality of the organisms, both in the determination of
dehydrogenase activity and in ecotoxicological tests. Furthermore, it was found that biochar
as a product of sewage sludge treatment is less toxic to organisms than the original sludge.
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1 UVOD

Puda je jednou ze slozek zivotniho prostiedi a jeji vyznam je nezastupitelny. V prostiedi
plni celou fadu funkci — ekologickou, krajinotvornou a socidlni. Slouzi jako zasobarna
vody a zivin, je soucasti kolobehu latek, vytvari prostiedi k rozkladu Skodlivin a funguje také
jako filtraéni médium. Pada je utvarena dlouhodobé procesem zvétravani mate¢né horniny za
doprovodu jinych pudotvornych procest. Zatimco tvorba pudy je proces dlouhodoby, jeji
znehodnoceni muze byt okamzité a mnohdy nenapravitelné a trvalé. Pfi¢inou znehodnoceni
muze byt degradace pidy a kontaminace.

Vzhledem k velkému vyznamu a nezastupitelné roli pudy je duleZité sledovat a hodnotit
jeji kvalitu. Jednou z moznosti je vyuziti biologickych metod hodnoceni kvality pudy. Mezi
sledovanymi parametry jsou pocty mikroorganismu, celkova biomasa mikroorganismu, ale
také aktivita pudnich enzymu. Protoze jsou pidni enzymy velmi citlivé na zmény pidnich
vlastnosti a jsou soucasti biologickych procest, které v padé probihaji, slouzi jako vhodny
indikator pudni kvality. Dal§imi vyhodami testd vyuzivajicich enzymatickou aktivitu je
snadna opakovatelnost a rychlost provedeni.

Stanoveni aktivity dehydrogendzy patfi mezi stanoveni enzymatickych aktivit. Tento
enzym patii do skupiny oxidoreduktaz, ktera je jednou z nejpocetnéjSich skupin enzymu.
Aktivita dehydrogenazy je povazovana za citlivy parametr mikrobidlni aktivity a degradace
pudy. Autofi mnoha studii vyuzili této metodiky i v kombinaci sjinymi metodami pro
hodnoceni kvality kontaminovanych pid. K hodnoceni kvality pudy je mozné vyuzit
ekotoxikologické testy. Vysledky téchto testi jsou nenahraditelné, protoze poskytuji
informaci o vlivu latek na sledované organismy.

Cilem této prace je provedeni vybraného testu enzymatické aktivity a nasazeni pfislusnych
testtl z oboru ekotoxikologie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Puda

Puda je vrstva na povrchu zemské kury, skladajici se zrozdrobenych hornin a zbytku
rostlin a zivoc¢ichi. Proces vyvoje pudy je velmi pomaly, vyviji se tisice let [1].

V prostiedi plni funkci ekologickou, krajinotvornou a socialni. Je nezbytna pro
zabezpecCeni trvale udrzitelného zivota a je vyznamnou slozkou zivotniho prostiedi, slouzici
jako zasobarna vody a zivin. Podili se na rozkladu skodlivin, je soucasti kolobéhu riznych
latek. Slouzi také jako filtracni médium. Diky svym vlastnostem ma velmi dulezitou roli
v lesnictvi a zemédélstvi [1] [2].

2.1.1 Vyvoj pudy, pudotvorné faktory a procesy

Tvorba pudy je dlouhodoby proces, zalozeny na zvétravani mate¢né horniny. Zvétravani
muze byt zpusobeno riznymi podnéty. Pfi fyzikalnim zvétravani dochazi k rozruseni horniny
mechanicky vlivem vody, vétru, ledu nebo zmeén teplot vzduchu. K chemickému zvétravani
dochazi pusobenim ve vodé rozpusténych latek (soli, kyselin). Produktem téchto procesu je
pudotvorny substrat. Latky rozpusténé v substratu jsou zdrojem zivin pro autotrofni
organismy. Ty jsou z hlediska dal§iho vyvoje pudy velmi dilezité. Maji schopnost fixovat
vzdusny dusik, jsou malé, ale odolné stresovym podminkdm. Kromé toho maji kratky zivotni
cyklus a produkuji organickou hmotu, ktera je zdrojem uhliku a dusiku.

Téla organismu jsou zdrojem potravy pro heterotrofni organismy, které jsou zavislé na
pfitomnosti rostlinnych a zivoci§nych zbytkt. Pfitomnost organismi v pudé je dulezita,
protoze urychluji proces zvétravani hornin, vylu€uji organické kyseliny a produkuji oxid
uhlicity. Nejdiive probihaji tyto procesy pouze na povrchu pudy, ale poté zasahuji hloubéji
[3].

Mezi pudotvorné faktory, které se podileji na tvorbé pudniho profilu, patii Cas, vegetace,
podnebi, pidni organismy a slozeni mateCné horniny. Nejdalezit€jsi ztéchto faktort je
podnebi, které ovliviiuje rozvoj vegetace, rychlost zvétravani a dalsi [3].

Mezi zakladni skupiny ptidotvornych procest patii akumulace hmoty, translokace hmoty,
ztrata hmoty a transformace latek v pidni matrici [4].

2.1.2 Slozeni pudy

Struktura pudy zavisi na pusobeni pudotvornych podminek a zvétravani Puda predstavuje
tfifazovy systém (kapalna, plynna a pevna faze). Kapalnou fazi tvofi pudni voda a pudni
roztok. Plynna faze je tvofena pudnim vzduchem. NejcCastéji jsou v pudnim vzduchu
zastoupeny plyny dusiku, kysliku, oxidu uhlicitého a vodni pary. Pevna faze je tvorena
organickym a mineralnim podilem. Mineralni podil pevné faze je tvoren zbytky jilovych
minerald, hornin a primarnich mineralti, které vznikly rozpadem matec¢né horniny. Organicky
podil je rostlinného nebo zivocisného pivodu aje tvofen Zivou a nezivou slozkou. Graf 1
zobrazuje zastoupeni pudnich slozek v pade [5] [6].
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Graf 1: Procentudlni zastoupeni sloZek v piidé [7]

2.1.3 Pudni vlastnosti
2.1.3.1 Vliv fyzikalnich vlastnosti na kvalitu pudy

Poznatky o fyzikalnich vlastnostech pudy jsou velmi dilezité a nezbytné pii planovani
zavlah, hnojeni pidy a vysadby riznych druhl rostlin. Mezi tyto vlastnosti patii barva pudy,
hustota ¢astic v pude, porovitost, objemova hustota a obsah vody v pudé. Barva pudy je
ukazatelem chemickych déu, které probihaji v pudé (oxidacni a redukéni reakce), hloubky
vodni hladiny a mineralniho slozeni piady. Hustota Castic v ptidé je vyjadiena jako pomér
hmotnosti a objemu c¢astic. Pritomnost tézkych kovu a oxidi Zeleza muze zvysit hodnotu
hustoty, zatimco pevné organické materialy ji mohou snizovat. Porovitost pady je udavana
jako pomér objemu port naplnénych vzduchem nebo vodou a celkového objemu pudy.
S velkymi pory je spojen rychly pohyb vody pudou. Malé pory maji tendenci vodu v pudé
zadrzovat [8].
2.1.3.2 Vliv chemickych vlastnosti na kvalitu pudy

Chemické vlastnosti jsou ovliviiovany vyskytem ruznych prvka, které lze klasifikovat
podle jejich zastoupeni v pudé na makroelementy a mikroelementy. Mezi makroelementy,
které tvori prevaznou Cast pudy, patii kyslik, kfemik, hlinik, zelezo, dale mineralni Ziviny —
dusik, fosfor, draslik a dalsi vybrané makroelementy vapnik, hoicik, sira a sodik. Nejvice je
v pudé zastoupen kyslik. Kfemik, hlinik a Zelezo jsou obsazeny v primarnich a sekundarnich
mineralech. Mohou se vyskytovat v anorganickych i v organickych slouceninach. Jejich
rozpustnost zavisi na hodnoté pH a redoxnim potencialu [9] [10].

Dusik i fosfor jsou biogenni prvky a v padé se vyskytuji v ruznych formach. Draslik
zajistuje dulezité fyziologické funkce, probihajici v organismech. Jeho nedostatek muze
u rostlin zpisobit naruseni enzymatické syntézy nékterych organickych kyselin. Velky
vyznam pro optimalizaci vlastnosti pudy ma vapnik. Hoi¢ik ovliviiuje rizné metabolické
drahy a aktivuje enzymatické pochody. Oba prvky se v pudé vyskytuji prevazné spolecné.
Sodik se podobné jako vapnik podili na ovliviiovani vlastnosti pudy. Na rozdil od vapniku ma
negativni dopad. Muze zpusobovat zasoleni pud, snadno se vyluhuje a mize se kumulovat
v podzemnich vodach [9].



2.1.3.3 Vliv fyzikalné chemickych vlastnosti na kvalitu pudy

Z fyzikaln¢ chemického hlediska lze plidni vlastnosti rozdélit do Ctyf skupin — puadni
reakce, pudni sorpce, pufrovitost a oxidacné-redukéni reakce. Padni reakce vyjadiuje pomér
koncentrace hydroxylovych a vodikovych iontl v pidnim roztoku. Pidni aktivni reakce je
dana zapornym dekadickym logaritmem koncentrace vodikovych iontd. Udaj o hodnoté pH
pudy je zcela zasadni, protoze pH ovliviiuje fadu procesu, které v pade probihaji. Pfimy vliv
maji pudni reakce na biochemické procesy a na piijem zivin rostlinami. Pidni reakce nepiimo
ovliviiyji pudni strukturu, celkovy plidni charakter nebo mobilitu prvkd pfitomnych v padé.
V oblasti kyselejsi pudni reakce se zvySuje mobilita rizikovych prvkd, zejména kadmia,
zinku a niklu [9] [10].

Pudni sorpce je schopnost pudy zadrzet po kratsi nebo delsi dobu pevné, plynné ¢i kapalné
latky. Sorpce latek v pudé muze probihat mechanicky, fyzikalné, chemicky, biologicky nebo
na principu vymeény. Pufrovitost pidy je dana odolnosti piidy ke zménam pudni reakce, ktera
je vyvolana vstupem kyseliny nebo zasady. U kazdého ptidniho typu je pufrovitost jina [10].

Oxidacné-reduk¢ni reakce v pudeé doprovazeji celou fadu d&jii. Oba procesy probihaji
soucCasné. Mezi redukcni procesy lze zaradit raSelinéni, hniti, denitrifikaci, desulfurizaci,
produkci methanu, sulfanu nebo vodiku. Mezi oxida¢ni procesy patfi naptiklad mineralizace,
nebo tleni [1].
2.1.3.4 Vliv biologickych vlastnosti na kvalitu pudy

Puda je oziveny pfirodni utvar, ktery je sloZzen ze zivych a nezivych komponent. Pidni
organicka hmota je tvofena primarni organickou hmotou a humusovymi latkami. Zakladni
slozkou organické hmoty je uhlik.

Tradi¢nim ukazatelem intenzity rozkladu, ktery souvisi s kvalitou ptdni organické hmoty,
je pomér uhliku a dusiku. Cim mensi je pomér, tim kvalitngjsi je humus. Nékdy jsou do ptidni
organické hmoty zahrnuty ptidni organismy.

Pokud do pudy vstoupi organicka latka, je transformovana jednim ze Ctyf zakladnich
mechanismi. Muze dochazet k procesim raselinéni, mineralizaci, humifikaci nebo asimilaci
pudni biotou. Pfi raselinéni dochazi k hromadéni organickych latek za sniZzeného pfiistupu
vzduchu a pfeméndm na jiné latky. Mineralizace je soubor fyzikalnich, chemickych,
biochemickych a biologickych procest. Dochazi k pfeméné slozitych organickych latek na
jednodussi latky anorganické. Pii humifikaci dochéazi k preméné jednodussSich latek na jiné
organické latky prostiednictvim slozitych procest biochemické povahy. Humifikace vychazi
z dekompozice. Kli¢ovou roli pii rozkladu maji pidni enzymy [10].

Z vyse uvedeného vyplyva, ze organismy maji v procesu pedogeneze nezastupitelny
edafonu ziji v padeé trvale, jinym puda slouzi pouze k ur¢itym ucelim nebo v ni stravi jen ¢ast
svého Zzivota. Permanentni (stali) zivoCichové ziji v pudé po cely zivotni cyklus (zizaly,
roupice, néktefi brouci nebo fada chvostoskok®). Zivotichové, ktefi po dospélosti ptdu
opoustéji a opét se do ni vraceji, patii do skupiny periodickych padnich zivocicht (naptiklad
Skvori nebo drabcikoviti brouci). Docasni (temporarni) pudni zivocichové stravi zivot v pudé
ve stadiu vajicek a larev [11].

Rozmisténi pldnich organismi je nerovnomérné. Limitujicimi faktory jsou vlhkost,
provzdusnéni, teplota, dostupnost zivin a nedostatek svétla. Zalezi také na rozmisténi padni
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organické hmoty (zdroje uhliku, energie a zivin) a moznostmi pohybu organismu v pidnim
prostiedi. Voda ma v pudé nezastupitelnou roli. Je rozpoustédlem zivin i transportnim
médiem a podili se také na regulaci vykyvu teplot, hodnoté pH, koncentraci zivin atd. Vzduch
se do puidy dostava pory o velikosti vétsi nez 0,3 mm. Pro organismy je nejdilezitéjsi slozkou
vzduchu kyslik. Pti pfemokfeni ptidy miize dochazet k anoxii, tedy vzniku prostredi s absenci
kysliku. Teplota rovnéz ovliviiuje biologickou aktivitu. Rostliny i edafon jsou schopné
ovlivnit pH. Napfiklad zizaly a nékteré jiné organismy jsou schopné do pudy vyluCovat
vapnik a tim zvySovat jeji pH. Protoze jsou tyto organismy velmi citlivé, jedna se o dobré
bioindikatory [12].

Organismy lze charakterizovat podle postaveni v potravnim fetézci a trofické urovné. Prvni
trofickou uroven tvoii producenti, ktefi mohou byt autotrofni nebo heterotrofni. Na druhé
trofické urovni jsou konzumenti, jejichz potrava mize byt zivocisného i rostlinného ptivodu.
Tteti trofickou uroven tvoti destruenti.

Podle velikosti jsou organismy rozdéleny na mikroedafon, mezoedafon a makroorganismy.
Mensi zastupci mohou pronikat do mensich port, které jsou pro vetsi zivocichy nedostupné.
Dostatecné velci zivo¢ichové mohou sami vytvaret nové chodby a kanalky. Tito zivocichové
patii do skupiny pudnich aktivnich razici, kterymi jsou naptiklad zizaly, larvy hmyzu a dalsi.
brouki). Do mikroedafonu patfi bakterie, houby, fasy, plisné a mikrofauna. Mikroedafon tvori
organismy, které nejsou vétsi nez 0,2 mm a jsou zejména rostlinného ptivodu. Mezoedafon je
tvoren zastupci chvostoskokt, roztoct, hmyzu, mekkysa a dalSich. Do makroedafonu patfi
obratlovci (mysi, hrabosi, krtci a dalsi). Hlavni uloha mezoedafonu a makroedafonu spociva
v mechanickém rozrusovani pudy, zvySovani porovitosti a zanaseni organického materialu do
vétsich hloubek [11] [13] [5].

2.1.4 Degradace a kontaminace pudy
2.1.4.1 Degradace pudy

Pojem degradace pudy je pouzivan pro vSechny procesy, které mohou zapfiCinit
znehodnoceni pudy a tim naru$it urCité pudni vlastnosti a funkce. Degradace muze byt
zpusobena jak pfirodnimi, tak antropogennimi vlivy. K degradaci mize dochazet intenzifikaci
zemédélstvi, Cinnostmi vedoucimi ke snizeni ztrat v zemédélské produkei, vétrnou erozi,
splachy pudy, acidifikaci, zasolovanim, ztratou ptdni organické hmoty a dalsimi [2] [14] [15].
2.1.4.2 Kontaminace pudy

Ke kontaminaci pidy dochézi zejména antropogenni Cinnosti. Pudu znecCist'uji chemické
latky antropogenniho ptvodu, se kterymi se nedokaze pidni systém vyporadat pfirozenou
cestou. Pii kontaminaci dojde k naruseni fyzikalné-chemické rovnovahy, zménam v pidnim
systému a vétsinou i ke zhorSeni kvality pudy. Po vstupu dané latky do pudy se kontaminant
stane soucasti biologickych cyklu, které ovliviiuji vSechny formy zivota. Toxické
k lidem a k ostatnim zivym tvordm nemusi byt jen puvodni latky, ale také produkty jejich
rozkladu. Rozmanité  sloZeni a heterogenni  struktura  pady  zajisStuji  vysokou
regeneracni a samocistici schopnost pady. Tato schopnost je dana nékterymi déji, které
v pudé€ probihaji (filtrace, adsorpce, srazeni, oxidac¢ni a redukcni reakce, fixace, mikrobialni
¢innost). Degradace a kontaminace pudy muze byt také vysledkem intenzivniho vyuzivani
pudy zemédélci [16] [17].
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2.1.4.3 Stav pidy v Ceské republice

Uvedené informace vychazi ze Zpravy o zivotnim prostfedi Ceské republiky, kterou
kazdorocné vydava Ceska informacni agentura zivotniho prostiedi CENIA.

Na tizemi Ceské republiky je vodni erozi potencialng ohrozeno 56,7 % pudy (zejména
svrchni a nejurodnéjsi  C¢ast pudy). Jsou to oblasti lemujici Moravské uvaly,
pahorkatiny a vrchoviny. Vétrna eroze ohrozuje 18,4 % zemédélské pudy. Oblasti, které jsou
nejvice zatizeny vétrnou erozi, se nachazeji na jizni Moraveé a v Polabi. Nejvice eroznich
udalosti je dlouhodobé evidovano v kraji Vysocina.

Z rizikovych prvka predstavuji nejveétsi problém pro pudni ekosystém obsahy
kadmia a arsenu. V sedimentech byly nejproblemati¢téjsi obsahy PAH a kadmia [18].

2.2 Biologické metody hodnoceni kvality pudy
2.2.1 Kvalita pudy

Kvalita pady je definovana jako schopnost pudy plnit funkce daného ekosystému. Zakladni
aspekty jsou trvalé zajiStovani biologické produktivity, udrzitelnost Zivotniho
prostiedi a podpora zdravi rostlin a zivocicht. Biologickou produktivitou je minéna udrzitelna
produkce plodin, bioty a odolnost proti erozi. Kvalitni pada je schopna zajistovat zdravi
zivocCichu a ¢loveéka (nutricni hodnotu a zdravotni nezavadnost krmiv a potravin), ale také
eliminovat disledky kontaminantd v pud€. Kvalita pudy musi byt definovana komplexné,
pfi¢emz stav pudniho fondu podmiriuje udrzitelny zivot [19].

Hodnoceni kvality pady musi spliiovat ur€ita kritéria. Pfedné musi byt komplexni a musi
zahrnovat vSechny casti pudniho systému a nesmi byt omezovano pouze na fungovani urcité
Casti. Parametry hodnoceni kvality pady je mozné rozdélit do skupin podle toho, jaké
vlastnosti pudy jsou cilem analyzy. Fyzikalni rozbor pidy poskytuje informace o zrnitosti
pudy, porovitosti, objemové hmotnosti a dalSich. Pfi chemickém rozboru pudy jde
o parametry spojené s chemickymi vlastnostmi pady napiiklad vyménna puadni reakce,
obsah a kvalita humusu nebo obsahy jednotlivych prvka v pidé. Posledni skupinou je
biologicky rozbor pudnich vlastnosti [20].

Biologicky potencial ptidy charakterizuje schopnost organismt v piidé zajistovat rostlinam
vhodné podminky k rastu a vyvoji. Mezi dilezité aktivity patii rozklad organickych zbytkd,
syntéza humusu, tvorba padni struktury, zpfistupiiovani zivin rostlinam a dalsi. K sledovani
biologickych pochodi v piidé je dnes mozné pouzit vice metod. Mezi zakladni kritéria patfi
citlivost, mala technicka a Casova narocnost, snadna porovnatelnost, velka Sitfe zabéru a Siroky
rozsah aplikovatelnosti. Kvili vlastnostem mikroorganismil je pozorovani pfimo v terénu
témef nemozné. Pro vyzkum je vhodny reprezentativni vzorek pud. Je potieba, aby bylo se
vzorkem zachazeno jako se zivym systémem, protoze vlivem Spatného zachazeni muze dojit
k ovlivnéni biologického spolecenstva. Biologické metody je vhodné doplnit i1 jinymi rozbory
(napriklad rozbory chemické nebo rozbory pidnich vlastnosti) [21].

2.2.2 Biologické parametry

Pro spravny prubéh procesu a kolobeéhu prvki v pidé jsou dualezité pidni mikroorganismy,
které podporuji vyvoj a rast rostlin. Prispivaji ke zvySovani dostupnosti zivin a napomahaji
k udrzeni dobré pudni struktury. Jsou vhodnym indikatorem pudni kvality. Parametry, které
se stanovuji v pudach, jsou celkova biomasa mikroorganismi v ptidé a pocty mikroorganismui
v pude€. Celkova biomasa je méfitkem kvantity mikroorganismu a vyslednym endpointem je
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vétsinou koncentrace organického uhliku, ktery je ve vSech zivych burikach a po odumfteni
bunky je rychle degradovan. Pocet mikroorganismi v pudé je dalSim dilezitym parametrem.
Mezi nejpocetnéjsi a biochemicky nejaktivné§i skupinu patii bakterie. Za dobry indikator
kvality pady je povazovan vyskyt bakterii rodu Azobacter [21].

2.2.3 Stanoveni enzymovych aktivit

Aktivity padnich enzymi jsou tzce spjaty s pudnim typem, vlastnostmi a podminkami
prostiedi a jsou také dialezitymi indikatory biologickych aktivit v pade€ a pidni kvality. Jsou
soucasti procesu rozkladu organické hmoty a obnoveni zivin v pud€. Souhrn padnich enzymu
zobrazuje Tabulka 1 [22].

Pudni enzymy zajistuji tok latek mezi biotickou a abiotickou slozkou pudy, maji
nezastupitelnou roli pfi S§t€peni komplexnich latek na latky jednodussi a podileji se na
syntézach latek, které jsou dulezité pii stavbé bunécného t€la. Jsou nezbytné pro mobilizaci
zivin a maji podstatnou funkci v cyklech uhliku, fosforu, dusiku i siry. Enzymatické $tépeni je
rovnéz nezbytné i pro degradaci biologicky skodlivych latek [3].

Tabulka 1: Pidni enzymy a jejich hodnoceni [23]

Enzym Enzymaticka reakce Funkce
Dehydrogenaza elektronovy transportni systém mikrobialni aktivita
B-glukozidaza hydrolyza celobidzy kolobéh uhliku
Celulaza hydrolyza celulozy kolobéh uhliku
Fenoloxidaza hydrolyza ligninu kolobéh uhliku
Ureaza hydrolyza mocoviny kolobéh dusiku
Amidaza mineralizace dusikatych sloucenin kolobéh dusiku
Fosfataza uvolnéni PO4* kolobé&h fosforu
Arylsulfataza uvolnéni SO4* kolobéh siry

Nekteré enzymy katalyzuji reakce pouze ve vnéjSim prostredi (extracelularné€), protoze
Stépi slozité latky, které do buriky nemohou vstoupit (napiiklad celulazy nebo proteazy). Jiné
se nachazeji vné€iuvniti burniky (napiiklad ureazy). U enzymu spojenych s centralnim
bunécnym metabolismem (napfiklad dehydrogenaza, nitrat reduktaza) se predpoklada, ze jsou
aktivni pouze uvnitf bunék (intracelularn€). Celkova aktivita enzymi v pudé je vysledkem
aktivity enzymu extracelularnich i intracelularnich [3].

Pidni enzymy jsou velice citlivé na zmény pudnich vlastnosti. MnoZzstvi enzymu zavisi na
rychlosti produkce a degradace enzymu [24].

Stabilita pudy je zalozena na aktivité padnich enzymu. U riznych typt pudy muze byt
rozdilna. Bylo pozorovano, ze enzymaticka aktivita pidy se snizila po interakci
mikroorganisma s herbicidy nebo tézkymi kovy. Zkoumani stability pudnich enzyma je
zasadni pro pochopeni zmén a pochodu v pade. Nekolik studii [25] [26] [27] [28] [29] [30]
[31] potvrdilo, ze kontaminace ma inhibi¢ni GCinky na aktivitu enzymu v laboratornich
podminkach i terénnim vyzkumu. Studie Wanga a kol [32], ktera byla zaméfena na sledovani
aktivity enzymi v letnim obdobi, pfedpoklada, Ze kontaminované pudy maji mensi
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enzymatickou aktivitu a jsou méné odolné vuci zménam teplot. Cetné studie [33] [34] [35]
[36] veénovaly pozornost jinym mikrobialnim parametrim (napfiklad dekompozice
organickych latek). AvSak podle Wanga jsou tyto parametry nedostacujici a pfi hodnoceni
funkcni stability pidy je potfeba pouzit mikrobialni aktivity, které jsou specifictejsi [32].

2.3 Stanoveni aktivity dehydrogenazy

Enzym dehydrogenaza patii mezi oxidoreduktdzy, které jsou jednou z nejpocetnéjSich
skupin enzymu. Oxidoreduktazy jsou povahy slozenych bilkovin a katalyzuji intermolekulové
oxida¢né redukéni premény. Oxidoredukéni déje jsou zprostiedkovany pienosem atomu
vodiku (dehydrogenazy nebo transdehydrogenazy), elektront (transelektronazy) nebo
vestavénim atomu kysliku do substratu (oxygenazy) [37].

Stanoveni aktivity dehydrogenaz v pudé se fidi normovanou metodou ISO 23753-1 [38].
Neni pouzitelné pro pudy podmacené, pudy redukcni zony a pidy s nizkou mikrobialni
éinnosti [39].

Presto muze byt aktivita dehydrogenazy pouzita jako citlivy parametr mikrobialni
aktivity a degradace pidy. Ve srovnani s jinymi ukazateli aktivity je stanoveni jednoduché,
citlivé a ekonomicke [40].

Korelace aktivit tohoto enzymu s mikrobialni aktivitou a pidni respiraci souvisi s faktem,
ze dehydrogenaza je intracelularni enzym, ktery je pfitomen pouze v aktivnich organismech
[24].

2.3.1 Princip metody

Derivaty tetrazolia se pouzivaji k méfeni zivotaschopnosti riznych rostlinnych systému.
Redukci vznikaji nerozpustné barevné produkty. V pfipad€é 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloridu (TTC) vznika redukci ¢erveny formazan (TPF — 1,3,5-triphenylformazan). TPF lze
stanovit spektrofotometricky po extrakci organickym rozpoustédlem. Obrdzek 1 zobrazuje
struktury obou uvedenych sloucenin. [41].

st vlNe

Obrazek 1: Vzorec TTC [42] a TPF [43]

2.3.2 Vyuziti a aplikace této metody

Studie Pose-Juan a kol. [44] hodnotila dusledky aplikace tii herbicidi (mesotrion,
pethoxamid, triasulfuron) v pudé. Vzorek pidy byl odebran na zemédé€lské farmé ve
Spanélsku. Jednim ze sledovanych parametréi byla zména aktivity dehydrogenazy (DHA)
v pude€. Studie zminuje, ze tento parametr by mél byt zahrnut pfi hodnoceni kvality pudy,
zejména po aplikaci pesticidi. Opakovana aplikace vyse zminénych herbicidii méla rizné
dopady. Bylo zjisténo, ze u pud s pridavkem zeleného kompostu vzrostla hodnota DHA. Tyto
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pudy jsou obohaceny o mikrobialni populace, coz ma pozitivni vliv na DHA. Oproti tomu
aplikace splaskovych vod na pidu méla negativni dopad. Mohlo dojit k riznym inhibi¢nim
ucinkim na mikroorganismy v souvislosti s toxicitou dané matrice [44].

Studie Kaczynski a kol [45] se také =zabyvala uclinky mesotrionu na aktivitu
dehydrogenazy. Vysledky prokazaly, ze mesotrion pusobi na aktivitu dehydrogenazy
stimulacné. Oproti tomu aplikace mesotrionu ve smési s jinymi herbicidy aktivitu enzymu
inhibovala. Byla pozorovana pozitivni korelace mezi aktivitou dehydrogenazy, hodnotou
pH a obsahem drasliku a sodiku v padeé [45].

Teutscherova a kol [24] vyuzily stanoveni DHA k posouzeni vlivu aplikace biouhlu na
kvalitu pudy. Bylo zjisténo, ze enzymy mohou byt zachyceny v substratu biouhlu. Mize tedy
dochazet k branéni enzymatické reakce a tim k poklesu celkové enzymatické aktivity. Pokles
aktivity dehydrogenazy muze souviset s poklesem aktivity extracelularnich enzyma po
aplikaci biouhlu. Snizeni aktivity bylo pozorovano i v souvislosti s rostoucim mnozstvim
biouhlu aplikovaného na padu [24].

Utinky PAH v padé po aplikaci Gistirenskych kal®l se zabyvala studie Feng a kol [46].
Stanoveni DHA bylo pouzito ke sledovani Cinnosti mikrobu a leps§i pochopeni mechanismi
akumulace a odstrafiovani PAH z pady a rostlin. Pida byla odebrana v hornich 20 cm pudy
v lokalité Jiufeng park (Peking). Kal, ktery byl aplikovan na pudu, pochazel z aerobni
kompostarny. Analyza probihala ve dvou sadach vzorkl, zpid neosazenych az pad
osazenych vegetaci. U obou sad byly urCeny koncentrace PAH a stanoveny hodnoty DHA.
Pritomnost vegetace zvySovala aktivitu DHA v pudé [46].

Utinkem &istirenskych kalt na enzymatickou aktivitu se zabyvala také studie Mondal a kol
[47]. Vysledkem bylo, ze konkrétné v této studii Cistirensky kal po aplikaci na piudu zvysil
hodnotu DHA. Studie zminuje, ze pfidavek hnoje a vyvazeného mnozstvi zivin ma pozitivni
vliv na obsah organickych hmot v piid€ a tim i na aktivitu dehydrogenazy [47].

Studie Chen a kol [48] se zabyvala vlivem povrchové aktivnich latek na aktivitu DHA.
Vysledky ukazaly, ze piidavek APG (alkylpolyglukosid) a NTA (kyselina nitriloctova) muze
pozitivné ovlivnit DHA. Autori studie zminuji, ze pida kontaminovana PAH muze velmi
Casto obsahovat také tézké kovy. Bylo prokéazano, ze nékteré povrchovée aktivni latky maji
pozitivni efekt na fytoremediaci. Mezi enzymy, které se podileji na rozkladu PAH, patii
oxygenaza, lignolytické enzymy a dehydrogenaza. Dehydrogenaza je intracelularni enzym,
ktery katalyzuje rozklad organickych kontaminantti a podili se na detoxikaci xenobiotik. Bylo
potvrzeno, ze pridavek povrchové aktivni latky zlepSuje aktivitu DHA. Piidavek APG a NTA
muze ovlivnit DHA pfimo nebo prostfednictvim zmény v biodostupnosti pyrenu a tézkych
kovt (zde olova) [48].

Studie Siggins a kol se zabyvala likvidaci tzv. Sedych vod. Obecné byla hodnota DHA
vys§i u pad, kde byla aplikovana Seda voda nez u pud v kontrole. Byl pozorovan také
pozitivni vliv na mikrobialni biomasu. Sed4 voda maze slouzit jako levné hnojivo. Aplikace
na piscitou pudu se nedoporucuje [49].

Cilem studie Garcia-Delgado a kol [50], bylo zhodnotit vliv aplikace herbicidi na
mikrobialni aktivitu (triasulfuron a prosulfocarb) na pudé neupravené a pudé se zelenym
kompostem. Zatimco na pudach bez aplikace zeleného hnojiva doslo ke snizeni DHA, na
pudach se zelenym hnojivem nebyl pokles DHA pozorovan. [50].
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Studie Shi a kol [51]se zaméfila na vliv kratkodobé aplikace mineralniho fosforu na padu
prostfednictvim hodnoceni mikrobialni biomasy a aktivity DHA. Studie prokazala, Zze
aplikace mineralniho fosforu méa pozitivni vliv na DHA. Ke zvyseni doslo také u mikrobialni
biomasy. Autofi studie pouzily DHA jako indikator celkové pidni metabolické aktivity.
Pozitivni a¢inek na DHA po aplikaci fosforu podporuje pasobeni fosforu jako regulatoru
mikrobialniho metabolismu a tim ovliviluje proces piijmu dusiku rostlinami [51].

2.4 Ekotoxikologie — vybrané metody

Ekotoxikologie je védni obor, ktery se zabyva negativnim vlivem toxické latky na
biosystémy. Cilem ekotoxikologie je studium a rozsifovani poznatki o pusobeni studovanych
latek na zivé systémy. V praxi je ekotoxikologie delena na dil¢i oblasti, které vychazeji ze
zpusobu vstupu latek do prostiedi, charakteru piijemce, z chemické podstaty toxické
latky a praktickych aplikaci. Poznatky vyzkuma by mély slouzit k zajisténi ochrany zivych
organismu a funk¢nosti ekosystému pii pouzivani chemickych latek [52].

Obor ekotoxikologie ma svij vyznam vV zapojeni do vyvoje nastroji slouzicich
k hodnoceni ekologickych nebezpeci a analyzy rizik. Toxicita pudy je jednim z potencialnich
faktora nepfiznivych ucinkl spojenych s uvoliiovanim chemikalii do zivotniho prostiedi [53].
2.4.1 Terestrické testy ekotoxicity

Terestrické testy jsou pouzivany k ureni moznych ucinka toxickych latek a sledovanych
vzorktl na pudni ekosystémy. Organismy, vyuzivané pfi té€chto testech pid a sedimentd, jsou
predev§im chvostoskoci, roupice, zizaly, baktérie a rostliny.

Pro ucely prace byly nasazeny testy na destruentech (chvostoskoci a zizaly) a na rostliné
salatu.

Zizaly jsou hermafroditiéti malo§tétinatci a jsou typickymi zastupci padni fauny. Zizaly
kromé produkce velkého mnozstvi vykali dokazou tvofit chodby atim puadu kypfit. Pro

Chvostoskoci jsou organismy, které jsou hojné vyuzivany v terestrickych testech. Testy
spocivaji v hodnoceni unikového chovani a reprodukcni schopnosti chvostoskoktt Folsomia
candida. Chvostoskoci patfi mezi druhové ipocetné nejdilezit€jsi skupinu v padni
mesofauné. Populace chvostoskokli se nachazeji ve svrchnich deseti centimetrech puady.
Druhové slozeni a hustota populace =zavisi na typuadruhu puady, vlhkosti a dal§ich
fyzikalnich parametrech pudy [54].
2.4.2 Aplikace ekotoxikologickych testu v kombinaci se stanovenim enzymatickych

aktivit

Ramadass a kol [55] hodnotili u¢inky pouzitého a nepouzitého motorového oleje v padnim
systému. Mezi sledovanymi endpointy bylo preziti zizal, aktivita dehydrogenazy a ureazy.
GC/MS analyza odhalila, ze pouzity motorovy olej obsahoval vice aromatickych
uhlovodiki a tézkych kova nez olej nepouzity. Pfi testech byly vyuzity zizaly druhu E. fetida.
Pro studii byly vybrany pouze plné vyzrali jedinci o hmotnosti 0,31 - 0,39 graml. Po o€isténi
deionizovanou vodou a po inkubaci na vlhkém papife v Petriho miskach byly druhy den
umisténi do nadoby s pudou a pfidanym olejem. Pouzity olej mél obecné horsi vysledky
u sledovanych parametri nez vzorek nepouzitého oleje [55].

Cilem studie Palanisami a kol [56] bylo hodnoceni ekotoxicity zbytkovych ropnych
uhlovodikd v padé. Pro tyto ucely byly vyuzity testy na zizalach, pidni mikrobialni aktivity,
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rastu rostlin a dalSich. Vzorky byly odebrany z oblasti v Australii, které byly zemédélsky
sanovany. Zizaly E. fetida byly pouzity jako modelovy organismus pro hodnoceni ptdy.
Vysledky testi prokazaly vys§i amrtnost zizal, ktera mohla kromé kontaminace uhlovodiky
souviset se zasolenim pudy. Enzymaticka aktivita byla hodnocena na zakladé stanoveni
aktivit dehydrogenazy a ureazy. Aktivita DHA byla ve studované pudé vys$si navzdory
umrtnosti zizal [56].

Studie Alvarenga a kol [57] vyuzila stanoveni DHA v kombinaci se stanovenim dalSich
enzymatickych aktivit, nékterych fyzikaln€ chemickych vlastnosti piady a ekotoxikologickych
testt k hodnoceni G¢ink odpadu z papirenského pramyslu aplikovaného na pudu sanovanou
po tézebni Cinnosti. Ekotoxikologické testy byly nasazeny na vyluh z pudy. Z testovacich
organismu byly vyuzity zastupci vSech trofickych urovni — Vibrio fischeri, Daphnia magna,
Thamnocephalus platyurus a Pseudokirchneriella subcapitata. Puda, ktera byla predmétem
studie, byla kysela a obsahovala rezidua kadmia, zinku a olova. Vysledky ukazaly, ze ptdni
enzymatické aktivity byly po pfidavku granulovaného materialu zvysené [57].

Gong a kol [58] ve své studii hodnotili kvalitu vermikompostu obohaceném o bambusovy
biochar. DHA, ktera je jako intracelularni enzym soucasti fosforyla¢nich procest, se po
aplikaci  biocharu zvySila. Stanoveny byly inékteré ostatni enzymy napiiklad
ureaza a celulaza. Piidavek biocharu také zvysil rust a reprodukci u druhu Zizal E. fetida,
ktery je pouzivan praveé ve vermikompostech [58].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Charakteristika vybranych matric
3.1.1 Odbér, preprava a uprava vzorku

Odbér vzorku zeminy byl proveden ry&em. Cepel ryge byla vzdy zaborena na celou
hloubku pro vytvoreni svislé stény. Po vytazeni ryCe byla odebrana ptida po celé délce svislé
stény z orni¢ni vrstvy (hloubka 20 - 30 cm). VSechny odebrané dil¢i vzorky byly z vybranych
mist dané lokality smiseny v jeden o celkovém mnozstvi cca 3 kg (viz Obrazek 2). Nasledné
byla odstranéna vétsi fauna, vegetace a kameny. V piipadé odbéru vzorku ze skladky byl
odbér pfizplisoben podminkam viz odstavec 3.1.2. Po provedeni kvartace byly vzorky pudy
prevedeny do plastovych piepravnich boxd. Pfed analyzou enzymu a nasazenim testd na
organismech byly vzorky sitovany pies sito s velikosti ok 2 mm. V laboratofi byly vzorky
pred i po sitovani umistény do digestore [21] [59].

Obrazek 2: Odebrany vzorek pred kvartaci

3.1.2 Vzorek ze skladky

Vzorek byl odebran na ,.Cerné“ skladce (viz Obrazek 3). Odbér byl proveden ryem po
odstranéni svrchni vrstvy nanosu odpada. Mista odbéru musela byt pfizptisobena moznostem
odbéru. Zde kvartace provedena nebyla. Skladka je na daném misté minimalné dvacet let a je
zanesena vrstvou odpadl rizného druhu. Proto byl vzorek odebran z mista, které bylo alesporn
trochu dostupné. Vzorky byly odebrany dva, jeden v dolni ¢asti skladky (skladka D) a druhy
nahote (skladka H).

Obrazek 3: Skladka vybrand k odbéru vzorku (zdroj: viastni)

Oba vzorky se liSily barvou a strukturou (viz Obrdzek 4). Vzorek z dolni Casti byl svétlejsi,
zatimco puda z horni Casti byla tmavsi a kypfejsi. Také obsahovala biologicky rozlozitelny
material (malé vétve, skofapky, ulomky kosti) a zbytky odpadu (sklo, plast a dalsi). Vzorek
byl prepraven do laboratofe v plastovych boxech.
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Obrazek 4: Piida ze skiadky (hnédy box — skladka D, bily box — skiddka H) pred sitovanim
(vlevo) a po sitovani (vpravo) (zdroj: viastni)

3.1.3 Vzorek z ekologicky obhospodarované zahrady

Pida byla odebrana ze zahonu, oSetfovaného hnojem a piidou z kompostu viz Obrdzek 5.
Pred odbérem byla vytvorena sit' 9 vpichti. Z celkového mnozstvi dil¢ich odbért byl kvartaci
pfipraven smeésny vzorek k dal§imu zpracovani (cca 3 kg) Tato puda byla pouzita jako ptuda
kontrolni pro vybrané ekotoxikologické testy vzorku ze skladky a rovnéz byla pouzita jako
zaklad pro testy aktivity dehydrogenazy.

Obrazek 5: Zdahon vybrany k odbéru piidy (vlevo) a piida ze zdhonu po sitovani (vpravo) (zdroj:

viastni)

3.1.4 Vzorky z COV Karlovy Vary

V praci byly hodnoceny dva vzorky. Jednim vzorkem byl Gistirensky kal z COV
Drahovice, Karlovy Vary. Jedna se o granulovany vzorek kalu, ktery byl pfipraven
zahusténim ve flotacni nadrzi nebo zahustovaci odstfedivce. Poté byla u zahusténého kalu
provedena stabilizace ve vyhnivacich nadrzich. Nasledovala homogenizace s kaly, které byly
pfivezeny z ostatnich Cistiren v okoli a které nemaji zavedené vlastni zafizeni na zpracovani
kalu. Po homogenizaci byl kal opétovné odvodnén na odstfedivkach. Nakonec byl zafazen
proces suSeni horkym vzduchem v nizkoteplotni pasové susSarné. Produktem byl suchy
granulat (granulovany kal), ktery obsahoval 90 % suSiny.

Druhy vzorek — biouhel byl pfipraven zvyse uvedeného granulovaného kalu ve
vyzkumném centru AdMaS procesem mikrovinné pyrolyzy. Pyrolyza byla zahijena pii
teploté 18°C. Maximalni dosazena teplota byla 231°C. Délka ozafovani byla 90 minut. Vykon
mikrovlnného zareni byl 130 MW/V. Obrdzek 6 zobrazuje vzorek kalu pfed procesem
mleti a po ném.
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Obrdzek 6: Vzorky z COV Drahovice - dole pred mletim, nahote po mieti (vlevo vzorek kalu,

vpravo vzorek biouhlu) (zdroj: viasmni)

Oba vzorky byly rozemlety v laboratofi na elektrickém mlynku za i¢elem homogenizace
(Obrazek 7). Homogenizovany vzorek kalu a biouhlu byl pro ucely testovani smichan ve
vybranych pomeérech s artificialni ptidou.

Obrazek 7: Mleti vzorku na elektrickém mlynku (zdroj: viastni)

Cistirensky kal je jednim z produkti procesu ¢isténi odpadnich vod. Cisténi odpadni vody
probihd za ucelem odstranéni nezadoucich slozek a jejich zakoncentrovani v kalu a snizeni
objemu produktu. Je mozné a v souasné dobé i doporu¢ované vyuzit kal jako primarni
surovinu k dal§imu zpracovani. Cilem téchto pokrocilych uprav je dale snizovat koncentrace
toxickych prvka €i pozménit jejich fyzikalné chemické vlastnosti a zabranit tak nepfiznivym
dopadim na zivotni prostiedi. Koncentrace prvki v kalu je odlisna pro rizné druhy odpadnich
vod a zavisi na kvalit€¢ odpadni vody na vstupu do Cistirny. Pii navrhu Cistiren odpadnich
vod a kalové koncovky je dilezité k tomuto aspektu prihlizet [60].

Vyuziti a zpracovani kalt je ovliviiovano ekonomickymi aspekty, udrzitelnosti a vlivem na
zivotni prostfedi. Se stale zpfisfiujicimi se standardy a ménici se legislativou bude dochazet
ike zménam fizeni zpracovani kald. Politika EU potlacuje ukladani odpadd na
skladky a podporuje jejich vyuziti, minimalizaci, recyklaci a zejména se zaméfuje na omezeni
vzniku odpadi. V CR je ukladani kald na skladku zakézano. Problematiku kaléi upravuje
vyhlaska 437/2016 Sb [60] [61].
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Biouhel nebo také biochar je produktem pyrolyzy za nepfistupu nebo uplného vycerpani
kysliku. Kromé biouhlu vznikaji dal§i produkty — syngas a bio-olej, které mohou byt dale
zpracovany. Vychozim materidlem nemusi byt pii vyrob& biouhlu jen kal z COV, ale také
slupky, dfevo, skorapky a dal§iho organického odpadu. Vznikly biouhel ma potom vyuziti
v zemédélstvi, kdy je do pudy pridavan pro zlepSeni nékterych vlastnosti pudy [62].

3.1.5 Vzorek sedimentu

Vzorek byl odebran na Brnénské piehradé u biehu. Piesné misto odbéru je uvedeno na
mapé v priloze 7 (Obrdzek 27). Po transportu vzorku do laboratofe byl vzorek ponechan na
filtracnim papife na vzduchu, aby proschnul a bylo mozné ho ptesitovat (Obrdzek 8).

x Y Oz

Obrazek 8: Vzorek sedimentu po sitovdni

Vyuziti sedimentd pro aplikaci na zeméd€lskou pidu upravuje vyhlaska ¢.257/2009 Sb.
Vyhlagka upravuje zptsob vyuziti sedimentd, limitni hodnoty rizikovych prvka a rizikovych
latek. Déale zminuje pozadavky na fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti sedimentu,
postupy rozboru sedimentd, odbéru vzorku a dalsi. Pro ekotoxikologické hodnoceni
sedimentll jsou aplikovany tyto testy — test toxicity pud a pudnich materiald na roupici
Enchytraeus crypticus, test toxicity pud a pudnich materiald na chvostoskoka Folsomia
candida, stanoveni inhibice nitrifikace v pudach a padnich materialech a test inhibice rustu
vysSich rostlin. VSechny ekotoxikologické testy jsou provadény ve smésném vzorku
sedimentu a referen¢ni pady v poméru 1:3 [63].

3.1.6 Vybrané vzorky pro analyzu aktivity dehydrogenazy

Po ukonceni vSech testd byla provedena analyza vybranych vzorka pud na aktivitu DHA.
Pro tento ucel byly odebrany vzorky pudy zetfi raznych lokalit, ktera byla z hlediska
stanoveni aktivity DHA povazovana za kvalitativné rozdilna (Obrdazek 9) - (viz Prilohy -
Obrazek 28, Obrazek 29), konkrétné vinice (Obrdzek 28), kruhovy objezd (Obrdzek 29),
zelezni¢ni prejezd (nedaleko od vinice) a nadrazi. Vzorky byly opét do laboratote prepraveny
tak, aby nedoslo k vyraznym zménam v povaze vzorku. Pida nebyla pied stanovenim nijak
upravena.
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Obrazek 9: Vzorky na stanoveni DHA (vzorek ¢ 1 — vinice, vzorek ¢. 2 — nadrazi, vzorek & 3 —
kruhovy objezd, vzorek ¢. 4 — prejezd)

3.1.7 Testované koncentrace

Testované matrice byly do testu nasazeny v raznych koncentracnich fadach. Tyto byly
pfipraveny smichanim dané matrice s artificialni ptidou, popt. pudou ze zahrady v riznych
pomeérech.

V ptipadé kalu a biouhlu bylo ptfihlédnuto k faktu, ze tyto vzorky byly jiz hodnoceny
v pfedchozich zavérecnych pracich na naSem ustavu a tudiz bylo mozné na zakladé¢ jejich
vysledkt zvolit koncentracni fadu bez pouziti predbéznych testd (viz Tabulka 2).

Tabulka 2: Koncentracni rada - kal a biouhel

Koncentrace [%] 1,25 2,5 5 10
Koncentrace [g.kg™] 12,5 25 50 100

Jelikoz uvzorkl ze skladky nebyla znama povaha vzorki, byly tyto vzorky pred
nasazenim testi s delSich dobou expozice testovany prostfednictvim akutnich testd na

zizalach a semenech salatu setého (test unikového chovani Zizal, test inhibice rastu kofene
salatu). Na podkladé téchto vysledki a s ohledem na legislativu tykajici se aplikace dané
matrice na zemédélskou pudu byla vybrana koncentra¢ni fada (viz Tabulka 3). Barevny
sloupec uvadi koncentraci této matrice, kterd se pouziva pii ekotoxikologickych testech
vzorku ze skladek.

Tabulka 3: Koncentracni rada - skladka

5 10 25
Koncentrace [g.kg'] 50 100 250

Pro vzorek sedimentu, ktery byl nasazovan do testu jako posledni, byl zvolen obdobny
postup jako pro vzorky ze skladky. Pro vyslednou koncentracni fadu testu byly vybrany opét
tfi koncentrace s ohledem na legislativni pozadavky (viz Tabulka 4). V tabulce je barevné

vyznacCen sloupec koncentrace, kterd je jako v pripadé matrice ze skladky hodnocena
v ekotoxikologickych testech sedimentu.

Tabulka 4: Koncentracni rada - sediment

Koncentrace [%]

6,25

12,5

25

Koncentrace [g.kg']

62,5

125

250

22



3.2 Testy aktivity dehydrogenazy
Stanoveni aktivity dehydrogenazy v pude€ bylo provedeno podle normy ISO 23753-1 [64].
Princip a postup stanoveni je uveden v kapitole 2.3.

3.2.1 Chemikalie, laboratorni vybaveni a pristroje

Pouzité chemikalie

Kyselina chlorovodikova — koncentrace 35 %, LACHEMA — Ceska republika
Tris(hydroxymethyl)aminomethan — CAS 77-86-1, &istota 99 %, PENTA — Ceska republika
2,3,5-Triphenyltetrazolium chlorid — CAS 298-96-4, Cistota =98 %, ROTH — Némecko
Aceton — CAS 67-64-1, &istota 99 %, PENTA — Ceska republika
1,3,5-Triphenyltetrazolium formazan — CAS 531-52-2, Cistota =90 %, SIGMA — USA
Uhligitan vapenaty — CAS 471-34-1, &isty, Lach-Ner — Ceska republika

Pouzité vybaveni a pristroje
Analytické vahy AND GF 300
Spektrofotometr SPECORD 50 PLUS
pH metr inoLab 7110

Inkubator BINDER

Bézné laboratorni vybaveni

3.2.2 Priprava zasobnich a kalibracnich roztoku

Priprava roztoku kyseliny chlorovodikové

Pro upravu pH tris pufrového roztoku byl pfipraven 1M roztok kyseliny chlorovodikoveé.
K piipravé roztoku byla pouzita kyselina chlorovodikova o koncentraci 35 %.

Priprava tris pufrového roztoku

Bylo navéazeno 12,11 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu. Toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 600 ml destilované vody. pH roztoku bylo upraveno pouzitim 1M roztoku kyseliny
chlorovodikové dle pH pudy viz Tabulka 5.

Tabulka 5: Uprava pH tris pufrového roztoku podle hodnoty pH pidy

pH pady Vysledna hodnota pH
<6 7,8
6-7 7,6
>7 7,4

Po upravé pH byl roztok doplnén po rysku na 1000 ml destilovanou vodou. Pro nasi
analyzu byla vybrana uprava roztoku na pH 7,6.
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Priprava roztoku 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloridu (TTC)

Navazka TTC byla rozpusténa v tris pufrovém roztoku. Koncentrace roztoku zavisi na
kvalité analyzované matrice, tedy na obsahu humusu ajilu v pidé. Koncentraci roztoku
v zavislosti na kvalité pidy zobrazuje Tabulka 6. Takto pfipraveny roztok miZze byt uchovan
ve tme po dobu tydne pii teploté 4°C.

Tabulka 6: Koncentrace roztoku TTC podle kvality pudy

Kvalita pudy Koncentrace TTC
pisCita, mirn€ humicka, mirné jilovita 0,1-0,5%
hlinité a humické 0,1-1%
jilovitd a huminova 1-2%

Protoze u nékterych vzorkh bylo po promichani stestovanou matrici v ur¢itém
procentualnim zastoupeni problematické urcit typ pudy, byl pro testy vybran roztok TTC
o koncentraci 1%.

Priprava kalibracnich roztoku (1,3,5-Triphenyltetrazolium formazan - TPF)

Nejdiive byl pfipraven zasobni roztok TPF. Bylo rozpusténo 1 000 mg TPF v acetonu
kvantitativné prevedeno do 100 ml odmérné barky a roztok byl doplnén po rysku acetonem.

Pracovni roztok TPF byl pfipraven ze zésobniho roztoku TPF. Byl napipetovan 1 ml
zasobniho roztoku TPF do 100 ml odmérné bariky a doplnén po rysku acetonem.

Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny kalibracni roztoky TPF o koncentraci 0; 3,3; 6,67;
16,7 a 33 ng/ml do odmérnych banék o objemu 50 ml (Obrdzek 10 — obrazek byl potizen po
provedeni kalibrace, aby byl minimalizovan mozny rozklad roztokt piisobenim svétla a doba
analyzy nebyla prodluzovana). Roztoky jsou citlivé na svétlo, takze byly pifed analyzou
uchovany ve tmé.

Obrazek 10: Kalibracni roztoky (zdroj: viasmni)

3.2.3 Priprava pudy

Vzorky puad byly prepravovany a uchovany podle normy ISO 10381-6 [65]. Byla
stanovena su$ina vzorku podle ISO 11465 [66]. Presitované vzorky mohou byt uchovany pfi
teploté 4°C po dobu tii mésicti. Norma rovnéz uvadi, ze vzorky, které jsou skladovany rizné
dlouhou dobu, mohou mit pfi stanoveni enzymatické aktivity odli§né vysledky [65].
3.2.4 Stanoveni aktivit DHA

Navazka pfirozené vlhké puady (po5g) byla prevedena do cCtyi zkumavek. Ke tfem
vzorkiim bylo pfidano po 5 ml roztoku TTC. K poslednimu vzorku bylo pfidano 5 ml tris
pufrového roztoku — slepy roztok. Kazda zkumavka byla dobfe uzaviena a poté protiepana.
Zkumavky byly inkubovany pii teploté¢ 25°C po dobu 16 hodin. K vytvofenému TPF bylo
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ptidano do kazdé zkumavky po 25 ml acetonu a roztoky byly poté nechany ve tmé po dobu
2 hodin. Po 1a2hodinach byly roztoky protiepany a ptes skladany filtr v polotmé
prefiltrovany. Do 1 hodiny byla stanovena absorbance filtratu pfi vinové délce 485 nm proti
referenci acetonu (Obrdzek 11) a prostiednictvim kalibracni kfivky byly vypocitany hodnoty
aktivity dehydrogenazy.
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Obrazek 11: Zabarveni roztokil po extrakci acetonem — vzorek z dolni skladky (zkumavka ¢. 5 —
blank, zdroj: viastni)

Koncentrace TPF byla stanovena dle rovnice [1].

_ (Pcs—pps)-V-100
a= m-DM-t [1]
kde pcsje uplna prumérna koncentrace TPF ve vzorku v pg/ml, pggpramérna koncentrace
TPF slepého vzorku v pg/ml, Vje objem roztoku (5ml tris pufrového roztoku nebo
TTC a 25 ml extrak¢niho €inidla), m je pocateCni hmotnost vzorku pudy v g, DM je obsah
susiny vzorku v % a t je doba inkubace (16 hodin).

3.3 Testy na organismech
3.3.1 Priprava artificialni pady

Podle metodiky OECD bylo pfipraveno 17,5 kg artificialni pidy. Toto mnozstvi bylo
finalni, pfed upravou uhliCitanem vapenatym. Pida musi obsahovat tyto slozky: 20 %
kaolinu, 70 % kifemenného pisku a 10% raseliny. Slozky byly pfed sitovanim vysuSeny na
vzduchu. Pisek a raselina byly ptesaty pres sito (raselina pfes 2 mm sito a alesponl 50 % pisku
pres 0,2 mm sito). Slozky byly za sucha promiseny (Obrdzek 12). Vysledna hodnota pH by
meéla byt 6 + 0,5. Prestoze byly slozky smichany v pfesném poméru, vysledna artificialni
ptda neméla vlastnosti pozadované dle metodiky. Hodnota pH byla vyrazné nizsi, nez bylo
v metodice povoleno. Po provedeni mnoha dilCich testd unikového chovani zizal s riznymi
pridavky uhlicitanu vépenatého a méfeni hodnoty pH, bylo zjisténo optimalni mnozstvi
uhlicitanu pro upravu pudy. Vysledky jsou uvedeny v kapitole 3.4 (Tabulka 10).

Nasledné¢ byla provedena uprava pH pfidavkem CaCOsz (1,5 gramu uhliitanu na
500 gramu pudy). Hodnota pH takto upravené pudy byla 5,56. Dle metodiky je mozna Gprava
uhli¢itanem v procentualnim mnozstvi od 0,3 do 1,0 %. VySe uvedeny pfidavek predstavuje
0,3 % a je tedy pro upravu pH vyhovujici. Davka v tomto poméru byla aplikovana na celkové
mnozstvi artificialni pudy. Poté byla puda diukladné promichana, ovlhCena destilovanou
vodou na pifedem stanovenou hodnotu WHCnax. Po finalni upraveé pH pidy byl opét proveden
kontaktni test se zizalami ve tfech opakovanich. Jeho vysledky byly pfiznivé a zizaly
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prosperovaly i po dvoutydenni testovaci dobé€, takze upravena pida mohla byt pouzita pfi
testech ekotoxicity [67].

Obrazek 12: Artificialni piida po smiseni sloZek (zdroj: viasmni)

Stanoveni maximalni vodni kapilarni kapacity pidy WHCmax

Bylo navazeno 50 g suché artificialni pudy. Navazka pudy byla umisténa do vysuSeného
valce s fritou, ktery byl pfedem zvazen. Valec bylo potieba poklepat, aby zemina sesedla.
Valec se zeminou byl umistén do nadoby s vodou tak, aby vyska hladiny vzorku byla v jedné
roving s vySkou vodniho sloupce. Valec byl v nadobé ponechan 3 hodiny (Obrdzek 13). Poté
byl pfemistén na misku s jemnym piskem. Miska i valec byly pfikryty jemnou tkaninou, aby
bylo zamezeno vysouSeni vzorku. Po 3 hodinach byl valec se vzorkem zvazen. Nasledné byl
valec vazen vzdy po 30 minutach az do konstantni hmotnosti. WHCnax byla stanovena dle
rovnice [2].

WHC—S ! 2
=— 2]

max

kde S je hmotnost valce s nasycenou pudou, 7 je hmotnost valce a D je hmotnost suché
pudy [67].

Obrazek 13: Stanoveni maximdlni vodni kapacity (zdroj: viastni)
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Stanoveni pH pudy

Bylo navazeno 5 g pudy. Poté byl pfipraven 1M roztok chloridu draselného. Do zkumavky
byla pfevedena navazka pudy a poté 25 ml pfipraveného roztoku. Suspenze byla tfepana po
dobu 5 minut. Nasledné byl roztok ponechan nejméné 2 hodiny v klidu a bylo stanoveno pH
(viz Obrazek 14) [67].

Obrazek 14: Méreni pH metrem (zdroj: viastni)

Stanoveni suSiny

Nejprve byla stanovena hmotnost predem vysuSené vysouSecky i s vickem. VysouSecka
byla pfed vazenim suSena pii teplote 105°C, poté byla premisténa do exsikatoru, kde byla
ponechana nejméné 45 minut. Na takto pfipravenou vysouseCku bylo navazeno 30 gramu
pudy. Po uzavieni vickem byla zvazena na analytickych vahach a hmotnost byla
zaznamenana. V suSarné byla suSena do konstantni hmotnosti pfi teploté 105°C po dobu
nejméné 16 hodin. Za stejnych podminek bylo suSeno i vicko pfislusné vysousSecky. Po
ukonceni suseni byly vysouseCky uzavieny vickem a byly pfemistény do exsikatoru, kde po
dobu nejméné 45 minut chladly. Po vyjmuti byly okamzit€¢ zvazeny a hmotnost byla
zaznamenana pro nasledny vypocet susiny.

3.3.2 Testy na organismu Eisenia fetida
3.3.2.1 Zalozeni vékové synchronni populace

Nejdrive byla pripravena puda pro zalozeni chovu zizal. Byl navazen zahradnicky substrat,
hntjj a raselina v poméru 1:0,8:0,2 kg. Slozky byly za sucha dobie promiseny a poté byla
smés ovlh¢ena destilovanou vodou. Optimalni vlhkost byla ur€ena tzv. pé€stni zkouskou, kdy
po stlaceni pudy v pésti doslo k tvorbé malych kapicek, ale nedochazelo k vytékani vody.
Pred zalozenim chovu bylo do testovaci nadoby odebrano mnozstvi pady pro kontrolni test.
Do ptipraveného substratu bylo umisténo 5 zizal. Pokud nedoSlo k jejich thynu a zizaly
nem¢ly tendenci z prostiedi unikat, byla pada povazovana za vhodnou pro zalozeni chovu. Do
plastového boxu se substratem bylo zjinych chovii umisténo minimaln€ 50 dospélych
i juvenilnich Zizal. Pida v boxu byla pfikryta navlhéenym filtraCnim papirem a cely box byl
prekryt alobalem (viz Obrdzek 15). Kazdy tyden bylo nutné kontrolovat vlhkost substratu,
rucné substrat prokypfit a pridat hngj jako zdroj potravy. Po 4 tydnech, kdy Zizaly nakladly
kokony, byly zizaly odstranény z divodu zalozeni vékové synchronni populace. Nova
populace byla po dvou mésicich vhodna k pouziti v testech [68].
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Obrdzek 15: Boxy pro zaloZeni chovu Zizal a prepravni box (zdroj: viastni)

3.3.2.2 Test unikového chovani na zizalach

Tento dvoukomorovy test byl koncipovan dle normy ISO 17512-1:2008. Jedna se o rychly
screeningovy test na zizalach E. fetida. Probiha v nadobach, které obsahuji dvé slozky —
testovanou a kontrolni padu. Zizalam je umoznén volny piechod mezi témito ptidami na
zakladé jejich volby lepsiho prostiedi. Vysledky slouzi k hodnoceni ptsobeni testované latky
na vybrany organismus. Doba trvani testu je 48 hodin. Mezi hodnocené parametry patfi
mortalita a unikovost [69].

Postup testu

Nejdiive byli z chovu vybrani jedinci, ktefi spliiovali potfebna kritéria. Stafi jedinca se
pohybovalo v intervalu 2 az 12 mésict. Zizaly musely mit vyvinuty opasek a jejich hmotnost
byla od 250 do 600 g (Obrdazek 17). Jedinci byli opatrné oplachnuti na Petriho misce
destilovanou vodou a poté jemné osuSeni na filtraCnim papire. Na jednu testovaci nadobu bylo
potieba 10 kust zizal.

Test byl nasazen do plastovych nadob tvaru obdélniku, které byly rozdéleny prepazkou. Na
jednu nadobu bylo umisténo 250 g pady kontrolni ana druhou 250 g pudy testované
v koncentracich 1,25;2,5; 5a 10 % (12,5; 25; 50 a 100 g.kg’!). Ptida byla ovlhéena na pfedem
stanovenou hodnotu WHCnax. Po vyjmuti pfepazky byly do vzniklé ryhy umistény zizaly
v daném poctu. Kazda krabicka byla obalena potravinovou folii, ve které byly vytvofeny malé
otvory pro cirkulaci vzduchu (Obrdazek 16). Krabicky byly umistény do komory s konstantnim
osvétlenim o intenzité 400 az 800 luxu a teplotou 20°C. Osvétleni nutilo zizaly nevylézat na
povrch a drzet se ve spodnich vrstvach ptidy. Béhem trvani testu nebyly zizaly krmeny.

Obrazek 16: Nasazeni unikového testu na zizaldach (zdroj: viastni)
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Po uplynuti 48 hodin byly obé& ¢asti lopatkou vyjmuty na tac, kde bylo spocitdno mnozstvi
zizal v obou puadach. Pokud byl néjaky jedinec v ryze mezi pudami, byl zapocitan do té
poloviny, kde se nachéazela jeho pfedni ¢ast. Dal§im hodnocenym parametrem byla mortalita
(pokud nastal takovy piipad). Unikovost NR v % byla vypo¢itana dle rovnice [3]. Pokud byla
unikovost vyssi nez 80 %, byla koncentrace vzorku hodnocena jako toxicka.

ve=""T" 100 3
=— , [3]

kde C je pocCet zizal v kontrole, T je poCet Zizal v testované pude€ a N je celkovy pocet zizal
na krabicku.

Obrazek 17: Vazeni Zizaly pred nasazenim do testu (zdroj: viastni)

3.3.2.3 Test akutni toxicity na zizalach

Akutni toxicita byla hodnocena dle metodiky OECD 207. Test trva 14 dni. Zizaly jsou po
tuto dobu vystaveny riznym koncentracim kontaminantu. Zaroven je nasazen test s kontrolni
padou. V poloving testu (7 den) a na jeho konci je hodnocena mortalita [70].

Postup testu

Zizaly byly vybirany podle stejnych kritérii, jako v piipadé testu unikového chovani.
Stejné jako pfi testu unikového chovani byli nejdiive vybrani jedinci, ktefi spliiovali tato
kritéria (stafi jedinct v intervalu 2 — 12 mésict, vyvinuty opasek, hmotnost od 250 do 600 g).
Jedinci byli opatrné€ oplachnuti na Petriho misce destilovanou vodou a poté jemné osusSeni na
filtracnim papife. Na jednu testovaci krabi¢ku bylo potieba 5 zizal.

Do krabicek bylo navazeno po 250 g pudy, ovlhéené na predem stanovenou hodnotu
WHCnax. Na povrch ptidy bylo umisténo 5 predem zvazenych jedinct Obrdzek 18. Hmotnost
zizal byla zaznamenana pro kazdou testovaci nadobu a pro kazdé opakovani. Krabic¢ky bylo
potfeba uzavfit potravinovou folii a udélat do ni otvory pro cirkulaci vzduchu. Poté byly
umistény pod konstantni osvétleni intenzity 400 az 800 luxt se zajisténim teploty 20°C.
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Obrazek 18: Nasazeni testu akutni toxicity (zdroj: viastni)

Po 7 al4 dnech byla vyhodnocena zména hmotnosti a mortalita zizal (pro vSechny
koncentrace a kontrolu), pfiCemz za mrtvé byly povazovany ty zizaly, které nereagovaly na
impulsy na predni Casti téla. Test je platny, pokud umrtnost v kontrole nepiesahne
10 % a hmotnost zizal v kontrole neklesne pod 20 %.
3.3.2.4 Test chronické toxicity a reprodukéniho chovani na zizalach

Vyhodou tohoto testu je posouzeni dlouhodobého uCinku na organismus ana jeho
reproduk¢ni schopnost. Test byl aplikovan dle normy ISO 11268-2. Podminky testu jsou
obdobné jako u testu akutni toxicity stim rozdilem, ze tento test trva 56 dni. Hodnoti se
mortalita a reprodukcni chovani [59].

Postup testu

Zizaly byly vybirany podle stejnych kritérii, jako v piipadé testu akutni toxicity s tim
rozdilem, ze pro tento test musely mit zizaly vyvinuty opasek. Na jednu testovaci krabicku
bylo potteba 5 zizal.

Do krabicek bylo navazeno po 250 g pudy, ovlhéené na predem stanovenou hodnotu
WHChax. Na povrch pudy bylo umisténo 5 predem zvazenych jedinci. Hmotnost zizal byla
zaznamenana kvuli vyhodnoceni testu. KrabiCky bylo potieba prekryt potravinovou
folii a udélat do ni otvory pro cirkulaci vzduchu. Poté byly umistény pod konstantni osvétleni
intenzity 400 az 800 luxt se zajisténim teploty 20°C (Obrdazek 19). Kazdy tyden bylo nutné
populaci pifikrmovat konskym hnojem a pudu v krabicce navlh¢it. Hndj bylo potieba
nadrtit a do testu navlhéit (Obrdzek 20), tak aby vysledna WHCnax pidy nebyla prekrocena.
Na Zizalu bylo pfidano jednou tydné 0,5 gramu hnoje, tedy 2,5 gramu na jednu krabicku.

g7 N
E-F =%\

\ " b4 .
r 1 { \

Obrazek 19: Nasazeni testu reprodukce (zdroj: viastni)
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Obrazek 20: Granulované hnojivo (nalevo pred drcenim, napravo po drceni — zdroj: viastni)

Po 28 dnech byla hodnocena mortalita. Obsahy nadob byly opatrné pfevedeny na tac, zivé
zizaly byly omyty, osusSeny a zvazeny a veSkery material byl velice opatrné prebran (kokony
jsou nachylné na poskozeni). Byl zaznamenan pocet kokonl.. Poté byl obsah do krabicek
vracen, aby mohl test pokracovat. Po uplynuti dalSich 28 dnt byl postup zopakovan. Byl
zaznamenan pocet juvenilt (Obrdzek 21). Podle rovnice [4] byla vypoctena mortalita.

(K-T)
e 100 [4],
kde M je mortalita v %, K je pocet zivych jedincu v kontrole, T je pocet zivych jedinct

M =

v testované pudé. Obdobné byly vyhodnoceny zmény v hmotnosti.

-y
» oS,

Tz

Obrazek 21: Pocitdani juvenilnich jedincil (zdroj: viastni)

3.3.3 Testy na organismu Folsomia candida
3.3.3.1 Zalozeni chovu chvostoskoku

Kultura chvostoskokti se chova v plastovych nadobach nebo na Petriho miskach viz
Obrazek 22. Chovny substrat byl pfipraven ze sadry a aktivniho uhli v hmotnostnim poméru
9:1. Po smiseni obou slozek byl substrat navrstven do plastové krabicky ve vysce kolem 1 cm.
Poté byl substrat opatrné vlhéen az do uplné saturace. Dobfe navlhCeny substrat je
cerny a lehce matny. Po pokapani vodou se tato vlhkost pomalu zasakuje. Poté bylo potieba,
aby pfipraveny substrat zaschnul. Ostrym predmétem byla na povrch substratu vytvorena
miizka pro nakladeni vajicek. Doprostfed misky byla nasypana trocha susenych kvasnic a ty
byly ovlhCeny destilovanou vodou. Na takto pfipraveny substrat byli pomoci odsavacky
umisténi chvostoskoci. Miska byla po uzavieni vikem umisténa do inkubatoru a uchovana pfi
teploté¢ 20°C. Chov bylo potieba minimalné dvakrat tydné vétrat, doplnit kvasnice, ovlhcené
destilovanou vodou. Do testl se vyuZzivaji juvenilni jedinci stafi 10 az 12 dni [68].

31



Obrazek 22: ZaloZeni chovu chvostoskokii (vievo) a inkubatory (zdroj: vilastni)

3.3.3.2 Test iinikového chovani na chvostoskocich

Test byl nasazen dle normy ISO 17512-2:2011. Test je Casové nenaroCny. Doba trvani
testu je 24 hodin [71].

Postup testu

Do testu byli pouziti jedinci F. candida stati 10 az 12 dni. Na kazdou Petriho misku bylo
nasazeno 10 jedincu.

Bylo navazeno 15 g kontrolni pidy a 15 g pudy testované (Obrdazek 23). Puda byla
ovlhéena destilovanou vodou na piislusnou WHCmax. Mezi obéma pudami byla pomoci
prepazky vytvorena ryha, do které byli umisténi chvostoskoci. Misky byly inkubovany ve
tme a pfi teplote 20°C.

Po 24 hodinach byl vyhodnocen vliv testované pudy. Pada byla opatrné premisténa do
misek (kontrolni puda zvlast). Po premisténi byla do misky nalita voda tak, aby chvostoskoci
vyplavali na povrch a byl urCen pocet chvostoskokii v obou pudach (kontrolni i testované).
Lépe je test vyhodnocovan ve tmé, protoze chvostoskoci jsou na svétlo velmi citlivé
organismy. Pro lepsi identifikaci bylo mozné pfidat do misky par kapek inkoustu (Obrdzek
24). Mira unikovosti chvostoskoktl byla vypocitana stejné jako v piipadé€ tinikovosti Zizal.

Obrazek 23: Miska s piidou pripravena do testu (nalevo piida artificialni, napravo piida testovana
— zdroj: viastni)
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Obrazek 24: Vyhodnoceni testu unikového chovdni — scitani chvostoskokit (zdroj: viastni)

3.3.4 Test inhibice korene saliatu Lactuca sativa

Test byl nasazen podle normy ISO 11269. Podstatou testu je hodnoceni inhibice rustu
kotene salatu L. sativa. Do testu jsou pouzita nakli¢ena seminka salatu a vyhodnoceni testu
probiha po uplynuti inkubacni doby 120 hodin [72].

Postup testu:

Pred zahajenim testu bylo nutné nechat seminka salatu naklicit. Na dno Petriho misky byl
vlozen filtracni papir, ktery byl ovlhéen vodou tak, aby v misce nestala voda. Na misku byla
rovnomérné rozprostfena seminka salatu a miska byla prekryta vickem. Po uplynuti 24 az
48 hodin dle potieby byly vhodné naklicena seminka (kofinek nebyl delsi nez 2 mm) vybrany
pro nasazeni do testu.

Do plastovych krabi¢ek bylo navazeno vzdy 250 g pudy. Test byl nasazen pro tyto
koncentrace — 0; 1,25; 2,5; 5a10 % (0; 12,5;25; 50 a 100 g.kg'l). Testovany byly vzorky
kalu, biouhlu, vzorky ze skladky i sedimentu. Pida byla po navlh¢eni na pfislusSnou WHC max
uhlazena tak, aby bylo mozné na jejim povrchu vytvofit sit' rovnomérné rozlozenych jamek
(3x5 bodir). Do vytvorenych jamek bylo pomoci pinzety pieneseno 15 predklicenych seminek
salatu vzdy tak, aby byly sazeny kofinkem dola a jemné pritlaceny k substratu (Obrdzek 25).
Seminka nebyla padou zakryta. Misky byly prekryty folii a umistény do termostatu na dobu
120 £ 2 hodin pfi teploté 24°C.

Obrazek 25: Nasazeni testu inhibice riistu (pred a po ukoncenti testu) (zdroj: viastni)
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Po uplynuti doby byla seminka 1zickou vyndana ven z krabic¢ky, aby nedoslo k pfetrzeni
kotinku. U kazdého seminka byla zmétena délka kotfinku salatu (Obrazek 26) a byla spocitana
inhibice rastu kotene. Test je platny, pokud je primérna délka kofene v kontrole minimalné
15 mm.

Obrazek 26: Méreni délky koFinku (zdroj: viastni)
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VYSLEDKY A DISKUZE

3.4 Vysledky piredbéznych testu

Pred samotnou analyzou a nasazenim testd musely probéhnout piipravné testy. Bylo nutné
ur¢it koncentra¢ni tady pro jednotlivé typy vzorkd, upravit artificialni piadu tak, aby
vyhovovala nejen pozadavkiim normy, ale i samotnym organismim, pouZzitym v testu.

Pro nasazeni a vyhodnoceni ekotoxikologickych testi bylo potieba stanovit pH
jednotlivych vzorka a jejich smési s artificialni pidou a dale urcit WHCnax také pro kazdy
vzorek i smés, aby byla ptida do testil spravné ovlhéena.

Pro testy aktivity dehydrogenazy bylo dilezité stanovit pH vzorkl ijednotlivych
koncentraci vzorki. Dale byla stanovena susina vzorku i jejich smési, protoze tento udaj byl
potiebny k vypoctu vysledki stanoveni aktivity DHA.

3.4.1 Koncentracni rady testovanych matric

Na zakladé vysledkd piedchozich praci vedenych na UCHTOZP byly vybrany
koncentraéni fady pro testovani vzorku kalu a biouhlu (Tabulka 7).

Pro vzorky ze skladky byly nejdiive zavedeny predbézné testy (test unikového chovani
zizal a test inhibice rastu kofene salatu). Byly zvoleny tfi koncentrace (Tabulka 8), z nichz
koncentrace 10 % (100 g.kg™!) je legislativou uréena pro hodnoceni ekotoxicity odpadd dle
legislativnich pozadavki.

U vzorku sedimentu byly rovnéz zvoleny tfi koncentrace obdobné jako u vzorki ze
skladky (Tabulka 9). Podobné jako u vzorku ze skladky i v pfipadé sedimentu bylo vymezeno
mnozstvi, které Ize aplikovat na zemédé€lskou pudu. V tomto piipadé se jedna o koncentraci
25 % (250 g.kg™).

Vybrané koncentrace byly aplikovany pro testy ekotoxikologické i pro testy aktivity
dehydrogenazy. Prii ekotoxikologickych testech byla jako zaklad pouzita pfipravena
artificialni puda. Pfi testech enzymatické aktivity byla pouzita jako zaklad puda z ekologicky
obhospodafované zahrady.

Tabulka 7: Vybrané koncentrace pro vzorky kalu a biouhlu

Koncentrace [%] 1,25 2,5 5 10
Koncentrace [g.kg™'] 12,5 25 50 100

Tabulka 8: Vybran¢ koncentrace pro vzorky ze skladky

Koncentrace [%] 5 10 25
Koncentrace [g.kg'] 50 100 250

Tabulka 9: Vybrané koncentrace pro vzorek sedimentu

Koncentrace [%] 6,25 12,5 25
Koncentrace [g.kg'] 62,5 125 250
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3.4.2 Stanoveni pH

pH artificialni pady

Pred nasazenim testd bylo dulezité upravit hodnotu pH artificialni pudy. Po piidani
vybranych davek uhli¢itanu vapenatého byla pro kazdy pridavek stanovena hodnota pH
(Tabulka 10).

Na zaklad¢ téchto vysledkid bylo vyhodnoceno, Ze nejvhodnéjsi je pridavek 1,5 g na 500 g
pudy. Tato davka byla prepoctena na celou hmotnost artificialni pady a aplikovana.

Tabulka 10: Hodnoty pH artificialni pudy po vybrané pfidavky uhli¢itanu vapenatého

Pridavek CaCOs[g] 0 0,5 1,5 2 1,5 (po ustaleni)

Hodnota pH 3,56 3,98 5,56 6,41 5,69

Po promichani a ustaleni pH byla pfed nasazenim opét ovéfena hodnota pH a jeho
homogenita v celém objemu. Vzorek byl odebran ze tfi mist boxu s artificialni piadou
(vysledky viz Tabulka 11).

Tabulka 11: Hodnoty pH z vybranych mist po ustaleni

Vzorek 1 2 3
Hodnota pH 5,79 5,64 5,62

Na zakladé vysledki rozboru byla puda jesté promichana a nasledné vyuzita pro nasazeni
ekotoxikologickych testt.

V prubéhu testovani byla pripravena dalsi artificialni puda, ktera byla smichana s ptivodni
ptudou. Vysledna hodnota pH celku 4,95 je opét v rozmezi hodnot pozadovanych metodikou
testu. Tato puda byla pouzita pii ekotoxikologickych testech na sedimentu a dale pfi testech
na chvostoskocich.

pH vzorki

Vzhledem k pozadavkim metodiky ekotoxikologickych testt a testi enzymatické aktivity
byly u jednotlivych vzorkd stanoveny hodnoty pH (Tabulka 12). Tyto hodnoty byly rovnéz
stanoveny u jednotlivych koncentracnich fad jednotlivych matric.

Tabulka 12: Hodnoty pH vzorka

Vzorek Puda ze zahrady Skladka D | Kal | Biouhel | Sediment
Hodnota pH 7,29 7,14 7,08 7,03 6,75 7,99

V ptipadé vzorku kalu bylo pozorovano, ze hodnota pH byla u koncentrace 1,25 %
(12,5 g.kg!) niz§i nez u samotné artificialni plidy, poté se hodnota pH s nariistajicim podilem
vzorku zvySovala (Tabulka 13). U vzorku biouhlu dochézelo také k ristu pH pfimo uméme
s rostouci koncentraci vzorku (Tabulka 14). Grafické porovnani obou vzorku je zobrazeno
nize (Graf 2). Lze predpokladat, ze ve vysSich koncentracich vzorku, nez jaké byly
aplikovany, by mély oba vzorky schopnost nadale zvySovat hodnotu pH pudy. Pfi aplikaci
kalu a biouhlu na ptidu by se mélo s timto aspektem pocitat.
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Tabulka 13: Hodnoty pH pro pfipravené koncentrace - vzorek kal (ekotoxikologické testy)

Koncentrace [g.kg] 0 12,5 25 50 100 Cisty vzorek
Hodnota pH 5,69 5,66 5,69 5,7 5,74 7,03
Tabulka 14: Hodnoty pH pro pfipravené koncentrace — vzorek biouhel (ekotoxikologickeé testy)
Koncentrace [g.kg™'] 0 12,5 25 50 100 Cisty vzorek
Hodnota pH 5,69 5,54 5,6 5,68 5,72 6,75
5,75 1
5,7
5,65 -
=
) Kal
36 1 Biouhel
5,55 A
5,5 T T T 1
0 25 100

50
Koncentrace vzorku [g.kg]

Graf 2: Zavislost pH na koncentraci vzorku - kal a biouhel

Hodnoty pH u vzorki ze zahrady a ze skladky 1ze mezi sebou porovnat. Vzhledem k tomu,
ze puda byla odebrana v jedné lokalité¢ na mistech nedaleko od sebe, 1ze posoudit ptipadny
vliv odpadu ze skladky na hodnotu pH piady. Tabulka 12 zobrazuje jednotlivé hodnoty pH.
Rozbor ukazal, ze hodnoty pH se od sebe vyznamné nelisi. Puda ze zahrady méla hodnotu pH
z téchto tii vzorkl nejvyssi. Vzorek pudy z dolni casti (skladka D), kde ziejmé dochazi také
k vyluhu a koncentrovani latek z celé skladky, mél nepatrné niz§i hodnotu pH nez vzorek
z horni ¢asti (skladka H). Predpoklad byl, ze rozdil pH bude vzhledem k povaze odpadu
znatelnéjsi, nez ve skute¢nosti ukazal rozbor. Hodnoty pH pro jednotlivé koncentrace matric
jsou uvedeny v tabulkach (Tabulka 15,Tabulka 16). Grafické porovnani hodnot pH pro
jednotlivé koncentrace obou vzorku ze skladky jsou zobrazeny v grafu (Graf 3).

Tabulka 15: Hodnoty pH pro testované koncentrace — vzorek z horni ¢asti skladky (H)
(ekotoxikologické testy)

0

50

100

250

Cisty vzorek

5,69

5,78

5,80

5,88

7,14
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Tabulka 16: Hodnoty pH pro testované koncentrace — vzorek z dolni ¢asti skladky (D)
(ekotoxikologické testy)

Koncentrace [g.kg™'] 0 50 100 250 Cisty vzorek
Hodnota pH 5,69 5,63 5,90 6,13 7,08

6,1 -

5.9 A

pH

5,7

5,6 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Koncentrace [g.kg]

Graf 3: Zavislost pH na koncentraci vzorku — horni a dolni sklddka

Hodnota pH pro vzorek sedimentu byla 7,99, pficemz sediment mél ze vSech vzorku
hodnotu pH nejvyssi (viz Tabulka 12). Jak bylo dfive uvedeno (3.4.2), byla pro testovani
sedimentu pouzita nov€ piipravena artificialni puada o pH 4,95. S rostouci koncentraci
sedimentu v této artificialni padeé rostla i hodnota pH (Tabulka 17, Graf 4).

Tabulka 17: Hodnoty pH pro pfipravené koncentrace - vzorek sediment (ekotoxikologické testy)

Koncentrace [g.kg™"] 0 62,5 125 250 Cisty vzorek
Hodnota pH 4,95 6,03 6,60 7,09 7,99
7,5 1

7,0 1
6.5 -
T 60 -
55 1

5,0 =

4,5 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Koncentrace [g.kg™!]

Graf 4: Zavislost pH na koncentraci vzorku — sediment
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3.4.3 Stanoveni maximalni vodni kapacity (WHCmax)

Pred samotnym nasazenim ekotoxikologickych testi byla stanovena maximalni vodni
kapacita WHCnmax, aby byla ptida do testu spravné ovlhcena. U obou vzorkt (u kalu i biouhlu)
bylo patrné, Ze rizné piidavky vzorkd maji pozitivni vliv na schopnost zadrzeni vody v pudé.
S rostouci koncentraci rostla hodnota WHCax (Tabulka 18, Tabulka 19). Pfi srovnani hodnot
obou vzorku je vidét, ze kal ma v tomto pripadé lepsi vysledky (Graf 5).

Tabulka 18: Vysledky stanoveni maximalni vodni kapacity — vzorek kalu

Koncentrace [gkg'] | WHC [ml.g"]
0 0,56
12,5 0,62
25 0,64
50 0,66
100 0,68
Tabulka 19: Vysledky stanoveni maximalni vodni kapacity — vzorek biouhlu
Koncentrace [g.kg'] WHC [ml.g']
0 0,56
12,5 0,6
25 0,62
50 0,64
100 0,66
0,69 -
0,67 -
0,65 -
‘TOD
'E' 0,63 -
go,m - Kal
= 0.59 - Biouhel
0,57 -
0,55 : : : : .
0 20 40 60 80 100
Koncentrace [g.kg™!]

Graf 5: Zavislost maximalni vodni kapacity na koncentraci vzorku

U vzorku ze zahrady a ze skladky byla také stanovena WHCmax. Zatimco vzorek ze
zahrady (Z) mél stejnou hodnotu WHCnax jako vzorek z dolni skladky (skladka D), horni
skladka (skladka H) méla vyznamné vy§s§i hodnotu WHCnax. Tabulka 20 zobrazuje stanovené
hodnoty maximalni vodni kapacity pro jednotlivé vzorky. Graf 6 zobrazuje zménu maximalni
vodni kapacity v zavislosti na riznych ptidavcich vzorka. Zatimco vzorek ze skladky H
zvySoval WHCnax (Tabulka 21), ptidavky vzorku ze skladky D maximalni vodni kapacitu
snizily (Tabulka 22).
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Tabulka 20: Vysledky stanoveni maximalni vodni kapacity - vzorek plidy ze zahrady a skladky

Typ vzorku WHC [ml.g"]
Z 0,62
H 0,86
S 0,62

Tabulka 21: Vysledky stanoveni maximalni vodni kapacity — vzorek skladka H

0 0,56
50 0,56
100 0,58
250 0,60
Tabulka 22: Vysledky stanoveni maximalni vodni kapacity — vzorek skladka D
Koncentrace [g.kg'] WHC [ml.g"']
0 0,56
50 0,54
100 0,54
250 0,54
0,61 -
0,6
0,59 -
%0 0.58 -
E )57 |
&) ——H
= 0.56 b
0,55 -
0,54 -
0,53 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Koncentrace [g.kg1]

Graf 6: Zavislost maximalni vodni kapacity na koncentraci vzorku sklddky

U vzorku sedimentu bylo zjisténo, ze WHCmax je nejnizsi ze vSech analyzovanych vzorkda.
S rostouci koncentraci ptidaného vzorku dochéazelo ke snizeni WHCnax (Tabulka 23, Graf 7).
Z vyse uvedenych skuteCnosti vyplyva, ze testovany sediment nema velkou schopnost
zadrzovat vodu. Dle vyhlasky ¢. 257/2009 je mozné aplikovat sediment na zeméd€lskou padu
pouze v pripadech, kdy mimo jiné nedojde ke zhorSeni vodniho rezimu pudy [63].
V koncentraci 125 a 250 g.kg! byla maximalni vodni kapacita piidy niz§i nez u pidy bez
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vzorku. Je tedy mozné, ze po aplikaci na zemédélskou pudu dojde ke zhorSeni vodniho

rezimu pudy.

Tabulka 23: Vysledky stanoveni maximalni vodni kapacity — vzorek sedimentu

Koncentrace [g.kg'l] WHC [ml.g'l]
0 0,56
62,5 0,56
125 0,54
250 0,52
0,57 -
0,56
000,55 -
E 0,54 -
@]
Z 053 -
0,52 -
0,51 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Koncentrace [g.kg!]

Graf 7: Zavislost maximalni vodni kapacity na koncentraci vzorku sedimentu

V porovnani s ostatnimi vzorky je patrné, ze kal i biouhel maji vétsi schopnost zadrzovat
vodu nez ostatni vzorky. Opakem je vzorek sedimentu, ktery u artificialni pudy snizoval
hodnotu WHCnax. Graf 8 zobrazuje porovnani vSech hodnot WHCnax pro vSechny pouzité

vzorky.

0,69 -
0,66 -

T 0,63 - Kal

on

é Biouhel

S 06 -

§ Skladka H
0,57 2 Skladka D
0,54 - Sediment
0,51 T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300

Koncentrace [g.kg]

Graf 8: Grafické porovndani hodnot WHC ua pro riizné koncentrace analyzovanych vzorkii
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3.4.4 Stanoveni suSiny vzorku

Jak bylo uvedeno v kapitole 3.1.3, pro testy stanoveni aktivity DHA byla jako kontrolni
puda zvolena puda ze zahrady (Z), u které se predpokladalo MO oZiveni. Pro nasledny
vypocet aktivity dehydrogenazy jednotlivych vzorkd bylo potieba stanovit pro kazdou smés
pudy se vzorkem hodnotu susiny v procentech.

V piipade kalu je vidét, ze jeho piidavek do pudy zvysil procentualni hodnotu suSiny
(Tabulka 24). Cisty kal mé&l obsah susiny 92,65 %. Spliiuje tedy deklarované vlastnosti od
vyrobce. SuSeny kal mél mit obsah suSiny nejméné 90 %. Pii stanoveni pH bylo zjisténo, ze
pudni reakce neni predvidatelna a ze rizné piidavky vzorku mohou pozménit hodnotu pH.

Tabulka 24: Stanoveni suSiny — vzorek kal

Koncentrace [gkg'] | Susina [%] pH Pridavek vzorku [%]
0,0 82,52 7,02 0,00 %
12,5 85,66 6,69 1,25 %
25,0 85,27 6,70 2,50 %
50,0 85,55 7,01 5,00 %
100,0 85,40 7,73 10,00 %
Cisty vzorek 92,65 7,03 100,00 %

U vzorku biouhlu byla situace obdobna jako tomu bylo u kalu. Biouhel obsahoval podle
predpokladu vétsi procento suSiny nez kal, protoze byl podroben dalSim upravam. Ve vét§iné
piipadu vzorek biouhlu moc nezménil pH pudy ze zahrady, prestoze pH Cistého vzorku je
mensi nez pH zakladni pidy. (Tabulka 25). Graf 9 zobrazuje porovnani susiny obou vzorkt
kalu a biouhlu.

Tabulka 25: Stanoveni susiny — vzorek biouhel

Koncentrace [g.kg'] | SuSina [%] pH Pridavek vzorku [ %]
0,0 82,52 7,02 0,00 %
12,5 86,29 6,86 1,25 %
25,0 86,11 7,14 2,50 %
50,0 86,28 7,27 5,00 %
100,0 86,41 7,23 10,00 %
Cisty vzorek 96,59 6,75 100,00 %
87
86
< 85
= Kal
g 84 :
2 Biouhel
=
“no83
82
0 2 4 6 8 10

Piidavek vzorku [%]

Graf 9: Zavislost suSiny vzorku na procentudlnim pridavku vzorku kalu a biouhlu
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V pripadé vzorku ze skladky bylo pozorovano, ze jednotlivé ptidavky zvysuji procentualni
hodnotu susiny. Zajimavé je, ze oba vzorky ze skladky (H i D) maji vyssi procento suSiny
v Cisté formé nez kal a biouhel, které prosly upravami. Vzorky ze skladky byly pfitom jen
sitovany pres sito a ponechany v laboratofi. Nebyly podrobeny zadnym jinym mechanickym
nebo dokonce termickym tpravam.

U cistého vzorku ze skladky H dosahovala hodnota susiny 97 %. Jednotlivé piidavky vzdy
zvySily procento susiny. pH se s rdznou koncentraci vzorku ménilo, avSak zména pH byla
nepatrna (Tabulka 26).

Tabulka 26: Stanoveni susiny — vzorek skladka H

0,0 82,52 7,02 0,00
50,0 84,39 7,22 5,00
100,0 84,92 6,78 10,00
250,0 87,40 7,16 25,00

Cisty vzorek 97,00 7,14 100,00

Vzorek ze skladky D mél hned po vzorku sedimentu v Cistém stavu nejvétsi podil susiny.
Susina Cistého vzorku byla nad 98 %. Tak jako u pfedchozich vzorka ovlivnily jednotlivé
ptidavky vzorku procento suSiny. S rostouci koncentraci dochazelo k narastu procentualni
hodnoty suSiny. Piestoze pH puvodni pudy se od pH vzorku pfili$ nelisi, doslo k mirnému
narustu pH (Tabulka 27). Graf 10 zobrazuje porovnani vysledku stanoveni suiny vzorkt ze
skladky H aD.

Tabulka 27: Stanoveni suSiny — vzorek skladka D

Koncentrace [g.kg'] | Susina [%] pH Pridavek vzorku [%]
0 82,52 7,02 0 %
50 85,33 7,26 5 %
100 86,22 7,25 10 %
250 88,27 7,22 25 %
Cisty vzorek 98,05 7,08 100 %
89
88
Q9 87
= 86
£ 85 ~o—Skladka H
A 84 Skladka D
83
82
0 5 10 15 20 25

Piidavek vzorku [%]

Graf 10: Zavislost susiny vzorku na procentualnim pridavku vzorku ze skladky H a D
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Sediment byl tak jako vzorky pudy ze zahrady a vzorky ze skladky presitovan pres
sito a ponechan v laboratori volné. V pripadé stanoveni WHCnax bylo pozorovéano, ze ¢im
vetsi koncentrace vzorku byla pridana do puady, tim byla mensi WHCmax, naopak
v jednotlivych koncentracich dochéazelo ke zvysSeni suSiny (Tabulka 28, Graf 11).

Tabulka 28: Stanoveni suSiny — vzorek sedimentu

Koncentrace [g.kg'l] Susina [%] pH Pridavek vzorku [%]
0,0 82,52 7,02 0,00
62,5 86,39 7,57 6,25
125,0 87,20 7,55 12,50
250,0 89,21 7,77 25,00
Cisty vzorek 98,42 7,98 100,00
90
88
S
2
w
84
82
0 5 10 15 20 25

Pridavek vzorku [%]
Graf 11: Zavislost susiny vzorku na procentualnim pridavku vzorku sedimentu

3.5 Test aktivity dehydrogenazy
3.5.1 Kalibracni kfivka TPF

Na zakladé normy byly pfipraveny koncentrace kalibracnich roztokt. Absorbance roztoku
byla zméfena pii vinové délce 485 nm co nejdiive po jejich priprave. Roztoky byly pred
meéfenim dany do tmavého prostfedi, aby nedochazelo k rozkladu pripravenych roztokti na
svétle. Graf 12 zobrazuje kalibra¢ni pfimku TPF.

44



1,6 -
L4 9§ 2 0,0488x + 0,006
1,2 4 R2=0,9995

10
0.8 -
0,6 -

Absorbance

0,2 4
0,0

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0
Koncentrace TPF [ug.ml!]

Graf 12: Kalibracni primka TPF

3.5.2 Stanoveni aktivity dehydrogenazy

Tento test byl aplikovan na vSechny vybrané vzorky ve vSech koncentracich. Vysledky
byly vzdy vztazeny na suSinu v procentech a pro kazdou smés byla rovnéz stanovena hodnota
pH (viz stanoveni suSiny v kapitole 3.4.4). Jako zaklad (kontrola a pida pro pripravu
koncentracnich fad vzorkl) byla vybrana pada z ekologicky obhospodafované zahrady (7).
Predpokladem bylo, Ze nékteré vzorky mohou obsahovat naptiklad tézké kovy nebo jiné
nezadouci latky, takze pridavkem vzorku do pudy dojde ke sniZzeni enzymatické aktivity.
Z nasich vysledkt vsak vyplynulo, ze pridavek vzorku vétSinou enzymatickou aktivitu spise
zvySoval. Puda ze zahrady (Z) je spiSe svétla a jilovita, po desti rychle vysycha, na povrchu
vytvari krustu, ktera praska.

Pro kazdou koncentraci bylo provedeno testovani ve tfech opakovanich. V nékterych
ptipadech se podarilo docilit relativné piesného stanoveni, kdy jednotlivé hodnoty absorbance
byly blizké, v jinych se naopak vice liSily. V normé [64] je uvedeno, Ze stanoveni aktivity je
aplikovano na Cerstvou pfirozené vlhkou pudu. V nasem piipade jsme volili postup, kdy jsme
do prirozené vlhké puady piidavali dané mnozstvi vzorku a tato smes byla pak co nejlépe
promisena. Pfi testech DHA bylo zjisténo, ze presitovana a na vzduchu vysuSena ptida muze
po ovlhCeni opétovné zvysit DHA. Muze tedy dojit ke zlepSeni nebo obnoveni mikrobialniho
oziveni pudy.
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U vzorku kalu doslo po jeho pridani k ptidé ke zvySeni enzymatické aktivity (Tabulka 29).

Studie Obbard [73] uvadi, ze nékteré vzorky kalu mohou mit pozitivni vliv na aktivitu
dehydrogenazy. To potvrzuji i1 studie Mondala [47] a Alvarenga [57]. V mnoha pfipadech

mohou i pfes moznou toxicitu poskytovat dobry substrat pro mikroorganismy a tim navysit

aktivitu dehydrogenazy v padé. Cisty vzorek kalu ma DHA nizsi (0,482) nez samotna ptida ze
zahrady (Z) (0,577) a ptesto aktivitu DHA po piidavcich do pidy navysoval.

Tabulka 29: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek kal

Koncentrace [g.kg'] | Opakovani | Susina[%] | a[pg.g’h'] | a[pgg'h']
blank
1 0,362
0 82,52 ’
2 0,687 0,577
3 0,683
blank
1 1,252
12,5 2 85,66 1,431 1,199
3 1,199
blank
1 1,424
e 2 85,27 1,455 1,424
3 1,392
blank
1 1,517
>0 2 8555 1,495 1,489
3 1,454
blank
1 1,424
100 2 85,40 1,597 1,569
3 1,685
blank
o 1 0,557
Cisty vzorek 2 92,65 0.552 0.482
3 0,337

Zatimco u vzorku kalu se aktivita dehydrogenazy s narustem mnozstvi pridaného vzorku

zvySovala, v pfipadé biouhlu tento trend pozorovan nebyl, pfestoze samotny biouhel m¢l

relativné vysokou hodnotu DHA (Tabulka 30). To mize byt nasledkem zachytu enzymu
v substratu biouhlu, coz zminuje i studie Teutscherové [24]. Pres nepravidelny prubeh

dochazi k pozvolnému naristu DHA a bylo by urcité zajimavé, jak by se DHA vyvijela ve

vyssich koncentracich vzorku. Graf 13 zobrazuje porovnani vysledkd obou vzorku.
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Tabulka 30: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek biouhel

Koncentrace [g.kg'] | Opakovani | Susina[%] | a[ug.g'h'] | a[ug.g'h']
blank
1 0,362
0 2 82,52 0,687 0,577
3 0,683
blank
1 0,908
12,5 2 86,29 1,091 0,931
3 0,931
blank
1 1,123
25 2 86,11 1,074 1,010
3 0,834
blank
1 0,904
>0 2 86,28 0,990 0,983
3 1,055
blank
1 1,024
100 2 86,41 1,183 1,118
3 1,145
blank
e, 1 1,495
Cisty vzorek ) 96,59 2.554 2.118
3 2,305
1,7
1,5
—13
<=
'g 1,1
B Kal
< 0,9 Biouhel
0,7
0,5
0 20 40 60 80 100

Koncentrace [g.kg!]

Graf 13: Graf zavislosti aktivity dehydrogendzy na koncentraci vzorku kalu a biouhlu
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Vzorek ze skladky H navySoval aktivitu DHA pavodni pady (Tabulka 31). Vzhledem
ke kyprosti pudy a obsahu biologicky rozlozitelného odpadu byl tento fakt predpokladan.
Neékteré studie [44] [46] zmitiuji, Ze aktivitu dehydrogenazy muze pozitivné ovlivnit aplikace
zeleného hnojiva, hnoje nebo pfitomnost vegetace. V tomto pfipadé nejspiS bioodpad
navrSeny na skladku pfispél ke zvySeni aktivity mikroorganismi a tim i k podpote rozkladu
Skodlivin. Pfidavek vzorku rovnéz zvySoval obsah susiny. DHA byla v €istém vzorku nejvyssi
v porovnani s ostatnimi testovanymi koncentracemi. Lze predpokladat, ze po ovlhéeni by se
jeji hodnota jesté zvysila.

Tabulka 31: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek skladka H

blank
1 0,362
0 2 82,52 0,687 0,577
3 0,683
blank
1 0,792
50 5 84,39 1,077 0,783
3 0,783
blank
1 1,266
100 2 84,92 1,344 1,286
3 1,248
blank
1 1,789
250 5 87,40 1,762 1,770
3 1,758
blank
o 1 3,514
Cisty vzorek ) 97,00 3,735 3,723
3 3,918

U vzorku ze skladky D dosSlo k pocatecnimu poklesu aktivity DHA (Tabulka 32). Pfi
vysSich koncentracich aktivita DHA opét rostla. Zajimavé bylo, ze rovnéz dochazelo
k narastu aktivity DHA se zvySujicim se podilem vzorku, stejn€ jako u vzorku ze skladky D.
Také v tomto pfipade byla aktivita DHA ¢istého vzorku v porovnani s ostatnimi vzorky vyssi.
Graf 14 zobrazuje porovnani vysledku testti obou skladek H a D.
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Tabulka 32: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek dolni skladky

Koncentrace [g.kg'] | Opakovani | Susina [%] | a[ug.g’h'] | a[pg.g'h']
blank
1 0,362
0 2 82,52 0,687 0,577
3 0,683
blank
1 0,615
>0 2 85,33 0,846 0,535
3 0,535
blank
1 0,624
100 2 86,22 0,595 0,559
3 0,459
blank
1 0,723
250 2 88,27 0,597 0,619
3 0,538
blank
. 1 1,481
Cisty vzorek 2 98,05 1,358 1137
3 0,571
1,9
1,6
513
o0
] Skladka D
—= 1
I —eo— Skladka H
0,7
0.4
0 50 100 150 200 250

Koncentrace [g.kg!]

Graf 14: Graf zavislosti aktivity dehydrogendzy na koncentraci vzorkii ze skladky H a D
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Vzorek sedimentu vykazoval pii testech DHA nejhorsi vysledky ze vSech vzorku
testovanych matric. Nejmensi koncentrace vzorku sice zvySila DHA, ale poté doslo
k vyraznému poklesu, zejména v koncentraci 125 g.kg™'. Cisty vzorek sedimentu mél nejnizsi
hodnotu aktivity DHA ze vSech testovanych vzorku ijejich smési (Tabulka 33, Graf 15).
Z hlediska vlivu na aktivitu dehydrogenazy lze vzorek sedimentu povazovat za nejméné
vhodny.

Tabulka 33: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek sedimentu

Koncentrace [g.kg'] | Opakovani | Susina [%] | a[pg.g’h'] | a[ug.g'h']
blank
1 0,362
0 2 82,52 0,687 0,577
3 0,683
blank
1 0,722
62,5 2 86,39 1,025 1,481
3 1,481
blank
1 0,556
125 2 87,20 0,568 0,597
3 0,665
blank
1 0,642
250 2 89,21 0,768 0,677
3 0,621
blank
. . 1 0,167
Cisty vzorek ) 98,42 0.261 0211
3 0,204
1,6
1,4
—12
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=]
=
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Graf 15: Graf zavislosti aktivity dehydrogenazy na koncentraci vzorku sedimentu
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Pti stanoveni aktivity DHA u vybranych vzorka bylo zjisténo, ze vzorek z vinice (¢. 1) ma
nejvetsi hodnotu DHA ze vSech smési i vzorkd (Tabulka 34). Oproti tomu vzorek €. 3
(kruhovy objezd) mél aktivitu DHA vyrazn€ nizsi. Obsahoval hodné kaminkd,
Stérku a pevnych Castic, coz patrné kromé pripadné kontaminace, také pfispélo k vyraznym
rozdilim ve stanovenych aktivitach ptislusnych vzorka. Vzorek od prejezdu (C. 4) navzdory
ocekavani nevykazoval vyrazn€ nizké aktivity DHA. Je zfejmé, Zze v dusledku elektrifikace
této konkrétni traté doslo k omezeni dopravy lokomotiv s dieselovym motorem, coz miiZe byt
pri¢inou toho, ze aktivita DHA neni v porovnani se vzorkem odebranym u kruhového objezdu
tak nizka.

Tabulka 34: Vysledky aktivity DHA pro vybrané vzorky

Cislo vzorku | Opakovani | Susina [%] | a [pg.g'h'] | 3 [ug.g’h]
blank
1 6,250
1 7 -
2 2,08 7,491 6,925
3 7,033
blank
1 1,495
3 47 .
2 %0 0,808 0,307
3 0,307
blank
1 2,101
4 72 -
2 80, 2,613 2,661
3 3,268

Celkové vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy jsou uvedeny v pfiloze 7 - Tabulka
68, Tabulka 69, Tabulka 70, Tabulka 71, Tabulka 72 a Tabulka 73.

3.6 Testy na organismu Eisenia fetida
3.6.1 Test unikového chovani na zizalach

Test unikového chovani zizal byl aplikovan na vSechny vzorky v pfedem urcenych
koncentracich. Pokud byl NR vyssi nez 80 %, byla koncentrace vzorku brana jako toxicka.

U vzorku kalu bylo pozorovano, ze srostouci koncentraci rostla tnikovost (NR) zizal.
V koncentraci 5 a 10 % (tedy 50 a 100 g.kg™') byla dokonce mira tnikovosti vy$si nez 80 %
(Tabulka 35). Kromé nejnizsi koncentrace preferovaly zizaly vzdy lepsi prostiedi artificialni
pudy (kontrola). Také bylo pozorovano, ze po uplynuti testu v koncentraci 5a 10 %
(50 a 100 g.kg!) byla na povrchu plidy znatelna vrstva plisné. V tabulce je uveden primérny
pocet zizal v kontrole (K), primérny pocet zizal ve vzorku (V) a mira tnikovosti NR.

Tabulka 35: Vysledky testu unikového chovani zZizal — vzorek kalu

Koncentrace [g.kg™'] 12,5 25 50 100
K 2,7 5,7 9,3 9,7
\ 7,3 4,3 0,7 0,3

NR (%) -46,7 13,3

51



V piipadé vzorku biouhlu byl trend podobny, také dochazelo k ristu miry tnikovosti,
avSak pro zadny pomér artificialni pudy ke vzorku nebyla mira tinikovosti vyssi nez 80 %
(Tabulka 36). Také v porovnani s kalem nedochazelo ani ve vysSich koncentracich k tvorbé
plisn€, coz podporuje piedpoklad, ze 1 v pfipadé nizkoteplotni pyrolyzy dochazi k eliminaci
latek a organismu, které by mohly negativné ovlivnit vlastnosti vzorku a po aplikaci na pudu
jeji kvalitu. Presto vSak dochazelo ke kladné mife unikovosti (vys§i koncentrace vzorku
50 a 100 g.kg!) V porovnani se vzorkem kalu ma vzorek biouhlu lepsi vysledky (Graf 16).

Tabulka 36: Vysledky testu unikového chovani Zizal — vzorek biouhlu

Koncentrace [g.kg™'] 12,5 25 50 100
K 3,7 4,3 5,3 7,3
\" 6,3 5,7 4,7 2,7
NR (%) -26,7 -13,3 6,7 46,7
100,0 ~
75,0 1
50,0 -
®
— . Kal
o 25,0 a
4 Biouhel
0,0 T T T 1
12,5 25 50 100
-25,0 -
-50,0 -

Koncentrace vzorku [g.kg]

Graf 16: Grafické porovndni unikového chovdni Zizal pro vzorky kalu a biouhlu

Vzorky ze skladky byly také podrobeny testu unikového chovani zizal. Protoze puda
z ekologicky obhospodatované zahrady (Z) byla odebrana ze stejné lokality a hodnoty pH se
vyznamné neliSily, byla pouzita v testech unikovosti jako puda kontrolni (na misto pudy
artificialni). Tento postup je normou povolen. Vysledky potvrdily odhad, ze vzorek ze
skladky D je pro zizaly méné vhodnym prostiedim nez vzorek ze skladky H. Zatimco vzorek
ze skladky H byl zizalami dokonce preferovan, u druhého vzorku doslo k tinikovosti, i kdyz
vyrazn€ niz§i, nez bylo pfedpokladano (Tabulka 37). Vzorek skladky H Zzizalam ziejmé
vyhovoval, protoze vtomto misté bylo velké mnozstvi biologicky rozlozitelného
odpadu a puda byla znatelné tmavsi a kypiejsi nez pida ze zahrady. V dalSich testech byla

jako kontrolni puda jiz pouzita puda artificialni.
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Tabulka 37: Vysledky testu unikového chovani zizal — vzorek skladky

Vzorek H D
K 2,7 6,0
\ 7,3 4,0
NR (%) -46,7 20,0
7,14 7,08

U vzorku sediment( bylo pozorovano, Ze v koncentracich 62,5 a 250 g.kg” dochazelo ke
kladné mife unikovosti (Tabulka 38). Pouze koncentrace 125 gkg' byla ZiZalami
preferovana. Koncentrace nebyla pro zizaly nepfizniva a zarover poskytovala dostatek ziviny.

Tabulka 38: Vysledky testu unikového chovani zZizal — vzorek sedimentu

Koncentrace [g.kg'] 62,5 125 250
K 6,0 4,7 7,3

Vv 4,0 5,3 2,7

NR (%) 20,0 -6,7 46,7

6,03 6,60 7,09

3.6.2 Test akutni toxicity na zizalach

Pfi vypoctech inhibice hmotnosti zizal byl pfi testech akutni i chronické toxicity pouzit
stejny postup. Jako pocatecni hmotnost byla brana hmotnost testovacich jedinci nasazenych
pred zapocetim testu do urCené koncentrace. Kontrola byla brana v obou pfipadech pro
hodnoceni platnosti testu a spravného postupu prace.

Vzorek kalu nezpusobil po uplynuti 7 ani 14 dn@i umrti zizal. Mortalita (M) byla nulova.
Na zméné hmotnosti (I) se projevil kladny vliv kalu. Zizaly zvySovaly svoji hmotnost pfimo
umérné s rostouci koncentraci vzorku (Tabulka 39). Jelikoz v akutnim testu nejsou zizaly
krmeny jinym zdrojem potravy, piedstavoval kal pravdépodobné vhodny zdroj potravy. Ani
v jedné koncentraci nedoslo k ubytku hmotnosti. Vypoc¢tena hodnota inhibice hmotnosti byla
zaporna.

Tabulka 39: Vysledky testu akutni toxicity — kal

Koncentrace [gkg'] | M7 | I [g] | 17 [%] | M | Lis [g] | Lia [%]
0 0 10,273 | -10,5 0] 0,191 -7,4

12,5 0 | 0,561 | -24,7 01]0,364 | -16,0

25 0 0,682 | -36,7 0]0,618 | -333

50 0 10,784 | -39,9 0] 0,889 | -45,2

100 0 0,845 | -40,6 0] 1,054 | -50,6

U vzorku biouhlu byl trend obdobny, i kdyz nedochazelo k tak velkému narastu hmotnosti
jako v predchozim ptfipadé u vzorku kalu. Ve vSech koncentracich vSak nedoslo k ztraté na
hmotnosti a hodnota vypoctené inhibice byla tudiz zaporna (Tabulka 40). Graf 17 zobrazuje
porovnani vysledkt obou vzorki po 7 dnech a po 14 dnech.
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Tabulka 40: Vysledky testu akutni toxicity — biouhel

Koncentrace [gkg!'] | M7 | I [g] | I7 [%] | Mus | Lis [g] | Lis [%]
0 0 |0,273 | -10,5 0 | 0,191 -7,4
12,5 0 10,390 | -19,6 0 0372 | -18,7
25 0 |0,455 | -25,5 0 |035 | -19,9
50 0 |0515]| -27,1 0 | 0,384 | -20,2
100 0 |0,567 | -28,7 0 10338 | -17,1

206 -
-
04 -
02

Koncentrace [g.kg1]

0,0 I I . I . I . l
12,5 25 50 100

Kal - 7. den
Biouhel - 7. den
Kal - 14. den

H Biouhel - 14. den

Graf 17: Grafické porovnani vysledkil testu akutni toxicity — kal a biouhel

Vzorky ze skladky opét nezptsobovaly ubytek hmotnosti. Mortalita byla v obou piipadech
nulova. Zizaly pravdépodobné také piijimaly Ziviny ze vzorku. U vzorku skladky H byl po 7
dnech zaznamenan ve vSech koncentracich stejny vliv na hmotnost testovacich jedincu.
Poskytoval lepsi vysledky nez v kontrole (Tabulka 41). U vSech testovanych koncentraci byl
pozorovan kladny vliv na hmotnosti zizal ve srovnani se skupinou kontrolnich jedinci, kde
prirustky hmotnosti byly nizsi. Pozitivni vliv byl zaznamenan iu vzorku ze skladky D
(Tabulka 42). Graf 18 poskytuje porovnani vysledka testi akutni toxicity pro oba vzorky ze

skladky.

Tabulka 41: Vysledky testu akutni toxicity — skladka H

Koncentrace [g.kg']

M; | I [g] | I7[%] | Mis | Lia[g] | Lia[%]
0 |0,273 | -10,5 0 0,191 -7,4
0 |0,533 | -31,6 0 0,504 | -29,9
0 | 0,628 | -31,5 0 0,566 | -28.4
0 |0,601 | -31,1 0 0,590 | -30,6
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Tabulka 42: Vysledky testu akutni toxicity — skladka D

Koncentrace [gkg!'] | M7 | Ir [g] | I [%] | Mus | Lia [g] | Lia[%]
0 0,273 | -10,5 0 10191 ] -74
0 10,619 | -283 0 ] 0,539 | -24,6
0 0,529 | -25,6 0 ] 0,558 | -27,0
0 |0,545 | -30,4 0 | 0484 | -27,0

0,6 -
0,5 -
m Skladka H - 7. den
0,4 -
) .
=03 - m Skladka D - 7. den
0,2 4 m Skladka H - 14. den
0,1 -
Skladka D - 14. den
0,0 -
0 50 100 250
Koncentrace [g.kg™!]

Graf 18: Grafické porovnani vysledkil testu akutni toxicity — skiadka H a D

Vzorek sedimentu mél ve vSech koncentracich v porovnani s kontrolou také kladny vliv na
zménu hmotnosti, ale utohoto vzorku je patrné, ze srostouci koncentraci sedimentu byl
prirustek hmotnosti nizs§i. Mortalita byla opét nulova ve vSech koncentracich (Tabulka 43).
Graf 19 zobrazuje vysledky testi akutni toxicity pro vzorek sedimentu.

Tabulka 43: Vysledky testu akutni toxicity - sediment

Koncentrace [gkg!'] | M7 | I [g] | I7 [%] | Mus | Lis [g] | Lis [%]
0
50
100
250
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Graf 19: Grafické znazornéni vysledkii testu akutni toxicity — sediment

Podrobné vysledky testu akutni toxicity jsou uvedeny v pfiloze 7 - Tabulka 58, Tabulka 59,
Tabulka 60, Tabulka 61, Tabulka 62.

3.6.3 Test chronické toxicity a reprodukéniho chovani na zizalach

Test chronické toxicity trval 28 dni. Po tuto dobu i nadale v prabéhu testu reprodukcni
toxicity (celkem 56 dni) byly zizaly pfikrmovany namletym hnojem a substrat byl minimalné
dvakrat do tydne ovlhcen destilovanou vodou, aby byl doplnén ubytek vody.

Do testu maji byt nasazeny zizaly s hmotnosti 200 az 600 grami a s vyvinutym opaskem
viz kapitola 3.3.2.4. Vzhledem k vysoké spotiebé zizal a nedostatku zizal s pln€ vyvinutym
opaskem byly do testu nasazovany i zizaly, u kterych byl vyvin opasku jiz patrny.

Vysledky testu reprodukcni toxicity jsou tedy pouze orientacni. Ve vysledcich je udavana
jako primér poctu uhynulych jedinct ze vSech opakovani na danou koncentraci. V tabulkach
jsou uvedeny sledované parametry vzdy ve zkratkach (mortalita M, pocet kokonua K, inhibice
hmotnosti I a pocet juvenila J).

Vysledky chronické toxicity vzorku kalu (Tabulka 44) ukazaly, ze kromé koncentrace
100 g.kg! nebyl pozorovan vétsi Uhyn organismid. V této koncentraci nebyl prirtistek
hmotnosti testovacich organismt v procentech v porovnani s niz§imi koncentracemi zaporny.
Pocet kokont v této koncentraci byl nulovy. Po uplynuti 56 dnu testu reproduk¢ni toxicity je
patrné, e nejvys§i koncentrace 100 g.kg! zplsobila inhibici hmotnosti Zizal, nulovou
reprodukci a mortalitu (primérna dva jedinci na opakovani). Mortalita byla pozorovana také
v koncentraci 50 g.kg™!, kde dosahla hodnoty 0,3 uhynulého jedince na opakovani. V tomto
ptipadé¢ je predpokladano, ze se jednalo spiSe o pfirozenou mortalitu, nikoliv o vliv testované
matrice. V pripadé nejnizsi testované koncentrace miizeme konstatovat, ze ackoliv dochazelo
k ubytku hmotnosti testovacich organismd, v porovnani s kontrolou vysel vzorek na pocet
juvenild v koncentraci 12,5 g.kg! dokonce 1épe.
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Tabulka 44: Vysledky testu chronické a reproduk¢ni toxicity pro vzorek kalu

Koncentrace [g.kg']

0
12,5
25
50
100

V ramci testovani vzorku biouhlu bylo pozorovano, ze v porovnani se vzorkem kalu byly
vysledky lep§i. K uhynu doslo jen v nejvyssi koncentraci (chronicka i reprodukéni toxicita).
Pocet uhynulych jedinct byl v porovnani s kalem nizsi (Tabulka 45). Sice ve dvou nejvyssich
koncentracich nebyly nalezeni zadni juvenilni jedinci, Ize ale i tak konstatovat, ze biouhel
vySel v tomto testu Iépe nez kal. Tento fakt potvrzuje studie Gonga [74], kterd zmiiluje
pozitivni vliv biouhlu (i kdyZ vyrobeného z bambusu a ne z Cistirenského kalu) na reprodukci
Zizal.

Tabulka 45: Vysledky testu chronické a reprodukéni toxicity pro vzorek biouhlu

Koncentrace [g.kg'] bs [g] | Las [%]
0

12,5

25

50

100

Vzorky ze skladky mély v testu chronické toxicity pozitivni vliv na zménu hmotnosti.
K malému thynu doslo u vzorku ze skladky H pouze v koncentraci 100 g.kg™! a u vzorku ze
skladky D pak vnejvyssi koncentraci. Po wuplynuti 56 dnt byl hodnocen pocet
juvenilt a mortalita. Piekvapenim bylo, Zze z tohoto testu vysel ve vysledku lépe vzorek ze
skladky D, ktery vjinych ekotoxikologickych testech a testech enzymatické aktivity
poskytoval vzdy horsi vysledky nez vzorek ze skladky H. Koncentrace urCend k aplikaci na
zemédélskou padu, tedy 100 gkg' neposkytovala uvzorku ze skladky H moc dobré
vysledky. Oproti tomu skladka D v této koncentraci nezptsobila uhyn zizal, ale také nebyla
pozorovana kladna reprodukce. Tabulka 46 uvadi vysledky vzorku ze skladky H. Tabulka 47
uvadi vysledky vzorku ze skladky D.

Tabulka 46: Vysledky testu chronické a reprodukéni toxicity pro vzorek skladky H

Koncentrace [g.kg™'] | Mas | Ls[g] | Ls[%] | K | Mse | Lse [g] | Iss [%] | T
0
50
100
250
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Tabulka 47: Vysledky testu chronické a reprodukéni toxicity pro vzorek skladky D

Koncentrace [g.kg '] | Mas | Los [g] | s [%]
0 0

50 0

100 0

250 0,3

Test na sedimentu byl nasazen jako posledni. Musel byt ukoncen ptedcasné po uplynuti 35
dna testu. Po ukoncCeni testu bylo pozorovano, ze dochazi k naristu hmotnosti ve vSech
koncentracich (Tabulka 48). Také byly nalezeny kokony. Je tedy mozné, Ze by doslo ke
kladné reprodukci, kdyby byl test ukonen v fadném terminu. Koncentrace 250 g.kg™!' uréena
k aplikaci na pole nakonec nevykazovala Spatné vysledky, ale rozhodujici by vzhledem k ne
moc pozitivnim vysledkiim ostatnich testt byly vysledky reprodukéniho testu.

Tabulka 48: Vysledky testu chronické a reprodukcni toxicity pro vzorek sedimentu

Koncentrace [g.kg '] | Mas | Los [g] | Ls [%]

0 0
62,5 0
125 0
250 0,3

Podrobné vysledky testu chronické toxicity jsou uvedeny v priloze 7 - Tabulka 63, Tabulka
64, Tabulka 65, Tabulka 66 a Tabulka 67.

3.7 Testy na organismu Folsomia candida
3.7.1 Test unikového chovani na chvostoskocich

Testy unikového chovani na organismu F. candida byly porovnany s vysledky testu
ziskanych na E. fetida. V ptipadé vzorku kalu byly vysledky podobné. Koncentrace, kdy
dochazelo k vice jak 50% unikovosti, jsou 50 a 100 %, tedy 50 a 100 g.kg' (Tabulka 49).
U chvostoskokt je pozorovatelny nartist miry unikovosti s rostouci koncentraci (Graf 20).
V tabulce je vzdy uveden prumérny pocet chvostoskokt v kontrole (K), prumérny pocet
chvostoskokt ve vzorku (V) a mira tinikovosti NR.

Tabulka 49: Vysledky testu unikového chovani na chvostoskocich — vzorek kal

Koncentrace [g.kg'] | 12,5 | 25 50 | 100
K 7,0 8,0 8,7 9,0
v 3,0 2,0 1,3 1,0

NR (%) 40,0

5,66 | 5,774 | 5,73 | 5,62

V ptipadé biouhlu doslo k tnikovosti nad 50 % v koncentraci 12,5 a 100 g.kg™' (Tabulka
50, Graf 20). V porovnani se zizalami lze konstatovat, ze chvostoskoci byli k této matrici
citlivéjsi, protoze u zizal nedoslo v zadné koncentraci k tak vysoké mife unikovosti.
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Tabulka 50: Vysledky testu unikového chovani na chvostoskocich — vzorek biouhlu

Koncentrace [g.kg™'] 12,5 25 50 100
K 9,0 6,7 5,3 1,7
\ 1,0 3,3 4,7 2,3
NR (%) 333 6.7
5,54 5,6 5,68 5,72
100,0 -
75,0 1
g 50,0
% Kal
Biouhel
25,0
0,0 T T T 1
12,5 25 50 100

Koncentrace vzorku [g.kg]

Graf 20: Vysledky testu unikového chovani chvostoskokii — vzorek kalu a biouhlu

Vzorek skladky H nevykazoval vysokou miru tnikovosti (Tabulka 51, Graf 21). Naopak
v koncentraci 100 g.kg" doslo k zaporné mife unikovosti. Vzorek s vy3§im podilem matrice

byl organismy preferovan.

Tabulka 51: Vysledky testu unikového chovani na chvostoskocich — vzorek skladka H

Koncentrace [g.kg'] 50 100 250
K 7,3 4,7 6,3

Vv 2,7 5,3 3,7

NR (%) 46,7 -6,7 26,7

U vzorku ze skladky D byl pozorovan obdobny trend jako u vzorku ze skladky H. NejvySsi
mira unikovosti byla pozorovana u koncentrace 250 g.kg™'. Naopak u koncentrace 100 g.kg™!
byl vliv vzorku na unik organisma nejmensi (Tabulka 52, Graf 21). Rovnéz u zizal dochazelo

k unikovosti z testované matrice, ale mira inikovosti neptesahla hodnotu 50 %.

Tabulka 52: Vysledky testu unikového chovani na chvostoskocich — vzorek skladka D

Koncentrace [g.kg'] 50 100 250
K 7,0 5,3 9,3

Vv 3,0 4,7 0,7

NR (%) 40,0 6,7 86,7
[OHROEPINNN 563 | s9 | 63
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Graf 21: Vysledky testu unikového chovani chvostoskokit — vzorek skladka H a D

Vzorek sedimentu vykazoval nejhorsi vysledek v nejnizsi zvolené koncentraci (Tabulka

53, Graf 22), tedy 62,5 g.kg!. Zatimco u ZiZal nedoslo v zadné koncentraci k prekroceni ani
50% miry unikovosti, zde byla tato hranice pfekroCena praveé u neyjmensi koncentrace.

Tabulka 53: Vysledky testu unikového chovani na chvostoskocich — vzorek sediment

Koncentrace [g.kg'] 62,5 125 250
K 8.3 7,0 7,0
Vv 1,7 3,0 3,0
NR (%) 66,7 40,0 40,0
70,0 -
60,0 -
50,0 -
® 40,0 -
& 30,0 -
20,0 -
10,0 -
0,0 T
62,5 125 250

Koncentrace vzorku [g.kg™]

Sediment

Graf 22: Vysledky testu unikového chovani chvostoskokii — vzorek sedimentu

Vysledky obou testi dokazuji, ze kazdy organismus reaguje jinak na zvolené koncentrace
vzorku. Zaroven ne vzdy musi s rostouci koncentraci dochazet k ristu negativniho vlivu na
organismus. Nizké koncentrace vzorku mohou byt v nékterych ptipadech horsi nez ty vyssi.
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3.8 Test na salatu Lactuca sativa

Na zakladé méfeni délky kofinkl salatu Lactuca sativa byla vyhodnocena procentualni
inhibice rastu pro vzorky kalu, biouhlu, obou vzorkt ze skladky, vzorku ze zahrady a vzorku
sedimentu. Kofinky dosahovaly délky nad 15 mm v kontrole.

U vzorku kalu bylo pozorovano, ze ve dvou nejnizSich koncentracich byla hodnota
inhibice zaporna, tedy vlivem piidavku kalu dochazelo ke stimulaci rustu. V dalSich dvou
koncentracich uz je vysledek jiny. Koncentrace 5a 10 % (50 a 100 g.kg!) ptisobi inhibi¢né,
pfic¢emz koncentrace 100 g.kg' zptisobuje vice jak 50 % inhibici ristu (72 %). Obecné
dochazelo se zvysujici se koncentraci kalu ke zvyseni inhibice ristu (Tabulka 54).

Tabulka 54: Vysledky testu inhibice pro vzorek kalu

Koncentrace [g.kg'] 0 12,5 | 25 50 | 100
L [mm] 16,4 | 16,7 | 16,5 | 12,8 4.6
I[%] 0,0 -1,8 | -0,6 | 22,0 | 72,0

Vzorek biouhlu vykazoval podobné vysledky. Podobné jako pii dalSich
ekotoxikologickych testech bylo pozorovano, Ze biouhel je v nejvys§i koncentraci méné
toxicky pro vybrané organismy nez kal. Pfi zadné koncentraci nedoslo k inhibici rastu nad
hodnotu 50 %. Oproti vzorku kalu ale nedoslo ani ke stimulaci ristu kofinku v nejnizsich
koncentracich (Tabulka 55).

Tabulka 55: Vysledky testu inhibice pro vzorek biouhlu

Koncentrace [g.kg'] 0 | 12,5 25 50 | 100
L [mm] 16,6 15 12,8 | 12,6 12
I [%] 0,0 9,6 | 229 | 24,1 | 27,7

Pti porovnani vysledku obou testd je patrné, ze biouhel je v testech inhibice rustu kotfene
na rostling L. sativa vice toxicky v koncentracich 12,5; 25 a 50 g.kg! nez vzorek kalu (Graf

23). V nejvyssi koncentraci vzorek kalu z hlediska toxicity vyznamné pievySoval vzorek
biouhlu.
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Graf 23: Grafické porovnani inhibice riistu pro vzorky kalu a biouhlu

U vzorka ze skladky a ze zahrady bylo prokazano, ze ptuda z ekologicky obhospodarované
zahrady ma na testovaci organismus pozitivni vliv a stimuluje rust kofinkti. Méné stimulaéné
pusobi vzorek ze skladky H, avSak v porovnani s kontrolou nedochazi k inhibici rastu.
Nejhorsi vysledek poskytoval vzorek ze skladky D (Tabulka 56).

Vsechna opakovani (tfi opakovani) byla nasazena na 100% koncentrace vzorku (tedy
vzorky bez ptidavku artificialni pady). Tento postup byl aplikovan zamérné, testy L. sativa
byly provadény nejdiive ze vsech testi a mély poskytnout orientacni informace o povaze
vzorku pied nasazenim chronickych testa.

Tabulka 56: Vysledky testu inhibice pro vzorek ze zahrady (Z) a skladky (H, D)

Typ vzorku 0 Z H D
L [mm] 16,6 19,7 17,4 11,2
I[%] 0,0 -18,7 -4,8 32,5

V piipadé testu sedimentu dochazelo k navySeni inhibice rastu kofink( s rostouci
koncentraci (Tabulka 57). V zadné koncentraci nedoslo k vice jak 50 % inhibici. V porovnani
s testem unikového chovani, kdy koncentrace 125 g.kg' nevedla k tinikovému chovani Zizal,
meéla v testu na semenech salatu inhibic¢ni Gcinek.

Tabulka 57: Vysledky testu inhibice pro vzorek sedimentu

Koncentrace [g.kg™"] 0 62,5 125 250
L [mm] 16,6 14,6 12,0 11,4
1[%] 0,0 12,0 27,7 31,3
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4 ZAVER

Cilem prace bylo posouzeni moznosti vyuziti testu aktivity dehydrogenazy jako vhodného
ukazatele pfi hodnoceni kvality pudy po pfidavcich riznych typa matric. Test byl nasazen
v kombinaci s ekotoxikologickymi testy. K tomuto tcelu byly vybrany vzorky kalu, produktu
jeho zpracovani — biouhlu, dva vzorky ze skladky a vzorek sedimentu.

Pro doplnéni testu aktivity dehydrogendzy byly vybrany testy na destruentech (testy
unikového chovani, test akutni, chronické a reprodukéni toxicity) a test inhibice rastu kofene.
Pfi stanoveni maximalni vodni kapacity bylo zjisténo, ze pridavky vzorku vétSinou zvySovaly
maximalni vodni kapacitu WHCnax. Susina po piidavku vzorku vzdy rostla.

Ze stanoveni aktivity dehydrogenazy vyplynulo, ze po pfidani vzorku do pudy byla
enzymova aktivita zpravidla vy$§i nez u pivodni pudy. Jedinou vyjimkou byl vzorek
sedimentu, ktery aktivitu dehydrogenazy snizoval. Déle bylo zji§téno, ze vzorky, které samy
0 sobé nemusi byt bohaté na mikrobialni oziveni, mohou po smiseni s pidou tvofit vhodny
substrat a tim navysit aktivitu DHA. Rovnéz po ovlhCeni vzorku dochazelo k oziveni
mikrobialni kultury a k narustu DHA. V porovnani s ekotoxikologii je tato metodika méne
naro¢na na ¢as i prostor.

Ekotoxikologické testy prokazaly, Ze rizné organismy reaguji odlisné na pridavky vzorkd.
To potvrzuje fakt, ze objektivni hodnoceni matric vstupujicich do ekosystému by meélo
zahrnovat nejenom ruzné metody analyzy, ale v ramci ekotoxikologie pak vyuziti test(
s organismy na ruznych trofickych urovnich. Také zvysledkii ekotoxikologickych testll
vyplynulo, Ze ne vzdy se s rostouci koncentraci vzorku zvysuje negativni dopad vzorku (muze
byt zdrojem potravy).

Obecné lze konstatovat, ze ze vSech vzorka poskytoval nejhorsi vysledky sediment. Na
zakladé endpointt vSech aplikovanych testl byl vyhodnocen jako nevhodny a po aplikaci na
pidu by mohl mit za nasledek uhyn organismu a zhorSeni nékterych vlastnosti pudy
(naptiklad vodni rezim pudy). Biouhel jako produkt zpracovani kalu vykazuje v hodnoceni
lepsi vysledky nez kal samotny. Pouze u stanoveni aktivity dehydrogenazy byly vysledky
biouhlu individualni. U vysledkd vzork ze skladky nelze ucinit jednotny zavér. V podstaté
lze fici, ze vzorek ze skladky H (vzorek odebrany v horni Casti) vykazoval nizsi ekotoxicitu
nez vzorek, ktery byl odebran dole (skladka D). Skladka se nachazi v kopci, takze v dolni
casti  skladky pravdépodobné dochédzi ke koncentrovani Skodlivin. Test aktivity
dehydrogenazy byl vyuzit i pro hodnoceni vzorku pud. Z vysledkd vyplynulo, ze aktivita
DHA pidy z vinice byla vétsi nez u vzorkli odebranych u traté a silnice. Coz potvrzuje
predpoklad, ze u produkénich a vhodné oSetfovanych pud je enzymaticka aktivita vysoka.
Pokles aktivity DHA v okoli dopravnich cest mohl byt zptisoben nasledkem kontaminace
pudy fungovanim dopravy.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AChE
APG

BFA

CAP

CAT
DHA
GC/MS
GST
MBC
NTA
PAH

PCB

PCZ
Skladka H
Skladka D
TPF

TTC
WHChnax

acetylcholinesteraza

alkylpolyglukosid

schopnost tvorby biofilmu
chlorantraniliprol

katalaza

dehydrogenazova aktivita

kapalinova chromatografie s detekci hmotnostni spektrometrie
glutathion S-transferaza

mikrobialni uhlik z biomasy

kyselina nitriloctova

polyaromatické uhlovodiky
polychlorované bifenyly

propikonazol

vzorek odebrany v horni ¢asti skladky
vzorek odebrany v dolni ¢asti skladky

1 3 5-triphenylformazan
2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid
maximalni vodni kapilarni kapacita pudy
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Priloha 1. — Vysledky testu akutni toxicity

Tabulka 58: Celkov¢ vysledky testu akutni toxicity pro vzorek kalu

Koncentrace [g.kg'] Hmotnost pred testem [g] Hmotnost zizal [g] | Mortalita| 17 [g] | Ir [%] | Hmotnost zizal [g] | Mortalita | Lis [g] | Lis [%]
0
1 2,672 2,922 0] 0.250] -94 2,808 0] 0,136 -5.1
2 2,654 2,87 0] 0216] -8.1 2,849 o[ 0195] -73
3 2,459 2,813 0] 0354] -144 2,701 0] 0242 938
Primér 2,595 2,868 0] 0273] -105] 2,786 0] 0191] 74|
12,5
1 2,140 2,58 0] 0.440] -20.6 2,403 0] 0.263] -12.3
2 2,344 3,021 0] 0.677] -28.9 2,778 0] 0434] -185
3 2,332 2,897 0] 0.565] 242 2,728 0| 039%] -17.0
Primér 2272 2,833 0] 0s61] 247] 2,636 0] 0364] -160]
25
1 1,686 2,331 0] 0.645] -38.3 2,246 0] 0560 -332
2 1,866 2,482 0] 0.616] -33.0 2,407 0] 0541] -29,0
3 2,018 2,802 0| 0.784] -38.9 2,770 0| 0.752] -37.3
Primér 1,857 2,538 0] 0.682] 367] 2,474 0] 0618] 333
50
1 1,987 2,688 0] 0.701] -353 2,738 0] 0751] -37.8
2 2,058 2,913 0| 0.855] -41.5 3,084 0] 1,026] -49.9
3 1,852 2,649 0] 0.797] -43.0 2,741 0| 0.889] -48,0
Primér 1,966 2,750 0] 0.784] -39.9] 2,854 0] 0889 -452]
100
1 2,040 3,042 0] 1.002] -49.1 3.203 0] 1.163] -57,0
2 1,924 2,585 0] 0.661] -34.4 2,890 0] 0966 -502
3 2,288 3.161 0| 0.873] -382 3,322 0| 1.034] -452
Primér 2,084 2,929 0] 0,845] -40,6] 3,138 0

~ I
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Tabulka 59: Celkov¢ vysledky testu akutni toxicity pro vzorek biouhlu

Koncentrace [g.kg'] | Hmotnost zizal pied testem [g] | Hmotnost zizal [g] | Mortalita | I; [g] | I; [%] | Hmotnost zizal [g] | Mortalita | L4 [g] | Lis [%]
0

1 2,672 2,922 0] 0250] 94 2,808 0] 0.136] -5.1

2 2,654 2.87 0] 0216] 8.1 2,849 0] 0195] 73

3 2,459 2,813 0] 0354] -144 2,701 0] 0242] 98

Primér 2,595 2,868 0] 0273] -105] 2,786 0] 0191] 74
12,5

1 2,440 2,885 0] 0445] -182 2,824 0] 0384] -157

2 1,464 1,783 0] 0319] 21,8 1,850 0] 0386 264

3 2,066 2,473 0] 0407] -19.7 2,411 0] 0345] -167

Primér 1,990 2,380 0] 0390] -19.6] 2,362 0] 0372] -187]
25

1 1,976 2,409 0] 0433] 21,9 2,338 0] 0362] -183

2 1,692 2,084 0] 0392] -232 1,976 0] 0284 -168

3 1,688 2,227 0] 0539] -31.9 2,110 0] 0422] 250

Primér 1,785 2,240 0] 04s5] -255] 2,141 0] 03s6] -19.9]
50

1 1,371 1,681 0] 0310] -22,6 1,664 0] 0293] 214

2 2,330 3.011 0] 0,681 -292 2,791 0] 0461 -19.8

3 2,000 2,555 0 0555 -27.8 2,399 0] 0.399] 20,0

Primér 1,900 2,416 0] os15] -27.1] 2,285 0] 0384] 202]
100

1 2,019 2,594 0] 0,575] -285 2,189 0] 0170] -84

2 2,320 2,999 0] 0679 293 2,733 0] 0413] -17.8

3 1,590 2,036 0] 0446] -28.1 2,022 0] 0432] 272

Primér 1,976 2,543 0] 0567] -28.7] 2,315 0] 0338] -17.1]
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Tabulka 60: Celkové vysledky testu akutni toxicity pro vzorek horni skladky

Koncentrace [g.kg']

Hmotnost Zizal pred testem [g]

Hmotnost Zizal [g]

Mortalita

17 [g]

I7 [%]

Hmotnost zizal [g]

Mortalita

L [g]

L4 [%]

1 2.672 2.922 0] 0250] -9.4 2,808 0] 0.136] -5.1
2 2.654 2.87 0] 0216] 8.1 2,849 0] 0.195] -73
3 2,459 2.813 0] 0354] -14.4 2.701 0| 0242] 98
1 1756 2291 0] 0.535] -30.5 2,249 0] 0493] -28.1
2 1,691 2253 0] 0.562] -332 2,302 0] 0.611] -36.1
3 1,607 0] 0501] -31.2 0
Primér ) )
1 2.182 2911 0] 0.729] 334 2.751 0] 0569] -26.1
2 1.875 2.47 0] 0595 317 2,395 0] 0520] 277
0 0
1 1,744 2.376 0] 0.632] -3622 2,345 0] 0.601] -345
2 2.112 2.75 0] 0.638] -30.2 2.770 0] 0.658] 312
3 1.936 2,469 0 0
Primér o 0
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Tabulka 61: Celkové vysledky testu akutni toxicity pro vzorek dolni skladky

Koncentrace [g.kg'] | Hmotnost zizal pied testem [g] | Hmotnost zizal [g] | Mortalita | I; [g] | I; [%] | Hmotnost zizal [g] | Mortalita | L4 [g] | Lis [%]
0
1 2,672 2,922 0| 0.250] -94 2,808 0| 0.136] -5.1
2 2,654 2,87 0] 0.216] -8.1 2,849 o[ 0.195] 73
3 2,459 2,813 0] 0354] -14.4 2,701 0] 0242] 9.8
Primér 2,595 2,868 0] 0273] -105] 2,786 0] 0191] 74
50
1 2,348 3,074 0] 0.726] -30.9 2,924 0] 0576] 245
2 2,067 2,641 0] 0.574] -27.8 2,605 0] 0,538] 260
3 2,151 2,709 0] 0.558] -25.9 2,654 0] 0503] 234
Primér 2,189 2,808 0] 0619] -283] 2,728 0] 0539] 246
100
1 2,174 2,625 0] 0.451] 207 2,730 0] 0,556] -25.6
2 2,286 2,993 0] 0.707] -30.9 2,952 0] 0.666] -29.1
3 1,743 2,173 0] 0.430] 247 2,196 0] 0453] 26,0
Primér 2,068 2,597 0] 0529] -256] 2,626 0] 0558] 27.0]
250
1 1,794 2,636 0] 0.842] -469 2,300 0] 0506] -282
2 2,036 2,367 0] 0331 -163 2,657 0| 0.621] -305
3 1,552 2,014 0] 0.462] -29.8 1,876 0] 0.324] 209
Primér 1,794 2,339 0] 0,545] -304] 2,278 0] 0484] -27.0]




Tabulka 62: Celkové vysledky testu akutni toxicity pro vzorek sedimentu

Koncentrace [g.kg'] Hmotnost Zizal pred testem [g] | Hmotnost zizal [g] | Mortalita | I [g] | I; [%] | Hmotnost Zizal [g] | Mortalita | Li4 [g] | Li4 [%]
0
1 2,672 2,922 00,250 -94 2,808 0] 0,136 -5,1
2 2,654 2,870 0]0,216] -8,1 2,849 0] 0,195 -1,3
3 2,459 2,813 0(0,354| -144 2,701 0
Pramér 2,595 2,868 0 2,786 0
62,5
1 1,781 2,548 0(0,767| -43,1 2,272 0| 0,491| -27,6
2 1,484 2,122 0]0,638| -43,0 2,023 0] 0,539| -36,3
3 1,656 2,418 0 2,248 0
Pramér 1,640 2,363 0 2,181 0
125
1 1,589 2,084 0]0,495| -31,2 1,973 0] 0,384 -24,2
2 1,256 1,721 0(0,465| -37,0 1,701 0| 0,445 -354
3 1,764 2,428 0]0,664| -37,6 2,286 0] 0,522 -29,6
Primér 1,536 2,078 0[0541] -35.2] 1,987 0] 0450 -293]
250
1 1,432 1,601 0]0,169| -11,8 1,563 0] 0,131 -9,1
2 1,332 1,900 0]0,568| -42,6 1,899 0] 0,567| -42,6
3 1,456 2,058 0]0,602| -41,3 1,813 0] 0,357| -24,5
Primér 1,407 1,853 0]0446] -31.7] 1,758 0] 0352] -25,0]

~
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Priloha 2. — Vysledky testu chronické a reprodukéni toxicity

Tabulka 63: Vysledku testu chronické a reproduk¢ni toxicity — vzorek kalu

Koncentrace [g.kg'] | Hmotnost Zizal [g] | Mortalita | Ios [g] | Ios [%] | Poget kokonii | Hmotnost Zizal [¢] | Mortalita | Iss [g] | Iss [%] | Poget juvenili
0

1 2,989 o] 0317] -119 1 3,465 0] 0793] 297 15

2 3,220 o[ o566 21,3 1 3,669 o 1015] -382 13

3 2,911 0| 0452 -184 1 3,296 o] 0837] -340 10

Primér 3,040 0] 0445] 17.1] 1 3,477 o] 0882] 340 12,7
12,5

1 2,651 0| os11] 239 3 2,459 0| 0319 -149 10

2 2,736 0] 0392 -167 6 2,383 o[ 003 -17 18

3 2,723 0] 0391] -168 3 2,688 0] 0356] -153 14

Primér 2,703 0] 0431] -19,0] 4 2,510 o[ 0238] -105] 14
25

1 2,174 0| 0488] 289 3 1,870 0| 0184 -109 5

2 2,230 o[ 0364 -19.5 8 2,221 o[ 0355] -19.0 10

3 2,908 0] 0,800 44,1 3 2,700 0] 0682] -338 5

Primér 2,437 0] 0s81] -313] 47 2,264 0] 0407] 219] 6.7
50

1 2,976 0| 0989 4938 3 2,543 0| 0556 -28.0 1

2 3,116 o] 10s8] 514 2 2,799 o[ 0741] 360 0

3 2,308 0| 0456] 246 3 2,133 1| 0281 -152 0

Primér 2,800 0] 0834] 404 2,7 2,492 03] 0526] 26.8] 03
100

1 2,833 0| 0793] -389 0 1,207 2| -0833] 408 0

2 2,173 o[ 0249] 129 0 0,934 2[ -0990] 51,5 0

3 3,201 0| 0913] 399 0 1,760 2| -0528] 23,1 0

Primér 2,736 0] 0652] -31.3] 0 1,300 2| 0784] 37,6 0
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Tabulka 64: Vysledku testu chronické a reproduk¢ni toxicity — vzorek biouhlu

Koncentrace [g.kg'] | Hmotnost zizal [¢] | Mortalita | Ibs [g] | Ios [%] | Poget kokonii | Hmotnost Zizal [g] | Mortalita | Ise [g] | Iss [%] | Podet juvenili
0

1 2,989 0| 0317] -119 1 3,465 0] 0793] 297 15

2 3,220 0| o0s66] 213 1 3,669 o] rois| -382 13

3 2,911 0] 04s52] -184 1 3,296 0| 0837] -340 10

Primér 3,040 0] 0445] -17.1] 1 3,477 0] o0882] 340 12,7
12,5

1 1,603 1] 0837 343 10 1,384 0| -1.0s6| 433 14

2 2,438 0] 0974] -665 8 2,121 0] 0657] -449 18

3 2,549 0| 0483 234 13 2,540 0| 0474] 229 16

Primér 2,197 03] 0207] -104] 10,3 2,015 0,0 00250 15| 16
25

1 2,845 0] 0869 -44.0 11 2,224 0] 0248] -12,6 27

2 2,350 0] 0.658] -389 8 2,065 0] 0373 220 21

3 2,616 0| 098] -550 10 2,203 0| o515 -305 27

Primér 2,604 0] os18] -458] 9.7 2,164 0] 0379] 212 25
50

1 1,990 0| 0619 451 2 1,795 0] 0424] 309 0

2 2,721 0] 0391] -168 8 2,234 0] 0096 41 0

3 2,625 0| 0625 -313 0 2,000 0] 0000 00 0

Primér 2,445 0] o0545] 287 33 2,010 0] 0109] 58] 0
100

1 1,743 1| 0276] 137 1 1,519 1] -0500] 248 0

2 2,847 0] o0s527] 227 3 1,940 1] -0380] 164 0

3 2,383 0 0.793] 499 1 1,641 1| 0051] 32 0

Primér 2,324 0.3 0:3480 "17.6 1.7 1,700 1] -0276] 14,0 0
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Tabulka 65: Vysledku testu chronické a reprodukéni toxicity — vzorek skladky H

Hmotnost Zizal [g]

Koncentrace [i.ki'l] i i I [%] Hmotnost zizal [i] i Is¢ [%0] | Pocet Iuvenih‘i
1

Ls [g]

Pocet kokonu

Is6 [g]

2,989 0| 0317 -11,9 1 3,465 0] 0,793 -29,7 15

2 3,220 0] 0,566 -21,3 1 3,669 0| 1,015 -38,2 13

3 2911 0| 0452 -18/4 1 3,296 0| 0837 -34,0 10

Pramér 3,040 0 1 3,477 0 12,7
1 2,599 0] 0,843 -48,0 0 2,207 0] 0451 -25,7 2

2 2,544 0| 0,853 -50.4 2 2,250 0] 0,559] -33,1 3

3 2,500 0| 0,893 -55,6 0 2,022 0| 0415 -25,8 0

Pramér 2,548 7 2,160 0 7
1 2,975 0] 0,793 -36,3 2 2,435 0| 0,253 -11,6 2

2 2,596 0| 0,721 -38,5 1 2,267 0| 0392] -20)9 3

3 2,156 1 0 1,719 1] -0,197 0

Pramér 2,576 1 2,140 3 7
1 2,490 0| 0,746 -42,8 0 1,511 -0,233 13,4 0

2 2,900 0| 0,788| -37.3 0 2,041 -0,071 34 0

3 2,471 0 1 2,003 0

Pramér 2,620 0 3 1,852 0
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Tabulka 66: Vysledku testu chronické a reprodukéni toxicity — vzorek skladky D

Koncentrace [g.kg'] | Hmotnost Zizal [g] | Mortalita | Ios [g] | Ios [%] | Po&et kokonii | Hmotnost Zizal [¢] | Mortalita | Iss [g] | Iss [%] | Poget juvenili
0

1 2,989 0| 0317 -11,9 1 3,465 0] 0,793| -29,7 15

2 3,220 0] 0,566] -21,3 1 3,669 0] 1,015] -382 13

3 2911 0] 0452] -184 1 3,296 0 10

Primér 3,040 0 1 3,477 0 12,7
50

1 2,990 0] 0,642] -273 2 2,593 0] 0245 -104 6

2 2,818 0] 0,751 -36,3 0 2,477 0] 0410] -19,8 0

3 2,734 0 0 2,388 0 0

Primér 2,847 0] 0,659] -30.1] 0,7 2,486 0 2
100

1 2,708 0] 0,534 -24,6 0 2,426 0] 0252 -11,6 0

2 3,039 0| 0,753| -32,9 0 2,483 0] 0,197 -8,6 0

3 2,452 0] 0,709| -40,7 0 2,350 0| 0,607 -34,8 0

Primér 2,733 0] 0665] 322 0 2,420 o[ 0352] -17,0] 0
250

1 2,375 0] 0,581 -324 0 1,997 0| 0203] -11,3 0

2 2,424 0] 0,388 -19,1 0 2,033 0| -0,003 0,1 0

3 1,763 1| 0211 -13,6 0 0,985 2| -0,567 36,5 0

Primér 2,187 0,3 0893210 0 1,672 0,7 RE0N22I 68 0
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Tabulka 67: Vysledku testu chronické a reprodukéni toxicity — vzorek sedimentu

Koncentrace [i.ki'l] Hmotnost zizal [i] Mortalita | Is [i] Is [%] | Pocet kokonu | Hmotnost zizal [i] Mortalita I35[i] I35 [%] | Pocet I uvenilu
1 2,989 0| 0,317 -11,9 1 3,465 0| 0,793 -29.7 15
2 3,220 0| 0,566 -21,3 1 3,669 0| 1,015 -38,2 13
3 2,911 0| 0452 -18,4 1 3,296 0| 0,837 -34,0 10
Prumér 3,040 1 3,477 0 12,7
1 1,861 0| 0,080 -4.5 3 1,545 2| -0,236 13,3 0
2 2,279 0| 0,795 -53,6 3 2,760 0| 1,276 -86,0 0
3 2,733 0 4 2,719 0 0
Pramér 2,291 3 2,341 7 0
1 2,325 0| 0,736 -46,3 3 2,228 0| 0,639 -40,2 0
2 2,233 0| 0,977 -77,8 3 2,461 0| 1,205 -95,9 0
3 2,578 0 4 2,708 0 0
Pramér 2,379 3 2,466 0 0
1 2,025 0| 0,593 -41,4 1 2,338 0| 0,906 -63,3 0
2 2,087 0| 0,755 -56,7 0 2,224 0| 0,892 -67,0 0
3 2,060 1 0 2,121 0 0
Pramér 2,057 0,3 0,3 2,228 0 0
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Priloha 3. — Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy

Tabulka 68: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek kalu

Koncentrace [g.kg™'] Opakovani A q Susina [%] alugg'h'] [a[ugg'h']
blank 0,0222 0,3320
0 1 0,0611 1,1291 82.52 0,362
2 0,096 1,8443 0,687 0,577
3 0,0955 1,8340 0,683
blank 0,0306 0,5041
1 0,1702 3,3648 1,252
12,5 2 0,1901 3,7725 85,66 1,431 1,199
3 0,1642 3,2418 1,199
blank 0,0503 0,9078
1 0,2083 4,1455 1,424
25 2 0,2117 4,2152 85,27 1,455 1,424
3 0,2048 4,0738 1,392
blank 0,0678 1,2664
1 0,2367 4,7275 1,517
>0 2 0,2342 4,6762 85,55 1,495 1,489
3 0,2297 4,5840 1,454
blank 0,1160 2,2541
1 0,2742 5,4959 1,424
100 2 0,2935 5,8914 85,40 1,597 1,569
3 0,3033 6,0922 1,685
blank 0,9062 18,4467
. 1 0,9733 19,8217 0,557
Clsty vzorek 2 0.9728 19,8115 9265 0,552 0.482
3 0,9468 19,2787 0,337
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Tabulka 69: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek biouhlu

Koncentrace [g.kg'] Opakovani A q Susina [%] alugg’h'] | a[ugg'h']
blank 0,0222 0,3320
0 1 0,0611 1,1291 82.52 0,362
2 0,0960 1,8443 0,687 0,577
3 0,0955 1,8340 0,683
blank 0,0493 0,8873
1 0,1513 2,9775 0,908
12,5 2 0,1718 3,3975 86,29 1,091 0,931
3 0,1539 3,0307 0,931
blank 0,0717 1,3463
1 0,1975 3,9242 1,123
25 2 0,1921 3,8135 86,11 1,074 1,010
3 0,1652 3,2623 0,834
blank 0,1297 2,5348
1 0,2312 4,6148 0,904
30 2 0,2409 4,8135 86,28 0,990 0,983
3 0,2481 4,9611 1,055
blank 0,1103 2,1373
1 0,2255 4,4980 1,024
100 2 0,2433 4,8627 86,41 1,183 1,118
3 0,2391 4,7766 1,145
blank 1,4058 28,6844
e, 1 1,5937 32,5348 1,495
Cisty vzorek 2 1,7268 352623 96,59 2,554 2,118
3 1,6955 34,6209 2,305
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Tabulka 70: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek skladka H

blank 0,0222 0,3320
1 0.0611 1.1291 0,362
0 2 0,096 1.8443 82,52 0,687 0,577
3 0,0955 1.8340 0,683
blank 0.0296 0.4836
1 0.1166 2.2664 0.792
>0 2 0.1479 2.9078 84,39 1.077 0,783
3 0.1156 2.2459 0,783
blank 0,0493 0.8873
1 0.1892 3.7541 1.266
1 9 9 9
00 2 0.1978 3.9303 84,92 1,344 1,286
3 0.1872 37131 1,248
blank 0.0461 0.8217
1 0.2496 4.9918 1,789
2 9 9 9
>0 2 0,2465 4.9283 87,40 1762 1,770
3 0.2461 4.9201 1758
blank 0.1099 2.1291
. 1 0,5535 11,2193 3514
W 14 k 9 9 9
clsty vzore 2 0.5814 11,7910 97,00 3.735 3,723
3 0,6045 12.2643 3918




Tabulka 71: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek skladka D

Koncentrace [g.kg'] Opakovani A q Susina [%] alpgg’h'] |a[ug.g’h']
blank 0,0222 0,3320
1 0,0611 1,1291 0,362
0 2 0,096 1,8443 82,52 0,687 0,577
3 0,0955 1,8340 0,683
blank 0,0208 0,3033
1 0,0891 1,7029 0,615
30 2 0,1147 2,2275 85,33 0,846 0,535
3 0,0802 1,5205 0,535
blank 0,0266 0,4221
1 0,0966 1,8566 0,624
100 2 0,0934 1,7910 86,22 0,595 0,559
3 0,0781 1,4775 0,459
blank 0,0351 0,5963
1 0,1181 2,2971 0,723
250 2 0,1037 2,0020 88,27 0,597 0,619
3 0,0969 1,8627 0,538
blank 0,0771 1,4570
e, 1 0,2661 5,3299 1,481
Cisty vzorek 2 0,2504 5,0082 98,05 1,358 1,137
3 0,1499 2,9488 0,571

86



Tabulka 72: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy — vzorek sediment

Koncentrace [g.kg'l] Opakovani A q Susina [%] alug. g'l.h'l] afug. g'l.h'l]
blank 0,0222 0,3320
1 0,0611 1,1291 0,362
0 2 0,096 1,8443 82,52 0,687 0,577
3 0,0955 1,8340 0,683
blank 0,0341 0,5758
1 0,1153 2,2398 0,722
62,5 2 0,1493 2,9365 86,39 1,025 1,481
3 0,2006 3,9877 1,481
blank 0,0503 0,9078
1 0,1134 2,2008 0,556
125 2 0,1148 2,2295 87,20 0,568 0,597
3 0,1258 2,4549 0,665
blank 0,0451 0,8012
1 0,1196 2,3279 0,642
250 2 0,1343 2,6291 89,21 0,768 0,677
3 0,1172 2,2787 0,621
blank 0,0592 1,0902
e, 1 0,0806 1,5287 0,167
Cisty vzorek 2 0,0926 1,7746 98,42 0,261 0211
3 0,0853 1,6250 0,204
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Tabulka 73: Vysledky stanoveni aktivity dehydrogenazy

Koncentrace [g.kg'] | Opakovani A q Susina [%] | a[ug.g'h'] | a[pg.g’h']
blank 0,0337 | 0,5676
1 1 0,6769 | 13,7480 79.08 6,250
2 0,8046 | 16,3648 ’ 7,491 6,925
3 0,7575 | 15,3996 7,033
blank 0,0659 | 1,2275
3 1 0,2419 | 4,8340 90,47 1,495
2 0,1610 | 3,1762 0,808 0,307
3 0,1021 | 1,9693 0,307
blank 0,0239 | 0,3668
1 0,2446 | 4,8893 2,101
4 2 0,2984 | 5,9918 80,72 2,613 2,661
3 0,3672 | 7,4016 3,268
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Priloha 4. — Mista odbéru vzorku

Obrazek 27: Misto odbéru vzorku sedimentu
) L SREGVET T :

Citonice +

Obrazek 29: Misto odbéru vzorku — kruhovy objezd
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