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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva deskripci dekontaminace pudy zne€i$téné ropnymi latkami, kterou
provadéla firma EPSs.r.o. na dekontaminacni plose ostravském arealu skladek
Centralniho odvalu Zarubek. Zemina byla na dekontaminaéni plose deponovana za
ucelem snizeni koncentrace latek ropného charakteru, a to do takové miry, aby
pfedmétny odpad splioval limity tabulek ¢.10.1a 10.2 pfilohy ¢ 10 Vyhlasky
294/2005 Sb. a aby mohl byt dale vyuzivan v souladu s platnou legislativou.
Pro bioremediaci ex situ byla pouzita schvalena technologie EPS-PAL a EPS-INOK
s vyuzitim degradujicich mikroorganismu (Variovarax paradoxus, Gordonia tarrae,
Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha). K optimalnimu prib&hu bioremediace byly
vytvoteny a udrzovany vhodné podminky. Béhem bioremedia¢nich praci byl provadén
pravidelny monitoring respiracnich plynd, respiracnich testli aktivity, koncentrace
zdkladnich nutrientd, koncentrace heterotrofnich a kontaminant degradujicich
mikroorganismul a samotného organického znecisténi (koncentrace Cqo-Cyqo). Na zaklade
prabéznych vysledkdi monitoringu byly bioremediacni prace upravovany a
zintenziviiovany. Zavéreénym vzorkovanim bylo potvrzeno splnéni limitd pro vyuziti

pudy na povrchu terénu.
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ABSTRACT

This thesis describes a ground decontamination polluted by petroleum products,
conducted by the company EPS s.r.0. at the decontamination area in Ostrava, landfill
complex Central attleheap Zarubek. The soil was deposited in the decontamination area
to reduce concentrations of oil substances to such an extent that the mentioned refuse
complies the limits of tables No. 10.1 and 10.2 of annex 10. Reg. 294/2005 Coll., and
thus might be further used in accordance with actual legislation. Technology EPS-PAL
and EPS-INOK with using degrading microorganisms (Variovarax paradoxus,
Gordonia tarrae, Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha) was approved
for bioremediation ex situ. Optimal conditions for bioremediation were established and
maintained. Regular monitoring of respiratory gases, respiratory activity test,
the concentration  of essential nutrients, concentration heterotrophic  and
contaminat-degrading  microorganisms and separate  organic  contamination
(concentration of Cj0-Cgo) has been maintained during the bioremediation process.
Based on the results of running monitoring were the biodegradation process modified
and intensified. The final sampling confirmed the limits for the use of land on the

surface.

Keywords: aerobic bioremediation ex situ, degrading microorganisms, decontamination

area, dumping ground, organic pollution



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné pod vedenim

RNDr. Petra Hekery, Ph.D. a jen s pouzitim citovanych literarnich prament.

V Olomouci 3. kvetna 2013



Obsah

SezNamM taAbUIEK ........ccooviiiiii viii
SeZNAM ODTAZKIL ..ottt IX
SEZNAM ZKIALEK ......eceiiiiccee e X
POACKOVANT ...t xi
Lo UVOD bbbt 1
2. CILE oo 3
3. MATERIAL A METODY ....oovuiviieiieicieieeieeiesese ettt 4
3.1 Sanacni techNOlOZIC........ccviiiiiiiii i 4
3.2 Zékladni metody biodegradaci ...........ceeiiiiiiiiiiiie e 5
3.2.1 Biodegradace iN SItU.........c.cceiiieieeieiic et 7
3.2.2 Biodegratdace X SITU ........c.cceivieieeiiiiesieesie et re e nas 8
3.2.3 Rizikové skupiny miKroorganiSmuil ........ccouereeeieriiieiie e 9
3.2.4 KONTAMINANTY ...ttt et e esre e e eneenreenee s 10

3.3 Dekontaminace pidy zne€i$téné ropnymi polutanty firmou EPS, s.r.o................ 10
3.3.1 Deponovany Material .........cccocveieiiiiieiiisiie e 11
3.3.2 Platnd [eg@islativa .........coouiiiiiiiieiicseeeee s 11
3.3.3 Plocha skladky nebezpecného odpadu..........cccocveviiiiiiiiicn e, 13
3.3.4 TechniCKa PrPIava........ccoooiiiiieiicieee e 15
3.3.5 PouZitd teChNOlOZIE .....ccuvveiiiiiieie e 18
3.3.6 APIIKOVANA MEIA ..ot 19

3.5 EXperimentalnt CASt ........ccoveiiiiiiiiie e 22
3.5.1 Metodika odbéru a Upravy VZOrkil .........cccceveeriiiniiiiienee e 23
3.5.2 Metodika hodnoceni vysledKil ..........cccovriiiiiiiiiin e 25

4. VYSLEDKY .ovooiiiimiiiiiiisssssesises s 34
4.1 ApliKOVana MeEdIa........cocviiiieiiiiie e 34
4.2 Koncentrace respira¢nich plynil .........ccocooviiiiiiiiiiic e 35
4.3 Koncentrace zakladnich nULHIEtl ........ccoviviiiiiiiiii e 35
4.4 Pocty heterotrofnich a degradujicich mikroorganismu ...........ccccoeiiiiiiiiiiniinnnns 37
4.5 Respiralni testy aKtIVILY .....ccviiiveiiiiiiieiic e 38
4.6 Vyvoj koncentraci C19-Cao V prib€hu aktivnich praci.........cccoeiiiiiiiiiiiininns 38
4.7 ZAVETECNY MONILOTING ...eoviiviiiiieiiieiiii et 39



vii

S.DISKUZE ...t 41
6. ZAVER ..ottt 43
Seznam POUZILE IIEETATUTY ... .uveiiiiiiiiie ittt rr e 45
PIIIONY 1ottt ar e 47

Ptiloha A Posouzeni rozsifeni katalogu odpadii v ramci technologie EPS-INOK......47



Seznam tabulek

Tabulka 1 Nejvyse pripustné koncentrace Skodlivin v susiné odpadil...........cccccerneeene 12
Tabulka 2 Pozadavky na vysledky ekotoxikologickych testil..........cccvvvvriiiiiiiiiiiinnnns 12
Tabulka 3 Mnozstvi deponovaného odpadu k. €. 17 05 03.....cccvviviiiiiiiiniiiniiiie i 23
Tabulka 4 Mnozstvi aplikovanych médii na 1005,64 tun kontaminované zeminy........ 34
Tabulka 5 Rozbor zeminy dle VyhlaSky 294/2005 Sb........ccccooiiiiiiiiiiiiiiciicieee 40

Tabulka 6 Rozbor zeminy ve vzorku RC-2 (matrice: odpad-vyluh) dle Vyhlasky
29472005 SD. ..ot 40

viii



Seznam obrazku

Obr. 1 Areadl skladek COZ, letecky SNIMEK .........ccovviviiiiiiiiiiiiiicccce e 14
Obr. 2 Mobilni aplikacni jehla .........ccciiiiiiiiiiii e 16
Obr. 3 AplIKACnT TOZVOAY ....uviiiiiiiiiiiie i 17
ODI. 4 BIOTEAKLIOK ...t 18
ODr. 5 GOrdoNIa tEBITAE ......ccviieiiieiiiciee e 20
Obr. 6 Variovorax paradoxus, a) mikroskopicky snimek, b) fotodokumentace............ 20
Obr. 7 Pseudomonas fluorescens, a) gramovo barveni, b) P. f. na MPA ..................... 21
Obr. 8 Bakterie Ralstonia eUtropha ..........cccccceiieiieii i 21
Obr. 9 Biodegradacni plocha spole€nosti EPS, S.1.0......ccciiiiiiiiiiiiicicece e 24
Obr. 10 Biodegradacni plocha spole¢nosti EPS, s.r.o. — detail ..........cccccevevevviinnennne 25
Obr. 11 Bakterialni inokulum v bioreaktoru firmy EPS, S.r.0. ......cccooeiiiiiiiiiiiiis 26
Obr. 12 Terénni pristroj ANAGAS 98........ccoiiiiiiiiiie e 27
Obr. 13 Rozvoj heterotrofnich mikroorganismi po 24 h inkubaci, laboratofe firmy EPS,
S0, et bbb 30
Obr. 14 Titrace pro ur¢eni mnozstvi vyprodukovaného CO2 .........cccecvreriiiniricninnnienn. 32
Obr. 15 Vyvoj koncentrace respiracnich plynll..........cccoooviiiiiiiiiiic e 35
Obr. 16 Vyvoj KONcentrace NULIICTH .........vervievirieisiieieiie e 36
Obr. 17 Chronologicky vyvoj po¢tu heterotrofnich organismi (Sektor A1, A2 a A3) .37
Obr. 18 Chronologicky vyvoj poctu degradujicich organismt (Sektor Al, A2 a A3)..37
Obr. 19 Respiracni testy aktivity (Sektor A1, A2 a A3) ...ccovviiiiiiiiiiiiiceccieee 38
Obr. 20 Vyvoj koncentraci C19-Cgp (Sektor AL, A2 @ A3) ...evceeceeiiiiecieceee e 39



Seznam zkratek

BTEX
coz
cov

DSMZ

EOX
FID
INOK

MPA

PCB
PHM
PE
TOL

WHO

Benzen, toluen, ethylbenzen a skupina xyleni
Centralni odval Zarubek
Cistirna odpadnich vod

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Némecka

sbirka mikroorganismua a buné¢énych kultur
Extrahovatelné organické halogeny

Flame ionization detektor, Plamenové izolaéni detektor
Inokulum

Masopeptonovy agar

Ministerstvo Zivotniho prostiedi Ceské republiky
Povrchové aktivni latky

Polycyklické aromatické uhlovodiky
Polychlorované bifenyly

Pohonné hmoty

Polyethylen

Organické tékavé latky

World Health Organization, Svétova zdravotnicka organizace



Podékovani

Rada bych podékovala svému skoliteli RNDr. Petru Hekerovi, Ph.D. za cenné rady,
pfipominky a metodické vedeni prace. Dé&kuji také Ing. Vlastimilu Pistkovi,
Ing. Davidu Idesovi a celému kolektivu firmy EPS s.r.o. za spolupraci, vstficnost a

trpélivost. Také dékuji své rodiné a pratelim za podporu a pomoc béhem celého studia.

Xi



1. UvOD

Cinnost lidi piinasi stile vétsi tlak na Zivotni prostiedi, které je zne&istovano
mnozstvim polutantl. Tyto latky sice pfispivaji k modernimu zivotnimu stylu, ale
zaroven maji v mnoha ptipadech tendenci pietrvavat a akumulovat se v prostiedi.
Nékteré z nich mohou byt potencidlnim nebezpecim pro lidské zdravi i pfirodu. Ta ma
jedine¢nou schopnost zbavovat se predevsim organickych latek pomoci samodisticich
procesu, pii kterych dochazi k jejich rozkladu nebo pfeméné na latky méné skodlivé.
Tento kolobéh latek v prirodé¢ vSak neni dostatetny na to, aby si poradil se vSemi
Skodlivinami. Proto je tfeba podpofit pfirodni procesy a napomoci revitalizaci prostiedi.
Jednou z cest je pouziti bioremediaci pti sanaci zne€isténych lokalit.

V Ceské republice se kazdoro¢né investuje velké mnozstvi finanénich
prostiedkd do odstranovani ekologickych zatézi. Optimalni sana¢ni postupy a inovacni
technologie mohou vyznamné ovlivnit pribéh sanaci, snizit finan¢ni naro¢nost a zkratit
potiebny ¢as (Matéja 2006).

Bioremediace jsou zejména procesy spojené s vyuzitim bakterii a
mikroorganismti obecné¢ pro preménu organickych latek. Jednd se vétSinou o cilené
pouziti ur¢itého druhu na konkrétni znecist'ujici latku, coz vede ke sniZzeni kontaminace
daného prostfedi. Pii tomto d&ji dochdzi k pfeméné chemickych sloucenin na latky
méné nebezpecné a netoxické, v optimalnim piipadé na vodu a oxid uhlicity (CO,).
Touto metodou Ize vy¢istit napiiklad odpadni a podzemni vody, pudy, kaly a plyny. Jeji
nevyhodou je casova naroCnost. Je vSak velmi Setrnd k Zivotnimu prostfedi a
ve srovnani s nékterymi dalSimi technologiemi relativné levna (Alexander 1999).

Sledovand dekontaminace pidy probiha na dekontamina¢ni ploSe
Vv ostravském aredlu sklddek COZ (Centralniho odvalu Zarubek) pod vedenim firmy
EPS, s.r.o. Pro bioremediaci ex situ byla pouzita schvalena technologiec EPS-INOK
vyuzivajici pftirozkladu organického zneciSténi aktivity vybranych mikrobialnich
kmenti Variovarax paradoxus, Gordonia tarrae, Pseudomonas putida, Ralstonia
eutropha a EPS-PAL vyuzivajici povrchové aktivnich latek k uvolnéni kontaminace
adsorbované na matrici odpadu. Aby méla biodegradace spravny prabéh, byly
vytvofeny a udrzovany patficné podminky. V pribéhu bioremediace byly provadény
respiracni testy aktivity, monitorovany respiracni plyny, koncentrace zékladnich Zzivin,
koncentrace heterotrofnich a degradujicich mikroorganismi a také organického
zneCisténi (koncentrace Ci9-Cyqo). Na zakladé vysledku monitoringu byly pak sanacni
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prace upravovany a zintenziviiovany za ucelem zvysSeni efektivity celé bioremediace.
Na zavér byl zhotoven reprezentativni vzorek, ktery byl analyzovan v akreditované
laboratoii. Aby mohlo byt s odpadem nakladano dle Vyhlasky 294/2005 Sb (tzn. vyuziti
na povrchu terénu, v naSem piipadé do ,,stavby* v aredlu skladek COZ), musi vzorek
reprezentujici 1005,64 tun biodegradovaného odpadu spliovat limity tabulek ¢. 10.1 a
10.2 ptilohy ¢. 10 Vyhlasky 294/2005 Sb. (Ides 2011).



2. CILE

Tato prace ma dva konkrétni cile.
Prvnim cilem této studie je predstavit moznosti sana¢nich praci, které se
pouzivaji k dekontaminaci zemin, pfiblizit metody, technologie a procesy biodegradace.
Druhym cilem bylo zjistit, zda se u dané kontaminované zeminy snizila
koncentrace latek ropného charakteru, aby dany odpad vyhovél limitim tabulek ¢. 10.1
a 10.2 prilohy ¢. 10 Vyhlasky 294/2005 Sb. a mohl byt déle vyuzit.



3. MATERIAL A METODY

3.1 Sanacni technologie

V praxi dnes existuje cela fada sana¢nich technologii. Jde o zasah, pii kterém dochazi
k pfeméné zneCist'ujicich latek obsazenych Vv horninovém prostiedi, povrchové i
podzemni vodé¢ a plidnim vzduchu na latky, které nejsou nebezpecné zivotnimu
prostiedi, ani nezplisobuji poskozeni zdravi lidi. Na kazdy druh znecisténi je zapotiebi
jiny druh dekontaminace (Alexander 1999).

Sanacéni zasah zacina sanaci primarniho zdroje, kterym mize byt napt. praskla
trubka, netésnici nadrz nebo neekologicka technologie. Nejprve se zamezi dalSimu
Sifeni zneCisténi do horninového prostiedi a odstrani se maximum kontaminovanych
zemin Vv nesaturované zon¢. Poté probéhne co nejdokonalejsi prizkum a determinace
polutantti vV horninovém prostiedi a v povrchové, resp. ¢astéji v podzemni vod¢, véetné
stanoveni jejich nebezpecnosti a stupné ohrozeni zivotniho prostiedi, popt. zpracovanim
Analyzy rizik. Dale se prechazi k sanaci sekundarniho zdroje znecisténi, jako je
horninové prostiedi, voda, vzdusné emise aj. Muze se vyuzit také monitorované
pfirozené¢ ¢i fizené atenuace piiodstranovani zbytkovych obsahi polutanti
V horninovém prostiedi. Pfirozend atenuace je samovolny proces, kdy se dostava
znecisténé prostiedi samodisticim efektem do kvazi-ptivodniho stavu a dany polutant se
rozlozi (vlivem fyzikdlnich, chemickych a biologickych faktorti) nebo odtéka
bez antropogenniho zasahu. Pii podporované atenuaci je atenua¢ni proces podporovan
napf. dodanim potfebnych zivin (fosforu a dusiku) kontaminant degradujicim
mikroorganismam (Horak 2006).

Sanacni technologie délime na pasivni, kde se zneciSténi pouze monitoruje, napf.
monitoring pfirozené nepodporované atenuace, a aktivni, kde dochéazi k odstrafovani
znedisténi, k jeho imobilizaci ¢i Kk podporované atenuaci, pii které dochazi
K ptirozenému poklesu obsahu Skodlivych latek fedénim, fytosanaci, odpafovanim,
oxidaci, redukci, sorpci na horninovou matrici, biosorpci. Sanace kontaminovanych
lokalit se provadi pomoci riznych technologii, které vyuzivaji rtzné biologické
preparaty nebo technologie zalozené jen na fyzikalnich a chemickych metodach, jako
jsou venting, termické a hydraulické metody, pracky zemin nebo tésnici a sanacni stény

(Alexander 1999).



Venting patfi mezi standardni technologie vyuzivané k sanaci lokalit
kontaminovanych té¢kavymi polutanty. Metoda spo¢ivd v extrakci nesaturované zony
atmosférickym vzduchem, ktery je odsavan ze sanacniho vrtu.

Termické metody nalezi ke klasickym technologiim likvidace odpadu. Moderni
spalovny jsou vybaveny nékolikanasobnymi odlucovaci spalin. Presto Se tato
technologie neobejde bez zbytkové kontaminace a ur¢itého nebezpeéi. Mezi tyto
sana¢ni metody patii i tzv. nizkoteplotni termicka desorpce, Ktera je naproti tomu
bezodpadova a prakticky bezrizikova.

Hydraulické metody jsou zalozeny na Cerpani podzemnich kontaminovanych
vod napovrch soustavou Cerpacich vrti. VycCerpana voda je CiSténa a vracena zpét
pies zasakovaci zafezy a vrty (Horakova 2006).

Pracky zemin pracuji na principu promyvéani odtéZené zeminy v mobilnich
jednotkach, pii¢emz se provadi obohaceni inokulem a mechanicka separace
(Horak 2006).

Tésnici a sanacni stény. Tésnici stény se pouzivaji k zakonzervovani polutantu
pod zemi. Tyto sanacni stény brani §ifeni polutantli, zejména prostfednictvim podzemni
vody. Sanac¢ni stény jsou naproti tomu pro vodu propustné, maji tzv. reak¢ni brany, kde
se vyuziva naptf. nanozelezo ke zneSkodnéni Skodlivin, nebo sorbenti k jejich
zachyceni. Podzemni sorp¢ni stény jsou malo pouzivané, spiSe jako ochranny prvek, a
jsou dost nakladné. Nebezpeci vyuzivani sanacnich stén spociva v mozném lokalnim

piekroceni sorpéni schopnosti stény (Horakova 2006).

3.2 Zakladni metody biodegradaci

Biodegradaci se obecné rozumi biologické odbourdvani organickych latek. Tento proces
provadgji zejména mikroorganismy, které jsou vzhledem k jejich intenzivnéj$imu
metabolismu ve srovnani s vy$$imi organismy vhodngjsi. Biodegradace se tyka jak
pfirodnich latek, tak zejména latek, které se do Zivotniho prostfedi dostaly lidskou
¢innosti. Vétsina téchto antropogennich latek se v pfirodé stava polutanty (Trogl 2011).
Mineralizace je uplna biodegradace toxické latky, ktera se v kontaminovaném
prostiedi rozklada za pfitomnosti mikroorganisml s metabolickou aktivitou na zakladni
anorganické latky. Jde pfedevSim o mikrobidlni degradaci, na které se podili rizné
skupiny hub a bakterii. Ty pfimo rozkladaji a preménuji dané organické latky. Aby vSak

m¢ela degradace spravny prubéh, musi byt splnéna fada podminek (Horakova 2006).



Pti vlastni degradaci musi byt organismus schopen produkovat vhodné enzymy,
které jsou potiebné k dekontaminaci uréitych organickych latek. Osvédcilo se vhodné
upravit podminky tak, aby se mikroorganismy mohly Iépe mnozit (Alexander 1999).

Faktory ovliviujici biodegradaci:

e teplota prostiedi,

e hodnota pH,

e vlhkost,

e koncentrace potfebnych nutri¢nich prvka (N a P),

e mira difuze a sorpce degradované latky,

e pritomnost kysliku v prostiedi (biodegradace ex situ),

e koncentrace polutantu,

e koncentrace heterotrofnich a degradujicich mikroorganismi (Atlas 1981).

Bioremedia¢ni technologie charakterizujeme detoxikaci a mineralizaci polutantu
na biomasu, CO; a vodu. Postup pfemény kontaminovanych latek zac¢ind monitoringem
kontaminovaného prostfedi. Zjisti se nejvhodnéj$i sanacni metoda, a to jak
z ekologického, tak i z finan¢niho hlediska (Stulik 1987).

Biodegradace mohou byt provadény technologiemi, pii kterych se degradace
polutantu provadi pfimo v misté kontaminace (in situ), ptida tedy neni odtéZovana. Tyto
technologie vyzaduji relativné nizké naklady, jsou vSak pomalejsi a prubéh degradace
polutantu je jen tézce kontrolovatelny. Jiné technologie jsou aplikovany na odtézeny
kontaminovany material v misté¢ c¢asto vzdaleném od pavodni lokality (ex situ).
Manipulaci s kontaminovanym materidlem sice vzrustaji néklady, ale cely degradacni
proces je pod kontrolou a veskera rizika dal§iho zneciSténi jsou minimalizovana
(Horakova 2006).

Bioremediace mé4 vyhodu oproti jinym sana¢nim metodam v efektivnim zniceni
danych znecist'ujicich polutantt, a tim znemoznéni jejich akumulace (Banat et al. 2000).
Dalsimi pfinosy jsou relativné nizké ndklady a malé zasahy do Zivotniho prostiedi
(Edgington 1994). Krom¢ toho jsou organické znecist'ujici latky biologicky rozlozeny
na anorganické slouceniny (napt. CO,, H,0, CI'), zatimco fyzikalni a chemické procesy,
napf. vypafovani, adsorpce a t€zba jednoduse prenasi znecist'ujici latky do dalSich mist
(Head 1998). Enviromentalni biotechnologie spoléha na kapacitu piirozené se
vyskytujiciho polutant-degradujiho konsorcia mikrobialnich kment, ve kterém hraji
bakterie obvykle hlavni roli (Liu & Sutfita 1993).



3.2.1 Biodegradace in situ

Biodegradace in situ se provadi pfimo v horninovém prostiedi, kde jiz neni mozné
aplikovat jiny typ sanacnich metod. Jednd se napif. o plochy podlozi budov, délnic,
plochy ve velkych hloubkach a plochy s velkou rozlohou zasaZenou kontaminanty
(Hickey & Smith 1996).

Hlavnimi parametry dekontaminace jsou piedevS§im typ znecistujici latky,
koncentrace znecisténi, teplota, obsah kysliku popf. metanu a koncentrace dostupnych
zivin. Pro ziskéni nejlepSich vysledka jsou regulovany razné parametry, a to hlavné
rozmisténi vrtd na celé ploSe dekontaminace, rezim cCerpani a vtlaceni aplikace
do podlozi (Gruntorad et al. 2000).

Nejbéznéjsi biologické metody sanace in situ jsou bioventing, kometabolicky
bioventing, air sparing, podporovana bioremediace, fytoremediace a rhizoremediace.

Bioventingem rozumime odsavani vzduchu z horninového prostiedi.

U kometabolického bioventingu je vhanén do nesaturované zony vzduch a také
latky, které mohou autochtonni mikroorganismy vyuzit jako kosubstrat pro biologicky
rozklad ptitomnych polutanta.

Air sparging funguje na principu vhanéni vzduchu do podzemni vody nebo
do horninového prostiedi, popt. jiného plynu napi. butanu, pro zlepSeni biologického
rozkladu kontaminanti.

Podporovanou bioremediaci rozumime stimulaci aktivity autochtonnich
mikroorganismll napf. zapouSténim roztoku Zivin do kontaminované zoény, podporu
desorpce polutantti a jejich zptistupnénim biodegradaci zapousténim roztokti povrchove
aktivnich latek apod. (Mat&ji 2006).

Fytoremediace je vyuziti nejruznéjsich rostlinnych druhti pii degradaci, extrakci
¢i imobilizaci latek kontaminujicich pidu ¢i vodu (Cunningham & Ow 1996).

Pfi biodegradaci in situ je ¢asto na povrch Cerpana podzemni voda, do které je
pfidavano inokulum, Ziviny, popf. povrchové aktivni latky a kterd je nasledné opét
zasakovana. Tak je proces intenzifikovan a pii promyvani horninového prostiedi je
zpravidla dosahovana vysoka efektivita zasahu. Metoda vyzaduje schvaleni aplikace
biopreparatu a obecné cizorodych latek do horninového prostiedi ptisluSnymi ufady
(Krajsky utad, ptislusny vodopravni ufad).

Biodegradace in situ je vyhodna vtom, Zze muze byt provedena na misté,

eliminuje tedy naklady na dopravu, odstrafiuje odpad trvale a velikost naruSeného



prostoru tak mize byt minimalizovadna. Tato sana¢ni technologie mlze byt pouzita i
pro zfedéné a Siroce rozptylené znecisténi a je cenové dostupnd (Tomotada & Masao
2001).

3.2.2 Biodegradace ex situ

Pii biodegradaci ex situ dochazi k odtéZeni zeminy a K jejimu naslednému odvozu
na dekontaminacni zatizeni, kde probiha dekontaminace za fizenych podminek. Tato
sana¢ni metoda se pouziva hlavné na kontaminované zeminy a kaly, které jsou
pfevezeny na dekontaminaéni plochy, do kontejneri, mobilnich bunék nebo nadrzi
K tomu ur¢enych. Zminéné dekontaminacni plochy musi byt schvaleny jako zatizeni
pro nakladani s nebezpe¢nym odpadem (Novotny 2005).
Provedeni bioremediace ex situ se dé€li na:
e 0N situ — sanacni ¢iSténi a ¢erpani na povrchu terénu v misté sanace,
e Off situ — ¢isténi mimo prostor sana¢nich praci,
e kombinované — €ast se vycCisti na misté, ¢ast se odtézi a pak nasledné odveze
na specialné upravené plochy, které slouzi k témto téelim (ib.).

Stejné jako pii aplikaci biologickych metod in situ je nezbytné v oSetfovaném
materialu dosdhnout optimalnich podminek pro ¢innost degradujicich mikroorganismil,
zejména je dulezité dbat na nasledujici parametry: pH prostiedi, vlhkost, koncentraci
makrobiotickych prvkil a koncentraci termindlniho akceptoru elektronti. Velmi dulezita
je 1 biodostupnost molekul polutanti (Maté&jt 2006).

Zemina musi byt pfed uloZenim homogenizovana, promichana, ptipadné
zvlhc¢ena na poZadovanou vlhkost nebo i ,,zlehcena® pfimisenim napf. slamy nebo
jiného materidlu kvali lepSimu provzduSnéni pii aerobnim procesu. Vlastni
dekontaminace probihd na dekontaminacnich plochach nanepropustné vrstvé
S drendzemi pro odvadéni piebytecné vody, piiopakovaném zkrapéni této plochy.
Kontaminovana zemina se rozhrne, nakypii, a tim dojde k potfebné aeraci a stimulaci
biodegradacnich procest. Pii aeraci se do zeminy vhani vzduch pies trubkovy systém
pomoci dmychadel, popf. kompresort (Vanicek 2002).

Jedna se o ekonomicky vyhodnou a uc¢innou biologickou metodu c¢isténi ptd a
jinych pevnych materiald. Vyuziva se hlavné pro materidly zneciSténé organickymi

polutanty, jako jsou ropné uhlovodiky, polycyklické aromatické uhlovodiky, fenoly,



mastné kyseliny, alkoholy a dal$i. Nejvyssi mozné vstupni koncentrace znecisténi se lisi
podle typt znecistujicich latek. Obecné plati, Ze koncentrace zneci$téni v materialu
nesmi pisobit inhibi¢n€. To se zjisStuje spravné navrzenymi laboratornimi testy, jejichz
vysledky davaji spolehlivou odpovéd’ na to, zda dany materiadl je mozné biologicky
cistit (Kyclt 2006).

Vyhodou metody ex situ je také relativné vysoka rychlost vlastni biodegradace,
dale moznost piimé kontroly u¢innosti procesu, moznost zvySeni bonity vyéisténych
zemin, moznost regulace pH, vlhkosti, teploty, podilu potfebnych Zzivin, koncentrace
kontaminant a v neposledni fad¢ také mikroorganismi. Hlavni nevyhodou je nutnost

manipulovat s pomérné velkym objemem zemin (Alexander 1999).

3.2.3 Rizikové skupiny mikroorganismu

Mikroorganizmy se z hlediska nebezpeCnosti pfi praci v laboratofi déli do Ctyf
rizikovych skupin (WHO Risk Group) oznacenych jako rizikové skupina 1, 2, 3 a 4.
Jednotlivé rizikové skupiny mikroorganizmli jsou charakterizovany nésledujicim
zpusobem:

e Rizikova skupinal: Mikroorganizmy pifedstavuji nulové nebo nizké
individudlni a spolecenské riziko. Onemocnéni ¢loveka je nepravdépodobné.

e Rizikova skupina 2: Mikroorganizmy pfedstavuji stfedni individudlni riziko a
nizké spolecenské riziko. Mohou zplsobovat onemocnéni lidi a zvifat, ale
nepfedstavuji zavazné riziko pro laboratorni pracovniky, obyvatelstvo,
hospodarska zvifata a Zivotni prostfedi. Expozice v laboratoii miize vést
ke vzniku zavazného onemocnéni, avSak preventivni opatfeni a Gi¢inna terapie
jsou bézné dostupné. Riziko Sifeni infekce je omezené.

¢ Rizikova skupina 3: Mikroorganizmy piedstavuji vysoké individudlni riziko a
nizké spolecenské riziko. Bézné zpusobuji zavazna onemocnéni lidi a zvifat, ale
obvykle se nepienasi z jedince na jedince. Preventivni opatfeni a u¢inna terapie
jsou dostupné.

e Rizikova skupina 4: Mikroorganizmy predstavuji vysoké individudlni a
spoleCenské riziko. Bézné zplisobuji zdvaznd onemocnéni lidi a zvifat a snadno
se pienasi z jedince na jedince pfimym nebo nepfimym zptisobem. Obvykle neni

dostupna ucinna terapie a preventivni opateni. (WHO 2004).
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3.2.4 Kontaminanty

Kontaminanty mohou byt latky anorganické i organické. Mezi anorganické latky fadime
predevsim tézké kovy, kyanidy, amoniak a jejich soli. K organickym latkam patii latky
malo tékavé, napf. polyaromatické uhlovodiky (PAU) mimo naftalen, polychlorované
bifenyly (PCB), fenoly a do této kategorie nalezi i ostatni ropné uhlovodiky (prakticky
motorova nafta a topné oleje). Posledni skupinou jsou organické latky tékavé, které se
zna¢i TOL. Tato skupina je velice obsahld a zahrnuje nizsi alkany a alkeny s délkou
fetézce do 11 atomi uhliku, chlorované alifatické uhlovodiky vcetné skupiny
BTEX — benzen, toluen, etylbenzen a xylen (Horakova 2006).

Ropné latky jsou vyrabény bud’ destilaci surové ropy, ktera je pfirodni slozkou a
kapalnym Kkaustobiolitem, nebo synteticky na jeji bazi. Jeji uméla preména
pfi zpracovani vSak méni i piivodni pfirozeny charakter a vytvaii pro Zivotni prostredi
Vv podstaté cizorodé, Spatné biologicky odbouratelné slozky. Znec¢istovani pudy, a tim i
ohrozovani podzemnich zdroji pitné vody ropnymi latkami, patii mezi
nejproblematictéjsi zasahy ¢loveéka do zivotniho prostiedi (Fuksa 2011).

Ropné latky dlouhodobé kontaminuji pidu, a tim snizuji jeji schopnost
uvolnovat potiebné ziviny pro vegetaci, kterd slouzi jako potrava pro dilezity ¢lanek
potravniho fetézce — konzumenty I. fadu. Kromé toho ropné latky také znemoziuji
biologicky rozklad pfirozené organické hmoty i nékterych lehce biologicky
rozlozitelnych odpadu a jejich pfirozenou mineralizaci (ib.).

Pro dekontaminaci pldy zne€isténé ropou a ropnymi produkty jsou nejcastéji
vyuzivany bioremediacni technologie. U ropnych uhlovodikd probihd biodegradace
V aerobnim 1 anaerobnim prostiedi. Aerobni proces je v nasich pomérech Castéjsi, avSak
pouze nad hladinou podzemni vody, v podpovrchové vode je nutné kyslik dodat pomoci
air spargingu. Bioremediace v aerobnim prostfedi spo¢iva ve vyuziti kysliku a dalSich
oxidantd jako termindlnich akceptorti elektronti, pficemz ropné latky jsou zde

substratem pro rust bakterialnich populaci (Kotrba 2005).

3.3 Dekontaminace pudy zneci§téné ropnymi polutanty firmou EPS, s.r.o.

Vlastni aktivni bioremedia¢ni prace spole¢nosti EPS, s.r.0. byly zahajeny po navozu

kontaminované zeminy do jednotlivych sektord, tedy od dubna 2011. Pro snizeni
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koncentrace organickych polutantii ropného charakteru byly zvoleny technologie
spolecnosti EPS, s.r.o. — EPS-PAL a EPS-INOK. Prib¢h bioremediace byl pravidelné
monitorovan a podle potfeby upravovan. Na zaklad¢ prabéznych vysledki a

zaverecnych analyz byla dana biodegradace ukoncena v fijnu 2011.

3.3.1 Deponovany material

Na sledovanou biodegrada¢ni plochu byl navezen odpad katalogového ¢isla 17 05 03 -
Zemina a kameni obsahujici nebezpe¢né latky (druh odpadu dle MZP CR) v mnoZstvi
1005,64 tun. Tyto kontaminované zeminy vznikly vramci odstrafiovani starych
ekologickych zatézi z lokality SO-16/I11 — kolejisté stacist¢ PHM u valcoven C, D
v aredlu Ttineckych Zelezéren, a.s., kde se manipulovalo s ropnymi latkami a jejich
derivaty. Cely odpad byl klasifikovan jako ,,N“ — nebezpe¢ny odpad.

Vsechny vstupni dokumentace jako vstupni laboratorni analyzy, zékladni popisy
odpadd, evidencni listy apod. jsou uloZeny u spole¢nosti EPS, s.r.0., ktera tyto odpady
pfevzala jako opravnény pfijemce na svou dekontaminacni plochu v aredlu COZ

v Ostravé k provedeni jejich dekontaminace (Ides 2011).

3.3.2 Platna legislativa

Kontaminované zeminy a kaly jsou dle zakona o odpadech ¢. 185/2001 Sb. nebezpecné
latky. Zachéazeni s témito latkami na dekontamina¢nich plochach je dale upraveno
vyhlaskou Ministerstva zivotniho prostfedi a ministerstva zdravotnictvi ¢. 376/2001 Sh.
Hodnoceni nebezpecnych vlastnosti odpadii a vyhlaSkami Ministerstva zivotniho
prostiedi ¢. 381/2001 Sb. Katalog odpadi, ¢. 383/2001 Sb. O podrobnostech nakladani
s odpady, ¢. 294/2005 Sb. 0 podminkach ukladani odpada na skladky a jejich vyuzivani

na povrchu terénu.
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Vysledny dekontaminovany material by mél vyhovét limitim tabulek ¢. 10.1 a
10.2 ptilohy ¢. 10 k Vyhlasce 294/2005 — Pozadavky na obsah $kodlivin v odpadech
vyuzivanych na povrchu terénu. Zminéna tabulka ¢. 10.1 popisuje nejvyse piipustné

koncentrace Skodlivin v susSin¢ odpadii (tabulka ¢. 1), tabulka ¢. 10.2 stanovuje

pozadavky na vysledky ekotoxikologickych testa (tabulka €. 2).

Tabulka 1 Nejvyse pripustné koncentrace $kodlivin v susiné odpadii (© Inisoft.cz)

Ukazatel Limit (mg/kg susiny)
As 10
Cd 1
Cr 200
Hg 0,8
Ni 80
Pb 100
\Y 180
Suma BTEX 0,4
Kvantita RU (C10-C20) 300
Suma PAU 6
EOX 1
Suma PCB 0,2

Tabulka 2 Pozadavky na vysledky ekotoxikologickych testi (© Inisoft.cz)

Testovany organismus Doba piisobeni (h) Vyhodnoceni I.

ryby nesmi vykazovat v ovétovacim

testu vyrazné zmény chovani
Poecilia reticulata ve srovnani s kontrolnimi vzorky a
nebo Brachydanio rerio 96 nesmi uhynout ani jedna ryba

procento imobilizace perloocek nesmi
Vv ovéfovacim testu presahnout 30 %

Deaphnia magna Straus 48 Ve srovnani s kontrolnimi vzorky

Raphidocelis subcapitata

(Selenastrum neprokaze se V ovéfovacim testu
capricornotum) nebo inhibice rastu fasy vétsi nez 30 %
Scenedesmus subspicatus 72 ve srovnani s kontrolnimi vzorky

neprokaze se V ovérovacim testu
inhibice riistu kofene semene vEétsi nez
Semena Sinapis alba 72 30 % ve srovnani s kontrolnimi vzorky
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Po splnéni téchto limitd se na na tyto odpady se vztahuje Osvédceni o vylouceni
nebezpecnych vlastnosti odpada ¢. Os/06/09/DM.

Projekt, vramci kterého probiha tato c¢innost, je realizovan na zakladé
»ekologické smlouvy* mezi spolecnosti Trinecké Zelezarny a.s. a staitem (Ministerstvem

financi CR) a fesi odstranéni ekologickych zatézi vzniklych pied privatizaci.

V bakaléiské praci jsou vysledky ziskané z laboratote EPS, s.r.o. vyhodnoceny a
graficky zpracovany pomoci Microsoft Office Excel, vSechny testy v laboratofich byly
v souladu s vyhlaskou ¢. 294/2005 Sb. a ¢. 383/2001 Sb.

3.3.3 Plocha skladky nebezpecéného odpadu

Rozsahly prostor mezi byvalymi pfevySenymi odvaly dalni hlusSiny COZ v Ostravé je
diky své poloze ideédlni misto pro provoz zatfizeni ke zneSkodnovani a vyuzivani odpadi
s ohledem narozsah starych ekologickych zatézi v Ostravé a okoli, které je nutno
postupné likvidovat (obr. 1). Technické feSeni zafizeni odpovida pfislusnym normam a
legislativnim pfedpistim pro oblast nakladani s odpady (AWT Rekultivace 2013).
Dekontaminaéni plocha firmy EPS, s.r.o0. se nachdzi ptimo v COZ v nadmoiské
vySce 226 m n. m. Tato plocha byla uvedena do provozu v lednu roku 2009 na zakladé
Integrovaného povoleni dle zakona ¢. 76/2002 Sh. a spada do kategorie 5.1 Zafizeni
na odstrainiovani nebo vyuzivani nebezpeného odpadu a zafizeni k nakladani

s odpadnimi oleji, vZdy o kapacité vyssi nez 10 tun denné, dle zakona ¢. 76/2002 Sb.
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Obr. 1 Areal skladek COZ, letecky snimek (© http://mapy.cz)

Dekontaminacni  plocha je vsoucasné dobé provozovana v zatim
nevyuzivané kazeté vybudované pro skladkovani nebezpeénych odpadi. Pro kazety byl
navrzen kombinovany tésnici systém, tvofeny vrstvami dvojiho materialu: mineralni
tésnéni 5 x 200 mm (5 vrstev hutnénych postupné po 200 mm) a hydroizolacni folie
PEHD tloustky 2 mm. Na této tésnici vrstvé je provedena ochranna drendzni vrstva
netkanou geotextilii 1 200 g/m? a plodna drend? z Fiéniho 3térku. Pro ucel biodegradace
je izolaéni a drenazni systém kazety chranén dal$i vrstvou geotextilie, 500 mm
drceného kameniva a panely.

Plosnou drenazi prochdzi pateini drén, ktery usti do pfeCerpavaci jimky
prasakovych vod a nasledné pokracuje do akumulacéni jimky, odkud je prisakové voda

odvéazena cisternami na COV. Viechny zachytné jimky jsou izolovany folii PEHD.


http://mapy.cz/
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Pod folii v kazeté je nainstalovan geoelektricky systém pro kontrolu tésnosti
izola¢ni folie. Vlastni systém se sklada ze snimacich elektrod rozlozenych po celé plose
pod izola¢ni folii, spojovacich vodi¢i od jednotlivych snimac¢t k monitorovacimu
centru, odkud se pii méfeni snimaji data do pocitae a nasledné vyhodnocuji. Méteni

tésnosti probiha na principu vodivosti (Ides 2011).

3.3.4 Technicka priprava

K biodegradaci pudy je zapotiebi rizné technické vybaveni, a to nejen k samotné
¢innosti, ale také pro monitoring. Na biodegradacni plose byla pouzita tato technicka
zafizeni:

e mobilni aplikacni jehla,

e aplikacni a respiracni sondy,

e aplikacni rozvody,

e Cerpadlo,

e bioreaktory.

Mobilni aplikaéni jehlou byla provadéna tlakova injektaz bakterialniho roztoku,

zivin a povrchov¢ aktivnich latek. Aplikaéni jehla je jednoducha trubka, ktera se zavede
do odpadu a sjeji pomoci se aplikuje inokulum ¢i jiné kapalné medium, které je
ptivadéno k jehle hadici (obr. 2). Tato jehla se vyuzivala vzdy pii aplikaci kapalnych

médii s vyjimkou zvlhcovani odpadu (voda je aplikovana povrchovym rozstfikem).
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Obr. 2 Mobilni aplikaéni jehla (© EPS, s.r.o0.)

Kapalnd média byla aplikovana také pomoci aplikacnich sond Vv poctu 15 ks.

Sondy byly ptfedvrtany rucni vrtnou soupravou EJKELKAMP a poté byly vystrojeny
ocelovymi trubkami priméru 32 mm, které byly perforovany u paty sondy. Pro cilené
zintezivnéni biodegradace do potiebnych mist byla pouzivana mobilni aplika¢ni jehla
(viz vyse).

Respiraéni sondy pro monitoring respira¢nich plyni v deponovaném odpadu

byly na lokalit¢ umistény v poctu 3 ks v sektoru Al az A3. Tyto sondy byly mobilné
pfemistovany v ramci své prostorové dispozice piislusného sektoru (pfiblizné na stejna
mista) deponie. Respiratnimi sondami byla sledovana koncentrace kysliku a oxidu
uhli¢itého v pidnim vzduchu. Sondy byly pfedvrtany a vystrojeny obdobné jako sondy
aplikacni s tim, ze mély poloviéni prumér a byly perforovany v délce 1,0 m od paty
sondy. Pouze jejich usti bylo vybaveno odbérovymi ventily tak, aby jimi mohly byt
odsavany vzorky ptudniho vzduchu.

Od nadrze a cerpadel byly nainstalovany plastové aplikaéni rozvody

z polyethylenu odolné povétrnostnim vlivam (obr. 3). Jejich primér se mohl v délce
rozvodi ménit. Byly ukonceny aplikaéni koncovkou, kterd umoznila pfipojeni

mobilniho aplika¢niho ¢erpadla tj. aplikac¢ni nadrz (bioreaktoru), dmychadla.



17

Obr. 3 Aplikaéni rozvody (© EPS, s.r.o0.)

Na lokalit¢ bylo pouzivano mobilni aplikacni velkoobjemové cerpadlo typu
FS45TL, 2 ks 4m® bioreaktoru a bioreaktor o objemu 10 m® (obr. 4). Jako aplikacni
nadrz slouzila 4m* ocelova nadrz pro potieby zvySeni vlhkosti sanované¢ho odpadu a

jeho povrchu vodou, zejména v teplém obdobi (Ides 2011).
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Obr. 4 Bioreaktor (© EPS, s.r.0.)

3.3.5 Pouzita technologie

Pro snizeni koncentrace organickych latek ropného charakteru byla vyuzita technologie
EPS-INOK vyuzivajici k degradaci organického znecisténi aktivity urcitych druhi
mikroorganisml. K urychleni biodegradace v prvnich mésicich bylo pro uvolnéni
kontaminace adsorbované na pevné matrici odpadu vyuzito technologie EPS-PAL,
vyuzivajici biologicky rozlozitelnych povrchové aktivnich latek.

Technologie EPS-PAL slouzi ke zvySeni rozpustnosti hydrofobnich
organickych latek diky pfidavku vybrané povrchové aktivni latky, ¢imZ se ovliviiuji
fyzikalné-chemické vlastnosti horninového prostiedi — zvySuje se rozpustnost a mobilita
kontaminant. Typickd molekula PAL je dip6lova, hydrofébni Cast je orientovana
K nepolarni latce a hydrofilni ¢ast je orientovana do vodného prostiedi. Vznika tak
adsorpéni polymolekularni vrstva, jejiz prostorové uspotraddani se nazyvd micela a
v disledku toho dochazi k rozpousténi hydrofobnich organickych latek. (Sotolafova
2005).

EPS-INOK je bioremedia¢ni technologie, kterda vyuziva aktivity konkrétnich
kontaminant degradujicich alochtonnich (vnesenych) mikroorganismi ke konverzi

kontaminujicich latek vedoucich k uplné mineralizaci kontaminantli na anorganické
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latky, tj. v ptirod¢ se bézn¢ vyskytujici CO, a H,0O. Technologie vyuziva vybrané, jiz
otestované, bezpecné mikrobidlni kmeny, které jsou schopny vyuzivat sanované
kontaminanty jako jediny zdroj uhliku a energie pro sviy rust. Tyto vybrané
mikroorganismy jsou pomnozeny a nasledné¢ jako inokulum (,,INOK®) aplikovany
do kontaminovaného materialu (Brhelova 2004).

Konkrétni konsorcium mikrobidlnich kment bylo vybrdno predevSim
Vv zavislosti na kvalité odstranovaného kontaminantu ze schvalenych kment technologie
EPS-INOK. Jedna se o tyto organismy: Variovarax paradoxus, Gordonia tarrae,
Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha. Tyto bakterie nevyvolavaji onemocnéni u lidi
a zvifat dle kritérii WHO (rizikova skupina 1) a je mozna jejich vzajemna kombinace
pro dosazeni optimalnich vysledkii dekontaminace. Mikroorganismy jsou schopné rtistu
Vv prostifedi obsahujicim pouze zakladni mineralni Ziviny (N, P) a jimi degradované

uhlovodiky, maji snizenou citlivost ke zménam teploty a pH prostiedi (viz ptiloha A).

3.3.6 Aplikovana média

Do zajmového prostoru byla v ramci bioremedia¢nich praci aplikovana tato média:
A. Degradujici mikroorganismy (Gordonia tarrae, Variovarax paradoxus,

Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha) jsou zahrnuty v technologii EPS-INOK. Jako
zdroj uhliku a energie vyuzivaji tyto bakterie ropné polutanty, dochdzi tak k aerobni
degradaci a ptitomné kontaminanty jsou rozlozeny az na oxid uhli¢ity a vodu. Aplikace
vybranych mikrobialnich kment byla provadéna aplikaénim Cerpadlem piip. gravitacné
aplika¢nimi rozvody z aplika¢ni nadrze.

Bakterie Gordonia terrae CCM 2633 (obr. 5) vytvaii nepravidelné kolonie
koloidnich a ty¢inkovitych Utvaril, vyrazné cervené pigmentace, které se Casto shlukuji
do ,trsi” o velikosti pfevazné¢ do 1 mm v priméru a jsou nepohyblivé. Pro jeji
schopnost pfeménovat a vyuzivat C-zdroje (kromé alifatickych uhlovodikt) — naftu,
letecky petrolej, olej, ropu, naftalen, fenol, toluen je jeji vyuziti velmi vhodné

k biodegradaci.
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Obr. 5 Gordonia terrae (© EPS, s.r.0.)

Dalsi pouzitou bakterii je Variovorax paradoxus (obr. 6). Jeji kolonie jsou
nepravidelné, hladké, lesklé, mirné vypouklé, nazloutlé, mirn¢ slizovité, tvorici rovné
nebo nepatrné zaktivené kratké silné ty€inky, které nékdy fetizkuji. Vyuzivaji C-zdroje
(krom¢ alifatickych uhlovodikt)) — fenol, naftalen, toluen, ropu, olej, letecky petrole;j,
naftu. Vzhledem k piitomnosti pigment v buné¢nych strukturach vykazuje popisovany
taxon tendenci utilizovat latky na bazi nepolarnich slou¢enin, je schopen vyuzivat ropné

uhlovodiky riznych délek svého fetézce a z nepfili§ Castych zdrojh uhliku.

a)

Obr. 6 Variovorax paradoxus, a) mikroskopicky snimek (© EPS, s.r.0.), b) kultivace na Petriho
misce (© EPS, s.r.0.)
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Tteti mikrob je aerobni bakterie Pseudomonas fluorescens 1K (obr. 7) ve tvaru
rovnych nebo mirné zaktivenych tyc¢inek. Vyskytuji se jednotlivé, v nepravidelnych

shlucich a pohybuji se. Kolonie maji bélavou barvu, jsou kulaté, lesklé, hladké, mirné

vypouklé a maji souvisly okraj.

Obr. 7 Pseudomonas fluorescens, a) gramovo barveni (© EPS, s.r.0.), b) P. f. na MPA (© EPS,
S..0.)

Poslednim pouzitym degradujicim mikroorganismem je gram negativni bakterie
Ralstonia eutropha (obr. 8). Tato bakterie tvofi tyCinky a je fakultativné anaerobni.
V nepfitomnosti O, vyuziva tento organismus denitrifikace. Jako zdroj energie miize

slouzit celé fada organickych latek (Cramm 2009).

Obr. 8 Bakterie Ralstonia eutropha (©http://ecobiomaterial.com)
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B. Zakladni nutrienty

Nutrienty jsou dilezité vyzivné latky pro spravny vyvoj a mnozeni mikroorganismda.
Dulezité biogenni prvky, jako je fosfor a dusik, byly aplikovany ve formé roztoku. Jako
zdroj nutrietit byla pouzita obecné znadma a pouzivana hnojiva jako napi. NP-sol, siran
amonny aj. Idealni pomér C:N:P byl stanoven na 100:10:1 (Eweis et al. 1998). Tento
spravny pomér a zdroje zivin byly nutné zejména na zacatku bioremedia¢niho procesu,
kdy dochézi k nartGstu degradacni populace. Dalsi aplikace byly realizovany pfimétené

v ramci aplikace bakterialniho inokula.

C. Vzdus$ny kyslik

Vzdusny kyslik je nutny pro rozklad ropnych latek béhem nejefektivnéjsi a nejrychlejsi
aerobni biodegradace. Baktérie vdechuji Oy, rozkladaji ropné latky a vydechuji COx.
Kyslik byl do horninového prostfedi (v oblasti intenzivni degradace ropnych latek)
saturovan kontinudlné dmychadlem aplikacnimi sondami, mnozstvi O, V zeminach
(V nesaturované zon¢) se monitorovalo respiraénimi méfenimi na respira¢nich sondach.
Na zakladé¢ vysledki monitoringu byl upravovan rezim davkovani vzduchu
do jednotlivych aplika¢nich sond kulovymi ventily. Dostate¢né provzdusnéni
kontaminovaného odpadu byva kromé vzduchovani aplika¢nimi objekty zajisténo také

pravidelnym pfehrnovanim, pifevracenim a kyptfenim.

D. Povrchové aktivni latky

K uvolnéni adsorbovaného znecisténi na piidni matrici odpadu bylo vyuZito povrchové
aktivni latky REO 801, ktera je dobfe rozlozitelnd degradujicimi mikroorganismy.

Roztok PAL byl pouzit zejména pfi zahajeni aktivnich bioremediac¢nich praci.

3.5 Experimentalni ¢ast

V ramci bakalarské prace jsem se zabyvala otdzkou, zda lze pomoci bioremediace

dekontaminovat zamotenou zeminu ropnymi polutanty a pak ji nasledné znovu pouzit.
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Chtéla bych ovéfit poznatky z teoretické casti bioremediace ex situ a zjistit, zdali dojde
ke zméng vlastnosti vii¢i pivodnimu slozeni kontaminované pudy.

Na bioremediacni plochu firmy EPS, s.r.o. byl béhem bfezna 2011 navezen
odpad zemin a kameni z mist, kde se manipulovalo s ropnymi latkami a jejich derivaty.
Tyto kontaminované pidy pochéazely z odstraiiovani starych ekologickych zatézi
z lokality Trineckych Zelezaren, a.s. Mnozstvi navezenych odpadi predanych
spole¢nosti EPS, s.r.o. k bioremediaci je uvedeno v tabulce 3.

Koncem bfezna dosSlo nejprve k celkovému smichdni. Poté byla zemina
rozdelena do tii pfiblizné stejnych sektori Al az A3 z divodu lepsiho monitoringu
bioremedia¢nich procest. Tyto sektory byly nasledné patfi¢né oznaceny. Na zavér zde
byly rozmistény aplikaéni plastové rozvody od dostupné technologie.

Na dekontamina¢ni plose Vv Ostravé v arealu skladek COZ byly od dubna
do fijna 2011 odebirany vzorky a provadéna kontrolni méfeni. Vzorky byly v mé&si¢nich
intervalech odesilany do laboratoie EPS, s.r.o. a podle zjisténych hodnost byl proces

bioremediace korigovan.

Tabulka 3 Mnozstvi deponovaného odpadu k. ¢. 17 05 03

Navoz k datu  MnoZstvi tun Dopravce/ptivodce, puvod
22.3.2011 237,04 AWT, a.s./ UNIGEOQ, a.s., objekt SO-16/Il — Ttinecké zelezarny, a.s.
23.3.2011 241,52 AWT, a.s./ UNIGEO, a.s., objekt SO-16/I1 — Tiinecké Zelezarny, a.s.
24.3.2011 423,02 AWT, a.s./ UNIGEDO, a.s., objekt SO-16/Il — Tiinecké Zelezarny, a.s.
25.3.2011 104,06 AWT, a.s./ UNIGEO, a.s., objekt SO-16/Il — Tiinecké Zelezarny, a.s.
Celkem: 1005,64

3.5.1 Metodika odbéru a tipravy vzorki

V kazdém sektoru byly pomoci ruc¢ni vibra¢ni soupravy EJKELKAMP s vynosem

vrtného jadra odebrany tii kusy dil¢ich vzorkd, ozna¢enych ¢ervené (obr. 9).
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Obr. 9 Biodegradaé¢ni plocha spole¢nosti EPS, s.r.0. (© EPS, s.r.0.)

Dil¢i vzorek byl sestaven z celého vrtného profilu v misté realizace sondy.
Vzorky ze sekci Al az A3 byly homogenizovany a smiSeny v mise. Pomoci kvartovani
a tim zmenSovani objemu vznikl reprezentativni vzorek o hmotnosti 3 kg, ktery byl
patii¢né oznacen podle sektoru (Al az A3), ulozen v PE sacku do termoboxu a odvezen
do laboratofe. Laboratorni vzorky byly uchovany v chladniéce pii teploté od 2 do 5 °C.
Zpracovani bylo zahajeno co nejdiive po odbéru, do 24 hodin.

Totéz se délo 1 se vzorky odebranymi pro stanoveni koncentrace zakladnich
nutrietl, bakteridlniho oziveni, respiracnich testl aktivity a pribézného stanoveni
koncentraci C19-Cap,

Respira¢ni plyny byly odebirdny a méfeny na respiracnich sondach. Vzdy bylo
realizovano jedno méfeni za mésic. Respiraéni plyny byly méteny pristrojem Anagas 98
na jedné sond¢ v kazdém sektoru oznacené na obrazku RS1 az RS3 zlutou barvou

(obr. 10).
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—

Obr. 10 Biodegradaéni plocha spoleénosti EPS, s.r.o. — detail (© EPS, s.r.0.)

Pti zavérecném vzorkovani bylo postupné odebrano 9 dil¢ich vzorkd (3 ks
z kazdého sektoru Al az A3), ze kterych byl smichan reprezentativni vzorek RC-2.
Odbér a uprava vzorku se shodovala s postupem upravy pribéznych vzorka
pfi monitoringu bioremediace. Vzorek zeminy byl odeslan do akreditované laboratofe

ALS Czech Republic v Praze, kde byly rozbory zavéreéného vzorkovani provedeny.

3.5.2 Metodika hodnoceni vysledki
Aplikovana média

V bioreaktorech umisténych pfimo u dekontaminaé¢ni plochy bylo pfipraveno inokulum
vybranych mikroorganismii k dekontaminaci ropnych latek v dané puadé (obr. 11).
Pomoci aplikaénich rozvodi a postiiku bylo toto inokulum nasledné¢ zavedeno
do kontaminované zeminy v sektorech Al az A3. K optimalnimu prub&hu bioremediace

byly vytvofeny a udrzovany vhodné podminky.
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Obr. 11 Bakteridlni inokulum v bioreaktoru firmy EPS, s.r.0. (© EPS, s.r.0.)

Respiraéni plyny
Meéfeni kysliku a oxidu uhli¢itého bylo uskute¢néno pomoci tii respiracnich sond (RS1

az RS3) terénnim piistrojem Anagas 98 (obr. 12).
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Obr. 12 Terénni piistroj Anagas 98 (© EPS, s.r.0.)

Zikladni nutrienty

Pro spravny rozvoj alochtonnich heterotrofnich mikroorganismii a hlavné pak
degradujicich mikroorganismi jsou zapotiebi zakladni nutri¢ni prvky, jako je dusik a
fosfor. Tyto prvky byly do kontaminované zeminy dodavany ve formé roztokti bézné
pouzivanych hnojiv. Pribézny monitoring koncentrace téchto prvki ukazoval, zda je
jich v daném prostiedi dostatek, ¢i je nutné tyto prvky dodat. Fosfor byl dodavan
formou hnojiva NP-sol, amonné ionty pomoci siranu amonného. Méfeni probihalo

jednou mésicné.

Postup pro stanoveni koncentrace zdakladnich nutrietii

Pfi stanoveni nutrietd u zemin byl nejprve pfipraven vodny vyluh, coZ je roztok, ktery
vznikne pfi Styku zeminy s vodou ve stanoveném poméru a za stanovenych podminek
vyluhovani.

Pro pfipravu vodného vyluhu je nutné znat hmotnostni podil suSiny v zeming.

Prazdna odpatfovaci miska byla nejméné 30 min vysuSovana V su$arné pii teploté
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105 °C. Po ochlazeni v exsikatoru na laboratorni teplotu (minimaln¢ 45 min) byla
zvazena s piesnosti alespon na 10 mg. Podle ocekavaného obsahu vody bylo
do odpatovaci misky odvazeno pfimétené mnozstvi vzorku tak, aby ziskana suSina m¢la
hmotnost nejméné 0,5 g. Miska se vzorkem byla opét vysusovana v susarné pii teploté
105 °C do konstantni hmotnosti. Po ochlazeni v exsikatoru na laboratorni teplotu byla
odpafovaci miska s vysuSenym obsahem zvazena. Zrozdilu hmotnosti vzorku
pied susenim a po suseni byl vypoc¢ten hmotnostni podil suSiny.

Pro pfipravu samotného vodného vyluhu bylo do vzorkovnice navazeno takové
mnozstvi vzorku, které odpovida 100 g jeho suSiny a bylo pfiddno tolik destilované
vody, aby pomér vody a pevné faze (v pfepoCtu na vysuSeny vzorek) byl 10:1.
Podminky vyluhovani jsou definovany teplotou mezi 15 az 25 °C, 24 h styku obou fazi
a oddélenim filtraci.

Uzaviena vzorkovnice byla umisténa do tfepacky. Po Sesti hodinach tfepani a
osmndcti hodinach sedimentace byl vyluh odd¢len filtraci od pevné faze. Nejdiive byla
provedena predbéznd filtrace pies papirovy filtr, poté byla pouzita vakuova filtrace
pfes membranovy filtr o velikosti pora 0,45 pm.

Dale bylo provedeno kontrolni méfeni pH vzorku pomoci pH papirku, protoze
pro stanoveni amonnych ionti i fosforecnani pomoci setli od firmy Merck je zapotiebi,
aby mél dany vzorek pH v rozmezi hodnot 4 az 13 (meze detekce spektrofotometru).
Pokud vzorek tuto podminku nespliiuje, musi byt pied stanovenim na tuto hodnotu pH
upraven pridavkem roztoku hydroxidu sodného nebo kyseliny sirové. V mém piipade

nebylo nutné pH upravovat.

Postup pro stanoveni amonnych iontii

Do zkumavky bylo odpipetovano 5 ml vzorku vodného vyluhu zeminy, ktery byl
vytemperovan minimalné€ na 20 °C. Bylo pfidano 0,6 ml ¢inidla NH4-1B (vinan v silné
alkalickém prostfedi NaOH) a obsah zkumavky byl promichan. Poté byla pfidana
jedna mikrolzic¢ka suchého chlora¢niho ¢inidla NH4-2B (dihydrat dichlorisokyanuratanu
sodného), ktera je soucasti modrého Sroubovaciho uzavéru zasobni lahvicky. Zkumavka
byla uzaviena a protiepavana tak dlouho, dokud nedoslo k uplnému rozpusténi ¢inidla a
pak se nechala 5 min stat. Nakonec byly pfidany 4 kapky c¢inidla NH4-3B (nitroprusid

sodny, thymol a 2-propanol), smés byla zamichana a nechala se stat dalSich 5 min.
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Koncentrace amonnych iontii byla zméfena na spektrofotometru AquaMate pfi vinové

délce 690 nm v kyveté optické drahy 1 cm. Zbarveni bylo stalé jednu hodinu.

Postup pro stanoveni fosforecnanii

Do zkumavky bylo odpipetovano 5 ml vzorku vody. Bylo pfidano pét kapek cinidla
P-1A (anorganické slouceniny V prostiedi kyseliny sirové), které bylo do vzorku
zamichano. Potom byla pifidana jedna mikrolzicka ¢inidla P-2A (kyselina askorbova),
ktera je soucasti modrého Sroubovaciho uzavéru zasobni lahvicky. Zkumavka byla
uzaviena a protfepavana tak dlouho, dokud nedoslo k Giplnému rozpusténi €inidla. Poté
se nechala 5min stat. Koncentrace fosfore¢nanovych iontd byly zméteny
na spektrofotometru AquaMate pii vinové délce 690 nm v kyveté optické drahy 1 cm.
Zbarveni bylo stalé jednu hodinu.

Pro dané analyzy byla pouzita ¢inidla z reagencniho testu Spectroquant® firmy
Merck. Na zakladé vysledku laboratoie EPS, s.r.o. bylo nasledné doporuc¢eno davkovani

vyse uvedenych nutrientd.

Heterotrofni a degradujici mikroorganismy

Pro rozklad ropnych polutant bylo aplikovano do zeminy inokulum mikroorganismd.
Nejprve byly odebrany vzorky zemin ze sektori Al aZz A3, které byly poslany
do laboratofe EPS, s.r.o. Zde byly navozeny vhodné podminky, jako je stala teplota,
dostatecna koncentrace kysliku a spravnad vlhkost, pro rozvoj heterotrofnich 1
degradujicich mikroorganismti. Podle vysledkii pak bylo uréeno davkovani inokula
pro spravny chod bioremediace. Koncentrace danych mikroorganismii byla také
monitorovana béhem celé dekontaminace, aby byl ovéten spravny rozvoj téchto bakterii
a ucinnost bioremediace.

Nejprve bylo navazeno 10 g vzorku do sterilni Erlenmeyrovy barky. Poté bylo
ptidano 100 ml roztoku NasP,O;. Banka byla protiepavana na tiepacce po dobu
30 min a nasledn¢ se nechal obsah 5 min ustat. Jeden ml vychozi suspenze byl pienesen
do 9 ml fyziologického roztoku (fedéni 10™%). Jeden ml takto pipraveného roztoku byl
pienesen do dalsi zkumavky s fyziologickym roztokem. Opakovanim tohoto postupu

byla pfipravena fedici fada.
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Postup pro stanoveni kultivovatelnych heterotrofnich mikroorganismii

Na specifickou kultiva¢ni pidu bylo rozetieno 0,2 ml vzorku vhodného tedéni. Jako
kultivaéni prostiedi byl pouzit Plate Count Agar od HiMedia Laboratories, Cadersky-
envitek, spol s.r.o., na ktery bylo napipetovano 0,2 ml vzorku vhodného fedéni a
pomoci sterilni sklenéné ty€inky byl dokonale rozetfen po povrchu. Po zaschnuti
pfi laboratorni teploté byly misky umistény dnem vzhuru do inkubatoru s teplotou 20 az
25 °C po dobu 48 h. Po inkubaci byly vybrany inkubované plotny obsahujici méné nez
300 kolonii a na kazdé z nich byly spocitany vSechny kolonie (obr. 13).

Obr. 13 Rozvoj heterotrofnich mikroorganismti po 24 h inkubaci, laboratote firmy EPS, s.r.o.
(O EPS, s.r.0.)
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Postup pro stanoveni kultivovatelnych degradujicich mikroorganismii

Jako kultivacni prostiedi byl pouzit Agar Powder (obohaceny o KH;PO,, (NH4),SO4 a
MgSQ, - 7 H,0). Na Petriho misku bylo rozetieno sterilni sklenénou ty¢inkou 0,1 ml
nafty, ktera slouzi jako jediny zdroj uhliku a energie. Po absorbci C-zdroje bylo
na misku odpipetovano 0,2 ml vzorku vhodného fedéni a pomoci sterilni sklenéné
ty¢inky bylo dokonale rozetieno po povrchu. Po zaschnuti pfi laboratorni teploté byly
misky umistény dnem vzhtiru do inkubatoru s teplotou 20 az 25 °C na osm az deset dnt.
Po inkubaci byly vybrany inkubované plotny obsahujici méné¢ nez 300 kolonii a

na kazdé z nich byly spocitany vSechny kolonie.

Respiraéni testy aktivity

Aktivita aplikovanych mikroorganisml byla méfena pomoci respiracnich testi.

Postup pri stanoveni respiracni aktivity

Do sterilni lahve byl pfenesen homogenni vzorek zeminy v mnozstvi, ktery odpovida
ptiblizn¢ 100 g suSiny vzorku. Déle byla upravena vlhkost pfidavkem asi 10 ml sterilni
destilované vody. Do lahve byla poté vlozena zkumavka s 20 ml roztoku hydroxidu
sodného o koncentraci 1 mol-I". Zkugebni vzorek byl kultivovan po dobu jednoho tydne
V hermeticky uzavieném systému bez pfistupu svétla. Na pocatku kultivace byl
ve vzorku stanoven pocet heterotrofnich a degradujicich mikroorganismi. Oxid uhlicity,
ktery vznikal v prubéhu biodegradaéniho procesu, byl zachycovan v roztoku hydroxidu
sodného. Mnozstvi vyprodukovaného oxidu uhli¢itého bylo stanoveno z rozdilu
vysledku acidimetrickych stanoveni na zac¢atku a na konci kultivace.

Na zacatku acidimetrické titrace roztoku NaOH bylo odméteno 5 ml roztoku
NaOH o koncentraci 1 mol-I"* do titra¢ni baiiky. Objem byl dopInén destilovanou vodou
na 100 ml. Byly ptidany dveé kapky fenolftaleinu (0,5% indikatorového roztoku) a
za stalého michani byla provadéna titrace odmérnym roztokem HCl o koncentraci

1 mol-I™ proti bilé podlozce az do odbarveni indikétoru (obr. 14).
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Po ukonceni kultivace bylo odebrano 5 ml roztoku ze zkumavky v kultiva¢ni

lahvi. Objem byl doplnén destilovanou vodou na 100 ml a pfi titraci se postupovalo

vyse uvedenym zplsobem.

Obr. 14 Titrace pro ur¢eni mnozstvi vyprodukovaného CO, (© EPS, s.r.0.)

Koncentrace C1p-Cag

V laboratotich spolecnosti EPS, s.r.o. byly také zjiStovany provozni koncentrace

organického znecisténi v dekontaminované zeminé pomoci plynové chromatografie.

Postup pro stanoveni obsahu uhlovodikii C19-Cao plynovou chromatografii

Nejprve bylo do 100 ml extrakéni baiky navazeno 10 g puvodniho homogenizovaného
vzorku sptesnosti 0,1 g a bylo pfidano 20 ml acetonu. Vzorek byl kratce rucné
protiepan a bylo pfidano 10 ml standardu RTW obsahujici dekan a tetrakontan. VVzorek
byl extrahovan po dobu jedné hodiny tfepanim. Po usazeni byl zfiltrovan pies skladany
filtra¢ni papir do d¢lici ndlevky. Aceton byl odstranén promytim organické faze 2 X 100
ml vody. Organické faze byla vypusténa do sklenéné zkumavky a byl ptidan bezvody

siran sodny. Po kratkém protiepani byla ¢ast extraktu ptevedena do 5 ml vialky a byla
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pfidana jedna 1zicka Florisilu. Po usazeni byl vzorek pfeveden do 2 ml vialky a
analyzovan plynovou chromatografii pomoci plynového chromatografu CP-3800
(Varian) s FID detektorem s autoinjektorem CP-8410 (Varian). S kazdou sérii vzorki

byl analyzovan slepy vzorek, ktery byl pfipraven stejn¢ jako realny vzorek.



4. VYSLEDKY

Aktivni bioremediacni ¢innost na odpadu katalogového cisla 17 05 03 v mnozstvi
1005,64 tun byla provadéna od dubna 2011 do fijna 2011. Pro sniZeni koncentrace
ropnych polutantl byla zvolena bioremediace ex Situ s vyuzitim technologii spole¢nosti
EPS, s.r.o. - EPS-INOK vyuzivajici pro degradaci organického znecisténi specialnich
bakterialnich kment a EPS-PAL pro uvolnéni adsorbovaného necisténi na pevné

matrici odpadu.

4.1 Aplikovana média

Podptirné prace byly nejvice intenzivni na zac¢atku bioremediace pro zkraceni tzv. lag
faze, klidového obdobi, kdy dochazi k rozvoji mikroorganismi. Tato faze se zkracuje
dodanim zivin, vody, inokula a povrchové aktivnich ldtek na minimum, aby méla
bioremediace co nejkrat$i nastup (tabulka 4). Pribéh bioremediace je zavisly také
na mnozstvi deponovaného odpadu, jeho kvantitativni a kvalitativni kontaminaci,

klimatickém obdobi apod.

Tabulka 4 Mnozstvi aplikovanych médii na 1005,64 tun kontaminované zeminy

;:)?i?((;l; Voda (m®)  Inokulum (m®)  Nutrienty (m®) Vzduch (m®)  PAL (m?)

Duben 2011 5 10 3 15 000

Kvéten 2011 10 25 2 30000

Cerven 2011 10 25 1 30 000 -
Cervenec 2011 15 25 - 35000 1
Srpen 2011 15 25 1 35000 -
Zari 2011 10 20 - 30000 -
Rijen 2011 - - - 2000 -

Optimalni vlhkosti se docililo zkrapénim cca 65 m?® vody, bakterialniho inokula
bylo aplikovano cca 130 m®, roztoku s PAL byly vyuzity cca 4 m* a bylo dodéno
cca7m® roztoku se zakladnimi nutrienty. Aplika¢nimi sondami bylo saturovano

cca 177 000 m® vzduchu.
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4.2 Koncentrace respira¢nich plyni

Prabéh koncentrace pudnich plynt se znaéné ménil (obr. 15).
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Obr. 15 Vyvoj koncentrace respiracnich plynt

Po navezeni a uUvodni aplikaci inokula a Zzivin byly zaznamenany vysoké
koncentrace CO, a nizké koncentrace O,. Kyslik je potfebny pro rozvoj a vegetaci
mikroorganismu, proto byl do kontaminované pidy dodavan. Béhem biodegradace
koncentrace O, neklesla pod limitni hranici 4 obj. %, coz signalizuje spravny vyvoj
dekontaminace. Naproti tomu hodnoty oxidu uhli¢itého postupné klesaji, jelikoz
dochdzi k saturaci prostiedi atmosférickym vzduchem a k postupnému sniZovani

koncentrace ropnych polutantt v télese deponie.

4.3 Koncentrace zakladnich nutrieta

Jiz z prvniho méfeni bylo patrné, Ze bude potieba dodat dostatecné mnozstvi
zivin pro spravny a piijatelné rychly vyvoj bioremediace. Nasledn¢ tedy byly
aplikovany roztoky hnojiva NP-sol a (NH4),SO, zejména v mésici dubnu a kvétnu.
Koncentrace se postupné zvySovala do pozadovanych intervali s odpovidajicim
pomérem N:P vrozmezi 10-20:1, coZz je idedlni pomér nutrieth pro dany typ

aplikovanych bakterii (obr. 16).
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Obr. 16 Vyvoj koncentrace nutriet

Koncentrace fosforeénych Zivin byla ze zacatku zvolna navySovana, nasledné
udrzovana na zékladé¢ mikrobiologickych analyz na pozadované hodnoté a Vv zavéru
koncentrace postupné klesala se spotfebovanim nutriet mikroorganismy. Naproti tomu
koncentrace dusikatych zivin stoupala az do srpna, poté zvolna klesala. Divod vyssi
davky hnojiv byl ve vys§im zatizeni zeminy organickymi polutanty a moznosti nasledné

pfirozené atenuace po ukonceni aktivnich praci.
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4.4 Pocty heterotrofnich a degradujicich mikroorganismii
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Obr. 17 Chronologicky vyvoj poctu heterotrofnich organismu (Sektor Al, A2 a A3)
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Obr. 18 Chronologicky vyvoj po¢tu degradujicich organismu (Sektor Al, A2 a A3)

Nartst koncentrace obou sledovanych skupin mikroorganisml je vysoka — az
o tii fady (obr. 17, 18). Koncentrace degradujicich organismt stoupala diky aplikaci
inokula, zivin a vzdu$ného kysliku. Dosahovala hodnot v fadu az 10° KTJ/g.sus. Rozvoj

mikroorganismli ma za nasledek i zvySenou aktivitu v rozkladu ropnych polutantd.
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Jakmile dojde ke snizeni koncentrace ropnych latek v zemin€, snizi se i pocet

mikroorganismil, coz signalizuje zdarny prab¢h a nastupujici zavér bioremediace.

4.5 Respiracéni testy aktivity

V laboratotich spolecnosti EPS, s.r.o. byly kazdych 14 dni provadény respiracni testy

aktivity mikroorganismd, které byly pfitomny v dekontaminované zeminé (obr. 19).
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Obr. 19 Respira¢ni testy aktivity (Sektor Al, A2 a A3)

Podle vysledkii respiracnich testi aktivity mikroorganismit bylo zjisténo, ze
po zahajeni aktivnich bioremediacnich praci doslo k vyraznému narGstu rychlosti
bioremediace, tedy i kezvySeni aktivity danych bakterii (produkce CO, az
89 mg'kg-sus-den™). Respiraéni testy aktivity mikroorganismii potvrzovaly spravnou

rychlost rozvoje bakterii a priibéh bioremediace.

4.6 Vyvoj koncentraci C;;-Cy Vv pribéhu aktivnich praci

Vyvoj koncentraci Cj1p-C4o Charakterizoval stav znecisténi (kvantitu) kontaminované

zeminy (obr. 20).
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Obr. 20 Vyvoj koncentraci C1o-Cy (Sektor Al, A2 a A3)

Prvni méfeni koncentrace Cio-C4 Ukazuje hodnoty znecisténi Vv praméru
15 830 mg/kg-sus, po zahajeni aktivnich praci, dodanim inokula a Zivin, doslo k poklesu
tohoto znecisténi. Znamena to tedy, ze koncentrace Cio-Cyo klesa s dobou aplikace
bioremediacnich praci. MuZzeme také pozorovat, Ze zneCiSténi je v kontaminované
zemin¢ rozmisténo heterogenné, Cemuz byla také uzplsobena obsluha a fizeni

bioremedia¢nich praci na dané lokalité se zaméfenim na jednotlivé sektory deponie.

4.7 Zavérecny monitoring

Vzorek zeminy pro zavéreCnou analyzu se nijak neli§il od vzorkd pribézného
monitoringu. Po patfiéném oznaceni, byl ulozen do termoboxu a odvezen do laboratofe
spole€nosti ALS Czech Republic v Praze.

Reprezentativni vzorek zeminy pro zavéreény monitorig RC-2 byl odebran
pro analytické prokazani stanovenych cilovych limitd sanace podle splnéni tabulek
¢.10.1 a 10.2 ptilohy ¢. 10 dle Vyhlasky ¢.294/2005 Sb. Termin zavére¢ného
vzorkovani byva zvolen podle pribéznych vysledki monitoringu, které by mély

ukazovat splnéni sanac¢nich cilu a ukoncéeni bioremediace (tabulka 5, 6).



Tabulka 5 Rozbor zeminy dle Vyhlasky 294/2005 Sb. (© EPS, s.r.0.)

10.1 Vyhl. 294/05 Sb.

Ukazatel RC-2 (mg/kg sus.) Limit Vyhodnoceni
Susina pti 105 °C 98,8 - -

As 1,75 10 vyhovuje
Cd <0,4 1 vyhovuije
Cr 5,53 200 vyhovuje
Hg <0,2 0,8 vyhovuije
Ni 2,6 80 vyhovuje
Pb 7,2 100 vyhovuije
Vv 51 180 vyhovuje
Suma BTEX <0,17 0,4 vyhovuje
Kvantita RU (C10-C20) <20 300 vyhovuje
Suma PAU <0,12 6 vyhovuje
EOX <1,0 1 vyhovuje
Suma PCB <0,14 0,2 vyhovuje
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Zemina, kterd byla navezena na dekontaminacni plochu firmy EPS, s.r.o.,

vykazovala urcity stupeni znecisténi. Jeho méteni vykazovalo obsahy toxickych prvka

(tab. 3) - arsen, kadmium, chrom, rtut, nikl, olovo, vanad, také hodnoty EOX

(Extrahovatelné organické halogeny), PAU, PCB, sumu BTEX a kvantitu C19-Cyo.

Z téchto analyz vyplyvd, Ze reprezentativni vzorek zemin, deponovany

na dekontaminacni ploSe spolecnosti EPS, s.r.o. varedlu COZ Ostrava po upraveé

formou bioremediace splituje limity tabulek ¢. 10.1 a 10.2 pfilohy ¢. 10 Vyhlasky

294/2005 Sb. a odpad je tak mozno dale vyuzivat v souladu s platnou legislativou.

Tabulka 6 Rozbor zeminy ve vzorku RC-2 (matrice: odpad-vyluh) dle Vyhlasky 294/2005 Sb.

(O EPS, s.r.0.)

Parametr Vyhodnoceni testt Vyhodnoceni I.
Akutni toxicita

na akv. rybach Poecilia reticulata prumérna mortalita 0% vyhovuje
Akutni toxicita

na perloockach Deaphnia magna primérna imobilizace 0% vyhovuje

Test na sladkovodnich tasach primeérna inhibice 5,2% vyhovuje

Test na semenech vyssich rostlin
Sinapis alba

priamérna stimulace <1,0%

vyhovuje




5. DISKUZE

Prvnim cilem této prace bylo seznameni se studovanou oblasti sanaci zemin. Byly
zminény pouzivané sanacni technologie a zékladni metody bioremediaci. Také byly
popsany rizikové skupiny mikroorganismu a kontaminanty.

Druhym cilem bylo zjistit, zda se u dané zeminy snizila koncentrace latek
ropného charakteru, tak aby vysledny dekontaminovany material vyhovél limitim
tabulek ¢. 10.1 a 10.2 ptilohy €. 10 Vyhlasky 294/2005 Sb., tzn. vyuziti na povrchu
terénu, v naSem pftipadé do ,stavby*“ v aredlu skladek COZ. Po vySe popsanych
aktivnich bioremediac¢nich pracich tento odpad limitiim vyhovél.

Podle vysledkii respiracnich testd aktivity mikroorganismti bylo zjisténo, ze
po zahajeni aktivnich bioremediacnich praci doSlo k vyraznému ndrastu rychlosti
bioremediace, tedy i ke zvySeni aktivity danych bakterii — produkce CO, az
89 mg/kg-sus-den™. Je viak nutné zminit to, Ze vypoétené rychlosti rozkladu ropnych
uhlovodikii na zakladné laboratorniho testu v optimalnich a stdlych podminkéch jsou
oproti redlnému stavu na lokalité o urcité procento nadhodnoceny.

V pribéhu bioremediac¢nich procesii stoupla koncentrace degradujicich
organismul az na maximalni hodnotu 107 KTJ/g-sus.

Stav  zne€iSténi kontaminované zeminy byl charakterizovan vysokymi
koncentracemi C;o-Cygo. Vstupni koncentrace sledovanych polutantd byla v pruméru
15830 mg/kg-sus. Po zahajeni bioremediace vSak tyto koncentrace klesaly. Tato
skutecnost potvrdila spravnou uc¢innost biodegradace. Koncentrace ropnych latek
klesala az do konce ¢ervna 2011, kdy doSlo ke zpomaleni poklesu a koncentrace se jiz
pomalu pfiblizovaly podlimitnim hodnotam, které prokazovaly zdafilou bioremediaci.

Bioremediace vedla k tomu, Ze pivodné kontaminovana zemina oznacena jako
druh odpadu katalogového ¢isla 17 05 03 — ,,Zemina a kameni obsahujici nebezpecné
latky s celkovou Klasifikaci jako nebezpeény odpad* ztratila své nebezpecné vlastnosti,
a tim byla vyfazena z této kategorie. Na tyto odpady se vztahuje Osvédceni o vylouceni
nebezpecnych vlastnosti odpadi €. Os/06/09/DM. Diky bioremediaci klesla koncentrace
ropnych latek az na podlimitni hodnotu (hodnota kolem 100 mg/kg.sus), a tak odpad
splnil cilové limity sanace tabulek ¢. 10.1 a 10.2 piilohy ¢. 10 Vyhlasky 294/2005 Sb.
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S takto upravenou zeminou lze dale nakladat vsouladu s Vyhl. 294/2005 Sb.,
tzn. vyuziti na povrchu terénu, v naSem ptipad¢ do ,,stavby* v arealu skladek COZ.

Dulezité je stanoveni vystupni kvality zeminy. Jelikoz se dana dekontaminaéni
plocha nachazi pfimo Vv aredlu skladek COZ, nabizi se tu moZnost vyvézt takto
upravenou zeminu piimo do skladky jako material skupiny N (nebezpecny odpad)
bez ukonc¢eni bioremediace (diivody byvaji vétsinou finan¢ni). Pokud jsou na vystupni
kvalitu zeminy néaroky vyssi, bioremediace probihé az do splnéni pozadovanych limitt.

Zaveérecné dokumentacni zpravy o bioremediacich jsou zpravidla internimi
dokumenty firem, proto v tomto piipadé nebylo mozné pribéh ani vysledky porovnat
S jinymi studiemi.



6. ZAVER

Popisovany odpad katalogového ¢isla 17 05 03 — ,,Zemina a kameni obsahujici
nebezpecné latky s celkovou klasifikaci jako nebezpe¢ny odpad® byl v obdobi od dubna
2011 do fijna 2011 deponovan na dekontaminacni ploSe v Ostravé spolecnosti
EPS, s.r.o.

Nekolikrat jsem se podilela na odbéru reprezentativnich vzorkii pod vedenim
pana Ing. D. ldese, odpovédného technologa firmy EPS, s.r.o. Zucastnila jsem se také
rozborl v ramci priabézného monitoringu v laboratofich firmy EPS, s.r.o. v Kunovicich.

Bioremediace probihala formou ex situ. Pro snizeni koncentrace ropnych
uhlovodikti byly pouzity technologie spole¢nosti EPS, s.r.o. — EPS-INOK a EPS-PAL.
Konsorcium bakterii zahrnovalo kmeny Variovarax paradoxus, Gordonia tarrae,
Pseudomonas putida, Ralstonia eutropha, které dokazi rozkladat ropné latky v idealnim
ptfipad¢€ az na oxid uhlic¢ity a vodu. Povrchové aktivni latky poméhaly zvysit rozpustnost
a mobilitu kontaminantd a tim usnadnily priitbéh bioremediace.

Hlavnim zamérem byla optimalizace podminek s cilem uspé$né biodegradace
cilového polutantu. Jednalo se o wudrzeni spravného mnozstvi degradujicich
mikroorganismu, kysliku, dostatku vlhkosti, zakladnich zivin a v neposledni fadé
ovlivnéni biodostupnosti polutantu povrchové aktivnimi latkami.

Podle pribéznych laboratornich testli byly bioremediacni prace upravovany a
zintenziviiovany. Pravidelné¢ byly méfeny respiracni plyny, respiracni testy aktivity,
koncentrace zakladnich Zivin, koncentrace heterotrofnich a degradujicich organismi a
také koncentrace samotného organického znecisténi

V zavéru probéhlo zavérecné vzorkovani. Analyza Vrozsahu pi. ¢. 10
(tab. ¢. 10.1. + 10.2.) Vyhlasky 294/2005 Sb. byla provedena v akreditovanych
laboratotich spole¢nosti ALS Czech Republic, s.r.o. Praha.

Reprezentativni vzorek RC-2 reprezentujici 1005,64 tun biodegradovaného
odpadu splnil limity tabulky ¢. 10.1 a 10.2 pt. ¢. 10 Vyhl. 294/2005 Sb. a s odpadem tak
1ze nakladat dle Vyhl. 294/2005 Sb., tzn. vyuziti na povrchu terénu, v naSem piipade
do ,,stavby* v arealu skladek COZ. Na tyto odpady se vztahuje Osvédéeni o vylouceni
nebezpecnych vlastnosti odpadu ¢. Os/06/09/DM.

Vyhody bioremediace jsou zna¢né. Nespornou vyhodou je cena, kterd mtize byt

u nejlevnéjSich metod jako je landfarming nebo fytoremediace az desetkrat nizsi nez
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u bézného mechanického osetfeni. DalSim pifinosem téchto sanacnich postupil je jich
Setrnost k zivotnimu prostredi, jelikoz jsou znecistujici latky pifimo mineralizovany
nebo alespon pieménény na latky méné Skodlivé.

Biodegradace ma vsak 1 své nevyhody. Jeji pribéh z velké miry ovliviiovan
ptirodnimi podminkami na dané lokalité a limitovan faktory okolniho prostiedi jako je
pH matrice, salinita, pfitomnost kysliku, organismi, koncentrace kontaminantu apod.
Bioremediace ma také dalsi priibéh nez jiné sanacni metody, nejdéle trva landfarming,
kompostovani nebo fytoremediace, a to v faddech mésict az let.

I ptes vyse uvedené nevyhody maji biodegradace Siroké vyuziti a velky
potencial.

V této oblasti se vSak muzeme jest¢ daleko posunout. Napiiklad Vv pouziti
geneticky modifikovanych organismt, které byly v laboratornich podminkach jiz
uspésné testovany, problém vsSak nastal v nasledném pouziti v terénu. Také je tu
nezodpovézena otdzka v piipade uziti extracelularnich enzymt.

Dekontaminace pomoci bakterii otevirda nové moznosti pii  CiSténi
kontaminovanych lokalit a stava se tak plnohodnotnym doplitkem béZnych sana¢nich
metod. Pro svou Setrnost k Zivotnimu prostifedi by mély byt vyuzivany vSude tam, kde

je to mozné.
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