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ABSTRAKT

Tato bakalatska prace se zabyva testovanim ekotoxicity solidifikovaného odpadu. Solidifi-
kace byla provedena pomoci cementu, asfaltu a silikond. Nasledné byly ziskany vyluhy ze
solidifikovanych téles pomoci vyluhovaciho testu. U vyluht byla poté stanovena ekotoxi-

cita. Jako testovaci organismy byly vybrany Sinapis alba, Vibrio fischeri a Artemia salina.

Kli¢ova slova:

ekotoxikologické testy, nebezpecny odpad, solidifikace, Vibrio fischeri, Sinapis alba

ABSTRACT

This thesis deals with testing of ecotoxicity of solidified waste. Solidification was perfor-
med using cement, asphalt and silicones. Subsequently, leachates from solidified waste
using leaching test were obtained and the values of ecotoxicity were determined. Sinapis

alba, Vibrio fischeri and Artemia salina were selected as the test organisms.
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ecotoxicological tests, hazardous waste, solidification, Vibrio fischeri, Sinapis alba
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UvVOD

Pojem ekotoxikologie poprvé popsal védec René Truhaut v roce 1969 [1]. Definoval ji
jako Cast toxikologie, ktera se zabyva toxickymi u¢inky vyvolanymi pifirodnimi nebo syn-
tetickymi polutanty na jednotlivé slozky ekosystému, Zivocichy, rostliny a mikroorganismy
v jedné souvislosti [2]. Ekotoxicita je vlastnost pfedstavujici akutni ¢i pozdni nebezpeci
pro jednu nebo vice slozek zivotniho prostiedi. Vyuziva se k hodnoceni nebezpecné vlast-
nosti odpadu [3]. Toxické latky se mohou bézné vyskytovat v zivotnim prostiedi. Ke kon-
taminaci dochazi z riznych odvétvi primyslu, ale i z domacnosti [4].

K feseni problému znecistovani zivotniho prostiedi riiznymi toxickymi latkami vedly pie-
devsim havérie a epidemické otravy [2]. Prvni environmentélni problémy, které vznikly,
byly velmi akutni a viditelné [5]. Napftiklad v 50. letech 20. stoleti doSlo v Japonském zali-
vu Minamata k otravé vody methylrtuti, coz mélo za nasledek smrt, télesné deformace a
nervové poruchy u zvitat i lidi [2]. V dnes$ni dobé znecisténi zahrnuje rizné smesi chemic-
kych latek, které se dostavaji do vsech slozek prostiedi. Uginek takovych latek se netykaji
pouze mortality, latky mohou ptsobit 1 karcinogenn¢, mutagenné nebo mohou mit negativ-
ni vliv na reprodukci [5]. Velké mnozZstvi toxickych latek se dostavd do vod prostiednic-

tvim odpadd, ale také vody z Cistiren odpadnich vod mohou byt zdrojem polutanti [2].

Solidifikace je jeden ze zplsobl jak lze fyzikaln€ a chemicky upravit odpad. Diky této
metodé je mozné odstranit irokou $kalu nebezpeénych odpadi [6]. Ugelem solidifikacni
metody je zamezit nebo zpomalit uvolilovani nebezpecénych slozek odpadu do prostredi.
Toho lze dosdhnout naptiklad zmenSenim povrchu odpadu, zabudovanim odpadu do struk-

tury vhodného pojiva, nebo vytvorenim latkovée stabilni strukturalni vazby [7].

Nebezpecny odpad je takovy, ktery vykazuje alespon jednu z nebezpecnych vlastnosti od-
pada a je uveden v Katalogu odpada jako nebezpecny [8]. Takovy to odpad by mohl mit
neptiznivy vliv na zivotni prostiedi a na lidské zdravi. Jsou u n¢j také zvySené pozadavky
pro nakladani s odpady [9]. Ekotoxikologické testy slouzi ke zjiSténi toxickych Gc€inkli na
Zivé organismy a zivotni prostfedi [10]. Hodnoti se tak rizika, kterd mohou toxické latky

v prostiedi zpisobit [11].
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I. TEORETICKA CAST
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1 EKOTOXIKOLOGICKE TESTY

Ekotoxikologické testy se bézn¢ oznacuji jako biotesty. Tento pojem pochazi z anglického

,bloassay*, coz znamena zkouska vyuzivajici biologicky systém [5].

Tyto testy jsou dilezitym nastrojem ekotoxikologické prace, slouzi ke zjisténi toxickych
ucinkll na zivé organismy a zivotni prostiedi [10]. Pfi biotestech se vystavi organismy
ucinkiim testované latky a stanovuje se odpovéd organismu. Princip biotestu je kontakt

testované latky s detekénim systémem za definovanych a kontrolovatelnych podminek [5].

Od 60. let 20. stoleti byly vyvijeny metody, které jsou schopné popsat ucinky toxickych
latek na zivotni prostfedi [10]. Jako prvni testovaci organismy byly pouzity ryby [12].
Nejdiive vznikaly metody testovéani toxicity na vodnich organismech a tyto metody byly
jednodruhové. Pozdéji se zacaly vyvijet metody hodnoceni pro celd spolecenstva, coz

umoznilo realné¢ hodnotit rizika [10].

1.1 Vyznam ekotoxikologickych testii

Testovani Uc¢inka toxickych latek, které jsou vypousStény do prostfedi, ma vyznam jak
z hlediska ochrany Zivotniho prostiedi, tak 1 hospodatsky. Pfitomnost toxickych latek maze
vést ke zhorseni kvality pitné vody a ovzdusi, ale i ke snizeni produkce biotickych surovin

(dfevo, zemédélské produkty). [11]

Biotesty jsou experimenty provadéné na zZivych systémech (bunkach, organismech) a slou-
zi k ureni druhu a miry skodlivého ptisobeni latek na testované organismy [11]. Jako tes-
tovaci organismy se vyuzivaji bakterie, sinice, fasy, vyssi rostliny, vodni a plidni Zivoci-

chové i rostliny [5].

Ekotoxikologické testy se spolecn€ s chemickymi analyzami vyuZzivaji v monitoringu Zi-
votniho prostfedi. Jejich ucelem je odhadovéni rizik spojenych s vyskytem toxické latky v
prostiedi [5]. Nevyhodou vSsak je, Ze tyto testy nepodaji informaci o latce ve vzorku, ktera
byla pfi¢inou toxického ucinku, proto je potieba i chemicka analyza vzorku [10]. Tyto tes-
ty tedy nejsou specifické, vyhodnocuji celkové toxické ucinky vSech latek ptfitomnych ve
vzorku. Vyhodou je rychlé a dostate¢né zhodnoceni vzorkl naptiklad u havarii. Latky se
posuzuji v téch koncentracich, v jakych do prosttedi vstupuji nebo v jakych se v prostredi

mohou vyskytnout [5].
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Ekotoxicita je stanovovana pomoci vysledka testii vodnych vyluhli nebo kapalnych vzorkl
na vodnich organismech. Vyuzivaji se naptiklad fasy, perloocky a rostliny. Pevné nebo ve
vodé nerozpustné vzorky, které obsahuji toxické latky, se testuji pomoci kontaktnich testi.
Tyto testy nachazeji uplatnéni pfi hodnoceni kontaminovanych pud, sedimenti 1 pevnych
odpadu. Testovacimi organismy jsou zde chvostoskoci (Folsomia candida), zizala hnojni
(Eisenia foetida), rostliny a mikrobidlni kultury. Pfi hodnoceni odpadii je dulezité znat mis-

to 1 zptsob jejich mozného plisobeni na zivotni prostiedi. [10]

V platné legislativé CR je pouzivan uzky soubor 4 testii pro testovani ve vodé rozpustnych
latek a vodnich vyluht, coz ovSem neni postacujici pro zhodnoceni vSech moznych t¢inkd.
Mnohé¢ latky jsou hydrofobni (napt. polychlorované bifenyly) a témito testy je tedy nelze
posoudit. Pokud tyto testy neprokdzou toxické ucinky na dané organismy, je ekotoxicita
testované latky hodnocena jako negativni. Naopak pozitivni je, kdyZ se objevi toxickeé

ucinky uz na jednom z organism. [10]

Vysledky testl toxicity pouze na jednom druhu organismu nelze povazovat za ekologickou
studii. Testy by mély zahrnovat vysledky testil toxicity na vice organismech, které jsou na
ruznych trofickych trovnich ekosystému. Obvykle se doporucuje sada biotitd sloZzena ze

zastupcti producenta, konzumenta a destruenta. [10]

Riizné sady testil toxicity poskytnou rizné vysledky o mozném toxickém piisobeni hodno-
cenych vzorkl. DuleZité je zvolit vhodnou sadu testli pro dané hodnoceni. Nékdy dochazi
k tomu, ze vzorky hodnocené podle legislativnich metod jsou vyhodnoceny jako neskodné,
ale ve skutecnosti jsou vysoce toxické [10]. Jednotlivé metody biotestli by mély umoznit
srovnani u¢inkd riznych latek nebo riznych organismii mezi sebou a dulezité je 1 porov-

nani vysledka z riznych laboratofi [5].

Mezi pticiny nizké vypovidajici schopnosti testli ekotoxicky patfi nejednotnost metod,
rozdilné podminky testd, odliSna pfiprava vzorki nebo nevhodna volba testll. Z testu toxi-
city lze zjistit vliv na dany organismus a na zaklad¢ tohoto vysledku je moZzné odhadnout

toxicitu na dal$i organismy. [10]

1.2 Ekotoxikologické indexy

Zékladnim toxikologickym indexem je davka latky, ktera vyvola sledovany ucinek. Jedna
se o stfedni smrtné davky LD50 vztazené na hmotnost testovaciho organismu. Toxikologie

se zabyva ucinky latek, které jsou pfitomné v télech organismi, zatim co ekotoxikologie



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

studuje predevS§im koncentrace latek v okolnim prostfedi organismi. Proto se
v ekotoxikologii pouzivéd index letalni koncentrace LC50. U biotestil jsou rizné odezvy
organismu napiiklad smrt, inhibice ristu, imobilizace, zmén chovani a dalsi. Index efek-
tivni koncentrace EC50 znamend, Ze u 50 % testovacich organismt vyvold koncentrace
latky v prostiedi sledovany ué¢inek. Cim je hodnota EC50 niZi, tim je sledovana latka to-

vvvvvv

sledovaného jevu (napt. délka kotene) oproti kontrolnimu vzorku. [4, 10]

Dalsi parametry vyjadiuji prah G¢inku, napt. NOAEL (no observed adverse effect concen-
tration level) je nejvyssi koncentrace testovaného vzorku, pii které nejsou pozorovany
ucinky na testovany organismus, naopak LOAEL (lowest observed adverse effect concent-
ration level) je nejnizsi koncentrace testovaného vzorku, pfi které jsou pozorovany ucéinky

na testovany organismus. [13]

1.3 Rozdéleni ekotoxikologickych testii
Biotesty 1ze rozd¢lit podle rliznych kritérii, naptiklad:

e Podle cilového ekosystému (sladkovodni, motsky, padni, ...)

e Podle doby expozice (akutni, chronicky)

e Podle trofické urovné testovaciho organismu (testy s producenty, konzumenty,
destruenty)

e Podle testovaci matrice (voda, ptida, vzduch, ...)

e Podle poctu testovacich organismi (jednodruhové, vicedruhové)

e Podle slozitosti testovaného vzorku

e Podle sledované odpovédi (letalni G€inky, hodnoceni fyziologické aktivity, repro-

dukeni aktivita) [10]

Akutni testy sleduji ptisobeni latek béhem kratkodobé expozice, test posuzuje okamzity

ucinek, ale muze trvat v zavislosti na druhu organismu i 24 - 96 hodin [1, 10].

Chronické testy vyhodnocuji plisobeni latek po delsi dobu expozice, métitkem je délka
Zivota organismu. Tento typ testl mlZe vyhodnotit i G€inky latek na rist, rozmnoZovani ¢i

rizné genetické zmény [1, 10].

Akvatickeé testy vyuzivaji k testovani vodni organismy s cilem ur¢it toxicitu pro vodni eko-

systémy. Pouzivaji se pro testovani vodnych vyluht i vzorkli v pevném skupenstvi [10].
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Terestické testy slouzi k urceni toxickych u¢inkl na pidni ekosystémy. Tento test 1ze vyu-

zit 1 pro hydrofobni latky, které nelze otestovat pomoci akvatickych testii [10].

Alternativni testy jsou oproti ostatnim metoddm rychlejsi, 1ze s nimi testovat velké série
vzorkll a jsou miniaturizované, coZ umoziuje vyuzivat mensi mnozstvi chemikalii, proto
byvaji levnéjsi. Takové testy nejsou naro¢né na obsluhu a obvykle jsou dostupné jako ko-
meréni sety. Vyznamné alternativni testy jsou tzv. mikrobiotesty, které probihaji
v kyvetach nebo zkumavkéach. KoneCnym vystupem testu je zmeéna absorbance, fluores-

cence nebo luminiscence, mortalita nebo imobilizace organismu. [10, 14]

Kontaktni testy vystavuji organismy pfimo testované matrici, jaké se vyskytuje v prostiedi.
Test napodobuje skutecnou situaci a bere v potaz, ze vSechny obsazené latky nemuseji byt

pro organismy dostupné [15].

Vyluhové testy na rozdil od kontaktnich testl vystavuji organismus vyluhu latek z ptivodni
matrice. V diasledku toho, Ze se vzorek musi pied testem upravit, nemaji tyto testy takovou
vypovidajici schopnost. Vyluhové testy jsou v dnesni dobé standardni v mnoha normach

[15].

1.4 Metodika ekotoxikologickych testa

Stejné jako v jinych vyspélych statech jsou i v Ceské republice normy a metodiky podle
kterych se provadi ekotoxikologické testy. Jsou v platnosti Ceské statni normy (CSN), ale
zéroveh jsou patné i normy a piedpisy z Evropské unie. CR je ¢lenem OECD (Organisati-
on for Economic Cooperation and Development) a ISO (International Standardization Or-

ganisation), jejichz normy jsou platné i u nas. [5]

V CR se bézné vyuzivaji standardni testy pro zjisténi ekotoxicity vod, odpadnich vod a
vodnych vyluhli pevnych matric [14]. Kromé téchto testll je u nds pouZzivaji i testy dle

OECD, jako je stanoveni toxicity pro vCely, ziZaly, voln¢ zijici ptaky a dalsi [5].

Jako névod ke stanoveni ekotoxicity, jedné z nebezpecnych vlastnosti odpadi, slouzi Me-
todicky pokyn MZP odboru odpadii ke stanoveni ekotoxicity odpadil. Jeho cilem je sjed-
noceni postupu tak, aby bylo mozné jednotlivé vysledky z rliznych laboratofi mezi sebou

porovnavat a objektivné posuzovat. [3]
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Stanoveni ekotoxicity je provadéno jednotlivymi metodami na organismech:

e Daphnia magna (hrotnatka velkd) — test je provadén podle normy CSN EN ISO
6341 Jakost vod - Zkouska inhibice pohyblivosti Daphnia magna. Je to test akutni
toxicity, doba plisobeni zkoumané latky je 48 hodin.

e Ryby — Poecilia reticulata (zivorodka duhova) nebo Brachydanio rerio (danio pru-
hované) dle CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity pro
sladkovodni ryby. Doba piisobeni je 96 hodin.

e Rasy — Desmodesmus subspicatus nebo Pseudokirchneriella subcapitata dle CSN
EN 28692 Jakost vod - Zkouska inhibice rastu sladkovodnich fas. Doba plisobeni je
72 hodin.

e Sinapis alba (hot€ice bild) — test inhibice ristu kofene hoicice bilé dle metodického
pokynu Ministerstva zivotniho prosttedi ke stanoveni ekotoxicity odpadt. Test kli-

¢ivosti semen hotcice bilé se uskutec¢ituje po dobu 72 hodin. [3, 16]

Metodicky pokyn pro stanoveni ekotoxicity odpadi lze vyuzit k hodnoceni odpadii
z hlediska jejich vyuZivani na povrchu terénu, ke zjistovani ekotoxicity u kapalnych odpa-
da a kalt. Nelze vyuzit u odpadi, u kterych neni mozné odebrat vzorek pro ptipravu vod-

ného vyluhu nebo ze kterych vodny vyluh nelze ptipravit. [3]

1.4.1 Postup stanoveni ekotoxicity odpadu

Pomoci testli akutni toxicity se testuje vodny vyluh vzorku. Testované organismy reprezen-
tuji clanky ekosystémti, kazdy organismus mize mit rozdilnou citlivost k latkdm ve vzorku

obsazenych. Vzdy rozhoduji vysledky nejvice citlivého organismu [3].

Postup odbéru a upravy vzorkil je popsan v metodickém pokynu ke vzorkovani odpadl a

v metodickém pokynu k hodnoceni vyluhovatelnosti odpadu [3].

Piiprava vodného vyluhu odpadu pro testy ekotoxicity probiha podle CSN EN 124574,
Vodny vyluh se pfipravi ze vzorku podle stanoveného postupu vyluhovani odpada ve vo-
dé. K vyluhovéani se pouziva destilované voda, ktera nesmi obsahovat chlor ani jiné toxické
latky [14]. Tento vodny vyluh se dale upravuje pro konkrétni testy podle pouzitého testo-

vaciho organismu [3].
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1.4.2 Postupovy diagram testti ekotoxicity

Testy ekotoxicity zacinaji uvodnim testem, kdy je testovany organismus vystaven testova-
nému nefedénému vodnému vyluhu odpadu. Tento test vyuziva takovy pocet jedinct orga-
nismil, jaky je dan jednotlivymi metodikami pro dané organismy, zatimco do testli ovétro-
vacich se nasazuji organismy v nejméné trojnasobném poctu nez u testd zakladnich. Jestli-
ze se toxicky ucinek projevi u poctu organismi vétsi nebo rovno 50 %, provede se test
predbézny s vyuzitim zvolené fady koncentraci vodného vyluhu. Vhodné zvolena koncent-
racni fada je takova, kterd zahrnuje koncentrace s toxickym uc¢inkem pro 0 — 100 %. Po-
kud u predbézného testu neni mozné stanovit LC (EC, IC) 50 pfichazi na fadu opét test
ovéiovaci. V jinych ptipadech slouzi vysledky predbézného testu pro stanoveni rozsahu
koncentraci pro zdkladni test. [3] Vzdy je dalezité provadét i kontrolni testovani, které se
uskutecni ve stejnych podminkéch a se stejnym druhem organismu jako pfi bézném testu.
Pojmem vnitini kontrola se mysli zdkladni test, ktery testuje standard. Jako standard se
vyuziva dichroman draselny (K,Cr,O7). Tyto testy slouzi k porovnani vysledkt zakladnich
testll s obecné platnymi hodnotami LC50, umoziuji tedy urcit spravnost a citlivost testa.

[17]

Uvodni test
NE
Toxicita = 50 % »  Ovéfovaci test
NO l
* ANO

Predbé&Zny test

l NE

Toxicita = 50 %  —————p  Oveérovaci test
I
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+ ANO A J NE

Zakladni test 4—  Toxicita > 50 %

l

Toxicita = 50 %

F

Vypotet hodnot LC (IC, EC) 50 ‘ NE
l ¥
1 — o -
ZARAZENi ODPADU

e

Obr. 1. Postupovy diagram testit k hodnoceni ekotoxicity [14]
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1.5 Metodika ekotoxikologickych testa

1.5.1 Akutni imobiliza¢ni test na hrotnatce velké (Daphnia magna)

Hrotnatky se fadi do fadu perloocek, proto se Casto tyto testy oznacuji i jako testy na per-
loockéch [3]. Jsou to drobni planktonni korysi o rozmérech 1 — 5 mm [14]. Tyto organismy
jsou soucasti ekosystému jezer a rybniki, kde slouzi jako potrava pro ryby, jsou tedy vy-

znamnou soucasti zooplanktonu [14, 18].

Testovani probihd tak, ze se perloocky vystavi testované latce, kterd je rozpusténa v fedici
vod¢, po dobu 48 hodin. Souc¢asné probiha i kontrolni test, pii kterém se perlooc¢ky daji do
fedici vody bez obsahu testované latky. Po uplynuti 48 hodin se zkontroluje stav a zazna-
menaji se uhynuli ¢i imobilizovani jedinci. Mortalitu 1ze u téchto organismi poznat jen
obtizn¢, proto se vyuziva spiSe termin imobilizace. Pfi testech vyuZivame perloocky staré

maximalné 24 hodin a nejméné teti generace z prosperujiciho chovu. [17]

Obr. 2. Daphnia magna [14]

1.5.2 Test na zelené rase Chlorella vulgaris

Rasy jsou pozivany jako zkusebni organismy protoZe, patii do prvni urovné potravniho
tetézce, takze jakékoliv poruchy v jejich dynamice by mohly mit vliv na vyss§i urovné eko-
systému. Rasy jsou také velmi citlivé na zmény ve svém prostiedi a diky jejich rychlému
zivotnimu cyklu lze pozorovat u€inky po vice generaci. Konkrétné fasa Chlorella vulgaris
je velmi citliva na toxické latky a je snadno kultivovatelna. Je to sladkovodni jednobunéc-

né zelend fasa. Rasy se pfi tomto testu kultivuji za aseptickych podminek v laboratofi po
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dobu 4 dnt za teploty 21 °C. Médium pro kultivaci se pfipravuje v souladu s pokynem
OECD pomoci deionizované vody a vhodnych zivin. Podminky testovani jsou teplota 21 —
24 °C, osvétleni 6000 — 10000 Ix, doba expozice 72 hodin a ru¢ni michani dvakrat denn¢.
Me¢éii se opticka hustota bun¢k pii 440 nm, vysledkem testu je ureni EC50, NOAEL,
LOAEL. Tento test lze pouzit pro zjisténi toxickych ucinki nebezpecnych odpadi a od-
padnich vod. [19]

1.5.3 Test na sladkovodnich Fasach Desmodesmus subspicatus a Pseudokirchneriella

subcapitata

Testovaci organismus jsou sladkovodni planktonni fasy Desmodesmus subspicatus a Pseu-
dokirchneriella subcapitata, je zde potieba pracovat s kulturami standardnich kment [3,

17]. Pozivané druhy fas se bézné vyskytuji v naSich vodach [14].

Test zacina kultivaci fasového kmene po nékolik generaci v definovaném Zivné roztoku
obsahujici koncentra¢ni fadu testované latky. Doba expozice je 72 hodin, jedenkrat za 24
hodin se méti hustota bunék. Pokud se testovana latka projevi jako U€inné, dochéazi ke sni-
Zeni rlstu nebo ristové rychlosti oproti kulturdm, které nebyly vystaveny toxické latce. Pti

tomto testovani by méla byt teplota 25 °C a kontinudlni osvétleni 6000 luxt. [17]

1.5.4 Test akutni toxicity na rybach

Ryby se vystavi u¢inktim testované latky rozpusténé v fedici vodé. Dalsi ryby jsou dany
pouze do fedici vody, coz slouzi jako kontrola. V pribéhu tohoto testu se kontroluje stav a
chovani ryb a odstraiiuji se uhynuli jedinci. Zaznamenavaji se celkové pocty uhynulych
ryb a z vysledkl se stanovi LC50. Teplota pii testu by méla byt 23 °C. Doba expozice dle
normy je 96 hodin s vyménou lazné po kazdych 24 hodinach. [17]

Casto se vyuziva zivorodky duhové (Poecilia reticulata). Délka jejiho téla by méla byt 15
az 25 mm, ryby se pouzivaji v poméru pohlavi 1:1. Jedinci by méli byt ve v€ku 3 az 4 mé-
sice. Lze pouzit i druh dénio pruhované (Brachydanio rerio). Ryby jsou vybirany

z populace stejn¢ho plivodu a dobrého stavu. [17]

Pti testech na rybach je nutné dodrZovat zakon €. 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti ty-

rani a vyhlasku €. 311/1997 Sb. o chovu a vyuziti pokusnych zvitat [17].
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1.5.5 Test na ZabronoZce solné (Artemia salina)

ey

Zabronozky jsou organismy Zijici ve slanych stojatych vodach (slana jezera, solné doly).
Casto se vyuzivaji jako krmivo pro akvarijni ryby. DovéaZzeny jsou ve formé vajiek
v konzervéch [14]. Jsou velmi odolné, ve form¢ oplodnénych vajicek mohou velmi dlouho
preckat nepiiznivé podminky. Jsou schopny se pfizplsobit i extrémnimu prostiedi vysy-

chavych slanych jezer. Zabronozky mohou Zit az ve 25% roztoku soli [20].

Vajicka se lihnou v laboratorni slané¢ vodé s mirnym provzdusiiovanim. Rychlost lihnuti
zalezi na teplot&, pii 24 °C se vajic¢ka vylihnou do 24 hodin. Zivé zabronozky jsou ptitaho-
vany svétlem, daji se tak snadno shromazdit a odlovit [20]. Do testli se davaji Cerstvé vy-
lihnuti jedinci, béhem testovani nejsou krmeny a testovany roztok se neprovzdusiuje. Sle-
duje se timrtnost zdbronozek po 24 a 48 hodinach, hodnoty jsou porovnavéany s kontrolnimi

testy [14].

K ekotoxikologickému testovani se vyuziva i komeréni test pouzivajici jako testovaci or-

ganismus Zabronozku. Tento test se nazyva Artoxkit M™ [14].

Obr. 3. Artemia salina [14]

1.5.6 Kinetické hodnoceni inhibice rustu denitrifikaéni bakterie Paracoccus denitri-

ficans

Tento test je miniaturizovany, kultivace bakterii se uskutectiuje na 96 jamkové mikrotit-
racni desti¢ce s automatickym zaznamendvanim ristovych kiivek. Test 1ze pouZzit na testo-

vani iontil t€zkych kovi, agrochemikalii a je vhodny i na hodnoceni vzorkl obsahujici té-
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kavé slozky. Testuje se vliv toxickych latek na denitrifika¢ni bakterii Paracoccus denitrifi-
cans. Takovy test by bylo vhodné zaclenit do sady biotestli, protoze denitrifikace, jako

dualezita cast kolobehu dusiku, ma vyznamny vliv na ekosystém. [21]

Pti testu se jamky mikrotitratni desticky naplni roztokem média a bakterialni kulturou a
poté se desticka vlozi do ¢teCky mikrotitraénich desti¢ek. Zde se kultura péstuje po dobu
24 hodin pfi teploté 30 °C a kazdych 30 minut se odecita opticka hustota pti vinové délce
550 nm v kazdé jamce. Pro vyhodnoceni EC50 1ze pouzit integralni metodu. Ze ziskanych
dat se vytvofi rastové kiivky a vypocitad se oblast pod kiivkou pro kazdou koncentraci
vzorku. Takto vypocitané hodnoty se porovnaji s kontrolnimi testy a poté se zjisti inhibice
rustu. Vytvoii se linedrni zavislost inhibice ristu na koncentraci a linearni regresi se odvo-
di hodnota EC50. Pii testu, kde se jako testovany vzorek pouzije t€kava latka, se pouzivaji

plynotésné vialky, do kterych se vzorek latky pfida pomoci injekéni stiikacky. [21]

Vyznamny vliv na vysledky testu ma poc¢atecni hustota naoCkovanych buné¢k, zvIasté po-
kud jsou ve vzorku ionty kovi, které inhibuji rist uz v nizkych koncentracich. Napiiklad
ptebytek bunécné biomasy miize maskovat nizké koncentrace iontl kovt. Pokud je poca-
tecni hustota buné¢k pfili§ nizkd, kultura nedosahne ¢asného staciondrniho rstu béhem 24

hodin a rist je tak zpozdén. [21]

1.5.7 Bakterialni bioluminiscencni test ekotoxicity (Microtox test)

Testovani je zaloZeno na sledovani zmény bioluminiscence moiskych svétélkujicich bakte-
rii Vibrio fischeri vlivem ucinku toxické latky [17]. Vyhodou je, Ze jsou tyto bakterie
snadno kultivovatelné a lze je péstovat v laboratofi. Test s bakterii Vibrio fischeri patii

mezi zékladni ekotoxikologické testy [18].

Za schopnost bun¢k luminovat zodpovidaji geny, které tvoii operon lux CDABE. Buiky
pfirozené emituji svétlo vznikajici pfi reakci katalyzované luciferazou. Bioluminiscence je

jev, ktery zpiisobuje svétélkovani mofi ¢i svétluSek. [20]

Nejdiive se zméfi mnoZstvi emitované¢ho svétla pomoci luminometru pted pfidanim testo-
vané latky a az poté se méfi s testovanou latkou. Ze zmény intenzity svétla se urci toxicky
ucinek. Jako referen¢ni roztok se pouziva 2% roztok chloridu sodného. Pfi tomto testu je
velmi dilezité dodrzovat konstantni teplotu, obvykle 15 °C, protoze proces bioluminiscen-

ce je enzymaticky fizeny a tudiz zavisly na teploté. Stejné teplota musi byt u méteni vzor-
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ku 1 u slepého pokusu [17]. Méfeni bioluminiscence ovlivitluje hodnota pH méfeného vzor-

ku, zakal, zabarveni a také obsah soli [5].

Test Microtox patii k nejméné financné naroCnym testim s jednoduchou obsluhou. Vy-
sledky z tohoto testu jsou poskytnuty uz po 15 az 30 minutach. Mnozstvi vzorku potiebné-

ho pro test je méné nez 5 ml. [5]

Tato metoda je jednoduchd, plné automatizovana a celosvétové rozsifena. Test inhibice
bioluminiscence moiskych bakterii Vibrio fischeri se provadi dle souboru norem CSN EN

ISO 11348-1, CSN EN ISO 11348-2 a CSN EN ISO 11348-3. [20]

1.5.8 Testy fytotoxicity

Tyto testy jsou bézné pouzivané v monitoringu zivotniho prostfedi. Vyhodou je, ze jsou
jednoduché, materidlové nenarocné a organismy lze jednoduSe péstovat. Nevyhodou je
pfedev§im Casova néarocnost testil, kterd vyplyva z dlouhodobé expozice toxickou latkou.

Pti téchto testech Ize sledovat kli¢ivost semen, prodluzovani kofene a rast rostlin. [14]

Organismy vyuZzivané pii testech fytotoxicity jsou hoic¢ice bila (Sinapis alba), feticha seta
(Lapidium sativum), fedkev setd (Raphanus sativus), salat hlavkovy (Lactuca sativa) a

dalgi. [14]

1.5.8.1 Test na semenech hoicice bilé (Sinapis alba)

Stanovuje se toxické piisobeni latek obsazenych ve vodném vyluhu na kli¢ivost semen a
rust kotene. Jako testovaci organismus se pouziva hoic¢ice bild s kli¢ivosti minimalné

90 %, o stiedni velikosti semen (1,5 — 2,5 mm) a okrové zlutém zbarveni. [3]

Test probihd pfi teploté cca 20 °C po dobu 72 hodin bez osvétleni. Nejdiive se provede
uvodni test s nefedénym vodnym vyluhem vzorku. Na kazdou Petriho misku se vlozi 30
semen. Po uplynuti pozadované doby se zméti a zaznamena délka kotenil jak v tomto tes-
tu, tak v kontrolnim. PfedbéZny test se provadi stejné, ale pro Siroky rozsah koncentraci
vodného vyluhu. Z vysledkl tohoto testu se vybere vhodnéa koncentrace pro zakladni test.
Sledovanym parametrem je primérna délka kofene. Hodnoty ziskané z vodného vyluhu
vzorku se porovnava s kontrolnim testem. Vysledkem je procento inhibice (zkraceni) nebo
stimulace (prodlouzeni) kotenti. Také se pii vyhodnoceni udava pocet nenaklicenych se-
men. Spravnost postupu a kvalita semen se ovéifuje pomoci testd se standardem dichroma-

nem draselnym. [3]
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1.5.8.2 Test inhibice riistu okiehku mensiho (Lemna minor)

Oktehek je rostlina porlstajici hladiny stojatych vod, vytvaret ucelené plochy, coz zapfici-
fiuje nepropousténi svétla [14]. Do testu se pouzivaji rostliny pochazejici ze zdravé kolo-

nie, které jsou tvoteny 2 az 5 listky [17].

Test probiha 7 dni, kdy se nechaji rostliny rast pfi ucinku testované latky. Provadi se i kon-
trola, kdy se rostliny nechaji rtist ve stejnych podminkach jako testovaci, ale bez toxické
latky. Kazdych 24 hodin se zaznamenava stav rostliny a pocet listkii. Uinky latky se vy-
hodnocuji podle vegetativniho rlstu okiehku, posuzuje se rychlost rastu, pocet listka a
valy ucinky (LOAEL) a nejvyssi koncentrace nevyvolavajici zadné pozorované ucinky
(NOAEL) [17]. Test je standardizovany podle CSN EN ISO 20079 a také organizaci
OECD [14].

1.5.8.3 Test inhibice ristu korene cibule (Allium cepa)

Cibule jako testovaci organismus se vyuziva hlavné pro hodnoceni pfirodnich, pitnych a
odpadnich vod. Sleduje se inhibice riistu kofent, které se porovnavaji s kontrolnimi testy.

[14]

Testy na cibuli se provadi k hodnoceni chemickych latek a také ke sledovani genotoxicity
téchto latek. Vysledkem tohoto testu je zjisténi hodnoty EC50. Vyuziva se odrida cibule
Ceské, kterd neni chemicky oSetfend. Je to velmi citliva a jednoducha metoda testovani.
Poté co se kofeny cibule vystavi G€inkiim toxické latky, dochazi k inhibici riistu kotene.
Jako riistové médium se vyuzivé studena vodovodni voda, kterd by méla mit ovétenou kva-
litu, pH okolo 7 a bez pfitomnosti toxickych latek. Cibulky by nemély byt poSkozené ani
vyschlé o primérné velikosti 1,5 cm. Jejich kofenova primordia se poté ponoii do testova-
né latky. Jako kontrola slouzi rtist kofeni ve vodé. Po 72 hodindch piisobeni se koteny

zmé&fi a porovnavaji se s kontrolou. [20]

1.6 Vyuziti testi ekotoxicity pro stabilizovany/solidifikovany odpad

Na univerzité v Brazilii se védci snazili porovnat charakterizaci pramyslovych odpadii
pomoci chemické analyzy a ekotoxikologickych testi. Odpady byly podrobeny dvoustup-
nové stabilizaci/solidifikaci (S/S). Z vyluhu byla zjiStovana toxicita pomoci bakterii, fas a

perloocek.
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Odpadem v této studii byly riizné kaly pochdzejici z automobilového a textilniho primyslu
a kal ze zpracovavani kovi. Cilem bylo zjistit, zda jsou ¢i nejsou tyto odpady nebezpecné

dle brazilskych piedpist.

Zjistovani ucinkl odpadi na zivotni prostiedi je vhodné pomoci ekotoxikologickych testil,
divodem je, Ze tyto odpady podléhaji podminkdm prostiedi a pouha chemicka analyza

neni na vyhodnoceni vzdy dostacujici.

Prvni stupent S/S byl proveden za pouziti 33,33 % palené¢ho vapna, 16,66 % jilu a 50 %
kalu. Tato smés se nechala 7 dni tuhnout, poté doSlo k dal§imu stupni S/S. Vysledny solidi-
fikovany odpad mél slozeni 33,33 % jiz jednou stabilizovaného kalu, 33,33 % vody,
11,11 % pisku a 22,22 % cementu.

Druh fas, ktery byl vybran k tomuto testovani, byl Scenedesmus subspicatus Chodat. Test
byl proveden pro riizné koncentrace vyluhu o tfech paralelnich stanovenich, jako standard
byl pouzit dichroman draselny. Inkubace probihala na tfepacce pfi teploté 23 £ 2 °C
s trvalym osvétlenim. Po 72 hodinach byl zjistén inhibi¢ni G¢inek pomoci fluorescencni

aktivity (méfeno pii vinové délce 685 nm).

U zkousky s bakterii Vibrio fischeri dochazi k inhibici luminiscence. Test byl proveden pfi
teploté 15 + 1 °C a u vzorki byla upravena salinita. Vzorky byly testovany v riznych kon-
centracich a doba expozice byla 30 minut. Kazdy zfedény vzorek i kontrolni byly provede-

ny tiikrat.

Test na perloocce (Daphnia magna) byl proveden pfi teploté 25 + 2 °© C po dobu 48 hodin.
Do testil bylo vkladano 5 jedincti méné nez 24 hodin starych. Opét byl vzorek testovan

v riznych koncentracich a jako standard byl pouzit dichroman draselny.

Vsechny pramyslové kaly byly podrobeny chemické analyze. Podle vysledkt této analyzy
bylo zjisténo, Ze na zakladé slozZeni téchto kall je mozné klasifikovat dany odpad jako ne-
bezpe¢ny dle brazilskych piedpisti o odpadech. Po S/S procesu téchto kald je ale nelze
zatadit mezi odpady klasifikované jako nebezpecné. Piesnéji je 1ze povazovat za bezpecné
a neinertni. Podle vysledkt testli ekotoxicity byly solidifikované kaly z textilniho primyslu
vyhodnoceny jako netoxické pro vSechny tfi organismy. Naproti tomu solidifikovany kal
pochézejici z automobilového primyslu vykazuje toxicitu. Proto, kdyZz porovname che-
mickou analyzu s ekotoxikologickymi testy, mizeme konstatovat, ze chemicka analyza
muze precenit nebo naopak podcenit potencial nebezpecnosti solidifikovanych odpadi.

Chemicka analyza tedy neni vhodna pro hodnoceni vlivu na ZP. [22]
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Spanéliti védci realizovali testy ekotoxicity u vyluhi odpad, které byly upraveny pomoci
technologie S/S. Testovany odpad byl slévarensky kal, jehoz stabilizace byla provedena
pomoci cementu jako pojiva a jako piisady byly pouzity organofilni bentonit, vapno a po-
pilek ze spalovani uhli. Tento slévarensky kal byl oznacen jako nebezpecny odpad z diivo-
du obsahu zinku a fenolickych latek. Solidifikacni technologii byla snaha znehybnit oba
druhy znecist'ujicich latek.

U takto upravenych odpadii bylo posouzeno, zda se nebezpecné slozky odpadu podafrilo
stabilizovat, pomoci chemické analyzy i ekotoxikologickych testli. Ekotoxicita byla hod-
nocena podle Span¢lského nafizeni a dle standardi EU z vyluhti odpada (TCLP test) po-
moci luminiscen¢nich zkousek. Odpad je povazovan z nebezpecny je-li hodnota ekotoxici-

ty EC50 mensi nez 3000 mg/1.

Vyluh z odpadu stabilizovany jen pomoci cementu byl netoxicky. Hodnota EC50 byla vys-
§i nez hodnoty pro slévarensky kal (EC50 = 1015 mg/1) a také vyssi nez limit Spanélského
natizeni (EC50 = 3000 mg/1). Zatazenim vapna do smési doslo ke snizeni ekotoxicity opro-
ti odpadu solidifikovanému jen pomoci cementu. Zlepsila se stabilizace organickych polu-
tantd, kdyZ bylo 50 % cementu nahrazeno vapnem. AvSak dochéazelo k vyluhovani zinku
nad limit evropskych piedpisit pro skladkovani inertnich odpadi (koncentrace zinku -
0,5 mg/l) vlivem zasaditosti vapna. Pfidani bentonitu pomohlo znehybnit fenolické slouce-
niny, ale tato pfisada byla net€inna ke sniZeni ekotoxicity a mobility zinku. Popilek mél ze
vSech ptisad nejhorsi vlastnosti, oproti S/S odpadu jen pomoci cementu byl vice ekotoxic-
ky a ani stabilizace nebezpecnych latek nebyla pfili§ uc¢inna. Nicméné u kazdé ptisady byl

vzdy nalezen pomér, kdy vyluh odpadu nebyl toxicky. [23]

Na fecké univerzité védci zkoumali moZnosti stabilizace Cistirenskych kalti pomoci popil-
ku a vapna. Cistirensky kal miize obsahovat patogenni organismy a zne&istujici latky, také
ruzné toxické kovy a rozpustné soli. Vapno je povazovano za jeden z nejcastéjSich materia-
14 pro stabilizaci Cistirenskych kalli, protoZze vyznamné sniZzuje obsah mikroorganismil (i
patogennich) a t€inné je 1 pro stabilizaci t€zkych kovu.

Popilek, ktery vznika spalovanim fosilnich paliv, obsahuje zvySené mnozZstvi oxidl vapni-
ku a hot¢iku. Je to alternativni material vhodny ke stabilizaci kald, pfi jeho pouziti se sni-
zuji naklady za nakup, a navic je to dal§i moznost odstranéni tohoto materilu.

Cilem jejich prace bylo posoudit popilek a béZné pouzivané vapno jako material vhodny ke

stabilizaci. Dal$im cilem bylo stanoveni ekotoxicity u stabilizovaného ¢istirenského kalu.
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Testy ekotoxicity byly provedeny na organismech Sinapis alba (hoi¢ice bild), Sorghum
saccharatum (Cirok dvoubarevny) a Lepidium sativum (feficha setd). Vzdy byl testim

podroben jak vyluh surového kalu, tak také vyluh stabilizovaného kalu.

Do testit bylo pouzito vzdy deset seminek daného druhu rostliny. Seminka byla umisténa
do mélkych zkusSebnich desek. Kontrolni vzorek byl pfipraven za pouziti referencni pady
dle normy OECD. Inkubace probihala po dobu tii dntl pii teploté 25 °C a po této dob¢ byla

vypocitana inhibice klicivosti semen.

Testovani ekotoxicity bylo provedeno také pomoci bakterie Vibrio fischeri. Byla méfena
intenzita luminiscence pomoci Microtox 500 analyzatoru. Doba expozice byla 15 minut a

zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwaru Microtox Omni.

Vysledky testl na bakterii Vibrio fischeri prokazaly nejvyssi toxicitu u vzorkl s vysokym
obsahem popilku vapna 1 u jejich kombinace. Smési, které vykazovaly nejmensi toxicitu,

mély nejmensi obsah popilku.

Vyrobené smési mély silné fytotoxicke ucinky, ke snizeni toxicity doslo v prub&hu procesu
starnuti smési, obzvlasté¢ ve smésich s vysSim obsahem kalt. NiZ8i mira inhibice kliceni
byla zjisténa u vzorkl, kde byl vysoky obsah kalli, napfiklad u vzorku, ktery obsahoval
pomeér popilek/vapno/kal - 0,5/0,5/ 2.

Odpady stabilizované timto zplisobem maji vysokou toxicitu. Tuto vlastnost 1ze vysvétlit
vysokym mnozstvim pridaného popilku nebo muize byt také pficitana uvolnéni kovl ze
smeési. Z tohoto diivodu by mé&lo byt pouZito mensi mnozstvi popilku, aby se zoptimalizo-

valy vSechny vlastnosti. [24]

V Japonsku zjiStovali, jakou toxicitu vykazuje stabilizovany zdravotnicky odpad. Stabili-
zace probihala pomoci chelata¢niho ¢inidla, jehoZ hlavni sloZka je dithiokarbamat, kyselé-

ho roztoku kyseliny fosfore¢né a alkalického roztoku fosforec¢nanu.

Infekéniho odpadu se 1ze zbavit pomoci spalovani, vznika tak vSak znacné mnoZstvi pev-
ného zbytku (popela, popilku). Tento zbytek je bohaty na obsah toxickych latek (naptiklad
tézké kovy) a tvoii asi 5 % z pocatecni hmotnosti odpadu. Skladkovani tohoto odpadu,
ktery je zatazen jako nebezpecny, bylo v Japonsku zakézéno. Nejcastéjsi upravou je stabi-
lizace/solidifikace pomoci cementu nebo chemikalii a nasledné sklddkovani, vitrifikace a

dalsi metody.
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Biotesty jsou dilezitym parametrem pro popis vlastnosti odpadu, zajist'uji uplnou odpoved’
testovaného organismu vu¢i odpadu. Jako testovaci organismy byly vybrany Daphnia
magna, Vibrio fischeri a Lactuca sativa (locika setd — salat hlavkovy). Analyzovany byly

tézké kovy ve vyluhu pted 1 po S/S.

Test inhibice rastu kotinkl salatu probihal 5 dni pfi 25 °C ve tmé. Filtracni papir byl umis-
tén na dno Petriho misky a nasycen 2 ml vyluhu, bylo na néj rovhomérné rozlozeno dvacet
seminek. Test byl proveden s péti riznymi koncentracemi vyluhu (3 opakovani). Na konci
inkubace byly pomoci pravitka zméfeny délky kofinkli a vypocteno IC50. Jako kontrola

byla pouzita destilovana voda.

Pro test mortality Daphnia magna byla upravena hodnota pH vyluhu malym mnozstvim
koncentrované kyseliny chlorovodikové, aby se zabranilo vlivu nespravného pH na perlo-
ocky. Biotest byl proveden ve vicejamkovych miskach. Jako kontrola bylo pouzito stan-
dardni sladkovodni médium. Dvacet Cerstvé vylihlych jedinct bylo pieneseno do kazdé
jamky, inkubace probihala pii 20 °C ve tmé&. Po 24 a 48 hodinach byl zjistovan pocet uhy-

nulych jedincii a stanovena hodnota EC50.

Pied bakterialnim testem bioluminiscence (Microtox) s bakterii Vibrio fischeri byl ptidan
k bakteriim 1 ml dvouprocentniho roztoku chloridu sodného. Poté byly inkubovéany pfi
3 °C po dobu 10 minut a pii teploté 15 °C po dobu 15 minut pfed pouzitim. Koncentrace
vyluhu, ktera zptsobila 50% inhibici bioluminiscence (EC 50) byla zjisténa pomoci méteni
bioluminiscence s pouzitim luminometru. Vysledky vSech testdi byly stanoveny ze tfech a

vice opakovani u jednoho vzorku.

Z uvedené studie vyplynulo, Ze pfidani stabiliza¢nich chemickych latek do popilku snizuje
toxicitu vyluhu popilku pro vSechny tfi testované organismy. Vysledky ukazaly, ze pouzité
stabilizatory byly schopny vyznamné snizit koncentraci kovii ve vyluhu. Ac¢koliv jsou vy-
luhy z obou stabilizovanych i z nestabilizovaného popilkli vysoce toxické pro salat i pro
perloocky, zaclenénim téchto stabilizacnich ¢inidel doslo k vyraznému sniZeni toxicity pro
tyto organismy. [25]

Cesti védci zjistovali toxicitu u stabilizovanych/solidifikovanych odpadii pomoci cementu.
Studovany odpad byl popilek vznikajici pfi spalovani tuhych paliv (¢erné, hnédé uhli, lig-

nit). Popilek mize obsahovat rizné oxidy a té¢zké kovy.
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Byly pfipraveny zkusebni téliska (1 dil cementu, 3 dily standardniho pisku a 1/2 dilu vo-
dy). Solidifikace popilku (1/2 dilu cementu, 1/2 dilu popilku, 3 dily standardniho pisku, 1/2
dilu vody). Popilky byly vyluhovany podle CSN EN 12 457-4.

Pro vyhodnoceni ekotoxicity byly pouzity organismy Thamnocephalus platyurus (Tham-
notoxkit, test s korysi), Pseudokirchneriella subcapitata (test inhibice rlstu tas) a Vibrio
fischeri (Microtox test, bakterialni test). Testovany byly surové popilky i popilky solidifi-

kované cementem.

Vzdy byla stanovena efektivni a letdlni koncentrace (EC a LC), které byly pfepocitany na

jednotky toxicity (TU, bezrozmérné ¢islo).

Vyluhy ze zkusebnich télisek byly mirn¢ toxické pro koryse, netoxické pro bakterie a fasy.
Toxicita vyluhtl popilkl ze spalovani lignitu a hnédého uhli byla srovnatelna s vyluhy ze

zkuSebnich télisek, toxicita vyluht popilki ze spalovani cerného uhli byla nizsi.

Vyluh ze surového popilku ze spalovani hnédého uhli byl velmi toxicky, zejména pro fasy
(TU = 18,3), coz neodpovidd chemickému rozboru. Dle chemického rozboru se predpokla-
dalo, Ze u S/S popilkt dojde ke sniZeni toxicity, k tomu ale doslo jen u popilku pochézeji-
ciho ze spalovani hnédého uhli. Vysledky ukazuji, ze nelze vZdy spoléhat na vysledky

chemické analyzy. Je dobré do testovani zafadit prave 1 biotesty. [26]

Dalsi ceska studie se zabyvala S/S galvanickych kalti pomoci asfaltovych emulzi. Toxicita
byla u nich zjistovana mimo jiné 1 pomoci ekotoxikologickych testi. Galvanické kaly jsou
povazovany za nebezpecny odpad, ktery je nutno pted uloZenim na skladku stabilizovat,

aby nedochézelo k uvolnéni pfitomnych zneéist'ujicich latek do ZP.

Pouziti asfaltu jako pojiva je vyhodné, protoZe je schopny vytvofit imobilizacni bariéru,
ktera u€inné brani znecist'ujicim latkdm ve vyluhovani ze stabilizovaného odpadu. Pro S/S
byly pouzity 2 typy asfaltovych emulzi, jedna byla neiontova (obsah asfaltu 50 — 55 %)
druhéd aniontova (obsah asfaltu 60 %). S/S odpadu byla dvoustupiiova, nejdiive doslo
k primérnimu smiSeni odpadt s pomalustépnou asfaltovou emulzi a nasledny vznik sekun-

darni asfaltové bariéry pomoci rychlostépné asfaltové emulze.

Test byl proveden se ¢tyfmi vzorky galvanického kalu. Byl proveden vyluhovaci test
z nestabilizovaného odpadu pomoci dvou standardnich metod louzeni (TCLP test, vyluho-

vaci test s neionizovanou vodou). Pro S/S produkty se vyuzily stejné vyluhovaci testy.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

Ekotoxicita byla studovana na bakterii Pseudomonas putida, rostliné Lactuca sativa, slad-

kovodni fase Scenedesmus subspicatus a korysi Artemia salina.

Neosetiené galvanické kaly vykazovaly vzdy urCity stupen toxicity, zejména u nejcitlivej-
Siho testu P. putida. Po stabilizaci se ve vSech pfipadech toxicita snizila pod detek¢ni limit.
Ekotoxické testy ukazaly, ze toxicita vyluhi solidifikovanych galvanickych kalil je zane-

dbateln¢ nizka ve srovnani s relativné vysokou toxicitou neupravenych kall, coz dokazuje,

ze postup S/S byl u€inny. [27]
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II. PRAKTICKA CAST
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité pristroje

e Elektrické vrtulové michadlo RZR 2020, Heidolph, Némecko

e Vibracni stolek V — 95, Trystom, CR

e Piedvazky, Kern 440 — 47, Némecko

e Analytické vahy Kern ABJ 220-4NM, Némecko

e pH metr, Inolab pH 720, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Né¢-
mecko

e Laboratorni tfepacka, RS 10 Basic, IKA, Némecko

e Susarna, Mora 524, CR

e Autoklav, Adolf Wolf SANOclav, Robert Bosch, Némecko

e Luminometr, 20/20n, Turner Biosystems, USA

e Plamenovy AAS GBS 933-AA GBC, Scientific equipment PTY LTD, Australie

2.2 Pouzité chemikalie a materialy

e Destilovana voda (H,0), pfipravena v laboratoti UTB Zlin

e Heptahydrat siranu hofe¢natého p. a. (MgSO4-7H,0), vyrobce: Lachema n. p. Brno

e Hydrogenuhli¢itan sodny p. a. (NaHCO3), vyrobce: Lachema n. p. Brno

e Chlorid draselny p. a. (KCl), vyrobce: Lachema n. p. Brno

e Chlorid vapenaty (CaCl,), vyrobce: Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0.

e Dichroman draselny p. a. (K,Cr,07), vyrobce: Lachema n. p. Brno

e Chlorid sodny p. a. (NaCl), vyrobce: Lachema n. p. Brno

e Heptahydrat siranu zine¢natého p. a. (ZnSO4-7H,0), vyrobce: Lachema n. p. Brno

e Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat (NaH,PO4-2H,0), vyrobce: Lachema n. p.
Brno

e Hydrogenfosfore¢nan draselny p. a. (K;HPO,), vyrobce: Lachema n. p. Brno

e Hydrogenfosfore¢nan amonny ((NH4),HPOy,), vyrobce: Lachema n. p. Brno

e Glycerol, vyrobce: Ing. Petr Svec - PENTA s.r.0.

e (asein Enzyme Hydrolysate, Type — I, Tryptone, vyrobce: Hi-Media

e Yeast Extract Powder, vyrobce: Hi-Media

e D-Glukosa, vyrobce: Lach-Ner, s.r.o.
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e Tris(hydroxymethyl)aminomethan, vyrobce: Ing. Petr Svec - PENTA s.r.o.

e Asfalt: PARAMEX 80, vyrobce: PARAMO, a. s.

e Cement: Optimcem CEM II/B-M (S-V) 32,5 R, portlandsky cement smésny, vy-
robce: Cemmac

e Dvouslozkovy silikonovy kaucuk: Lukopren N1522 + katalyzator, vyrobce: Luceb-
ni zavody Kolin

e Dvouslozkova silikonova kaucukova hmota, vysokopevnostni RTV 20, vyrobce:
Lianhuan Group Limited

e Vodna emulze silikonové pryskyfice Lukofob ELX, vyrobce: Lucebni zavody Ko-
lin

e Akrylatova vodou feditelna barva Eternal mat akrylatovy, vyrobce: Eternal

2.2.1 Testovany odpad

Odpad pouzity k testovani pochazi z nejmenované zahrani¢ni firmy, kde vznika pii zaro-
vém zinkovani povrchii ocelovych vyrobkii. Vzorek odpadu byl sypky Sedy prasek
s vysokym obsahem zinku. Dalsi charakteristika tohoto odpadu je popsana v diplomové
préci ,,Optimalizace solidifika¢ni receptury pomoci vicefaktorové regresni analyzy* z roku

2016 od Ing. Pavly Hiivnove [28].
2.3 Priprava zkuSebnich téles solidifikovaného odpadu

2.3.1 Solidifikace pomoci cementu

Pro ptipravu smési bylo navazeno 34,5 g cementu a 115,5 g odpadu. Do smési se za stalé-
ho michéni postupné ptidavalo 28,5 ml vody. Smés byla vrtulovym michadlem dokonale
zhomogenizovana, coz trvalo zhruba 10 minut, a poté rozdélena do Ctyfech plastovych
forem ve tvaru valce, kde byla zhutnéna pomoci vibra¢niho stolku. Smés se nechala tuh-
nout po dobu 51 dnli. Timto zptisobem vznikla ¢tyfi zkuSebni solidifikovana télesa, z nichz
tfi byla nasledné oSetfena natérem akrylatové vodou teditelné barvy a nésledné vodnou

emulzi silikonové pryskyfice. Vysledny obsah odpadu v suché smési byl 77 %.

Dalsi ctyfi télesa vznikla stejnym zptsobem, ale misto odpadu bylo pouzito stejné mnoz-

stvi pisku. Tyto télesa slouzily jako slepy pokus a opét byla tii z nich oSetfena natérem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

2.3.2 Solidifikace pomoci silikonu

Zde probihala solidifikace pomoci dvou rtiznych silikont. Do dvou plastovych forem bylo
navazeno 5 g odpadu a nasledné¢ 5 g silikonu Lukopren N1522. Do zamichané smeési se
pridalo 13 kapek katalyzatoru a znovu doslo k promichani konecné smési. Timto zpiiso-
bem byla vytvotena dv¢ téliska. Jako slepy pokus byla ptfipravena dvé téliska z 10 g siliko-
nu a 13 kapek katalyzatoru. Téliska se nechala ztuhnout a poté dochézelo k jejich vyluho-

vani. Obsah odpadu v solidifikatu byl 50 %.

Stejné byla vytvorena dalsi sada télisek jen s rozdilem pouzitého silikonu, zde byl pouzit

vysokopevnostni silikon od vyrobce Lianhuan Group Limited.

2.3.3 Solidifikace pomoci asfaltu

Bylo navaZzeno 200 g odpadu, ktery byl nasledné nasypan do 100 g roztavené¢ho asfaltu
zahtatého na 180 °C. Smés byla homogenizovana, v tekutém stavu byla smés udrZzovéana
zahtivanim na elektrickém vaftici, a poté nalita do formicek, kterymi zde byly Zihaci ke-
limky vystlané alobalem. Obsah odpadu v solidifikatu byl 66,7 %. Jako slepy pokus byla

vytvofena téliska jen ze samotného asfaltu.

2.4 Priprava vodnych vyluhu solidifikovaného odpadu

Piiprava vodnych vyluhti probihala podle CSN EN 12457-4. Kazdé télisko bylo zvazeno a
vloZeno do sklenéné ldhve. Nasledné se k télisku ptidal 10-ti ndsobek destilované vody,
lahev byla uzavifena a umisténa na laboratorni tfepacku, kde probihalo vyluhovéani po dobu
24 hodin pii frekvenci tiepani 150 kmiti za minutu. Po vyluhovani se obsah lahve prefil-
troval pomoci teflonového filtraéniho zatfizeni. Vodny vyluh byl vzdy skladovan maximal-

n¢ 7 dni v chladnicce.
2.5 Vybrané ekotoxikologické testy

2.5.1 Test inhibice ristu kofene hor¢ice bilé (Sinapis alba)

K testovani byly pouzity semena hoicice bilé odriida Severka od vyrobce Aros osiva s.r.0.
Do testll byla vybirdna semena, ktera byla neposkozena o stfedni velikosti 1,5 az 2,5 mm.
Podminkou byla jejich minimalni kli¢ivost v kontrole 90 %. Test probihal 72 hodin pii
teploté 20 + 2 °C bez osvétleni. Testovani vychazelo z Metodického pokynu MZP odboru

odpadt ke stanoveni ekotoxicity odpadu [3].
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2.5.1.1 Priprava iedici vody

Bylo potieba pfipravit 4 roztoky, z nichz se déle pfipravila fedici voda a to tak, ze se do
odmérné banky o objemu 1 litr napipetovalo po 2,5 ml z kazdého roztoku. Banka se poté

doplnila po rysku destilovanou vodou.

e Zasobni roztok ¢. 1 — 44,4 g CaCl, bylo rozpusténo v destilované vod¢ a doplnéno
na objem 500 ml.

e Zasobni roztok ¢. 2 — 24,65 g MgSO,-7H,0 rozpusténo v destilované vode a dopl-
néno na objem 500 ml.

e Zasobni roztok ¢. 3 — 12,95 g NaHCOj; bylo rozpusténo v destilované vodé a dopl-
néno na objem 500 ml.

e Zasobni roztok ¢. 4 — 1,15 g KCI bylo rozpusténo v destilované vodé¢ a doplnéno na

objem 500 ml.

2.5.1.2 Priprava standardu

Jako standard byl u testli s hoi¢ici bilou pouzit roztok K,Cr,O7, ktery byl pfipraven nava-
zenim 0,1075 g K,Cr,07 a doplnénim destilovanou vodou na 100 ml. Vysledna koncentra-

ce tohoto roztoku byla 1,075 g/1.

2.5.1.3 Uprava vodného vyluhu odpadu

Vodné vyluhy solidifikovanych téles musely byt pied pouzitim do testi upraveny pomoci
zasobnich roztoku stejné jako fedici voda a to tak, Ze se do odmérné banky o objemu 1 litr
napipetovalo po 2,5 ml z kazdého roztoku a vodnym vyluhem odpadu byla barika doplnéna

po rysku.

2.5.1.4 Test klicivosti a ristu koiene hoicice bilé na standardu

Do plastovych Petriho misek o priméru 60 mm byly napipetovany potiebné objemy za-
sobniho roztoku standardu a fedici vody, piesné udaje jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1.). Do
kazdé misky byl vloZen filtra¢ni papir a na n¢j umisténo 15 semen hoi¢ice. Pro kazdou
koncentraci standardu byl test proveden tfikrat. Jako kontrola slouzily Petriho misky
s filtratnim papirem, ktery byl nasycen jen fedici vodou, bylo nutné, aby podminky testu

kontrolniho a testu s danym vzorkem byly stejné. Kontrolni byly vzdy tfi Petriho misky.
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Tab. 1. Objem standardu a redici vody pro test klicivosti a riistu korene

Vstandard [1’1’11] Viedici voda [1’1’11] Cstandard [mg/ 1]
0 10 0
0,5 9,95 5,375
0,1 9,9 10,75
0,25 9,75 26,88
0,5 9,5 53,75
0,75 9,25 80,63
1 9 107,5
3 7 322,5

2.5.1.5 Test klicivosti a riistu koiene hoiCice bilé s vodnymi vyluhy solidifikovaného

odpadu

Test byl vzdy proveden s nefedénym vodnym vyluhem (upraveny dle popisu v kapitole

2. 5. 1. 3) a dale s Sirokym rozsahem koncentraci vodného vyluhu. Do kazdé Petriho misky
byly napipetovany pfislusné objemy vyluhu a fedici vody, pfiCemz soucet objemut Cinil
vzdy 2 ml. Do kazdé misky byl vloZen filtracni papir a 15 semen hot¢ice. Zvolené koncen-
trace vyluhu byly 500; 100; 10; 2,5; 0,625 ml/l a nefedény vodny vyluh. Test byl opét pro-

veden pro kazdou koncentraci tfikrat a bylo nutné provést i1 kontrolni testy.

2.5.2 Bakterialni bioluminiscen¢ni test ekotoxicity (Microtox test)

Do testu byly pouZity bakterie Vibrio fischeri, stanoveni toxicity vodnych vyluht bylo
provedeno dle ISO 11348.

2.5.2.1 Provedeni testu s bakteriemi Vibrio fischeri

Suspenze bakterii byly skladovany v mraznicce v mikrozkumavkach, bylo tedy nutné sus-
penzi pfed pouzitim do testl rozmrazit. Zpocatku bylo testovani provedeno s bakteriemi,
které byly kultivovany v laboratofi. Kultivaéni médium bylo pfipraveno dle tabulky
Tab. 2., vesSkeré chemické latky byly navazeny a pievedeny do odmérné banky, kde byly
doplnény destilovanou vodou na 1 litr. Poté se kultivatni médium nechalo sterilizovat
v autoklavu. Nasledné bylo 200 pl bakteridlni suspenze pfevedeno do kultiva¢niho média o
objemu 200 ml, kde se bakterie nechaly 24 hodin kultivovat na tfepacce pfti teploté 25 °C

ve tme.
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Tab. 2. Mnozstvi chemickych latek potrebnych

pro kultivaci 1 | kultivacniho média

Latka MnozZstvi
NaCl 30 g
NaH,PO,4-3H,0 6,6 g
K2HPO4 2,1 g

MgSO,-7H,0 0,204 g

(NH4)2HPO4 0,5 g
Glycerol 3 ml
casein peptone (trypton) 5¢g
yeast extract 0,5¢g

Pozdéji vsak bylo zjisténo, ze testovani lze provést i se zmrazenymi bakteriemi (bakterie se
tedy nemusely kultivovat). Ke 200 pl bakteridlni suspenze bylo ptidano 900 pl rekonsti-
tuéniho pufru a 15 minut se nechala smés stat. Takto pfipravené bakterie se pouzivaly
ihned k testovani. Priprava rekonstituéniho pufru byla provedena podle tabulky Tab. 3.
Navazené mnozstvi latek bylo pfevedeno do odmérné banky a poté doplnéno destilovanou
vodou na objem 100 ml. Dale bylo nutné upravit pH na hodnotu 7 + 0,02 pomoci kyseliny

chlorovodikové a 10% roztoku hydroxidu sodného.
Tab. 3. Mnozstvi chemickych latek potrebnych

pro 100 ml rekonstitucniho pufru

Latka Mnozstvi [g]
Glukosa 0,8
NaCl 2
MgSO,-7H,0 0,247
KCl 0,03
TRIS 0,553

K fedéni vSech roztoki byl pfipraven 2% roztok NaCl (fedici roztok). Také bylo zapotiebi
pfipravit roztok siranu zinec¢natého (standard) o koncentraci zine¢natych iontd 1 g/l. Pfi-
prava probihala rozpusténim 0,2199 g ZnSO4-7H,0O v fedicim roztoku a doplnéni timto

roztokem na rysku 50ml odmérné barky.

Po kultivaci ¢i po pfipravé bakterii pomoci rekonstitu¢niho pufru bylo odebrano 200 pl
bakteridlni suspenze a nasledné se k ni pfidalo 900 pl fediciho roztoku. Takto pfipravenou

suspenzi bunck bylo nutno jesté 1000x ztedit, aby hodnoty luminiscence nebyly piili§ vel-
ké.
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Me¢teny vzorek byl vzdy fedén geometrickou fadou, v piipad¢ standardu roztoku zine¢na-
tych iontil to bylo fedéni faktorem 5, tak vznikly roztoky o koncentraci zine¢natych iontt
100; 20; 4,0; 0,8; 0,16; 0,032 a 0,0064 mg/l. Vodné vyluhy se fedily faktorem 10, vychéaze-
lo se z nefedéného vodného vyluhu a z n¢j byly pfipraveny roztoky o koncentraci 100; 10;
1; 0,1; 0,01 ml/l. Méfeni s nefedénym vodnym vyluhem provedeno nebylo, protoze u n¢j

nebylo mozno zajistit potfebnou salinitu, tak jako u ostatnich fedéni.

Do mikrozkumavek bylo napipetovano 50 ul zfedéné suspenze bakterii, u kterych se zme-
fila luminiscence (Ly). Poté co se mikrozkumavka vyjmula z luminometru bylo k suspenzi
pridano 450 pl dané koncentrace vodného vyluhu nebo roztoku zine¢natych iontt a roztok
byl zamichéan. Po 15-ti minutach se opét zméfila luminiscence (L;s). VZdy bylo nutné zmé-
fit 3 blanky, ze kterych byl vypocitan korekcni faktor. Tak bylo zjisténo piirozené zeslabo-
vani luminiscence v €ase. V piipad¢ blanki byl k suspenzi ptidavan fedici roztok o mnoz-

stvi 450 ul. Méteni bylo pro kazdy vzorek provedeno trikrat.

2.5.3 Test ekotoxicity na ZabronoZce solné (Artemia salina)

Vajicka Artemia salina znacky Dajana artemia eggs hobby byly uchovavany v chladnicce
v piivodnim obalu, ve kterém byla obsaZena také sill. Samotna ptiprava vajicek k lihnuti
probihala tak, Ze do kadinky naplnéné 60 ml destilované vody se pfidalo 1,5 g smési vaji-

cek se soli, ktera zajistovala dulezitou podminku lihnuti.

Takto ptipravend kadinka byla zakryta potravinovou folii a umisténa pod lampu, ktera do-
déavala dostatecné mnozstvi svétla na lihnuti. Pfi teploté kolem 24 °C dochazelo k lihnuti

béhem 30-ti hodin.

Vylihlé zabronozky se mély dat do jednotlivych Petriho misek s pfipravenymi koncentra-
cemi standardu nebo vyluhu odpadu. Soucasné muselo byt v kazdé misce zajisténo potieb-

né prostiedi pro Zabronozky, to bylo provedeno pomoci syntetické motské vody.

Odlov koryst z kadinky byl proveden pomoci mikropipet, tak doslo k jejich pfenosu do
prazdné Petriho misky, kde bylo vzdy shromazdéno vice korysi a ty byly néasledné piene-
seny do Petriho misky se zkuSebnim roztokem. AvSak nebylo zndmé mnoZstvi média, které
bylo do zkuSebnich misek vloZzeno spolecné s korysi. Poté tedy nebylo mozné urcit presnou
koncentraci standardu ¢i vyluhu z télisek, kterd zptsobila imobilizaci jedinct. Dalsi pro-
blém byl, ze nekteti korysi byli po pfenosu mikropipetou nehybni, neslo vSak zjistit, zda to

bylo jen doCasné a zda se tedy m¢li zapocitat do celkového poctu vlozenych jedincti. Bylo 1
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velmi slozité spocitat mnozstvi vlozenych jedinct do testu., protoze se pomérné rychle
pohybovali. Tato metoda testovani byla vyhodnocena jako neefektivni a neptfesnd prave
diky neznamému ziedéni vzorkid médiem a také k nemoznosti urCeni ptesného poctu kory-

St vlozenych do testu. Testovani na zdbronozkach nebylo dale pouzivano.
2.6 Vyhodnoceni testii

2.6.1 Test inhibice ristu korene hor¢ice bilé (Sinapis alba)

Vyhodnoceni u tohoto testu bylo provedeno méfenim délky kotfene hoicice s ptresnosti
1 mm po 72 hodinach od zahgjeni testu. Hodnoty stanovené ve vodnych vyluzich nebo u
ruznych koncentraci standardu se porovnaly s kontrolu a byla vypocitana inhibice (zkrace-
ni) kotene. Nevykli¢end semena nebo takové, kterd nevytvoftila Zadny kotinek, se do arit-

metického priméru zapocitavala jako nulové hodnota délky kotene. [3]

Z délek kotinkl hot¢ice umisténé na jedné Petriho misce v kontrole (pfitomna jen fedici
voda) byl vypocitan aritmeticky prameér. Takto byly zjistény tii hodnoty (tfi paralelni sta-
noveni), ze kterych byl opét vypocitan aritmeticky primér. Primérma hodnota délky kote-
ne v kontrole byla povaZzovana za nulovou inhibici. Primérna délka kotene byla vypoctena

z kazdé misky s vyluhem zvlast’ a nasledné byla vypocitana inhibice.

Z téchto hodnot byla nasledné¢ vypoctena inhibice v dané koncentraci a dale stanovena

hodnota IC50 (inhibi¢ni koncentrace).

=%, 100 (1)

Lg

Kde:
I — inhibice rtstu kotene [%], pokud je I<0 jedna se o stimulaci ristu
Lk — primérna délka kotene v kontrole [mm]

Ly — primérnd délka kotfene v testovaném vzorku [mm]

Byl vytvoten graf zavislosti inhibice v procentech na logaritmu koncentrace vodného vy-
luhu ¢i standardu. Hodnoty byly proloZeny kiivkou linedrni regrese a pasy spolehlivosti, ty
byly vytvoteny dle postupu, ktery je uveden v praci ,,Regresni analyza* [29]. Z pfimky
byla poté¢ odectena hodnota IC 50.
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Dle Vyhlasky ¢. 94/2016 Sb. o hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadi [16] se jako
ekotoxicky hodnoti odpad, u n¢hoz dojde k ptekro€eni limitni hodnoty. Konkrétné u testu
na organismu Sinapis alba nesmi dojit k prekroceni hodnoty 10 ml/l.

2.6.2 Bakterialni bioluminiscen¢ni test ekotoxicity (Microtox test)

U tohoto bioluminiscen¢niho testu bylo pro vyhodnoceni nejdiive potieba zjistit pfirozené
zeslabovani luminiscence v ¢ase. K tomuto slouzi tzv. korekéniho faktoru, ktery byl vypo-

¢itan z luminiscence blankii pomoci vzorce:

— 9Lo
CF == )

Kde:
CF — korek¢ni faktor
O Ly — aritmeticky primér luminiscence blankl v ¢ase 0

O L5 — aritmeticky pramér luminiscence blanki v ¢ase 15 minut

Dale bylo potteba vypocitat pro kazdou koncentraci korigovanou koncentraci, coZ bylo

provedeno pomoci vzorce:
Liscorr = CF * Lys 3)
Kde:
Lscorr — korigovand koncentrace
L;s— luminiscence v €ase 15 minut pro jednotlivé koncentrace vodnych vyluhti

CF — korek¢ni faktor (vypocitany dle vzorce 2)

Takto byl odstranén vliv pfirozeného zeslabovani luminiscence v ¢ase a vliv zfedéni. Dale

byla vypocitana inhibice v procentech:

| = (Lo—L15c071)*100 (4)
Lo

Kde:

I — inhibice [%]
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Lo — luminiscence v ¢ase 0 pro jednotlivé koncentrace vodnych vyluhti

Byl vytvoteny grafy zavislosti inhibice na logaritmu koncentrace vodného vyluhu a z néj
byly odecteny hodnoty koncentraci, které zptsobily 50% inhibici (IC50). Protoze byly
uskutecnény tii paralelni méfeni, tak pro jeden vzorek byly zjistény tii hodnoty IC50, ze
kterych byl vypocten aritmeticky pramer.

Pozadavek na vysledek této zkousky ekotoxicity, ktery je uvedeny ve Vyhlasce ¢. 94/2016

Sb. o hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpada [16], fika, ze inhibice svételné emise

bakterii nesmi byt vétsi nez 20 % pfi expozici 15 minut.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Bylo ptipraveno 22 zkusebnich télisek (Tab. 4.), z nichz byly ptipraveny vodné vyluhy a u
kazdého vyluhy byl proveden test ekotoxicity na organismu Sinapis alba a Vibrio fischeri.

Dale byly provedeny testy s vyluhem samotného odpadu, cementu a se standardy.

Tab. 4. Zkratky pripravenych télisek a jejich slozeni

1C cement + pisek + natér 4S silikon RTV20

2C cement + pisek + natér 5S silikon RTV20 + odpad
3C cement + pisek + natér 6S silikon RTV 20 + odpad
4C cement + pisek 7S silikon RTV20

5C cement + odpad + natér 8S silikon LN1522

6C cement + odpad + natér 1A asfalt + odpad

7C cement + odpad + natér | 2A asfalt + odpad

8C cement + odpad 3A asfalt + odpad

1S silikon LN1522 4A asfalt

2S | silikon LN1522 + odpad | 5A asfalt

3S | silikon LN1522 + odpad | 6A asfalt

3.1 Vysledky testu inhibice ristu korene hoicice bilé (Sinapis alba)

Byly vytvofeny grafy zavislosti inhibice v procentech na logaritmu koncentrace vodného
vyluhu ¢i standardu. Jednotlivé hodnoty byly prolozeny linearni regresi a pasy spolehlivos-
ti. Z grafli byly néasledné odecteny hodnoty IC50 a rozmezi hodnot se spolehlivosti 95 %
(toto rozmezi bude vzdy uvedeno v zdvorce). Veskeré grafy k testim inhibice rlstu kofene
hoft¢ice bilé jsou uvedeny v Ptiloze P1. Hodnoty IC50 pro vodné vyluhy pfipravené ze zku-

Sebnich téles jsou uvedeny v tabulce Tab. 5.

Pro standard dichroman draselny je hodnota IC50 rovna 15,6 (11,8 — 20,7) mg/l.
V Metodickém pokynu MZP odboru odpadi ke stanoveni ekotoxicity odpadii [3] je uvede-

no, ze bézné rozmezi hodnot IC50 pro tento standard je 10 - 50 mg/1.

Hodnota IC50 pro vyluh, ktery byl pfipraven z nesolidifikovaného odpadu je rovna
28,5 (22,9 —35,5) ml/l.

Byl také ptipraven vodny vyluh ze samotného cementu, zde ale nebylo mozné urcit hodno-

tu IC50 pro hoi¢ici, protoZe inhibice ristu kofene nedosahovala 50 %.

Z vysledkli uvedenych v tabulce Tab. 5. je mozné konstatovat, Ze kontrolni téliska, ktera

byla pfipravena jen ze samostatnych pojiv, nevykazovaly vysokou toxicitu, nebylo zde



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 42

mozné ur¢it hodnoty IC50. Déle Ize z vysledkl usoudit, Ze nejméné efektivni zpisob soli-
difikace daného odpadu byla solidifikace pomoci cementu. V tomto piipad¢ byly hodnoty
IC50 pro vodné vyluhy velmi blizily hodnoté IC50 pro samostatny odpad (t€lesa SC a 8C)
nebo byly dokonce nizsi a tudiz toxictéjsi (télesa 6C a 7C). Divodem takovych vysledk
bylo nejspise to, ze se teliska po dobu testu vyluhovani témét celd rozpadla. Ani téliska
oSetfend natérem nevykazovala lepsi vysledky. Moznym feSenim tohoto problému by bylo

zvolit jiné poméry cementu a odpadu.

vvvvvv

stale tyto vyluhy vykazovaly ur¢ité toxické ucinky. Divodem by mohl byt vznik bublinek

a kanalkd pii samostatné solidifikaci, pomoci nichz mohlo dojit k vyplaveni zinku z téles.

Nejlépe probéhla solidifikace pomoci silikontl, zde byly hodnoty IC50 nejvyssi. Na zakla-
de¢ vysledku testl na hot¢ici, lze posoudit, Ze ucinngjsi byl vysokopevnostni silikon poché-
zejici od vyrobce Lianhuan Group Limited (oznaceni RTV20).

Tab. 5. Hodnoty IC50 pro Sinapis alba z vodnych vyluhii pripravenych ze

zkusebnich téles

T¢leso IC50 [ml/1] T¢leso IC50 [ml/1]
1C >1000 4S >1000
2C >1000 5S 958,0 (148,8 - 6166,2)
3C >1000 6S 471,5 (110,7 - 2008,2)
4C >1000 7S >1000
5C 33,3 (17,8 - 62,0) 8S >1000
6C 20,9 (13,4 -324) 1A 129,4 (58,5 - 286,1)
7C 12,7 (10,0 - 16,0) 2A 61,1 (23,4-159,3)
8C 28,5 (22,9 - 35,5) 3A 47,3 (23,2 - 96,5)
1S >1000 4A >1000
2S 131,9 (44,4 - 391,4) 5A >1000
3S 355,0 (69,7 - 1807,7) 6A >1000

U vodnych vyluhti z n€kterych téles byla ur¢ena koncentrace zinku pomoci plamenového

atomového absorp¢niho spektrometru (AAS), hodnoty jsou uvedeny v tabulce Tab. 6.

Pti porovnani téchto vysledku s vysledky testi ekotoxicity pomoci hoicice 1ze konstatovat,
ze u vyluhti z téles, kde byla koncentrace zinku nejvyssi, byla taktéz nejvyssi toxicita a
naopak.

Na zéklad¢ vyslednych hodnot IC50 bylo uréeno, zda jsou vyluhy pro hoi¢ici ekotoxické.

Limitni hodnota pro ekotoxicitu je 10 ml/l, pokud je hodnota nizsi jedna se o vyluh ekoto-
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xicky. Z vysledki lze vidét, ze ekotoxicky neni dle tohoto testu ani vyluh ze samotného

odpadu ani zadny dalsi vyluh.
Tab. 6. Namérené hodnoty koncentrace zinku v mg/l pomoci

plamenového atomového absorpcniho spektrometru

T¢leso Czn [mg/1] T¢leso Czn [mg/1]

2C 1,599 7S 29

3C 2,044 8S 62

6C 1689 1A 385
7C 3260 2A 626
8C 306 3A 418
3S 254 4A 2,171
6S 129 6A 0,181

Je potieba vSak upozornit na relativni nepfesnost tohoto testu, chyba méteni zde byla téméf
vzdy pomérné velka. Jak jiz bylo uvedeno diive, test byl proveden vzdy ve tiech paralel-
nich stanovenich. Casto vsak dochézelo k tomu, Ze i na Petriho miskéach, ve kterych byla
stejna koncentrace vyluhu, byly kotinky rozdiln¢ dlouhé, coz mohlo zptsobovat dané ne-
ptesnosti. Testovaci organismus Sinapis alba nebyl pfili§ citlivy na ur€eni ekotoxicity pro

tento druh odpadu.

3.2 Vysledky bakterialniho bioluminiscen¢niho testu ekotoxicity

Byly vytvofeny grafy zévislosti inhibice v procentech na logaritmu koncentrace, z téchto

grafli byly zjistény hodnoty IC50. Grafy jsou uvedené v Ptiloze II.

V tabulce Tab. 7. jsou uvedeny hodnoty IC50 pro jednotlivé vodné vyluhy ze zkuSebnich

téles.

Roztok siranu zine€natého, ktery v tomto testu slouzil jako standard, mél hodnotu IC50

0,08 mg/l. Pro vodny vyluh ze samostatného odpadu bylo IC50 pro Vibrio fischeri 0,2 ml/l.

Pomoci bakterii byl testovan 1 vodny vyluh ze samotného cementu, zde byla hodnota IC50
rovna 1 ml/l. Vysoka toxicita u tohoto vyluhu byla zptisobena nejspisSe v dusledku vyso-

kému pH.

U vyluhti ze zkuSebnich téles, ktera byla vytvofena jen z jednotlivych pojiv, nebylo mozné
urcit IC50 s vyjimkou téles tvofenych silikonem RTV20. Diivodem neurceni IC50 bylo, Ze

inhibice nedosahovala ani v jednom ptipadé 50 %.
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Z vysledkti uvedenych v tabulce Tab. 7. 1ze usoudit, ze solidifikace byla nejvice Gspésna
pfi pouziti silikont jako pojiv. Nicméné i takto byla toxicita pro bakterie pomérné vysoka.
Vodné vyluhy u téles solidifikovanych pomoci cementu a asfaltu mély hodnoty IC50 po-
hybujici se okolo 0,2 ml/l, coz je hodnota shodna pro vyluh samotného odpadu. Zde tedy
solidifikace pfili§ ispéSna nebyla. U télesa SC se hodnota od ostatnich cementovych téles
odlisovala. Diivodem by mohlo byt, Ze byl 1épe proveden natér a nedochdzelo tedy

k takovému vyluhovani odpadu.

Tab. 7. Hodnoty IC50 pro Vibrio fischeri z vodnych

vyluhii pripravenych ze zkuSebnich téles

Téleso | IC50 [ml/]] Téleso | IC50 [ml/1]
1C >100 4S 61,2
2C >100 5S 2,0
3C >100 6S 3,7
4C >100 7S 26,3
5C 1,5 8S >100
6C 0,3 1A 0,5
7C 0,1 2A 0,2
8C 0,2 3A 0,4
1S >100 4A >100
28 2,0 S5A >100
3S 2,8 6A >100

Kdyz vysledky testi na Vibrio fischeri porovname s vysledky métenych pomoci plameno-
vého AAS uvedenych v tabulce Tab. 6, 1ze vidét, Ze hodnoty IC50 a koncentrace zinku ve
vyluhu sobé odpovidaji, to znamena, Ze naptiklad pro nejvyssi hodnotu koncentrace zinku

cv v

toxicité tohoto vyluhu.

Bakterie Vibrio fischeri byly velmi citlivé na urceni toxicity vodnych vyluhli s obsahem
zinku. Dle Vyhlasky ¢. 94/2016 Sb. o hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadti [16] je
uveden limit pro ekotoxicitu. Ten fika, Ze inhibice svételné emise bakterii nesmi byt vétsi
nez 20 % pfi expozici 15 minut. Pfi posouzeni vysledkl bylo zjisténo, ze veskeré ptiprave-

né vodné vyluhy, které byly testovany na bakteriich, byly pro tento organismus ekotoxické.
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ZAVER
Cilem této bakalatrské prace bylo zjistit, jakou ekotoxicitu vykazuje vybrany odpad i pro-

dukty jeho solidifikace.

Ekotoxicita byla zjisStovana pomoci organismu Sinapis alba (hot€ice bild) a bakterii Vibrio
fischeri. Hot¢ice byla vybrana jako jeden ze ¢ty zastupcl organismu, které jsou pouzivany
na hodnoceni ekotoxicity dle platné legislativy CR. Test s bakteriemi byl vybran pro jeho
jednoduchost a rychlost, tento test je také Casto vyuzivan pro zjistovani ekotoxicity. Bylo
zkousSeno 1 testovani na Artemia salina, nicméné tento test se nepodafilo zrealizovat

z diivodu nesnadné manipulace s organismy a pomérné velké neptfesnosti testovani.

Jako zkouSeny odpad byl pouzit jeden druh odpadu, ktery mél vysoky obsah zinku. Solidi-
fikace byla provedena pomoci cementu, asfaltu a dvou druhti silikont. U téles vytvorenych
ze samotnych pojiv ve vétsin€ pripadech nesla urcit hodnota IC50. Solidifikace byla dle
obou testl ekotoxicity i plamenového AAS nejucinnéjsi u téles vytvorenych pomoci sili-
kont. Pficemz podle testu na hoicici mély lepsi vysledky télesa se silikonem RTV20, pro
bakterie byla u¢innost u obou silikonli obdobna, ale silikon RTV20 byl pro bakterie vice
toxicky. Té&lesa pfipravend pomoci cementu a asfaltu méla velmi podobné vysledky,

nicméné pii porovnadni vSech metod lze fict, Ze cement byl méné uc¢inny nez asfalt.

Vysledky obou testl ekotoxicity poukazuji na to, Ze mnohem vétsi citlivost pro tento druh
odpadu mély bakterie Vibrio fischeri. Bakterie mé€ly hodnoty IC50 mnohem niZsi nez hot-
cice.

Ekotoxicita byla ur€ovana na zdklad¢ limith, které jsou uvedeny ve Vyhlasce €. 94/2016
Sb. o hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadid [16]. Limit pro hoicici nebyl ani
vjednom ztestovanych vyluhii pfekroen. Znamend to tedy, Ze ani vyluh
z nesolidifikovaného odpadu ani vyluhy z téles nebyly ekotoxické pro hoicici. Bakterie
Vibrio fischeri mély vSak zcela odlisné vysledky. Dle limitu byly veskeré ptipravené vylu-
hy ekotoxické, dokonce i vyluhy pfipravené jen ze samotnych pojiv.

Na zéklad¢ téchto vysledkll by mél byt odpad zafazen jako ekotoxicky, ale dle nasi platné

legislativy by muselo byt testovani provedeno na c¢tyfech testovacich organismech, proto

1ze vysledky z této bakalaiské prace brat pouze jako orientacni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAS
CR
CSN
CSN EN

EC50

EU
IC50
ISO
LC50
LN1522

LOAEL

MZP

NOAEL

OECD
RTV20
S/S
TCLP

TU

Atomova absorp¢ni spektroskopie.
Ceska republika.

Ceska statni norma.

Ceska technicka norma.

Efektivni koncentrace, koncentrace ktera vyvold sledovany ucinek u 50 %

testovanych organismil.

Evropské unie.

Inhibi¢ni koncentrace, koncetrace ktera zptsobi 50% inhibici sledovaného jevu.
International Standardization Organisation.

Stfedni smrtna davka vztazena na hmotnost organismu.

Silikon Lukopren N 1522.

Lowest observed adverse effect concentration level (nejnizsi koncentrace testo-

vaného vzorku, pii které jsou pozorovany Uc€inky na testovany organismus).
Ministerstvo zivotniho prostiedi.

No observed adverse effect concentration level (nejvyssi koncentrace testova-

ného vzorku, pfi které nejsou pozorovany ucinky na testovany organismus).
Organisation for Economic Cooperation and Development.
Vysokopevnostni silikon, vyrobce Lianhuan Group Limited.
Stabilizace/solidifikace.

Toxicity characteristic leaching procedure.

Jednotka toxicity.

Zivotni prostredi.
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PRILOHA P I: GRAFY ZAVISLOSTI INHIBICE RUSTU KORENE NA
LOGARITMU KONCENTRACE PRO HORCICI BiLOU
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C) Pro vodny vyluh z cementu
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E) Pro vodny vyluh télesa 2C (cement + pisek + natér)
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F) Pro vodny vyluh télesa 3C (cement + pisek + natér)
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G) Pro vodny vyluh télesa 4C (cement + pisek)
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H) Pro vodny vyluh télesa 5C (cement + odpad + natér)
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I) Pro vodny vyluh télesa 6C (cement + odpad + natér)
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K) Pro vodny vyluh télesa 8C (cement + odpad)
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M) Pro vodny vyluh télesa 2S (silikon LN1522 + odpad)
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N) Pro vodny vyluh télesa 3S (silikon LN1522 + odpad)
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O) Vodny vyluh télesa 4S (silikon RTV20)
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P) Pro vodny vyluh télesa 5S (silikon RTV20 + odpad)
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Q) Pro vodny vyluh 6S (silikon RTV20 + odpad)
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(98]
[e)

y=16,316x + 6,3797 '
2= 0,6654

—pas spolehlivosti regrese

log ¢

— Linearni (data)

R) Pro vodny vyluh télesa 7S (silikon RTV20)

30 -
25 - :
SO : .
> [
2 15—
= .
=
- 10 1 y = 1,4948x + 17,235
R2=0,406
5 -
-1 0 1 2 3
log c
—pas spolehlivosti regrese =~ —— Linearni (data)




S) Pro vodny vyluh télesa 8S (silikon LN1522)

35 1
30 -

25__-__.—/._'

e S e
PR :
2
2 15 -
= y =0,6425x + 23,965
10 7 R2=0,0627
5 -
-1 0 1 2 3 4
log ¢
—pas spolehlivosti regrese =~ —— Linearni (data)

T) Pro vodny vyluh télesa 1A (asfalt + odpad)

100 -
g0 | ¥Y=22.118x +32892
R2=0,8081 t
g 60
[«%]
2 40
=
=
= 20
1
-1 A 4
20 -

log ¢

—pas spolehlivosti regrese =~ —— Linearni (data)




U) Pro vodny vyluh télesa 2A (asfalt + odpad)

100 ~
y=21,632x + 11,371
80 - 2=0,7051
c\? 60 -
o
2 40 -
=
=
5 207 .
-~ .
-1 A 1 2 3
-20 -
log ¢
—pas spolehlivosti regrese =~ —— Linearni (data)

V) Pro vodny vyluh télesa 3A (asfalt + odpad)

100 -
90 1 y=20,897x + 15,003
80 2=0,8062

70
60

Inhibice [%]
N
[e)

log ¢

—pas spolehlivosti regrese =~ —— Linearni (data)




W) Pro vodny vyluh télesa 4A (asfalt)

35 -
N y = -5,2043x + 23,095
30 R2=0,5475

2 5\-

20_-

~

15 -

10

Inhibice [%)]

5 -

log ¢

—pas spolehlivosti regrese =~ —— Linearni (data)

X) Pro vodny vyluh télesa SA (asfalt)

25 -

20 -

15 -

Inhibice [%]
=

y=3,2778x + 2,4896
R2=10,3347

1 U/o/ | 2 3

log ¢

—pas spolehlivosti regrese =~ —— Linearni (data)




Y) Pro vodny vyluh télesa 6A (asfalt)

35 1
30 4 y =-5,3719x + 21,778
‘ R?=0,4958
S
8
2
=
=
-1 0 1 2 3

log ¢

—pas spolehlivosti regrese =~ —— Linearni (data)




PRILOHA P II: GRAFY ZAVISLOSTI INHIBICE LUMINISCENCE
NA LOGARITMU KONCENTRACE PRO BAKTERIE VIBRIO

FISCHERI

A) Pro standard (roztok siranu zinecnatého)

Inhibice [%]

/

120

—0— 1. méfeni
—ll—2. méfeni

3. méieni
=== inhibice 50 %

S,

-1

-20

~40

(

log ¢

3

B) Pro vodny vyluh z nesolidifikovaného odpadu

Inhibice [%]

120 ~

100

=—&— 1. méfeni
—l— 2 méfeni

3. méfeni
=== inhibice 50 %




C) Pro vodny vyluh z cementu

120 ~
100
S =—&— 1. méieni
[-5]
'E —fl— 2. méfeni
5 2 TTTTTETTTTT -t —— 3. mé&feni
]
=== inhibice 50 %
r T T 0 T 1
3 -2 -1 0 1 2

60 -

—&— 1. méfeni
=—ll— 2. méfeni
=i 3. méfeni
=== inhibice 50 %

Inhibice [%]




E) Pro vodny vyluh télesa 2C (cement + pisek + natér)

=—&— 1. méfeni

2 —8—2, m&feni

(%]

-E 20 - —i—3. méfeni

.-g === inhibice 50 %
[l

-3 -2 - 1 2 3
20 -
log ¢

F) Pro vodny vyluh télesa 3C (cement + pisek + natér)

D
S
]

=& 1. méfeni
—li—2. méfeni
== 3. méfeni
=== inhibice 50 %

Inhibice [%]

3

log ¢




G) Pro vodny vyluh télesa 4C (cement + pisek)

)
S =0—1. méfeni
[«9]
-E =2 méfeni
- p—
'E =73, méfeni
]
I 1
3 3

H) Pro vodny vyluh télesa 5C (cement + odpad + natér)

120

—&— 1. méfeni
=—ll— 2. méfeni
=i 3. méfeni
=== inhibice 50 %

Inhibice [%]




I) Pro vodny vyluh télesa 6C (cement + odpad + nétér)

120 -+
° —o— 1. mé&feni
g —fli— 2. méfeni
-i —f— 3. méfeni
= === inhibice 50 %
3 2 I Jogc? 1 2 3

J) Pro vodny vyluh télesa 7C (cement + odpad + natér)

120 -
100
e
e =—0— 1. méfeni
[<P]
-E —f— 2. méfeni
= 3. méfeni
)
=== inhibice 50 %
-3 -2 -1 0 1 2 3




K) Pro vodny vyluh télesa 8C (cement + odpad)

120 -
§ =—&— 1. méfeni
.g —8—2. méfeni
".g =3, méfeni
. === inhibice 50 %
-3 3
L) Pro vodny vyluh télesa 1S (silikon LN1522)

30 -

25 -

20 -
) J
= 15 ——1. méfeni
[«P]
& vy ,
:-§ =-2 méfeni
= —#A—3. mé&feni
]

-3 -2 1 2 3
5
-10 -




M) Pro vodny vyluh télesa 2S (silikon LN1522 + odpad)

Inhibice [%]

120

100

=& ]. méfeni
—l—2. méfeni
=== 73, méfeni
=== inhibice 50 %

N) Pro vodny vyluh télesa 3S (silikon LN1522 + odpad)

Inhibice [%]

120

100

—&0— 1. méfeni
—l—2. méfeni
== 3. méieni
=== inhibice 50 %




O) Pro vodny vyluh télesa 4S (silikon RTV20)

80 -

)
= e
> =0— 1. méfeni
&
- p—
=
= w1
= —ll— 2. méfeni
!

I 1

3 3

log ¢

P) Pro vodny vyluh télesa 5S (silikon RTV20 + odpad)

120

100

—&— 1. méfeni
=—ll— 2. méfeni
== 3 méfeni
=== inhibice 50 %

Inhibice [%]




Q) Pro vodny vyluh télesa 6S (silikon RTV20 + odpad)

120

=& ]. méfeni
—l—2. méfeni
=== 73, méfeni
=== inhibice 50 %

Inhibice [%]

R) Pro vodny vyluh 7S (silikon RTV20)

100

=& ]. mé&feni
—ll—2. méfeni
=3, méieni
=== inhibice 50 %

Inhibice [%]




S) Pro vodny vyluh télesa 8S (silikon LN1522)

Inhibice [%]

=& 1. méfeni
—li—2. méfeni
== 3. méfeni
=== inhibice 50 %

-20 -
log ¢

3

T) Pro vodny vyluh télesa 1A (asfalt + odpad)

120

100

Inhibice [%]

=& ]. méfeni
—ll— 2. méfeni
=== 73, méfeni
=== inhibice 50 %




U) Pro vodny vyluh télesa 2A (asfalt + odpad)

Inhibice [%]

=& 1. méfeni
—li—2. méfeni
== 3. méfeni
=== inhibice 50 %

V) Pro vodny vyluh télesa 3A (asfalt + odpad)

Inhibice [%]

120

100

=& 1. méfeni
—li—2. méfeni
== 3. méfeni
=== inhibice 50 %




W) Pro vodny vyluh télesa 4A (asfalt)

[N
(e
]

§ —&— |. méfeni
.g —fli— 2. méfeni
% =i 3. méfeni
[Semi
=== inhibice 50 %
-3 3
=20 -
log ¢

X) Pro vodny vyluh télesa SA (asfalt)

=0—1. méfeni
=-2. méfeni
=3 méfeni

3

Inhibice [%]

-20 -
log ¢




Y) Pro vodny vyluh télesa 6A (asfalt)

—&— |. méfeni

>
8 =l 2. méfeni
- p—(
i =3 mé&feni
= e
— === inhibice 50 %
I 1
3 3

log ¢




